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NOTA 

 

 

Este trabalho está apresentado na forma de artigo, em consonância com as normas 

exigidas pelo periódico “Clinical Biochemistry”, apresentadas em anexo. O texto foi 

redigido em Língua Portuguesa, de acordo com a Decisão 01 de 2010 da Comissão de 

Graduação do Curso de Ciências Biológicas que regulamenta a atividade de Trabalho de 

Conclusão em Ciências Biológicas. 
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RESUMO 

 

Objetivos: Comparar a atividade da alfa-galactosidase A em amostras de plasma, 

leucócitos e sangue impregnado em papel filtro de controles e pacientes com Doença de 

Fabry e miniaturizar as técnicas de medida da atividade enzimática em plasma e leucócitos. 

Metodologia: O sangue foi coletado, impregnado em papel filtro e teve plasma e leucócitos 

separados. A atividade enzimática foi determinada por ensaios fluorimétricos em amostras 

de controles e pacientes com Doença de Fabry nos diferentes tipos de material.  

Resultados: A correlação entre técnicas padrão e miniaturizada foi significativa. Novos 

valores de referência e de corte foram estabelecidos, de acordo com a diferença na 

atividade da alfa-galactosidase A entre gêneros para sangue impregnado em papel filtro e 

plasma. Encontrou-se boa correlação entre os diferentes tipos de material.  

Conclusões: O estabelecimento de valores específicos para homens e mulheres aumentará 

a confiabilidade das técnicas comumente utilizadas para triagem e diagnóstico de Doença 

de Fabry. 

 

Palavras-chave: Doença de Fabry, alfa-galactosidase A, atividade enzimática, doenças 

lisossômicas de depósito. 
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Introdução 

 

A doença de Fabry, tema principal deste trabalho, faz parte de um grupo de doenças 

metabólicas hereditárias conhecido como Erros Inatos do Metabolismo (EIM). Esta doença 

é, ainda, enquadrada em uma classe de EIM denominada Doenças Lisossômicas de 

Depósito (DLD).  

 As DLD formam um grupo com mais de 40 doenças genéticas causadas pelo 

acúmulo de moléculas complexas que, normalmente, deveriam ser degradadas nos 

lisossomos. Esse acúmulo é causado, na maioria das vezes, pela deficiência de enzimas 

denominadas hidrolases lisossômicas, mas também pode ser ocasionado por outro fator que 

impeça ou diminua a atividade dessas enzimas, como deficiências de proteínas ativadoras, 

proteínas de transporte ou outra enzima necessária para o correto processamento do 

substrato acumulado [1,2]. O acúmulo dos substratos (específicos para cada uma das 

enzimas deficientes) nos lisossomos de diversos tecidos é responsável pelo aparecimento 

dos sintomas, que são diferentes para cada doença. De forma geral, os sintomas das DLD 

compreendem um amplo espectro de anormalidades esqueléticas, comprometimento do 

sistema nervoso e disfunções orgânicas [3]. 

Cada uma dessas doenças é considerada relativamente rara quando analisada 

individualmente. Porém, todas as DLD juntas afetam um em cada 5.000 a 8.000 recém-

nascidos [4]. 

Nas últimas décadas vem sendo desenvolvidos tratamentos específicos para cada 

doença, como terapia gênica, terapia com chaperonas, transplante de medula óssea, 

inibidores de síntese de substrato e terapia de reposição enzimática que, entretanto, não se 

encontram disponíveis para todas as DLD [2]. Ao mesmo tempo em que percebemos o 

aumento do número de tratamentos alternativos para as DLD, também cresce a 

preocupação com o diagnóstico, para que esse seja adequado, de fácil acesso e realizado de 

maneira mais precoce possível, visando o início do tratamento cada vez mais cedo. O 

diagnóstico para as DLD é, na maioria das vezes, realizado através de ensaios bioquímicos 

de medida da atividade enzimática específica em plasma, leucócitos ou fibroblastos. Para 

garantir a qualidade dessa amostra, o material coletado deve ser processado o mais rápido 
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possível, o transporte deve ser feito sob refrigeração e, após o processamento, as amostras 

devem ser armazenadas a -40°C [5].  

A triagem em populações de alto risco por meio de ensaios realizados em sangue 

impregnado em papel filtro (SPF) também vem ganhando cada vez mais espaço [6,7,8]. Os 

ensaios enzimáticos com amostras de SPF não são utilizados como diagnóstico final, pois 

os resultados são expressos em atividade enzimática total, não levando em conta a 

concentração da amostra, como é feito usualmente com leucócitos ou fibroblastos. 

A Doença de Fabry (DF, OMIM 301500) é uma doença metabólica com herança 

ligada ao cromossomo X recessiva, ao contrário da maioria das DLD, que possuem herança 

autossômica recessiva. A mutação relacionada a essa doença ocorre no gene localizado na 

posição q22.1 do cromossomo X [9]. É causada pela deficiência na enzima α-galactosidase 

A (GLA, EC 3.2.1.22), gerando acúmulo progressivo de glicoesfingolipídeos neutros com 

porção terminal α-galactosil, predominantemente globotriosilceramida (Gb3 ou GL-3). O 

acúmulo de Gb3 ocorre principalmente nas células endoteliais, no rim, coração e células 

nervosas, gerando uma série de sintomas como acroparestesia, angioqueratomas, problemas 

de visão e desenvolvimento de fibrose tecidual irreversível nos rins e coração. 

