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INTRODUCAO

A Doenga de Fabry (DF) € um erro inato do metabolismo caracterizado por um
disturbio no funcionamento da enzima lisossomal a-galactosidase A. Esse defeito
enzimatico causa o acumulo dos glicoesfingolipidios globotriaosilceramida (Gbs) e
galabiosilceramida em todas as células do corpo, principalmente nas células do
endotélio vascular levando a isquemia e infartos do coragéo, rins e cérebro (Schiller e
Itin, 1996). A DF tem herancga ligada ao cromossomo X, uma incidéncia de 1:60.000
homens (Desnick et al, 2003) e é pan-étnica, sendo representada em todos os grupos
étnicos, incluindo caucasianos, africanos e asiaticos (Desnick in Scriver, 2001).

Homens (hemizigotos) classicamente afetados apresentam os primeiros
sintomas da doenga na infancia ou adolescéncia. Estes incluem dores e parestesias
nas extremidades, angioqueratomas e hipohidrose. Cérnea opaca e verticilata também
pode ser observada e com o aumento da idade, proteinuria, hipostenuria e edemas
também aparecem. A morte normalmente ocorre por faléncia renal, doencga cardiaca
ou cerebrovascular. Homens moderadamente afetados, com atividade residual da a-
galactosidase A podem ser assintomaticos ou apresentam manifestacées limitadas ao
envolvimento cardiaco (Desnick in Scriver, 2001).

Mulheres portadoras (heterozigotas) apresentam, na sua maioria uma forma
atenuada ou assintomatica da doencga, sendo muitas vezes a cornea verticilata o Unico
achado clinico. Contudo, a expressividade clinica pode ser extremamente variavel
como exemplificado por heterozigotas apresentando doenga clinica grave (MacDermot
et al, 2001 e Masson et al., 2003), bem como gémeas monozigéticas com achados
clinicos discordantes (Levade et al.,, 1991). Esta expressividade clinica variavel é
observada em heterozigotas portadoras de outras doencas ligadas ao X e
provavelmente resulta de diferentes padrées de inativagdo do cromossomo X (Azofeifa

et al., 1995).



O diagnéstico bioquimico para DF é definitivo para os hemizigotos, mas pouco
confiavel quando se trata de heterozigotas. Mulheres portadoras podem apresentar
niveis que variam de quase zero aos niveis normais da atividade enzimatica. Por isso
a andlise molecular torna-se o0 método mais confiavel para diagnostica-las. Para
identificar correlagdes gendtipo/fendtipo e realizar a deteccdo precisa de
heterozigotas, foram analisadas quatro familias brasileiras, cada uma constituida de

pelo menos um homem com diagndstico bioquimico para DF (caso indice).



REVISAO DA LITERATURA

1. ERROS INATOS DO METABOLISMO

O termo Erro Inato do Metabolismo (EIM) foi sugerido por Garrod, em 1909,
com base na investigacdo de quatro doencas (cistinuria, albinismo, alcaptonuria e
pentosuria). Garrod observou que essas doengas eram decorrentes de deficiéncias
nos processos de sintese, degradacao, transporte e armazenamento de moléculas
dentro do organismo (Scriver, 2001).

Os EIM sao desordens genéticas que alteram o funcionamento normal da rota
metabdlica. A maioria das desordens metabdlicas genéticas sdo herdadas de forma
autossOmica recessiva ou ligadas ao X e muito raramente tém herancga autossémica
dominante ou mitocondrial (Ellaway et al, 2002).

Sao individualmente raros, mas coletivamente a incidéncia pode ser alta (Tang
et al, 2001). Por exemplo, no Canada, a incidéncia das doengas metabdlicas é de 70
em 100.000 nascidos (Applegarth et al, 2000). No Japdo, onde um programa
sistematico de triagem foi desenvolvido, a incidéncia de todas as doengas metabdlicas
triadas foi de 12 em 100.000 (Tada et al., 1984). A diferenga de incidéncia entre os
grupos étnicos é esperada devido a diferengcas na constituicdo genética de sua
populagao (Kahler, 1999).

Na maior parte dos EIM os sinais e sintomas surgem precocemente e o
diagnéstico requer analises laboratoriais para identificar os metabdlitos acumulados e,
sempre que possivel, ensaios bioquimicos para comprovar a deficiéncia enzimatica. O
diagnéstico preciso possibilita a implementagéo do tratamento em muitos casos, bem
como a deteccao de portadores, o aconselhamento genético e o diagndstico pré-natal

(Tang et al., 2001).



2. DOENCAS LISOSSOMICAS

As doencas lisosémicas (DL) sdo uma familia de mais de 50 doencgas genéticas
distintas, cada uma das quais é o resultado de um defeito especifico na funcdo de uma
enzima lisossomal. Esses defeitos levam ao acumulo de substaéncias dentro dos
lisossomos que normalmente deveriam ser degradadas.

As DL podem ser classificadas pelo tipo de material que é acumulado (por
exemplo doenga de depésito de lipidios, mucopolisacaridoses, glicoproteinoses),

embora muitas dessas condi¢des apresentem similaridades significantes (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagdo dos EIM segundo Sinclair, 1982.

EIM Descri¢édo Exemplos
Envolvendo distarbios de Afetam o transporte renal e/ou
transporte intestinal de moléculas organicas Defeitos no transporte de
ou inorganicas magnésio
Envolvendo disturbios de Acumulo de substratos na célula Doencas Lisossémicas
armazenamento, degradacéo e em grandes quantidades
secrecéao
Envolvendo disturbios de Sintese de moléculas Hiperplasia Adrenal Congénita
sintese incompletas ou incorretas
Envolvendo disturbios do Comprometem as vias Aminoacidopatias, Disturbios das
metabolismo intermediério metabolicas de pequenas glicinas e purinas
moléculas

A interrupg¢ao de um unico passo da rota de degradacao pode levar a diferentes
condicoes, dependendo de onde esse defeito ocorra (figura 1). Caracteristicas comuns
de muitas DL incluem anormalidades Osseas, organomegalia, desordens no sistema

nervoso central, pélos grossos e facies caracteristicas (Meikle e Hopwood, 2003).
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Figura 1: Via de degradagéo de diferentes metabdlitos e doengas causadas pela alteragéo
das mesmas (Beck e Ries, 2001).

A maioria dessas doencas sdo herdadas de forma autossémica recessiva, com
excegao da Doenca de Fabry (DF) e Sindrome de Hunter (Mucopolissacaridose tipo
II), as quais sdo herdadas ligadas ao cromossomo X.

A freqUiéncia individual das DL ndo ¢é alta, mas em conjunto elas s&o um grupo
significante e sdo a causa mais comum das doengas neurodegenerativas pediatricas
(Meikle et al., 1999). A prevaléncia das DL combinadas, na Australia, € em torno 1 em
5000 nascidos vivos (Meikle et al., 2003). No Brasil, uma das DL mais frequentes é a
Gangliosidose GM1, com uma incidéncia de 1 para 17.000 nascidos vivos (Severini et

al, 1999).



3. DOENCA DE FABRY

Em 1898, dois dermatologistas, Anderson na Inglaterra e Fabry na Alemanha,
descreveram independentemente os primeiros pacientes com angiokeratoma corporis
diffusum (Anderson, 1898 e Fabry, 1898). Em 1963, Sweeley e Klionsky isolaram e
caracterizaram dois glicosfingolipidios neutros — globotriaosilceramida (Gal-Gal-Glc-
Cer) e galabiosilceramida (Gal-Gal-Cer) — do rim de um paciente do sexo masculino
com Doenca de Fabry (DF) obtido por autépsia. Com base nesses achados, eles
classificaram a DF como uma esfingolipidose. Analises quimicas subseqlentes de
varios tecidos e fluidos de pacientes com DF demonstraram um acentuado acumulo de
globotriaosilceramida e, em menor grau, de galabiosilceramida (Desnick in Scriver,
2001). Além disso, o acumulo anormal de glicosfingolipidios com alfa-galactosil, foram
relatados em individuos afetados que pertenciam aos grupos sangliineos B ou AB
(Wherrett e Hakomiri, 1973). Em 1967, Brady e colaboradores demonstraram que o
defeito enzimatico estava relacionado a enzima ceramida trihexosidase, uma hidrolase
galactosil lisossomal necessaria para o catabolismo do globotriaosilceramida (Brady et
al., 1967).

