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RESUMO

Introdugio: A acidemia metilmalénica tipo mut® (AMM mut?), a citrulinemia tipo |
(CTLNI) e a deficiéncia de desidrogenase de 3-hidroxi-acil-CoA de cadeia longa
(LCHADD) sao erros inatos do metabolismo (EIM) associados a morte subita
inesperada na infancia (SUDI). Destacam-se por serem passiveis de tratamento e
identificaveis por triagem neonatal. As principais variantes patogénicas associadas
a estas condigbes sdo: c.655A>T e ¢.1106G>A (AMMmut° - gene MUT), 1168G>A
(CTLNI - gene ASS/) e c.1528G>C (LCHADD - gene HADHA). Esses disturbios ndo
estdo incluidos no Programa Nacional de Triagem Neonatal brasileiro, e n&o
existem estimativas referentes a incidéncia dos mesmos no pais. Estudos
populacionais de prevaléncia sdo de fundamental importancia para a consideragao
do estabelecimento de acgbes de triagem neonatal, diagndstico precoce e
aconselhamento genético. Objetivo principal: Determinar, em uma amostra da
populacdo saudavel do Rio Grande do Sul (RS), a prevaléncia minima da AMM
mut®, CTLNI e LCHADD. Metodologia: Estudo transversal, com amostragem por
conveniéncia. O tamanho amostral foi estimado em 980 individuos com base na
proporgcao de heterozigotos para a variante ¢.1528G>C em diferentes populagdes
europeias. Foram incluidos 1.000 individuos saudaveis (média de idade: 36,6+12,1;
masculino: 504), recrutados entre os doadores do Banco de Sangue do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, RS. A genotipagem foi realizada por PCR em tempo real.
O calculo da frequéncia alélica e genotipica foi feito com base no Equilibrio de
Hardy-Weinberg. Resultados: A variante ¢.1528G>C foi detectada em
heterozigose em 2 individuos (frequéncia de heterozigotos= 1:500; frequéncia
alélica= 0,001; prevaléncia minima estimada de LCHADD= 1: 1.000.000
individuos). As variantes c¢.1168G>A, c.655A>T e ¢.1106G>A nao foram
encontradas. Discussado/Conclusdes: Os dados resultantes estariam refletindo a
raridade deste conjunto de EIM no RS. No entanto, fatores como o tamanho
amostral e a heterogeneidade alélica associada a esses disturbios devem ser
considerados. A populagao brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, e
este estudo salienta, de maneira inédita, a necessidade de expandir a investigagéo

de EIM em relagdo a morbimortalidade infantil no territério.



ABSTRACT

Introduction: Methylmalonic acidemia type mutO0 (mut0 MMA), citrullinemia type |
(CTLNI), and long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency (LCHADD)
are inborn errors of metabolism (EIM) associated with sudden unexpected death in
infancy (SUDI), noteworthy for being treatable and detectable by neonatal
screening. The major pathogenic variants associated with these conditions are
c.655A>T and c.1106G>A (MMA - gene MUT), ¢c.1168G>A (CTLNI - gene ASSI)
and ¢.1528G>C (LCHADD - gene HADHA). These disorders are not included in the
Brazilian neonatal screening program and there is no estimation of its prevalence in
the country. Studies of prevalence are essential to early diagnosis, treatment and
neonatal screening considerations. Main objective: To determine, in a sample of
the healthy population of Rio Grande do Sul (RS), the minimum prevalence of mut°
MMA, CTLNlI and LCHADD. Methodology: Cross-sectional study, with
convenience sampling. The sample size was estimated at 980 individuals, based on
the proportion of heterozygotes for c.1528G>C in different European populations. A
total of 1,000 healthy individuals (mean age: 36.6 £ 12.1, male: 504), recruited
among donors from the Hospital de Clinicas of Porto Alegre Blood Bank, RS were
included. Genotyping was performed trough real-time PCR. Allele and genotype
frequencies were calculated based on Hardy-Weinberg Equilibrium. Results: The
c.1528G>C variant was detected in heterozygosity in 2 subjects (carrier frequency
= 1: 500, allele frequency = 0.001, LCHADD minimum estimated prevalence = 1:
1,000,000 individuals). Variants ¢c.1168G>A, c.655A>T and c.1106G>A were not
found. Discussion/Conclusions: The resulting data is thought to denote the rarity
of these conditions in the state of RS. Nevertheless, the current sample size as well
as the allelic heterogeneity related to these genes should be considered. Brazil is
one of the most heterogeneous populations in the world and this study highlights, in
an unprecedented way, the need to expand IEM investigation in relation to infant