Considera-se que alguns homens adultos desenvolvam o fenótipo “clássico” da 

doença, embora exista grande variação nesse grupo de pacientes. As mulheres portadoras 

do gene, heterozigotas, exibem um amplo espectro de fenótipos, desde graves sintomas 

relacionados ao fenótipo “clássico”, até um quadro praticamente assintomático.  

Dados epidemiológicos sugerem que a DF afete desde um em cada 476.000 a um 

em 117.000 indivíduos na população em geral [10]. Entretanto, devido à raridade da doença 

e ao seu desconhecimento, acredita-se que esses dados podem estar subestimados. Além 

disso, iniciativas de triagem neonatal masculina encontraram prevalências mais altas, como 

1 em 3100 recém nascidos na Itália [11] e, surpreendentemente, 1 em 1500 recém nascidos 

do sexo masculino em Taiwan, sendo que cerca de 86% eram portadores de uma mutação 

relacionada a um fenótipo de desenvolvimento tardio de problemas cardíacos [12,13]. 

O tratamento para DF une o uso de tratamentos médicos convencionais com 

tratamentos específicos para a doença. O convencional ajuda a atenuar os problemas 

causados pela doença trazendo benefícios em curto prazo para o paciente. A Terapia de 

Reposição Enzimática para DF encontra-se disponível desde 2001. Em muitos países são 
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encontradas duas opções comerciais de enzima recombinante: agalsidase alfa (Replagal®; 

Shire, Cambridge, EUA), produzida através de cultura de fibroblastos humanos e 

administrada a cada duas semanas, e agalsidase beta (Fabrazyme®; Genzyme Corp, 

Cambridge, EUA), produzida pela expressão do gene humano para a α-galactosidase A em 

células de ovário de hamster chinês e também administrada a cada duas semanas [14,15]. 

O diagnóstico da DF, assim como de todas as DLD, deve ser realizado o quanto 

antes, com o objetivo de iniciar o tratamento, particularmente porque, neste caso, a Terapia 

de Reposição Enzimática já se encontra disponível. 

 Após a indicação médica, o diagnóstico geralmente é realizado através de ensaios 

enzimáticos para determinar a atividade da α-galactosidase A. Em indivíduos do sexo 

masculino, o diagnóstico enzimático é definitivo quando realizado em plasma ou leucócitos. 

Porém, em indivíduos do sexo feminino (heterozigotos) os resultados podem ser normais, 

apesar de apresentarem DF [16]. Por este motivo, o diagnóstico feminino é conclusivo 

apenas através de análise genética para mutações no gene da α-galactosidase A (gene GLA). 

Neste gene, existem mais de 585 mutações descritas [17]. 

Assim como em outras DLD, a triagem de populações de alto risco pode ser feita 

com a utilização de SPF, mas os resultados dos ensaios enzimáticos realizados com esse 

material não podem ser considerados definitivos para o diagnóstico, tornando necessária a 

confirmação em plasma ou leucócitos em homens e molecular em mulheres. Entretanto, a 

utilização de SPF tem diversas vantagens em relação ao uso de outros materiais biológicos, 

entre elas: facilidade para transporte, pois pode ser enviado via correio em envelope 

convencional sem necessidade de ser refrigerado [18]; fácil armazenagem das amostras, 

com atividade da enzima GLA preservada por 180 dias a temperaturas de até 37 °C [19]; 

menor volume de reação, reduzindo os custos em relação aos ensaios convencionais [8]; 

maior segurança na manipulação das amostras, diminuindo as chances de contaminação 

[18]. 

Tendo em vista a dificuldade presente na determinação do diagnóstico bioquímico 

da DF ― devido à diversidade de fenótipos encontrados e também à diferença existente 

entre indivíduos masculinos (hemizigotos) e femininos (heterozigotos), ocasionada pelo 

padrão de herança apresentado pela doença ― torna-se necessário comparar os resultados 

obtidos através da análise de diferentes materiais biológicos. O objetivo deste estudo foi 
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comparar as técnicas utilizadas para medir a atividade da enzima α-galactosidase A em 

sangue impregnado em papel filtro, plasma e leucócitos de indivíduos normais e indivíduos 

com DF e verificar a existência ou não de correlação entre estes resultados. Além disso, as 

técnicas de medida da atividade enzimática em leucócitos e plasma foram miniaturizadas 

com o objetivo de reduzir o volume da reação, permitindo o uso de placas de 96 poços e a 

diminuição do volume de amostra biológica necessária, tendo novos valores de referência e 

pontos de corte estabelecidos para cada material.  

 

Materiais e Métodos 

 

Antes de iniciar a coleta de amostras e ensaios bioquímicos, este trabalho foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 

em conformidade com a Declaração de Helsinki da Associação Médica Mundial para os 

princípios éticos envolvendo pesquisa clínica com seres humanos. Os participantes 

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Todo o trabalho foi executado no 

Laboratório de Erros Inatos do Metabolismo - Doenças Lisossômicas de Depósito (LEIM-

DLD) do Departamento de Bioquímica do Instituto de Ciências Básicas da Saúde da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob orientação da Profª Drª Janice Carneiro 

Coelho. 