Kint, em 1970, utilizando substratos sintéticos, caracterizou a enzima deficiente
como uma alfa-galactosil hidrolase (Kint, 1970). Pouco tempo depois, foi reconhecido
que haviam duas enzimas (designadas alfa-galactosidase A e B) que hidrolizam os
substratos sintéticos com meios alfa-galactosil, sendo a alfa-galactosidase A deficiente
na DF (Desnick in Scriver, 2001).

A Doencga de Fabry (DF) é um erro inato do catabolismo de glicosfingolipidios
resultante da atividade deficiente da exogalactohidrolase lisossomal, alfa-

galactosidase A (EC 3.2.1.22) (Desnick et al, 1989; Eng e Desnick, 1993) (figura 2).
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Globotriaosylceramide
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Galactose Lactosylceramide

Figura 2: Rota de degradagao do globotriaosilceramida (Gbs). (Adaptado de Beck e Ries, 2001).

Em homens afetados com DF (hemizigotos), a atividade deficiente da alfa-
galactosidase A resulta no acumulo progressivo de glicosfingolipidios neutros com
alfa-galactosil terminal, sendo o globotriaosilceramida [galactosil-(alfa1_4)-galactosil-
(beta1_4)-glucosil-(beta1_1’)-ceramida; Gb3 ou GL3] o primeiro substrato a acumular

no plasma e nos lisossomos dos vasos sanguineos (Desnick in Scriver, 2001).

3.1 Aspectos bioquimicos

A alfa-galactosidase A humana cliva residuos alfa-D-galactosil terminais de
glicolipidios e glicoproteinas (Desnick e Sweeley, 1982). Essa enzima é uma
glicoproteina homodimérica com uma subunidade madura de peso molecular de
aproximadamente 46 kDa (Bishop e Desnick, 1981) (figura 3). Estudos biossintéticos
usando anticorpos policlonais produzidos contra a enzima humana purificada
indicaram que cada subunidade da alfa-galactosidase A é normalmente sintetizada
como um glicopeptidio precursor de aproximadamente 50 kDa. Apds a clivagem do
peptidio sinal e modificacbes por carboidratos no complexo de Golgi e lisossomos, a
enzima madura adquire a forma ativa com 46 kDa (Lemansky et al, 1987; Bernstein et

al, 1989).
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Damain 2

Domain 1

Figura 3: Estrutura da alfa-galactosidase A. Mondmero da alfa-galactosidase A. O dominio 1
contém o sitio ativo no centro da fita beta (concavidade), enquanto o dominio 2 contém duas
fitas antiparalelas. O ligante galactose esta representado em amarelo (Germain e Garboczi,
2004).

Lemansky e colaboradores, no ano de 1987, em um estudo sobre a sintese e o
processamento da alfa-galactosidase A em fibroblastos humanos, observaram que tal
enzima era sintetizada como um precursor glicosilado de Mr=50,500 e que na
auséncia de residuos de manose-6-fosfato ou na presenca de NH,Cl, a enzima recém
sintetizada era secretada. Isso seria um indicativo de que seu transporte para o
lisossomo do fibroblasto seria dependente de receptor especifico para manose-6-
fosfato (Lemansky et al, 1987).

Na DF, duas situagdes distintas podem ser encontradas: 1) pode haver
atividade residual com presencga da enzima, o que resulta em fen6tipo moderado ou 2)
auséncia de atividade residual com presenca ou auséncia da enzima (Bach et al,
1982; Kobayashi et al, 1985). Estudos posteriores da biosintese de alfa-galactosidase
A em fibroblastos de hemizigotos com DF demonstrou a ocorréncia de varios tipos
alteragbes na enzima (Lemansky et al, 1987). Essas incluiam: (a) sintese nao
detectavel do precursor da enzima, (b) sintese de um precursor instavel da proteina e
auséncia da enzima madura, (c) sintese de um precursor mutado de tamanho normal
seguido pelo processamento da enzima mutante para a forma lisossomal madura e (d)
sintese de um precursor normal e processamento de uma proteina mutante. Esses
achados sugeriram a ocorréncia de uma variedade de mutacgdes incluindo rearranjos

génicos e mutagdes de ponto que afetam a sintese, maturagéo e estabilidade da alfa-
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galactosidase A, bem como propriedades de associagao e cinética das subunidades

(Bernstein et al, 1989).

3.2 Aspectos genéticos

A DF tem heranca ligada ao X, pois 0 gene para a enzima alfa-galactosidase A
esta localizado no brago longo do cromossomo X. Durante muitos anos esta doenca
foi classificada como sendo uma doenga genética com heranga recessiva ligada ao X.
Entretanto, a descricdo de mulheres portadoras sintomaticas com uma ampla
variabilidade clinica levou a sugestdo de que pudesse se tratar de uma heranga semi-
dominante. Mais recentemente, porém, a classificacdo de alelos dominantes e
recessivos para genes ligados ao cromossomo X tem sido revista (Dobyns et al.,
2004). Segundo estes autores, os conceitos de herancga ligada ao X dominante ou
recessiva sdo baseados no sistema de compensacao de dose para genes localizados
no cromossomo X estudados em outros organismos que ndo humanos e ndo se
aplicam da mesma forma as doencas humanas. Portanto, de acordo com o proposto
por Dobyns et al (2004) a DF, por suas caracteristicas na forma de heranga, é uma
doenca ligada ao X simplesmente.

Homens afetados (hemizigotos) em geral apresentam a forma classica da
doenca e atividade enzimatica marcadamente reduzida. Mulheres portadoras
(heterozigotas) apresentam, na maioria dos casos, atividade enzimatica intermediaria
e uma forma atenuada (ou assintomatica) da doenga. Porém, a expressividade clinica
pode ser extremamente variavel como exemplificavel por heterozigotas apresentando
doencga clinica grave (MacDermot, 2001 e Masson et al, 2003), bem como gémeas
monozigoéticas com apresentacdes clinicas discordantes (Redonnet-Vernhet et al,
1996). Esta expressividade clinica variavel € observada em heterozigotas portadoras
de varias doencgas ligadas ao X e provavelmente resulta de diferentes padrées de

inativacdo do cromossomo X (Brown et al., 1993; Azofeifa et al., 1995). De acordo com
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a hipétese postulada por Mary Lyon (Lyon, 1961; Lyon, 1988), um dos cromossomos X
das mulheres é inativado randomicamente em estagios precoces do desenvolvimento
embrionario. Como resultado, heterozigotas para a maioria das doencgas ligadas ao X,
apresentam, a nivel celular, duas populacbes de células: uma com o alelo normal ativo
e outra com o alelo mutante ativo.

A identificagdo enzimatica de heterozigotas para DF & pouco confiavel, uma
vez que elas podem expressar niveis de atividade da alfa-galactosidase variando de
proximo de zero até niveis normais. Assim, relatos de heterozigotas obrigatérias com
atividade normal da enzima e queratopatia (Lyon, 1961; Spaeth e Frost, 1965 ;
Francois, 1967; Avila et al, 1973) nao sao inesperados e enfatizam a necessidade de
deteccdo molecular precisa de portadoras. Evidéncias sugerem que 0s genes
inativados no cromossomo X podem tornar-se reativados como uma resposta contra a
queda dos niveis de 5-metildeoxicitidina (Wareham et al, 1987 e Wilson et al, 1987), o
que ocorre com o aumento da idade.