morbidity and mortality within the territory.
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1 INTRODUGAO

1.1. Morte subita inesperada na infancia

A morte subita inesperada na infancia (“Sudden unexpected death in infancy” -
SUDI) é definida como a morte de um infante que ocorre de forma subita e
inesperada, até o primeiro ano de idade. Representa uma das mais frequentes
causas de 6bito apos o periodo neonatal (Moon et al., 2007), sendo responsavel
por cerca de 4.600 mortes infantis por ano nos Estados Unidos da América (EUA)
(Shapiro-Mendoza, 2007). SUDI é uma categoria heterogénea que inclui tanto os
casos de Obito cuja causa pode ser determinada ap6s um meticuloso exame post-
mortem, como aqueles que permanecem inexplicados apos uma investigagao
completa, incluindo a realizacdo de uma autdpsia completa, analise do local de
morte e revisdo da histdria clinica. Estes ultimos casos classificam-se dentro da
subcategoria de sindrome da morte subita infantil (“Sudden infant death syndrome”
- SIDS), também denominada sindrome de morte subita do lactente (SMSL),
representando um diagnéstico de exclusdo (Krous et al.,, 2004). As principais

causas de SUDI sao listadas abaixo:

e Sindrome da morte subita infantil (SIDS): Nos EUA representa a maior causa

de morte em criancas de um més a um ano de idade e a terceira causa de
mortalidade infantil, apés anomalias congénitas e prematuridade/baixo peso ao
nascer. Ocorre com maior frequéncia em criangas de dois a quatro meses de
idade, geralmente em periodo de sono, ndo sendo causada por sufocamento,
aspiragéo, abuso ou negligéncia (Shapiro-Mendoza, 2007).

o Asfixia ou sufocamento: A inabilidade de respirar conduz a uma falta de

oxigenagao que pode gerar perda de consciéncia e morte. As principais causas
de asfixia reportada em criancas sdo o sufocamento acidental e o
estrangulamento no leito (Shapiro-Mendoza, 2007).

e Lesdo ou trauma: Podem ocorrer de forma intencional — abuso infantil - ou ndo-
intencional (Deal, 2000).

e Causas desconhecidas ou inclassificaveis: Aplica-se como causa da morte se

a investigagdo da cena da morte e/ou a autdpsia foram incompletas ou nao
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realizadas e a declaragéo de 6bito ndo possui evidéncia suficiente para registrar
uma causa de morte mais especifica (Shapiro-Mendoza, 2007).

e Doenca metabdlica: Erros inatos do metabolismo (EIM) afetam a sintese,

transporte e degradacdo de moléculas podendo provocar o acumulo de
substancias téxicas ou a deficiéncia de substéncias necessarias para o

funcionamento fisiolégico normal (Shapiro-Mendoza, 2007).

1.2. Erros inatos do metabolismo

Os EIM — terminologia cunhada no ano de 1909 por Sir Archibald Edward
Garrod — sdo um grupo de mais de 1000 disturbios monogénicos que resultam da
deficiéncia de uma determinada enzima, cofator ou proteinas de transporte,
alterando o metabolismo de proteinas, acidos graxos, carboidratos, bem como
prejudicando o funcionamento normal de organelas (Pampols, 2010; Saudubray e
Garcia-Cazorla, 2018; Agana et al., 2018). A diminuicao da atividade enzimatica e
0 subsequente bloqueio total ou parcial de uma rota metabdlica geralmente leva ao
acumulo do substrato,a falta do produto final ou ao desvio do substrato para rota

metabdlica alternativa (Saudubray et al., 2006).