 

Amostras 

 

As amostras de sangue utilizadas como controles saudáveis foram coletadas de 

doadores do Banco de Sangue do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, pela equipe 

responsável pelas coletas do local. Devido ao padrão de herança ser ligado ao cromossomo 

X, foi determinado que os doadores seriam de ambos os sexos, respeitando a proporção de 

1:1. Ao todo foram coletadas 20 amostras, que foram devidamente identificadas com 

números, preservando a identidade dos doadores, que não tomaram conhecimento dos 

resultados e não tiveram sua identidade revelada em nenhuma etapa de execução do projeto.  

Na coleta foram retirados 9 mL de sangue do doador voluntário, que foram 

imediatamente colocadas em tubos de heparina sódica Vacutainer, Becton and Dickinson 
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(São Paulo, SP, Brazil, www.bd.com/brasil). Para obtenção das amostras em papel filtro, 

foram pingadas duas gotas do sangue heparinizado, após homogeneização, uma sobre a 

outra, em cada círculo do cartão de papel filtro Whatman 903®. Após a secagem do SPF 

em temperatura ambiente overnight, o mesmo foi acondicionado sob refrigeração de 4°C 

até ser processado, sendo 15 dias o tempo máximo até o processamento, e, após, foi 

armazenado a -20°C. O restante do sangue foi processado para a separação de leucócitos e 

plasma. 

As amostras de pacientes portadores da doença foram aquelas previamente 

diagnosticadas em plasma e/ou leucócitos e armazenadas com identificação por números, 

juntamente com SPF, no LEIM-DLD, da mesma forma que as amostras de controles 

normais. Foram utilizadas 8 amostras de pacientes com DF, sendo 5 de indivíduos do sexo 

masculino e 3 do sexo feminino. Os responsáveis pela coleta de sangue dos pacientes fazem 

parte da equipe médica do mesmo, sendo posteriormente enviadas para o LEIM-DLD por 

uma transportadora especializada em envio de amostras biológicas. 

A separação do plasma foi realizada através de centrifugação à 2000rpm (centrífuga 

FANEM Baby® I Centrifuge – Mod. 206) à temperatura ambiente por 10 minutos. O 

restante do sangue foi utilizado para separação de leucócitos, baseada na técnica descrita 

por Skoog e Beck [20]. Ao sangue foi adicionada igual volume de uma solução contendo 

ácido cítrico-dextrose (ACD), dextran 6% e glicose 5% , misturando por inversão cerca de 

10 vezes. Depois de transcorrida 1 hora e 30 minutos, quando os eritrócitos sedimentaram, 

o sobrenadante foi transferido para um tubo cônico de plástico de 15 mL e foi submetido à 

centrifugação (centrífuga HITACHI High-Speed Refrigerated Centrifuge - Himac CR 

22GII) a 2000rpm por 10 minutos a 4ºC. O precipitado obtido (pellet) foi ressuspendido em 

solução de NaCl 0,9%, e depois foi adicionado água destilada gelada e NaCl 3,6%. Foi 

realizada nova centrifugação a 3000rpm por 5 minutos a 4ºC. No final desse processo, foi 

obtido um pellet de leucócitos que, posteriormente, foi diluído em água destilada, sonicado 

(Sonicator Ultrasonic Processor XL – Heat Systems) e teve seu conteúdo de proteínas totais 

medido pela técnica colorimétrica de Lowry e colaboradores [21] miniaturizada, realizada 

em placas transparentes de fundo plano de 96 poços (Techno Plastic Products AG-TPP, 

Suíça). Tanto as amostras de plasma, quanto de leucócitos foram armazenadas a -20°C até 

o seu processamento e, após, foram acondicionadas a -80°C. 

http://www.bd.com/brasil
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Ensaios Enzimáticos para α-galactosidase A 

 

A atividade da enzima GLA foi determinada através de ensaios fluorimétricos nos 

diferentes tipos de amostras. Em todos os ensaios utilizou-se um substrato produzido 

artificialmente com radical 4-metilumbeliferil (fluorescente), denominado 4-

Metilumbeliferil-α-D-galactosideo e, para SPF e plasma, também utilizou-se N-acetil-D-

galactosamina (inibidor da α-galactosidase B), ambos fornecidos pela Sigma (St. Louis, 

MO, USA, www.sigma.com). A incubação foi realizada em incubadora (CT712 – Cientec) 

com agitação e as leituras de fluorescência realizadas em fluorômetro com leitor de placa 

(SpectraMax Gemini XPS – Molecular Devices ─ M5) em 365nm de excitação e 450nm de 

emissão. Para todos os ensaios, as amostras foram analisadas em duplicata. 

As técnicas utilizadas nesse trabalho foram baseadas naquelas propostas por 

Civallero e colaboradores [8] e Chamoles [6] para SPF e por Desnick e colaboradores [22] 

para plasma e leucócitos. Os ensaios para SPF foram realizados com volume reduzido, de 

acordo com trabalho realizado anteriormente por nosso grupo [19]. As técnicas de medida 

da atividade enzimática em leucócitos e plasma tiveram seu volume de reação reduzido em 

4 vezes, mantendo a proporção entre os reagentes, permitindo o uso de placas de 96 poços 

(Techno Plastic Products AG-TPP, Suíça) e reduzido volume de amostra biológica, assim 

como no caso do SPF. Os ensaios para miniaturização foram realizados com controles 

saudáveis e as técnicas padrão e miniaturizada feitas simultaneamente. 