A demetilagdo e subseqliente reativacdo dos genes do cromossomo X pode,
portanto, explicar a freqliente observacdo de que heterozigotas obrigatérias mais
velhas tém niveis de atividade da alfa-galactosidase A dentro dos valores normais.
Isso pode, também, obscurecer o diagndstico enzimatico preciso de heterozigotas
(Desnick et al., 1987; Bernstein et al., 1989).

A presenca de doencga clinica grave em algumas heterozigotas, provavelmente
decorre de um processo nao-randémico de inativagao preferencial do alelo normal e
preponderancia da atividade do alelo mutante em tecidos-alvo (Morrone et al, 2003).
Alguns estudos de familias com DF também tém indicado que a expressividade clinica
variavel em heterozigotas possa se dever a influéncia da origem dos alelos normal e
mutante (materna vs. paterna), sugerindo imprinting do gene da alfa-Gal A (Redonnet-

Verhet et al., 1996).
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3.3 Aspectos clinicos

A DF é uma condi¢ao pan-étnica com uma freqiiéncia estimada de 1:60.000
homens (Desnick et al., 2003). Isso pode ser uma subestimativa da freqiéncia
verdadeira devido a falta de verificagao e dificuldades para diagndstico de casos leves
ou atipicos ( Nakao, 1995; Eng et al, 1997 ).

Em homens classicamente afetados (que tém pouca ou nenhuma atividade
detectavel da alfa-galactosidase A), as primeiras manifestacbes da doencga ocorrem na
infancia ou adolescéncia e s&o caracterizadas por angioqueratomas, acroparestesias,
hipohidroses, distrofia corneal e doenca valvular do coragao, rins e cérebro levando a
morte no principio da vida adulta (Okumiya et al, 1994; Eng et al, 1997; Desnick in
Scriver, 2001). Hemizigotos assintomaticos ou com sintomas leves com atividade
residual da alfa-galactosidase A foram descritos como tendo uma forma atenuada da
doenga que é limitada ao envolvimento cardiaco (variante cardiaca) (Sakuraba et al.
1990; Nagao et al. 1991; Ishii et al. 1992; Desnick in Scriver, 2001). Essa inclui
cardiomegalia, tipicamente envolvendo a parede ventricular esquerda e septo
interventricular, ecocardiogramas alterados consistentes com uma cardiomiopatia e
infartos do miocardio (Eng et al, 1997; Desnick in Scriver, 2001).

Mulheres heterozigotas normalmente sdo assintomaticas ou podem ter
angioqueratomas isolados, ocasionalmente acroparestesias na infancia ou alteragdes
oculares (Eng e Desnick, 1994). Aproximadamente 30% das heterozigotas tém
angioqueratomas isolados, menos de 10% acroparestesias e cerca de 70%
apresentam alteracbes oculares caracteristicas (MacDermot et al, 2001). Nessas
heterozigotas, a atividade da enzima no plasma pode ser normal, necessitando-se a

analise molecular para confirmacgao do diagndstico (Masson, et al., 2003).
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As principais manifestagdes clinicas sdo descritas abaixo e sumarizadas na
tabela 2.

I) Sistema nervoso periférico — Crises dolorosas episddicas e dor cronica —

descrita como dores agudas nos bragos e pernas, conhecidas como acroparestesias —
ocorrem em 80-90% dos pacientes nas primeiras décadas de vida. As crises
consistem de sensacbes dolorosas e de queimagdao nas solas e palmas,
freqlientemente irradiando para as extremidades proximais e outras areas do corpo
(Desnick in Scriver, 2001).

A dor na DF é considerada como resultado do dano as pequenas fibras
nervosas causado pela difusdo do Gb3 dentro dos axdnios dos nervos e da raiz dorsal
da glia. A taxa de difusdo esta relacionada a area de superficie dos axbnios e a
mielina que o reveste pode fornecer alguma protecédo (Cable et al., 1982a). Isso pode
explicar porqué as dores ocorrem inicialmente na periferia — os maiores axénios sao
aqueles com a maior area de superficie.

Como resultado da natureza crénica das dores, esses pacientes muitas vezes
experimentam uma grande queda da qualidade de vida, junto com sentimentos de falta
de energia, depressdo e perda de motivagdo. Em alguns casos, a severidade das
dores pode levar os pacientes ao suicidio (Grewall, 1993). As dores podem persistir na
vida adulta, mas geralmente tornem-se menos intensas e menos frequentes (Desnick
in Scriver, 2001).

Il) Pele — Lesdes nas células vasculares endoteliais da pele levam ao inchago
(linfedema) e aumento da presséao.

Quando sdo acumulados danos suficientes, telangiectasias, na forma de
pequenos angiomas superficiais, ou angioqueratomas, sao observados. Os
angioqueratomas sdo pequenos, salientes, cor-de-vinho ou azulados, que geralmente
aparecem durante a infancia (figura 4). Eles podem ocorrer bem individualizados ou
em grupos, cobrindo uma grande area do corpo (Shelley et al., 1995). Essas lesbes

sdo encontradas principalmente nas coxas, costas, nadegas, virilha, parte inferior do
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abdémen (quadril) e area genital. O envolvimento das mucosas oral e conjuntiva

também pode ocorrer (Desnick in Scriver, 2001)

Figura 4: Angioqueratoma tipico da DF: multiplas elevacdes ligeiramente palpaveis,
principalmente em grupos (Beck e Ries, 2001).

O depdsito cumulativo de lipidios nos vasos sangtiineos da pele significa que
ha um aumento progressivo do nimero de lesées com a idade. Contudo, ha relatos de
pacientes atipicos com nenhuma lesao de pele (Nagao et al., 1991; von Scheidt et al.,
1991).

Pacientes com DF freqlientemente apresentam hipohidrose ou,
ocasionalmente, anidrose, causada pelo acumulo de Gb3 nas glandulas sudoriparas e
seus vasos sanguineos associados (Lao et al., 1998). Estes pacientes sao intolerantes
ao exercicio e podem sofrer de nauseas, dispnéia, intolerancia a luz, dores de cabeca
ou, muitas vezes, perda de consciéncia em ambientes quentes (Shelley et al., 1995). A
hipohidrose é, muitas vezes, acompanhada pela redugédo da produgdo de lagrimas e
saliva (Cable et al., 1982 b).

lll) Olhos — O envolvimento ocular € mais proeminente na cornea, cristalino,
conjuntiva e retina. A opacidade da cérnea é observada em hemizigotos afetados e em
muitas heterozigotas. Alteragcdes vasculares na retina e conjuntiva sdo comuns e
representam o envolvimento vascular sistémico. Essas alteracbes vasculares sao
caracterizadas por vasos tortuosos que, com o avango da doenga, progridem para

uma opacificacdo mais condensada da coérnea caracterizando a cérnea verticilata
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(figura 5), sinal clinico importante para a deteccdo de heterozigotas (Desnick et al,
2001). Em um estudo, Larralde et al (2004) obtiveram esse achado clinico como a
principal caracteristica dos hemizigotos analisados. Com o progresso da doenca,
alteracdes na retina associadas ao desenvolvimento de hipertensao e uremia também

podem ocorrer (Desnick et al, 2001).

Figura 5: Imagem de uma retina mostrando vasos tortuosos (Brady e Schiffmann, 2000).