Os individuos com EIM podem apresentar sintomatologia variada, sendo a
gravidade do quadro clinico de cada paciente dependente da rota metabdlica
afetada, bem como do metabdlito acumulado ou deficiente. Portanto, apesar de
conformarem um unico grupo de doengas, os EIM representam uma vasta, diversa
e heterogénea colecao de condi¢gdes que sdo uma causa significante de morbidade
e mortalidade, principalmente na infancia. Sdo, na sua grande maioria, doengas
graves que podem levar o paciente a 6bito quando n&o tratadas corretamente
(Chuang e Shih, 2001; Gomes et al., 2005; Ezgu, 2016).

A grande maioria dos EIM apresenta um padrdo de heranga autossémico
recessivo, com risco de recorréncia de 25% para cada gestacdo de pais
heterozigotos. A incidéncia e prevaléncia dos EIM varia entre paises e, apesar de
serem considerados individualmente raros, em conjunto apresentam uma
incidéncia estimada em 1:800 (Mak et al., 2013; Saudubray e Garcia-Cazorla, 2018;
Agana et al., 2018).
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Devido a sua raridade e a inespecificidade dos achados clinicos no momento
do inicio dos sintomas, os EIM destacam-se por serem complexos em termos de
diagndstico e, por muitas vezes serem, ao contrario da maior parte das demais
doencgas genéticas, passiveis de tratamento em alguns casos (Giugliani, 1998;
Kaku et al., 2018).

1.2.1 Erros inatos do metabolismo: Classificagao

Os EIM podem ser classificados com base na idade de inicio, sinais e sintomas
predominantes, principais érgéos ou sistemas afetados, assim como na acuidade
ou cronicidade das manifestagbes. Segundo Saudubray e Garcia-Cazorla, os EIM
classificam-se em duas grandes categorias. A categoria 1 inclui doengas que
envolvem apenas um unico sistema funcional (como sistema enddcrino, sistema
imune, ou fatores de coagulagdo) ou que afetam apenas um 6rgéo ou sistema
anatémico (intestino, tubulos renais, eritrécitos ou tecido conjuntivo). Os sintomas
sdo uniformes e o diagnostico é relativamente simples de ser estabelecido. A
categoria 2, por sua vez, inclui doengas nas quais o defeito bioquimico base afeta
uma via metabdlica comum a um grande de numero de células ou 6rgaos (por
exemplo, doengas lisossdmicas) ou € restrita a um 6rgdo, mas que desencadeia
consequéncias sistémicas ou humorais (por exemplo, defeitos do ciclo da ureia,
glicogenose hepatica). As doengas dessa categoria, por sua vez, podem ser

divididas em trés grupos (Saudubray e Garcia-Cazorla, 2018):

e Grupo 1: Disturbios que afetam o metabolismo intermediario de pequenas

moléculas.

Composto por doencas que afetam a rede de reagdes bioquimicas de
catabolismo, anabolismo e reciclagem, a qual permite troca continua entre células
e nutrientes através da alimentagdo (carboidratos, lipideos e proteinas) e da
respiracao (oxigénio). Inclui EIM que causam intoxicacdo aguda ou progressiva
devido ao acumulo de compostos préoximos ao ponto de bloqueio metabdlico, como,
por exemplo, EIM do catabolismo de aminoacidos (fenilcetonuria, doenga da urina
do xarope do bordo, entre outros), a maioria das acidemias organicas

(metilmaldnica, propibnica, isolvalérica, entre outras), disturbios do ciclo da ureia e
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doencas relacionadas, defeitos no metabolismo de galactose, frutose e porfirias