Nos ensaios em SPF foram feitos 3 picotes (picotador Harris Uni-Core 1.2 mm 

punch - St. Louis, MO, USA, www.sigma.com) de 1,2mm do papel filtro impregnado com 

o sangue do indivíduo, sendo um deles utilizado como branco da amostra. A cada picote foi 

adicionado 10µL de N-acetil-D-galactosamina 0,25M, 25µL de substrato 5mM diluído em 

tampão citrato fosfato 0,15M (pH 4,4) e 150µL de etilenodiamina 0,1M (pH 11,4). A 

etilenodiamina foi adicionada antes da adição dos reagentes nos brancos e ao final do 

tempo de incubação nas amostras. A incubação foi de 20 horas a 37°C. 

Para os ensaios em plasma foi preparada uma solução de substrato 5mM diluído em 

tampão acetato de sódio 0,5M (pH 4,8) na qual foi diluída a N-acetil-D-galactosamina 

0,25M. Em cada poço foi adicionado 25µL da solução contendo substrato e inibidor e o 

mesmo volume de amostra. Após incubação de 2 horas a 30°C, acrescentou-se 200µL de 

http://www.sigma.com/
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Tampão Glicina 1M (pH 10,4) em todos os poços e 25µL de amostra nos brancos que até 

então continham apenas a solução de ensaio. 

Em leucócitos foi utilizado um branco em duplicata por ensaio, no qual foi 

adicionado o mesmo volume de água no lugar da amostra. Em cada poço acrescentou-se 

5µL de amostra e 30µL de substrato 5mM, diluído em tampão citrato fosfato 0,5mM (pH 

4,8). Após incubação a 37°C por 2 horas, foi adicionado 200µL de tampão glicina-NaOH 

0,5M (pH 10,3) para interromper a reação através de desnaturação protéica. 

Os resultados em leucócitos correspondem à atividade enzimática específica, pois 

levam em consideração a quantidade de proteínas totais da amostra, sendo expressos em 

nanomol de substrato hidrolisado por hora por mg de proteínas (nmol/h/mg prot), enquanto 

os resultados em plasma e SPF representam a atividade enzimática total e são expressos em 

nanomol de substrato hidrolisado por hora por mililitro de amostra (nmol/h/mL).   

 

Análise Estatística 

 

Para comparar os resultados entre as técnicas padrão e miniaturizada em plasma e 

leucócitos foi realizado teste para correlação de Pearson. O mesmo teste foi usado para 

comparar as técnicas utilizadas para medir a atividade da enzima α-galactosidase A nos 

diferentes materiais. A diferença entre indivíduos saudáveis e pacientes com Fabry, bem 

como a diferença entre gêneros, foi analisada utilizando teste t de Student para amostras 

não pareadas. Curvas ROC (Receiver operating characteristic) foram usadas para 

estabelecer valores de corte específicos para controles normais e pacientes. Os dados foram 

expressos em média ± desvio padrão e os resultados foram considerados estatisticamente 

significantes quando p<0,05. Todas as análises foram desenvolvidas usando o programa 

GraphPad Prism 5. 

 

Resultados e Discussão 

 

Correlação entre as técnicas padrão e miniaturizadas 

 

 Em um trabalho anterior de nosso grupo [19] comparamos a atividade da GLA em 

amostras de sangue impregnado em papel filtro utilizando a técnica padrão, em tubo de 
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ensaio, com aquela miniaturizada, ou seja, em placa de 96 poços. O resultado desta 

comparação foi uma correlação positiva que nos permitiu utilizar a técnica miniaturizada 

para a medida da atividade da GLA. No trabalho atual, comparamos estas duas técnicas em 

dois outros materiais: plasma e leucócitos.  

 Quando utilizamos plasma, a atividade da enzima GLA foi de 8,71 ± 3,78 

nmol/h/mL, enquanto a miniaturizada teve média de 6,32 ± 1,68 nmol/h/mL. Os resultados 

da correlação de Pearson indicaram correlação significativa, com r = 0,81 e p<0,001. 

Para leucócitos, a atividade da GLA pela técnica padrão teve média 10,82 ± 4,39 

nmol/h/mg prot e pela técnica miniaturizada teve média 23,86 ± 11,53 nmol/h/mg prot. Os 

resultados demonstraram existir correlação significativa também para leucócitos, com 

r=0,95 e p<0,0001. 

Quando as médias das técnicas padrão e miniaturizada foram comparadas por teste t 

de Student, encontrou-se diferença significativa para leucócitos (p<0,0001), mas não 

ocorreu o mesmo para plasma (p>0,05). Este resultado reafirma a importância de 

estabelecer valores de referência para a técnica miniaturizada diferentes daqueles usados 

para as técnicas padrão e está de acordo com os objetivos de nosso trabalho. 

Com os resultados obtidos, ao compararmos as técnicas padrão e miniaturizada, 

podemos afirmar que a técnica miniaturizada pode, também, ser usada para fins de 

diagnóstico tanto em amostras de plasma quanto de leucócitos, desde que novos valores de 

referência sejam estabelecidos. Assim, durante todo o restante do trabalho foram utilizadas 

as técnicas miniaturizadas, permitindo, dessa forma, o uso de placas fluorimétricas de 96 

poços, diminuindo: o tempo necessário para realizar a leitura da fluorescência, o volume de 

reagentes e de amostra e, consequentemente, os custos dos ensaios enzimáticos. 