IV) Sistema cardiovascular — o comprometimento cardiaco pode ser observado

na maioria dos hemizigotos e € decorrente do depésito de Gb3 no tecido vascular, no
sistema de condugao e no proprio miocardio. Os achados mais comuns sao hipertrofia
do ventriculo esquerdo, doencga valvular, especialmente insuficiéncia mitral, doenca da
artéria coronariana e anormalidades da condugao miocardica (Kampmann et al., 2002)

V) Rins — Na DF, os rins sdo, talvez, os 6rgdos mais significativamente
afetados. A deterioracdo renal muitas vezes inicia antes da chegada da puberdade e,
freqlentemente, ocorre durante infancia (Desnick in Scriver, 2001).

Com o aumento da idade a progressao da deterioracao renal é indicada por
proteinuria e uma queda na taxa da filtracao glomerular. A deposicdo de Gb3 nas
células endoteliais e epiteliais da capsula de Bowman e nas células epiteliais da alca
de Henle e dos tubulos distais levam a uma perda gradual da fungéo renal e a uma

incapacidade para produzir urina concentrada (Meroni et al., 1997).
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A deterioragao gradual da func¢ao renal geralmente ocorre entre a segunda e
quarta décadas de vida e a progressdo para o estagio final da faléncia renal é a
primeira causa de morte nos pacientes com DF (Desnick in Scriver, 2001).

VI) Trato gastrointestinal — Pacientes com DF freqlientemente apresentam

dores abdominais decorrentes do depodsito de glicosfingolipidios na vasculatura e
ganglios autonémicos intestinais, dismotilidade crbénica (diarréia/constipagéo), nauseas
e vOmitos (Sheth et al., 1981).

A perda de peso na DF é provavelmente devida a ma absorcdo causada
pelo depdsito de glicosfingolipidios no intestino delgado, enquanto diarréia e danos a
motilidade intestinal provavelmente resulta do acumulo de lipidios no nervo ganglial
autonémico (Tumer et al., 2004) .

VII) Sistema nervoso periférico — Os sintomas do SNC incluem zumbidos

nos ouvidos, os quais podem ser uni ou bilaterais (Morgan et al., 1990). Estudando o
envolvimento do SNC na DF, Jardim et al (2004) relatam que a alteragdo neurolégica
mais comum observada foi a perda da audi¢cdo e que esse achado teria correlagao
com o tempo de manifestacdo da doenca. Germain et al (2002) obteve resultados
similares em estudo de 22 pacientes, dos quais 12 apresentaram perda progressiva de
audicao e tinham média de idade de 39 anos.

A deposicdo de substrato no endotélio vascular, e conseqiiente isquemia,
resulta em acidentes tromboembodlicos, ataques isquémicos transitorios, aneurismas,
convulsdes e acidentes vasculares cerebrais hemorragicos ou isquémicos mais
extensos. Acumulo de glicosfingolipidios também pode ocorrer em diversas regides do
tronco cerebral, ganglios da base e hemisférios cerebrais (Morgan et al., 1990; Mitsias
e Levine, 1996).

Outros sinais e sintomas da DF incluem comprometimento pulmonar (doenca
pulmonar obstrutiva) (Brown et al., 1997), comprometimento musculo-esquelético
(deformidade de articulagbes por depdsito de substrato), atraso do crescimento e

desenvolvimento puberal, fadiga e baixo ganho de peso (Desnick in Scriver, 2001).
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Tabela 2: Principais manifestacdes clinicas na Doenca de Fabry (Adaptado de Beck e Ries, 2001).

Sitios de depdsito de Manifestacdes clinicas

glicoesfingolipidios

Sistema nervoso pariférico Acroparestesias, hipoidrose
Pele Angioqueratomas
Olhos Distrofia da cornea e cristalino

Vasculopatia retiniana

Sistema cardiovascular Hipertrofia do ventriculo esquerdo
Arritmias
Doenca cardiaca isquémica

Valvulopatias

Rins Proteinuria

Insuficiéncia renal

Trato gastrointestinal Dismotilidade

Dores abdominais

Sistema nervoso central Acidentes vasculares cerebrais

Hipoacusia neurossensorial

Outros Fadiga
Baixo ganho de peso
Doenga pulmonar obstrutiva
Comprometimento musculo-esquelético

Atraso de crescimento

O diagnéstico definitivo de hemizigotos com suspeita de DF pode ser feito pela
demonstracdo da atividade deficiente de alfa-galactosidase A em varios tecidos,
incluindo plasma, leucdcitos, lagrimas e cultura de células (Whybra et al., 2001).
Diagnostico pré-natal pode ser feito de maneira confiavel pela demonstragao do
defeito enzimatico em células fetais obtidas por amniocentese ou amostra de
vilosidades coridnicas em fetos do sexo masculino (Desnick in Scriver 2001). Em
contraste, a identificacdo enzimatica de heterozigotas para DF é pouco confiavel, uma
vez que elas podem expressar niveis de atividade da alfa-galactosidase variando de

quase zero ao nivel normal devido a inativagcdo randdémica do cromossomo X. O
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diagnéstico molecular é efetivo em todos os casos, desde que a mutagdo no caso
indice seja conhecida.

Embora ndo haja estudos especificos sobre a qualidade de vida na DF, esta
claro que os sintomas desta doenca podem ter um impacto significativo na qualidade
de vida destes pacientes. Na infancia, dores e intolerancia a exercicios que ndo sao
reconhecidas e tratadas apropriadamente podem levar a problemas na escola.
Quando os pacientes chegam a vida adulta, suas condigbes podem limitar sua
habilidade ao trabalho e a vida normal. A DF estad também associada a problemas
psiquiatricos. Grewall et al (1993) e Wendrich et al (2001) atribuiram a comorbidade
psiquiatrica a causa de depressao entre pacientes com DF. Ambos os grupos também
descreveram um aumento na taxa de suicidio entre estes pacientes (6% e 5,7%,
respectivamente).

Pacientes com DF tém um risco aumentado de morrer por doenga renal,
cardiovascular ou cerebrovascular. A presenga de complicacbes cerebrovasculares
parece indicar um mau prognéstico tanto em hemizigotos quanto em heterozigotas.
Em um estudo de Mitsias e Levine (1996), a média de idade de inicio das
complicacbées cerebrovasculares foi de 33,8 anos em hemizigotos e 40,3 nas
heterozigotas.

Antes do advento da didlise e do transplante renal, muitos hemizigotos nao
sobreviviam mais do que a quarta década de vida. Em contraste, muitas heterozigotas
sdo assintomaticas ou tém sintomatologia clinica minima e vivem uma vida normal

(Desnick in Scriver, 2001).

3.4 Terapia de Reposicao Enzima

Considerando-se que a DF é causada pela deficiéncia de uma Unica enzima
(alfa-galactosidase A), a reposicao dessa enzima representa um meio de tratamento

I6gico e potencialmente efetivo para esta condicdo. A enzima é dirigida ao sitio de
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acao lisossomal por residuos de manose-6-fosfato (M6P) na molécula de alfa-
galactosidase A. A M6P liga-se a receptores especificos no complexo de Golgi e,
assim, é direcionada a compartimentos pré-lisossomais (endossomos). Enzimas que
escapam desse sistema sdo secretadas pela célula através da via de secrecao
constitutiva e, muitas vezes, sdo recapturadas pelos receptores de M6P que retornam
a alfa-galactosidase A aos lisossomos pela via endocitica (Kornfeld e Mellman, 1989).
Essa caracteristica de transporte das enzimas lisossomais é que torna a terapia de
reposicao enzimatica (TRE) uma estratégia terapéutica possivel para pacientes com
DF (Schiffmann et al., 2000).

O primeiro uso bem sucedido da terapia de reposicdo da alfa-galactosidase A
para DF ocorreu no inicio da década de 70 (Brady et al., 1973). Naquela época,
contudo, o principal problema com esse tratamento foi a falta de quantidades
suficientes da alfa-galactosidase A humana disponivel, a qual tinha que ser purificada
de placenta e preparada para uso médico. A quantidade disponivel também era
pequena para conduzir estudos clinicos apropriados em grande escala ou para o
tratamento dos pacientes. No principio, testes em pequena escala da reposi¢cao de
alfa-galactosidase A em dois irmaos com DF mostraram que as inje¢cdes eram bem
toleradas, com nenhuma resposta imune a enzima exégena (Desnick et al., 1980).