(Saudubray e Garcia-Cazorla, 2018)
e Grupo 2: Disturbios que envolvem o metabolismo energético

Inclui EIM cujos sintomas, pelo menos parcialmente, levam a deficiéncia na
producdo ou uso de energia no figado, miocardio, musculo, cérebro e outros
tecidos. Defeitos mitocondriais s&o os mais graves e geralmente ndo sao passiveis
de tratamento. Os sintomas podem envolver sinais de intoxicacdo agudos
(geralmente acionados por jejum, catabolismo, febre) ou crénicos. Os defeitos
citoplasmaticos sdo geralmente menos graves e incluem disturbios da glicélise, do
metabolismo do glicogénio e gliconeogénese, hiperinsulinismo e defeitos no
transportador da glicose, disturbios no metabolismo da creatina e EIM da via da

fosfato pentose (Saudubray e Garcia-Cazorla, 2018).
e Grupo 3: Disturbios envolvendo moléculas complexas

Inclui doengas que envolvem a sintese, processamento, controle de qualidade
e catabolismo de moléculas complexas, processos que ocorrem em diversas
organelas (mitocdndrias, lisossomos, peroxissomos, reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi). Os sintomas sdo permanentes, geralmente progressivos e
independentes de eventos intercorrentes ou da ingestao alimentar. O grupo inclui
doencas de depdsito lisossomal, disturbios peroxissomais, erros inatos de purinas
e pirimidinas, erros inatos da sintese do colesterol, disturbios dos triglicerideos,
fosfolipideos e glicoesfingolipideos, entre outros (Saudubray e Garcia-Cazorla,
2018).

1.2.2 Erros inatos do metabolismo: Sintomatologia

Os EIM apresentam um amplo espectro de sinais e sintomas, os quais
podem manifestar-se em qualquer idade. O numero de EIM conhecidos
provavelmente seja tdo grande quanto o numero de sintomas que podem indicar
um disturbio metabdlico e, por tanto, o diagnostico de EIM é complexo para a

maioria dos profissionais (Saudubray e Charpentier, 2001; Poretti et al., 2013).

Dias ou semanas apos o nascimento, um neonato previamente saudavel

pode comecar a apresentar sinais de uma doenga metabdlica oculta, os quais
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podem ser comuns a outras condi¢des medicas graves. Apesar do quadro clinico
poder variar, neonatos e criangas com doengas metabdlicas tipicamente
apresentam letargia, diminuicdo do apetite, vomitos, taquipneia e convulsdes. Com
o progresso da doenga, podem surgir anormalidades em relagao ao ténus (hipo ou
hipertonia), postura e movimentos, além de apneia do sono (Clarke, 2005; Kdlker
et al., 2015). Elevado nivel plasmatico de amdnia, hipoglicemia e acidose
metabdlica sao sugestivos de EIM. Adicionalmente, os cuidadores ou profissionais
podem perceber um odor ndo usual no lactente, o qual pode estar associado a
algumas doengas metabdlicas (ex.: doengca da urina do xarope do bordo,
fenilcetonuria, acidemia isovalérica). Além disso, uma doenga similar a Sindrome
de Reye (encefalopatia hepatica nao-especifica, possivelmente acompanhada de
hipoglicemia) pode estar presente em anormalidades da gliconeogénese, da
oxidagdo de acidos graxos, da cadeia de transporte de elétrons ou de acidos
organicos (Raghuveer et al., 2006). Quando uma crianga com EIM n&o
diagnosticado vai a o6bito, este fato é frequentemente atribuido a sepse (Lindor e
Karnes, 1995).

1.2.3 Erros inatos do metabolismo associados a morte subita inesperada
na infancia
Aqueles EIM cujas crises ocasionam intoxicacdo ou alteragdes que
aumentam o risco de faléncia de érgéos constituem potenciais causas de SUDI
(Emery et al., 1988; Kaku et al., 2018).