 

Comparação entre a atividade da GLA em controles saudáveis e pacientes com DF 

 

Os resultados da medida da atividade da GLA em controles saudáveis foram 

comparados com os resultados de pacientes com DF. Para SPF a atividade média para os 

controles saudáveis foi 6,02 ± 2,84 nmol/h/mL e para os pacientes com DF foi 1,25 ± 0,80 

nmol/h/mL (figura 1A). A atividade média em plasma de controles saudáveis foi 6,78 ± 

1,71 nmol/h/mL e para pacientes foi 1,30 ± 1,79 nmol/h/mL (figura 1B), enquanto para 
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leucócitos as atividades médias foram, respectivamente, 29,13 ± 11,12 nmol/h/mg prot e 

5,13 ± 3,39 nmol/h/mg prot (figura 1C).  

Observamos que nossos dados encontram-se dentro da faixa de atividade da GLA 

citada por diversos autores. Chamoles e colaboradores [6] citam que a faixa de normalidade 

em SPF encontra-se entre 1,37 e 7,66 µmol/L/h, enquanto Civallero e colaboradores [8] 

encontraram um intervalo de 2,94 a 14,36 nmol/mL/h, e Castilhos e colaboradores [19] 

obtiveram média de 6,11 ± 1,12 nmol/h/mL para controles saudáveis. Desnick e 

colaboradores [23], citam 6 a 20 nmol/h/mL de atividade da GLA para plasma e 

aproximadamente 18 a 65 nmol/h/mg prot para leucócitos de controles saudáveis. Outros 

autores citam valores acima de 2 nmol/h/mL para plasma e entre 8 e 16 nmol/h/mg prot 

para leucócitos de indivíduos normais [24], e valores que variam de 3 a 8,1 nmol/h/mL para 

plasma e de 42,1 a 112,9 nmol/h/mg prot para leucócitos [25]. Em praticamente todos os 

casos foram encontrados valores muito próximos da nossa realidade. 

Para todos os materiais utilizados verificou-se diferença significativa entre o grupo 

controle e de pacientes com DF quanto à atividade da GLA, ficando evidente a diminuição 

da atividade enzimática nas amostras de pacientes, com valores p<0,0001 para SPF, 

p<0,0001 em plasma e p<0,001 para amostras de leucócitos. Além disso, não houve 

sobreposições entre resultados de pacientes e controles saudáveis para nenhum dos 

materiais, o que demonstra a confiabilidade das técnicas utilizadas neste trabalho (figura 1). 

 

Comparação entre a atividade da GLA em controles saudáveis do sexo feminino e 

masculino 

 

Devido ao tipo de herança apresentada pela DF (recessiva ligada ao cromossomo X), 

considerou-se a possibilidade de existir diferença entre homens e mulheres para os 

resultados da atividade da GLA. Para responder a esta questão, consideramos os dois 

grupos separadamente e comparamos os seus resultados. Em SPF a atividade média da 

GLA em mulheres saudáveis foi 7,67 ± 3,33, enquanto em homens saudáveis foi 4,50 ± 

1,01 nmol/h/mL, sendo a diferença estatisticamente significativa (p<0,01) (figura 2). Da 

mesma forma, para a atividade em amostras de plasma foi encontrada diferença 

significativa (p<0,03), com média 5,98 ± 1,17 para mulheres saudáveis e 7,57 ± 1,84 
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nmol/h/mL para homens saudáveis (figura 3). Em leucócitos a diferença não foi 

significativa (p>0,1), sendo a atividade média 26,27 ± 10,36 para mulheres e 34,25 ± 10,57 

nmol/h/mg prot para homens (figura 4). Praticamente, não há trabalhos na literatura 

comparando a atividade enzimática entre homens e mulheres, nos mais diversos materiais. 

Entretanto em trabalho realizado por Hwu e colaboradores [12], relacionado à triagem 

neonatal, não foi observada diferença significativa entre os grupos de indivíduos do sexo 

feminino e masculino quanto à atividade da GLA em SPF. Entretanto, neste estudo foram 

analisadas apenas amostras de recém nascidos. 

Nossos resultados são de grande importância para o aperfeiçoamento das técnicas 

utilizadas para o diagnóstico de DF, pois comprovam a necessidade de estabelecimento de 

valores de referência específicos para os pacientes do sexo feminino. Mesmo que para 

mulheres o diagnóstico deva ser confirmado através de análise molecular do gene que 

codifica a enzima GLA [10, 26], a análise enzimática é de grande importância, pois, a 

análise molecular é uma técnica trabalhosa, uma vez que não existem mutações comuns e o 

sequenciamento do gene inteiro é necessário, tornando o custo da análise molecular elevado 

e o tempo de realização longo [27]. O resultado da medida da atividade da GLA em 

mulheres, em conjunto com outros aspectos, como história familiar bem conhecida e 

apresentação de sintomas característicos de DF, podem ser decisivos para o diagnóstico. 