Mais recentemente, a enzima foi obtida artificialmente por engenharia genética
e produzida em cultura de células em quantidades suficientes para tornar o tratamento
uma realidade possivel. Um estudo realizado por Schiffmann et al.(2000) mostrou que
a infusdo intravenosa da alfa agalsidase foi bem tolerada e reduziu significativamente
os niveis de Gb3 no figado e urina de 10 pacientes.

Eng e colaboradores (2001) estudaram 15 pacientes, os quais receberam cinco
infusbes de beta agalsidase (alfa-galactosidase A recombinante). Foi observada a
reducdo rapida e marcada dos niveis de Gbs; no plasma e endotélio vascular e em 13
pacientes que fizeram biopsias pré e pds tratamento houve uma reducao média de

Gb3 no figado de 84%.
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Um estudo randomizado, placebo-controlado, duplo-cego da agalsidase alfa foi
conduzido por Schiffmann e colaboradores, 2001. Uma queda significante na
intensidade da dor e uma melhora significante na qualidade de vida foi observada nos
pacientes do grupo tratado (Schiffmann et al., 2001). Uma melhora na estrutura dos
rins desses pacientes que receberam reposicdo enzimatica foi refletida pelo aumento
da remogao de insulina e creatinina. Esses pacientes também apresentaram uma
reducdo dos niveis de glicoesfingolipidios no plasma, com melhora da perfusao
cerebral. Os efeitos benéficos da reposicdo de agalsidase alfa no coragdo foram
confirmado por MacDermot e colaboradores (2001), os quais mostraram que houve
uma reducgao significante na massa cardiaca em individuos tratados comparado com
um aumento nos pacientes que receberam placebo.

Até o momento, os métodos de tratamento de pacientes com DF tém sido
somente para diminuir os sintomas e, portanto, nenhum tratamento esta atualmente
disponivel para tratar a causa da condi¢gdo. A terapia de reposicdo enzimatica,
contudo, representa um enorme avango no tratamento da DF e tem um potencial para
melhorar ndo somente os sintomas imediatos da doenga, mas também para reduzir a

mortalidade e melhorar a qualidade de vida desses pacientes (Beck et al., 2004 ).

3.5 Aspectos moleculares

O isolamento e caracterizacdo do cDNA completo (Bishop, 1986; Bishop, 1988)
e a seqliéncia genbmica (Korneich, 1989) codificando a enzima alfa-galactosidase A
(EC 3.2.1.22, alfa-Gal A) facilitou a identificacdo e analise de muta¢des do gene
causando DF. A alfa-galactosidase A é codificada por um unico gene housekeeping
que foi localizado na regidao cromossdmica Xq21.33-22 por hibridizacdo in situ e por
analises de RFLP (Desnick, in Scriver, 2001).

A regiao onde esta localizado o gene GLA abrange de 10 a 12 Mb do brago

longo proximal do cromossomo X e também contém o gene do colageno alfa-5 (1V)
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que esta alterado na Sindrome de Alport e 0 gene da agamaglobulina tirosina kinase
que esta alterado na agamaglobulinemia de Bruton (Vetrie et al., 1993). O gene GLA
contém 12 kb divididos em sete exons (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; Korneich, 1989) (figura 6b).

(a)
-1

221222 223
Xp Xq

(b) I

T

Figura 6: a) Representagdo do cromossomo X humano mostrando a posi¢cao da banda Xg22.
b) Estrutura dos exons do gene da alfa-galactosidase A. (Adaptado de Bishop et al., 1988).

O gene GLA é um dos genes mais ricos em sequéncias Alu e a seqliéncia
genOmica contém 12 elementos repetitivos Alu dispersos entre os seis introns e a
regido 3’ flanqueadora, representando cerca de 30% do gene ou aproximadamente 1
Alu / 1.0kb (Korneich, 1989; Eng et al, 1997). A cadeia de 1437 pb do cDNA da alfa-
galactosidase A codifica um peptideo precursor de 429 aminoacidos incluindo um
peptidio sinal de 31 residuos de aminoacidos (Bernstein, 1989 e Eng et al, 1997). O
precursor € glicosilado durante a tradugao e, entdo, modificado no complexo de Golgi
e lisossomos para um peptidio maduro com 398 residuos que dimerizam para formar
uma glicoproteina lisossomal ativa de 101 kDa (Bishop, 1981; Lemansky, 1987;
Kornreich et al, 1990).

Uma variedade de mutacdes no gene da alfa-galactosidase A causando DF
tem sido descrita, incluindo rearranjos parciais do gene, pequenas insercdes e

delecdes, alteragdes no sitio consenso de juncéo de splicing e varias substituicdes de
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uma unica base na regido codificante (Eng and Desnick, 1994). Muitas mutacgbes
resultam em um fenétipo classico da doenga (Quadro 1); contudo, cinco mutagdes de
sentido trocado foram detectadas em hemizigotos com um fendtipo cardiaco
moderado (Eng et al, 1994). Das 356 mutagbes descritas no gene GLA até o

momento, todas s&o citadas como patogénicas.

Quadro 1: Mutagdes descritas até janeiro de 2005 (Adaptado de
www.uwcm.ac.uk/uwecm/mg/hgmdo0).

Bernstein et al, (1989) em seus estudos observaram que, comparado com
outras doencgas ligadas ao cromossomo X, a frequéncia de rearranjos no gene GLA foi
de 6%, similar a valores reportados para os genes da ornitina transcarbamilase e fator
VIII (Rozen et al, 1985 e Antonarakis et al, 1985). Esse valor corresponde a menos da
metade do gene da hipoxantina fosforribosiltransferase, que tem 11% de sua

composi¢ao em rearranjo (Jolly, 1986) e é muito mais baixo do que os 40-80% das
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mutagdes encontradas nos genes do fator IX e distrofina (Matthews et al, 1987 e
Bartlett et al, 1988; Bernstein et al, 1989).

As alteragbes moleculares em hemizigotos classicos com nenhuma atividade
enzimatica nem enzima imunologicamente detectavel podem resultar de delecao
parcial ou completa do gene ou de mutag¢des de ponto que alteram o processamento
do mRNA, causando terminagao prematura. A possibilidade de utilizacdo do cDNA da
alfa-galactosidase A permite a investigacédo de varios tipos de alteragcdes moleculares
que causam o defeito enzimatico tanto em pacientes classicamente afetados quanto
em hemizigotos atipicos e heterozigotas (Desnick in Scriver, 2001).

Uma vez que o diagnéstico bioquimico para DF é pouco confiavel quando se
trata de heterozigotas, a identificagdo molecular é extremamente importante para o
aconselhamento genético e para a determinagdo da necessidade de tratamento. Além
disso, a analise molecular de homens e mulheres com DF pode contribuir para
estudos de correlagao gendtipo/fendtipo e para a avaliagdo dos resultados da terapia
de reposicao enzimatica.

O Servico de Genética Médica do HCPA é um centro de referéncia para o
diagnéstico de erros inatos do metabolismo. Até dezembro de 2004, 10 familias foram
diagnosticadas com essa doenca.

Neste trabalho, foram analisados os pacientes homens diagnosticados
bioquimicamente com DF até dezembro de 2003 e que estdo em terapia de reposi¢ao
enzimatica. No total, foram analisadas 4 familias com DF, sendo 6 homens afetados e

2 possiveis portadoras.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Caracterizar, do ponto de vista molecular, os pacientes com diagndstico

bioquimico para Doenga de Fabry diagnosticados pelo Servigo de Genética Médica do

HCPA, que estdo em terapia de reposicao enzimatica.