Estima-se que os EIM sejam responsaveis por cerca de 0,9% a 6% dos
casos de SUDI (Boles et al., 1998; Chace et al., 2001; Van Rijt et al., 2016). No
entanto, esse valor poderia ser maior, dada a complexidade do diagnéstico dessas
doencas, combinada com a falta de experiéncia e de recursos para proceder com
a investigacdo metabdlica de SUDI, se refletindo num cenario de subinvestigacao

e subdiagnéstico (Cote et al., 1999; Loughrey et al., 2005).

De acordo com o trabalho de van Rijt e colaboradores (2016) sdo pelo menos
43 os EIM associados a SUDI e/ou sindrome de Reye, sendo que 26 destes
apresentam manifestacdes clinicas no periodo neonatal, 32 sdo passiveis de

tratamento e 26 diagnosticaveis por triagem neonatal através de espectrometria de
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massas em tandem (MS/MS) A Tabela 1 mostra exclusivamente os EIM associados

a SUDI.

Tabela 1. Erros inatos do metabolismo associados a SUDI.

Manifestacao

Diagnostico

Erro inato do metabolismo neonatal neonatal Tratamento
Metabolismo de aminoacidos e peptideos
Disturbios do ciclo da ureia
Deficiéncia de carbamoilfosfato + + +
Deficiéncia de ornitina transcarbamilase + + +
Citrulinemia tipo | + + +
Aciduria arginosuccinica - + +
Acidemias organicas
Acidemia glutarica - + +
Acidemia metilmalénica + + +
Acidemia isovalérica - + +
Acidemia metilglutanica tipo Il + + +
Acidemia L-2-hidroxiglutarica - - -
Metabolismo da fenilalanina e tirosina
Tirosinemia tipo | + + +
Metabolismo da glicina e serina
Hiperglicinemia n&o cetética + + +
Transporte de aminoacidos
Intolerancia a proteina lisinarica - - +
Metabolismo de carboidratos
Disturbios da gliconeogénese
Deficiéncia da fosfoenolpiruvato
carboxiquinase - - -
Doengas de depdsito de glicogénio
Glicogenose tipo la + - +
Glicogenose tipo Ib - - +
Glicogenose tipo Il - + +
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Tabela 1. Erros inatos do metabolismo associados a SUDI (Continuagao).

Metabolismo de acidos graxos e corpos cetbnicos
Transporte da carnitina e do ciclo da carnitina

Deficiéncia do transportador da carnitina + + +
Deficiéncia de carnitina palmitoiltransferase | + + +
Deficiéncia de carnitina-acilcarnitina translocase - + +
Deficiéncia de carnitina palmitoiltransferase |l + + +

Beta-oxidacdo mitocondrial de acidos graxos
Deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia
muito longa + + +
Deficiéncia de proteina trifuncional mitocondrial + + +
Deficiéncia de desidrogenase de 3-hidroxi-
acil-CoA de cadeia longa + + +

Deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia

média + + +
Deficiéncia de 3-alfa-hidroxi-aci-ICoA + + +
Deficiéncia de multiplas acil-CoA desidrogenases + + +

Metabolismo energético
Cadeia respiratéria mitocondrial

Mutagdes de ponto no mtDNA + - -
Deficiéncia de ubiquinona (CoQ10) - + -
Deficiéncia do complexo |, responsiva a

riboflavina - - -
Deficiéncia do complexo | - - -

Deficiéncia do complexo IV + - -

Metabolismo de vitaminas e cofatores (n&o-
proteicos)

Metabolismo da biotina
Deficiéncia de biotinidase - + +

Deficiéncia de holocarboxilase sintetase - + +

Fonte: van Rijt et al., 2016. + indica presenca; - indica auséncia.