Em nosso estudo, por exemplo, todas as mulheres diagnosticadas tinham indicação de 

triagem familiar, por existirem casos de DF em suas famílias e/ou apresentarem sintomas 

da doença.  

 

Estabelecimento de novos valores de referência e pontos de corte 

 

No trabalho de Castilhos e colaboradores [19], para a medida da atividade da 

enzima GLA em SPF, não foram estabelecidos novos valores de referência e pontos de 

corte, uma vez que não havia material de pacientes disponível. No presente trabalho, assim 

como para plasma e leucócitos, também foram estabelecidos novos valores de referência e 

de corte para SPF. 

Os valores de normalidade em cada material foram estabelecidos de acordo com os 

valores máximos e mínimos encontrados para a medida da atividade da GLA em controles 
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saudáveis. Na tabela 1 encontram-se os resultados individuais da atividade da enzima GLA 

para os controles saudáveis e pacientes com DF. Ressaltamos que, por haver diferença entre 

a atividade da GLA em homens e mulheres em SPF e plasma, foram estabelecidos valores 

de referência específicos para cada gênero. Os valores de referência estabelecidos para SPF 

em mulheres foram de 3,87 a 16,03 nmol/h/mL, enquanto para homens foram de 3,30 a 

6,59 nmol/h/mL. Para amostras de plasma, para indivíduos do sexo feminino encontramos 

valores de 4,79 a 8,17 nmol/h/mL e para indivíduos do sexo masculino os valores ficaram 

entre 5,32 e 10,09 nmol/h/mL. Para leucócitos instituiu-se valor de referência único para 

homens e mulheres, uma vez que não houve diferença significativa entre estes dois grupos. 

Os valores de referência para leucócitos ficaram entre 11,54 e 49,71 nmol/h/mg de 

proteínas.  

Para os pacientes com DF, os valores ficaram entre 1,31 e 2,06 nmol/h/mL para 

mulheres e entre 0,11 e 2,46 nmol/h/mL para homens em amostras de SPF. Em plasma os 

resultados para pacientes variaram de 2,01 a 4,43 nmol/h/mL para mulheres e de não 

detectável (ND) a 0,26 nmol/h/mL para homens. Em leucócitos os resultados não foram 

divididos por gênero e os valores ficaram entre 2,16 e 8,83 nmol/h/mg prot (tabela 1). 

Da mesma forma que os valores de referência, valores de corte foram estabelecidos 

para cada material e de acordo com o sexo dos indivíduos para SPF e plasma. Os valores 

escolhidos foram aqueles para os quais obtivemos 100% de especificidade e, ao mesmo 

tempo, 100% de sensibilidade. Este resultado só foi possível devido ao fato de não haver 

sobreposição de valores entre a medida da atividade da GLA em controles saudáveis e 

pacientes com DF. Para fins de diagnóstico de DF, resultados acima do valor de corte 

foram considerados normais e os abaixo desse valor continuaram em investigação. 

O valor de corte estabelecido para indivíduos saudáveis do sexo feminino em SPF 

foi 2,97 nmol/h/mL (p<0,01) (figura 5A), enquanto para homens foi 2,88 nmol/h/mL 

(p<0,002) (Figura 5B). Em plasma os valores de corte para mulheres e homens foram, 

respectivamente, 4,61 (p<0,01) (figura 6A) e 2,79 nmol/h/mL (p<0,002) (Figura 6B). Para 

leucócitos foi estabelecido valor de corte único em 10,18 nmol/h/mg prot (p<0,005) (Figura 

7), devido à similaridade dos resultados apresentada entre os dois gêneros para este tipo de 

material. 
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Em revisão sobre realização de triagens em populações de alto risco, Linthorst e 

colaboradores [27] observaram que na grande maioria dos trabalhos nos quais foram 

incluídos homens e mulheres o valor de corte utilizado para ambos os sexos foi o mesmo. 

De acordo com os nossos resultados, essa escolha pode ser fonte de resultados falsos 

negativos e positivos, principalmente nos casos de atividades próximas ao valor de corte, 

tanto para homens como para mulheres.    

 

Correlação entre as técnicas realizadas em SPF, plasma e leucócitos 

 

O próximo passo de nosso trabalho foi verificar a correlação entre os materiais 

utilizados. A comparação foi feita levando em consideração o número total de indivíduos 

cuja atividade da GLA foi medida em SPF (n=28), plasma (n=28) e leucócitos (n=23) e, 

posteriormente, cada grupo foi dividido de acordo com o gênero, totalizando 6 grupos, 

devido as diferenças encontrada entre homens e mulheres.  

Para o número total de indivíduos a correlação entre SPF e plasma foi significativa, 

com r=0,52 e p<0,005. Da mesma forma, quando comparamos os resultados em plasma 

com os obtidos em leucócitos, a correlação foi significativa com r=0,72 e p<0,0001. 

Entretanto, não foi encontrada correlação significativa entre os resultados em leucócitos e 

SPF (p>0,05). 

Para os três grupos de indivíduos do sexo masculino (SPF X plasma X leucócitos), 

foi encontrada correlação significativa em todas as comparações, com r=0,75 e p<0,001 

para comparação entre SPF e plasma, r=0,64 e p<0,02 entre SPF e leucócitos, e r=0,83 e 

p<0,0008 entre leucócitos e plasma. Para os três grupos de indivíduos do sexo feminino, a 

correlação foi significativa para as comparações entre SPF e plasma (r=0,72 e p<0,006) e 

entre SPF e leucócitos (r=0,68 e p<0,02). Entre leucócitos e plasma a correlação não foi 

significativa (p>0,05). 