Objetivos Especificos

* Identificar a mutacao presente em pacientes com DF.

* |dentificar a mutagdo em provaveis portadoras (maes) e outros familiares afetados.
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RESUMO

A Doencga de Fabry (DF) é uma desordem lisossomal ligada ao X causada pela
deficiéncia da enzima alfa-galactosidase A, que provoca acumulo de
globotriaosilceramida (Gb3). O gene que codifica essa enzima esta localizado no
braco longo do cromossomo X, na regido Xq21.33-Xq22, chama-se gene GLA e é
composto por 12Kb divididos em sete exons. As manifestagdes clinicas incluem
hipohidrose, angioqueratomas, acroparestesias e opacidade corneana. A progressao
da doencga leva a doengas vasculares secundarias envolvendo rins, coragao e sistema
nervoso central. A deteccdo de mulheres portadoras baseada somente na analise
enzimatica muitas vezes é inconclusiva. Portanto, a analise de mutagbes é uma
ferramenta fundamental para diagnostico e aconselhamento genético. A
heterogeneidade da DF ¢ alta e a maioria das mutagdes sao privadas. Neste estudo
nos descrevemos a analise molecular de seis pacientes homens pertencentes a quatro
familias diferentes e suas maes. O seqlienciamento automatizado dos sete exons do
gene GLA revelou a presenca de trés mutagdes ndo conhecidas e uma descrita
anteriormente em outra familia brasileira. Aparentemente, ambas as familias ndo sao
relacionadas, mas estudos futuros utilizando analise de haplétipos esclarecerao esta
situacdo. Uma mae era portadora, a outra ndo. Este estudo confirma a
heterogeneidade de mutag¢des que causam DF. Isto também destaca a importancia da

analise molecular para detecgéo de portadoras e aconselhamento genético.
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INTRODUCAO

A Doenga de Fabry (DF) é um erro inato do metabolismo de glicosfingolipidios
causado pela deficiéncia da enzima alfa-galactosidase A (a-Gal A; EC 3.2.1.22). O
gene que codifica esta enzima lisossomal esta localizado no brago longo do
cromossomo X, na regiao, na regiao Xq21.33 — Xq22 (Desnick, in Scriver, 2001). O
gene contém 12kb e esta dividido em sete exons (Kornreich, 1989; Eng et al, 1994). A
atividade deficiente da a-galactosidase A causa o acumulo do globotriaosilceramida
(Gb3) dentro dos lisossomos das células. As manifestagdes clinicas incluem
hipohidrose, angioqueratomas, acroparestesias e opacidade corneana. A progressao
da doenca leva a complicagdes vasculares secundarias envolvendo rins, coracao e
sistema nervoso central (Ashton-Prolla et al., 1999).

A DF é uma doenga ligada ao X e pacientes homens normalmente apresentam
os sintomas classicos da doenga, embora mulheres sintomaticas tenham sido
descritas (MacDermot, 2001 e Masson et al, 2003). Devido a inativagao randémica do
cromossomo X, a deteccdo de mulheres baseada exclusivamente na analise
enzimatica é, muitas vezes, inconclusiva. Portanto, a andlise de mutagdes &€ uma
ferramenta importante para diagnostico e aconselhamento genético de familias
afetadas, especialmente quando ha tratamento especifico disponivel, como a terapia
de reposig¢do enzimatica. Contudo, ndo ha mutagdes comuns descritas nesse gene.
Até 2004, mais de 356 mutagdes foram descritas no site Human Gene Mutation
Database (www.uwcm.ac.uk), incluindo mutag¢des de sentido trocado, sem sentido,
mutacdes no sitio de splicing e pequenos e grandes rearranjos. Além disso, muitas
mutacdes sao privadas, com poucas excegoes (Ashton-Prolla et al., 1999).

Nosso servico € um centro de referéncia para o diagnostico de doencgas
lisossomais no Brasil (Coelho et al., 1997). Neste estudo, nés descrevemos a analise
molecular de seis pacientes homens pertencentes a quatro familias diferentes e suas

maes.

PACIENTES E METODOS

Pacientes
Os pacientes analisados neste estudo foram aqueles diagnosticados
bioquimicamente pelo Servico de Genética Médica do HCPA até dezembro de 2003 e

que estdo em terapia de reposi¢cao enzimatica. Neste trabalho foram analisadas quatro

40



familias diferentes em nosso estudo, cada uma com pelo menos homem afetado. No
total, seis pacientes homens, bem como duas possiveis portadoras (maes) foram
investigadas. Todos os individuos tinham diagnéstico bioquimico da alfa-galactosidase
A realizada no Laboratdrio Referéncia de Erros Inatos do Metabolismo (LREIM) do
Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e todos
os individuos assinaram um termo de consentimento informado antes dos estudos

moleculares.

Amplificacdo por PCR

O DNA foi extraido de amostras de sangue através da técnica de precipitacao
por sal (Miller et al., 1988). A sequéncia gendmica dos sete exons do gene GLA foi
amplificada utilizando-se os primers descritos na tabela 1. As reagdes continham um
volume final de 50 pl, com 0,2 mM de dNTP, 2.5 mM de MgCl,, tampao NH,4 1X, Taq
DNA Polimerase 1U, 20 pmoles de cada primer e 100 ng de DNA. Todos os reagentes
foram adquiridos da Invitrogen. As reagdes foram feitas em termociclador do tipo
Eppendorf Personal Cycler, com 30 ciclos de 45 segundos e temperatura de
anelamento variavel para cada exon, como demonstrado na tabela 1. A verificagdo da
amplificacdo dos fragmentos foi realizada em gel de agarose 1,5% corado com

brometo de etidio.

Seqgiienciamento automatizado

Os fragmentos de PCR foram purificados antes do sequienciamento utilizando-
se o kit de purificacdo Microspin S300 HR Columns (Amersham) seguindo as
instrucdes do fabricante. O seqlienciamento foi efetuado no aparelho ABI310 Genetic
Analyser com a utilizagcdo do reagente BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems).
Os mesmos primers utilizados no PCR foram usados no sequenciamento. As
sequéncias obtidas foram comparadas a sequéncia de referéncia NM_000169

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Todas as alteragdes foram confirmadas pelo seqlienciamento

da fita reversa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo analisamos 4 familias com pelo menos um homem afetado com

DF. Considerando outros membros afetados e potenciais portadoras, oito individuos
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foram analisados. Trés novas mutacdes foram encontradas, uma no exon 1 e duas no
exon 7. Uma mutagao encontrada no exon 1 (30delG) ja havia sido descrita em outra
familia brasileira com DF (Ashton-Prolla et al., 1999). A tabela 2 sumariza as mutagdes
encontradas neste estudo.

A mutacao 30delG (figura 1a), foi encontrada em uma familia com trés homens
afetados. A mae foi detectada como portadora, conforme ja era esperado, uma vez
que o heredograma desta familia apresenta varios individuos afetados (figura 1b).
Como resultado dessa mudanca no quadro de leitura, um cédon de terminagao
prematuro € introduzido no residuo 120. Essa mutagao foi anteriormente descrita por
Ashton-Prolla et al (1999) em uma grande familia brasileira com DF. Aparentemente,
ambas as familias ndo sao relacionadas, mas estudos futuros utilizando analise de

haplotipos seréo realizados para elucidar esta questéao.

CAGCTGAGGAACCCAGAACTACATCT GG*CTGC GCGCTT

250 260 270 280

b) GAACTACATCT GGGNNGCCNNCTNGCC NTCNN
90 200 210 220

Figura 1. Sequénciamento da fita senso do exon 1, mostrando a mutacao
30delG. a) hemizigoto. b) heterozigota (mae), portadora.

A mutagao L36F (figura 2), foi encontrada em uma familia com somente um
homem afetado. Essa mutagdo € uma transversdo G>T na base 108 do cDNA, que
altera o cédon que codifica uma Lisina (TTG) para o cédon que codifica uma

Fenilalanina (TTT). Maiores estudos sdo necessarios para elucidar como esta mutagao
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pode afetar o processamento da enzima. A analise do DNA da mae deste paciente
nao apontou a presencga da mutagdo. O caso indice tem duas irmas assintomaticas e
nao ha registros de outros familiares afetados. A taxa esperada de novas mutagodes
em genes ligados ao cromossomo X é cerca de 30% (Vogel & Motulski, 1996). Esta
familia ilustra a importancia da analise molecular para deteccdo de portadoras e

aconselhamento genético.

GNAGGCGTCCTTGCAAATCCATTGT CCA
140 150 16

Figura 2. Seqlienciamento da fita antisenso do exon 1, mostrando a mutacdo L36F.

A mutagao 345delTC (figura 3), é causada pela delecdo de dois pares de bases
na posicao 1033-1034 do cDNA. Essa alteragdo no quadro de leitura cria um cédon
de terminacéo 28 aminoacidos apos a deleg¢ao, no residuo 373. A proteina resultante,
se traduzida com éxito, contera 56 aminoacidos a menos na sua estrutura final. O DNA

da méae deste paciente n&o estava disponivel.

GCTACAGCCCAGGCTAAGCCTGAGAGGTCGT TCCCACAC
240 250 260 270

Figura 3. Seqlienciamento da fita antisenso do exon 7, mostrando a mutagao 345delTC.

A mutagdo W349X (figura 4) é uma mutagdo sem sentido, no exon 7, causada
pela transicdo G>A na posicdo 1046 do cDNA. A proteina, que deveria conter 429
aminoacidos, apresenta um codon de terminacdo prematura no residuo 349, faltando
84 aminoacidos para estar completa. Nao foi possivel obter DNA da mae desse

paciente.
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CATAGCTACAGCCTAGGCTAAGCCTGA
240 250 - 260

A el e\

Figura 4. Seqlienciamento da fita antisenso do exon 7, mostrando a mutagao W349X.

Esse estudo confirma a heterogeneidade de mutagdes na DF. Isso ressalta a
importancia da analise molecular para deteccao de portadoras e para aconselhamento

genético.

44



BIBLIOGRAFIA DO ARTIGO

Ashton-Prolla P, Ashley GA, Giugliani R, Pires RF, Desnick RJ, Eng CM. Fabry
disease: comparison of enzymatic, linkage and mutation analysis for carrier
detection in family with a novel mutation (30delG). Am. J. Med. Genet 1999; 84:420-
424,

Coelho JC, Wajner M, Burin MG, Vargas CR, Giugliani R. Selective screening of
10,000 high-risk Brazilian patients for the detection of inborn errors of metabolism.
Eur. J. Pediatr. 1997; 156(8):650-4.

Desnick RJ, loannou YA, Eng CM. a-galactosidase A deficiency: Fabry disease. In
Scriver CR, Beaudet AL, Sly WS, Valle D (eds): The Metabolic and Molecular Bases
of Inherited Disease. 8" ed. New York: Mc Graw-Hill, 2001; 3733-3774.

Eng CM, Niehaus DJ, Enriquez AL, Burgert TS, Ludman MD, Desnick RJ. Fabry
disease: twenty-three mutations including sense and antisense CpG alterations and
identification of a deletional hot-spot in the alpha-galactosidase A gene. Hum.
Mol. Genet. 1994; Oct;3(10):1795-9.

Kornreich R, Desnick RJ, Bishop DF. Nucleotide sequence of the human alpha-
galactosidase A gene. Nucleic Acids Res. 1989; Apr 25;17(8):3301-2.

MacDermot KD, Holmes A, Miners AH. Natural history of Fabry disease in affected
males and obligate carrier females. J. Inherit. Metab. Dis. 2001; 24(Suppl. 2):13-14

Masson C, Cisse I, Simon V, Insalaco P, Audran M. Fabry disease: a review. Joint
Bone Spine. 2004; Sep;7(5):381-3

Vogel F & Motulsky AG. Human Genetics: problems and approaches. Springer 3%ed.
Springer, 1996.

45



TABELAS

Tabela 1: SeqUéncia dos primers, temperatura de anelamento e tamanho dos

fragmentos obtidos da amplificagao dos sete exons do gene GLA.

Senso Antisenso T.A. Tam.
EXON 5GGATCACTAAGGTGCCGC 3’ 5 AACTGTTCCCGTTGAGACTC 3 55°C 535
1 207 B 219 bp
EXON 5CTTGTGATTACTACCACACT 3’ 5AACAAGCTTCTGTACAGAAGTGC 3 48°C 367
2 218 B 217 bp
EXON 5TAGCTCAGCAGAACTGGGGGATTT 3’ 5’ GGCTCAGCTACCATGGCCT 3’ 55°C 440
3 3413 F3- bp
EXON 5TATAGCCCCAGCTGGAAATT 3 5GTAAGTAACGTTGGACT 3 47°C 250
4 TATA 3B bp
EXON 5CTCACAAGGATGTTAGT 3 5AGATTTAGGCCCAAGAC 3 48°C 699
5 187 B 192 bp
EXON 5GGGTCATCTAGGTAACTTTAAGA 3 5 AGATTTAGGCCCAAGAC 3 48°C 335
6 Col | 192 bp
EXON 5ATGAATGCCAAACTAAC 3 5CAGGAAGTAGTAGTTGG 3 48°C 392
7 Col ll 7B bp

T.A.: Temperatura de anelamento

Tabela 2: Caracterizacdo das mutacdes encontradas neste estudo.

Familia Mutacéo Exon Posicdo no cDNA? Observacgéo
1 30delG 1 30-32 del G Cddon de terminacdo em L120
2 L36F 1 G108T Mutacao de sentido trocado
3 345delTC 7 1033-1034 del TC  Cdbdon de terminacdo em G373
4 W349X 7 G1046A Mutagao sem sentido

% Sequiéncia do cDNA de acordo com NM_000169 (www.nchi.nlm.nih.gov).
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ABSTRACT

Fabry disease is a an X-linked lysosomal disorder due to the deficiency of a-
galactosidase A that causes storage of globotriaosylceramide (Gb3). The gene coding
for this lysosomal enzyme is located at the long arm of X chromosome, on region
Xq21.33 — Xq22, called GLA gene and spans 12kb and is divided in seven exons.
Clinical manifestations include hypohidrosis, angiokeratomas, acroparesthesias and
corneal opacities. Disease progression leads to vascular disease secondary to
involvement of kidney, heart and the central nervous system. Detection of female
carriers based solely on enzyme assays is often inconclusive. Therefore, mutation
analysis is a valuable tool for diagnosis and genetic counseling. However there is high
genetic heterogeneity and most mutations are private. In this study we describe the
molecular analysis of six male Fabry patients belonging to four different families and
their mothers. Automated sequencing of the seven exons of GLA gene revealed the
presence of three unknown mutations and one previously described in another
Brazilian family. Apparently, both families are not related but further studies using
haplotype analysis shall clarify this question. All but one of the studied mothers were
carriers. This study confirms the heterogeneity of mutations in Fabry disease. It also
highlights the importance of molecular analysis for carrier detection and genetic

counseling.
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INTRODUCTION

Fabry disease is an inborn error of metabolism of glycosphingolipids due to the
deficiency of a-galactosidase A (a-Gal A; EC 3.2.1.22). The gene coding for this
lysosomal enzyme is located at the long arm of X chromosome, on region Xq21.33 —
Xqg22 (Desnick, in Scriver, 2001). It spans 12kb and is divided in seven exons
(Kornreich, 1989; Eng et al, 1994). Reduced activity of a-galactosidase A causes
storage of globotriaosylceramide (Gb3) inside cell's lysosomes. Clinical manifestations
include hypohidrosis, angiokeratomas, acroparesthesias and corneal opacities.
Disease progression leads to vascular disease secondary to involvement of kidney,
heart and the central nervous system (Ashton-Prolla et al., 1999).