Nos dois casos em que a correlação não foi significativa, entre SPF e leucócitos para 

o total de indivíduos e entre plasma e leucócitos para mulheres, o resultado em leucócitos 

estava sendo comparado com outros materiais. Um dos motivos pelos quais não há 

correlação entre os leucócitos e os outros materiais, nesse caso, poderia ser o simples fato 

de que, em leucócitos a quantidade de proteínas da amostra é levada em consideração, 
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sendo os resultados expressos em nmol/h/mg de proteína, representando a atividade 

enzimática específica; enquanto nos outros materiais (SPF e plasma) a concentração da 

amostra não é levada em consideração, sendo os resultados expressos em nmol/h/mL de 

amostra, o que representa uma atividade enzimática total. 

Além disso, em nosso trabalho, o resultado da atividade enzimática em leucócitos 

pode estar sofrendo influência da atividade da α-galactosidase B, uma vez que para os 

ensaios realizados com este material não foi adicionado N-acetil-D-galactosamina, inibidor 

desta isoenzima. Embora outro estudo tenha encontrado baixa influência da α-galactosidase 

B no resultado da atividade enzimática em leucócitos, correspondendo à, aproximadamente, 

3% da atividade ao comparar ensaios realizados com e sem inibidor [25], há trabalhos que 

utilizam N-acetil-D-galactosamina nos ensaios em leucócitos para fins de diagnóstico [23]. 

A medida da atividade da GLA é certamente o método mais utilizado para triagem 

em populações de alto risco para DF, principalmente em ensaios realizados em SPF e 

plasma [27]. Entretanto, alguns autores apontam que existe certa dificuldade para 

identificação de mulheres portadoras de DF [16] devido a resultados falsos positivos e 

negativos gerados por ensaios enzimáticos para GLA nos principais métodos de triagem. 

Mesmo em homens, já foram descritos casos onde houve problemas no diagnóstico [24]. 

Muitos desses autores sugerem que a triagem seja realizada apenas em indivíduos do sexo 

masculino, evitando esforços desnecessários, levando em conta a grande dificuldade em 

encontrar casos femininos de DF nesse tipo de estudo [12, 27]. 

Nossos resultados demonstram que o estabelecimento de valores de corte e 

referência específicos para mulheres pode ser uma alternativa viável para diminuição dos 

problemas descritos para triagem e diagnóstico de mulheres com DF. Mesmo que valores 

de corte mais altos aumentem as chances de ocorrência de falsos positivos [27], os sujeitos 

incluídos teriam sua investigação continuada, podendo o resultado ser confirmado ou não 

através de outras técnicas.    

  

Conclusões 

 

Nossos resultados permitem concluir que a técnica miniaturizada pode ser utilizada 

para fins de triagem e diagnóstico de DF, desde que valores de referência e de corte sejam 
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estabelecidos. A atividade da GLA em pacientes com DF e controles saudáveis pode ser 

claramente diferenciada, sem ocorrência de sobreposições de valores entre os dois grupos. 

A diferença entre a atividade da GLA para indivíduos do sexo masculino e feminino em 

SPF e plasma deve ser levada em consideração ao estabelecer valores de corte e referência 

para estes materiais, que devem ser específicos para cada sexo. Existe correlação entre a 

atividade da GLA obtidos para a maioria dos diferentes tipos de materiais, gerando boa 

concordância entre as diferentes técnicas. Em vista da dificuldade ainda presente no 

diagnóstico de DF, principalmente para o sexo feminino, nossos resultados podem 

contribuir para aumentar a confiabilidade das técnicas mais comumente utilizadas para 

triagem e diagnóstico desta doença.  
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LEGENDAS DE FIGURAS 

 

Figura 1 

(A) Atividade da GLA em SPF de controles saudáveis e pacientes com DF. Diferença entre 

os grupos estatisticamente significativa (p<0,0001). Resultados expressos em média ± 

desvio padrão. Valores de referência: Mulheres: 3,87 – 16,03 nmol/h/mL e Homens: 3,30 – 

6,59 nmol/h/mL. 

(B) Atividade da GLA em plasma de controles saudáveis e pacientes com DF. Diferença 

entre os grupos estatisticamente significativa (p<0,0001). Resultados expressos em média ± 

desvio padrão. Valores de referência: Mulheres: 4,79 – 8,17 nmol/h/mL e Homens: 5,32 – 

10,09 nmol/h/mL. 

(C) Atividade da GLA em leucócitos de controles saudáveis e pacientes com DF. Diferença 

entre os grupos estatisticamente significativa (p=0,001). Resultados expressos em média ± 

desvio padrão. Valor de referência: 11,54 – 49,71 nmol/h/mg prot. 

 

Figura 2 

Atividade da GLA em SPF de controles saudáveis do sexo masculino e feminino. Diferença 

entre os grupos estatisticamente significativa (p=0,01). Resultados expressos em média ± 

desvio padrão. Valores de referência: Mulheres: 3,87 – 16,03 nmol/h/mL e Homens: 3,30 – 

6,59 nmol/h/mL. 