Fabry disease is an X-linked disorder and male patients usually present with
classical symptoms although symptomatic females have been described (MacDermot,
2001 e Masson et al, 2003). Due to random X inactivation, detection of female carriers
based solely on enzyme assays is often inconclusive. Therefore, mutation analysis is a
valuable tool for diagnosis and genetic counseling of affected families, especially in the
availability of specific treatment, such as enzyme replacement therapy. However there
are no common mutations described in this gene. Up to 2004, more than 356 mutations
have been described in the Human Gene Mutation Database (www.uwcm.ac.uk),
including missense, nonsense, splice site and small and large rearrangements.
Moreover, most mutations are private, with a few exceptions (Ashton-Prolla et al.,
1999).

Our service is a reference center for the diagnosis of lysosomal disorders in
Brazil (Coelho et al., 1997). In this study we describe the molecular analysis of six male

Fabry patients belonging to four different families and their mothers.

PATIENTS AND METHODS

Patients

Four different families were analyzed in this study, each of them with at least
one affected male. In the total, six male patients as well as two possible carriers
(mothers) were investigated. All subjects had biochemical analysis of alpha-
galactosidase A performed at the Medical Genetics Service, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA).
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This study was approved by the Ethical Research Committee of HCPA and all

subjects signed an informed consent form before DNA studies.

PCR Amplification

DNA was extracted from whole blood samples using the salting-out procedure
(Miller et al., 1988). The genomic sequence of the seven exons of GLA gene were
amplified using the primers described on table 1. Reactions were carried out in a final
volume of 50 pl, with 0.2m M dNTP, 2.5 mM MgCl, 1X KCI buffer, 1U Tag DNA
Polimerase, 20 pmoles of each primer and 100 ng of DNA. All reagents were
purchased from Invitrogen. Reactions were performed in Eppendorf Personal Cycler,
with 30 cycles of 45 seconds and annealing temperature variable for each exon, as

shown on table 1.

Automated Sequencing

PCR fragments were purified using Microspin S300 HR Columns (Amersham),
according to manufacturer's instructions prior to sequencing. Sequencing was
performed at ABI310 Genetic Analyser using BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems). The same primers used for PCR amplification were used for sequencing.
The obtained sequences were compared to reference sequence NMO000169

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Any alterations were confirmed by reverse strand sequencing.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study we analyzed four families with at least one affected member with
Fabry disease. Considering other affected members and potential carriers, eight
individuals were studied. Three new mutations were found, one in exon 1 and two in
exon 7. One mutation found in exon 1 (30delG) had already been described in another
Brazilian kindred with Fabry disease (Ashton-Prolla et al., 1999). Table 2 summarizes
the mutations found in this study.

Mutation 30delG (figure 1a) was found in a family with three affected males.
The mother was found to be carrier, as would be expected (figure 1b). As a result of
the frameshift, a premature stop codon is introduced at residue 120. This mutation has

been previously described by Ashton-Prolla et al (1999) in a large family with Fabry
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disease from Brazil. Apparently, both families are not related but further studies using

haplotype analysis shall clarify this question.

v

CAGCTGAGGAACCCAGAACTACATCTGGCTGCGCGLCTT
250 260 270 280

b) GAACTACATCT GGGNNGCCNNCTNGCC NTCNN
20 200 210 220

Figure 1. Exon 1 sense strand sequencing, showing the mutation 30delG.
a) Hemizygous male. b) Carrier female (mother).

Mutation L36F (figure 2) was found in a family with only one affected male. This
mutation is a transversion G>T at base 108 of the cDNA, changing the Lysine codon
(TTG) to a Phenylalanine codon (TTT). Further studies are needed to clarify how this
mutation may affect enzyme processing. Analysis of the mother's DNA did not show
the presence of the mutation. The index case has two asymptomatic sisters and there
are no records of other affected relatives. The expected rate of new mutations in X-
linked genes is about 30% (Vogel & Motulski,1996). This family illustrates the

importance of molecular analysis for carrier detection and genetic counseling.

l

GNAGGCGTCCTTGCAAATCCATTGTCQA
140 150 16

Figure 2. Exon 1 antisense strand sequencing, showing mutation L36F.
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Mutation 345delTC (figure 3) is caused by the deletion of two base pairs at
position 1033-1034 of the cDNA. This frameshift creates a stop codon 28 amino acids
downstream the deletion, at residue 373. The resulting protein, if successfully

translated, would lack its final 56 aminoacids. The DNA from the patient's mother was

not available for analysis.

GCTACAGCCCAGGCTAAGCCTGAGAGGTCGT TCCCACAC
240 250 260 270

Figure 3. Exon 7 antisense strand sequencing, showing mutation 345delTC.

Mutation W349X (figure 4) is a nonsense mutation in exon 7 caused by the
transition G>A at position 1046 of the cDNA. The protein, which should have 429
amino acids presents a premature stop at residue 349, lacking its final 84 amino acids.

The DNA from the patient’'s mother was not available for analysis.

CATAGCTACAGCCTAGGCTAAGCCTGA!
240 250 - 260

AN AT 0 00 A

Figure 4. Exon 7 antisense strand sequencing, showing mutation W349X.

This study confirms the heterogeneity of mutations in Fabry disease. It also
highlights the importance of molecular analysis for carrier detection and genetic

counseling.
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TABLES

Table 1: Primer sequence, annealing temperature and fragment size for amplification of

the seven exons of GLA gene.

Forward Reverse A.T. Size
EXON 5’ GGATCACTAAGGTGCCGC 3’ 5 AACTGTTCCCGTTGAGACTC & 55°C 535
1 207 B 219 bp
EXON 5CTTGTGATTACTACCACACT 3 5" AACAAGCTTCTGTACAGAAGTGC 3 48°C 367
2 218 B 217 bp
EXON 5TAGCTCAGCAGAACTGGGGGATTT 3 5 GGCTCAGCTACCATGGCCT & 55°C 440
3 3413 F3- bp
EXON 5TATAGCCCCAGCTGGAAATT 3 5 GTAAGTAACGTTGGACT 3’ 47°C 250
4 TATA 3B bp
EXON 5 CTCACAAGGATGTTAGT 3 5 AGATTTAGGCCCAAGAC 3 48°C 699
5 187 B 192 bp
EXON 5GGGTCATCTAGGTAACTTTAAGA 3’ 5" AGATTTAGGCCCAAGAC 3’ 48°C 335
6 Col | 192 bp
EXON 5ATGAATGCCAAACTAAC 3 5 CAGGAAGTAGTAGTTGG ¥ 48°C 392
7 Col Il 7B bp
A. T.: annealing temperature
Table 2: Characteristics of the mutations found in this study.
Mutation Family Exon cDNA? Alteration Coments
30delG A 1 30-32 del G Stop codon at L120
L36F B 1 G108T Missense mutation
345delTC C 7 1033-1034 del TC Stop codon at G373
W349X D 7 G1046A Nonsense mutation

@ cDNA sequence according to NM_000169 (www.ncbi.nim.nih.gov).
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ANEXOS

Heredograma e seqiienciamento - familia A
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Heredograma e seqiienciamento - familia B




Heredograma e seqiienciamento - familia C
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Heredograma e seqiienciamento - familia D
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Amplificagdo dos sete exons do gene GLA

Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. Marcador
de 100 pb, E1, E2, E3, E4, ES5, EG6, E7.

59