 

Figura 3 

Atividade da GLA em plasma de controles saudáveis do sexo masculino e feminino. 

Diferença entre os grupos estatisticamente significativa (p=0,03). Resultados expressos em 

média ± desvio padrão. Valores de referência: Mulheres: 4,79 – 8,17 nmol/h/mL e Homens: 

5,32 – 10,09 nmol/h/mL. 

 

Figura 4 

Atividade da GLA em leucócitos de controles saudáveis do sexo masculino e feminino. 

Não houve diferença significativa entre os grupos (p=0,11). Resultados expressos em média 

± desvio padrão. Valor de referência: 11,54 – 49,71 nmol/h/mg prot. 
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Figura 5 

(A) Atividade da GLA em SPF de mulheres saudáveis e pacientes portadoras de DF. Valor 

de corte para mulheres em SPF: 2,97 nmol/h/mL (p=0,01), representado pela linha 

pontilhada. Resultados expressos em média ± desvio padrão. Valor de referência para 

mulheres: 3,87 – 16,03 nmol/h/mL. 

(B) Atividade da GLA em SPF de homens saudáveis e pacientes portadores de DF. Valor 

de corte para homens em SPF: 2,88 nmol/h/mL (p=0,002), representado pela linha 

pontilhada. Resultados expressos em média ± desvio padrão. Valor de referência para 

homens: 3,30 – 6,59 nmol/h/mL. 

 

Figura 6 

(A) Atividade da GLA em plasma de mulheres saudáveis e pacientes portadoras de DF. 

Valor de corte para mulheres em plasma: 4,61 (p=0,01), representado pela linha pontilhada. 

Resultados expressos em média ± desvio padrão. Valor de referência para mulheres: 4,79 – 

8,17 nmol/h/mL. 

(B) Atividade da GLA em plasma de homens saudáveis e pacientes portadores de DF. 

Valor de corte para homens em plasma: 2,79 nmol/h/mL (p=0,002), representado pela linha 

pontilhada. Resultados expressos em média ± desvio padrão. Valor de referência para 

homens: 5,32 – 10,09 nmol/h/mL. 

 

Figura 7 

Atividade da GLA em leucócitos de controles saudáveis do sexo masculino e feminino, e 

de pacientes portadores de DF de ambos os sexos. Valor de corte único: 10,18 nmol/h/mg 

prot (p=0,005), representado pela linha pontilhada. Resultados expressos em média ± 

desvio padrão. Valor de referência: 11,54 – 49,71 nmol/h/mg prot. 
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Tabela 1. Atividade da enzima alfa-galactosidase A em amostras de SPF, plasma e leucócitos de controles 

saudáveis e pacientes com Doença de Fabry. Valores de referência – SPF: Mulheres: 3,87 – 16,03 nmol/h/mL 

e Homens: 3,30 – 6,59 nmol/h/mL; Plasma: Mulheres: 4,79 – 8,17 nmol/h/mL e Homens: 5,32 – 10,09 

nmol/h/mL; Leucócitos: 11,54 – 49,71 nmol/h/mg prot. (ND = Não detectável) 

 

Controle Sexo SPF Plasma Leucócitos 

     
1 F 8,77 5,29 46,41 

2 F 7,94 6,19 21,82 

3 F 6,75 5,33 29,71 

4 F 8,16 4,79 28,25 

5 F 8,14 6,02 17,88 

6 F 16,03 7,96 37,49 

7 F 4,77 5,21 22,64 

8 F 6,14 5,38 17,08 

9 F 3,87 5,50 11,54 

10 F 6,16 8,17 29,89 

11 M 4,84 5,32 14,07 

12 M 5,30 6,14 25,56 

13 M 3,68 6,80 28,11 

14 M 6,59 6,06 40,38 

15 M 4,18 6,05 28,83 

16 M 4,91 9,73 44,37 

17 M 3,50 10,09 34,50 

18 M 3,30 9,33 43,02 

19 M 3,76 6,77 49,71 

20 M 4,97 9,46 33,99 

          

Paciente Sexo SPF Plasma Leucócitos 

     
P1 F 2,06 4,43 8,83 

P2 F 1,31 3,48  

P3 F 1,76 2,01   

P4 M 0,11 0,21 2,16 

P5 M 0,80 0,02   

P6 M 0,92 ND  

P7 M 2,46 ND   

P8 M 0,58 0,26 4,39 
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which is described below. 

 

Reference style  

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual 

authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.  
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Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."  
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[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. 
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1999, pp. 281–304. 
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Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;  
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CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html. 

 

Abbreviations and units  
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used without definition. Use non-standard abbreviations sparingly, preceding their first use 

in the text with the corresponding full designation. Use units in conformity with the 

standard International System (SI) of units. 

 

Video data 

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your 

scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with 

their article are strongly encouraged to include these within the body of the article. This can 
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be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation content 

and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be 

properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that 

your video or animation material is directly usable, please provide the files in one of our 

recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and animation 

files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier 

Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' 

with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate 

image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your 

video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be 

embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and 

the print version for the portions of the article that refer to this content. 

 

Supplementary data  

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific 

research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting 

applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more. 

Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version of 

your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: 

http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly 

usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should 

submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and 

descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork 

instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 

 

Supplementary material captions  
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