Dentre os EIM associados a SUDI, a acidemia metilmalénica tipo mut®
(AMMmut?; #MIM 25100), a citrulinemia tipo | (CTLNI; MIM# 215700) e a deficiéncia
de desidrogenase de 3-hidroxi-acil-CoA de cadeia longa (LCHADD; MIM# 609016),

entre outros disturbios n&o incluidos no Programa Nacional de Triagem Neonatal
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(PNTN) (vide sessado 1.6.1.), apresentam uma ou mais variantes patogénicas que

se destacam pela sua elevada prevaléncia (Tabela 2), e sdo descritos a seguir.

Tabela 2. Variantes patogénicas de maior prevaléncia para genes causadores de EIM
associados a SUDI.

Erro inato do Variantes patogénicas mais

metabolismo Enzima deficiente Gene frequgntes na populagao
mundial

Glutaril CoA

Acidemia glutarica tipo | ] GCDH €.1204C>T (p.Arg402Trp)
desidrogenase

Acidemia metilmaldnica C.655A>T (p.Asn219Tyr)
Metilmalonil-CoA mutase  MUT

tipo mut® ¢.1106AG>A (p.Arg369His)
Argininosuccinato

Citrulinemia tipo | ] ASS1 c.1168G>A (p.Gly390Arg)
sintetase

Deficiéncia da 3-
hidroxiacil-CoA 3-hidroxiacil-CoA

. . _ HADHA €.1528G>C (p.Glu510GIn)
desidrogenase de cadeia desidrogenase

longa
Deficiéncia da acil-CoA
] . Acil-CoA desidrogenase €.985A>G (p.Lys329Glu)
desidrogenase de cadeia ] . ACADM ]
de cadeia média c.199C>T (p.Tyr42His)

média

Deficiéncia de acil-CoA ) )
. ] Acil-CoA desidrogenase

desidrogenase de cadeia ) ) ACADVL ¢.848T>C (p.Val283Ala)
) de cadeia muito longa

muito longa

€.247C>T (p.Arg83Cys)

Glicogenose tipo la Glicose-6-fosfatase G6PC
¢.1039C>T (p.GIn347Ter)

Defeito no transportador
Glicogenose tipo Ib ] SLC37A4 ¢.1042_1043delCT
da glicose-6-fosfato

€.2560C>T (p.Arg854Ter)

Glicogenose tipo Il a-glicosidase acida GAA €.1935C>A (p.Asp645Giu)
c.-32T>G
c.1062+5G>A
Fumarilacetoacetato
c.554-1G>T
Tirosinemia tipo | hidrolase FAH
c.607-6T>G

c.782A>C (p.Pro261Leu)

Fonte: Gene Reviews, 2019.
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1.3. Acidemia metilmalénica tipo mut0 (AMMmut?°)

A acidemia metilmalénica (AMM) é uma condigdo de etiologia heterogénea
que afeta o catabolismo do propionato, representando um dos disturbios mais
prevalentes do metabolismo dos acidos organicos (Caterino et al., 2016). A AMM
pode se manifestar em combinagdo com homocistinuria ou de forma isolada, sendo
esta ultima a mais frequente. A AMM isolada pode ser ocasionada tanto pela
deficiéncia parcial ou total da enzima metilmalonil-CoA mutase (incluindo os
subtipos mut- e mut?, respectivamente), como por defeitos na sintese e transporte
do seu cofator, adenosilcobalamina (AdoCbl) (Fenton et al., 2001; Dionisi-Vici et al.,
2006; Han et al., 2015).

A AMMmut? foi descrita pela primeira vez no ano de 1967 por Oberholzer e
colaboradores. A incidéncia estimada é de cerca de 1:100.000, com base nos
dados de triagem neonatal dos EUA e Taiwan (Niu et al., 2010; Feuchtbaum et al.,
2012).

1.3.1. Fisiopatologia

O catabolismo dos aminoacidos isoleucina, valina, treonina e metionina,
assim como dos acidos graxos de numero impar de carbonos e da cadeia lateral
do colesterol, resulta na formagao de propionil-CoA, que sera incorporado no ciclo
dos acidos tricarboxilicos. Essa reagao ocorre através de uma série de trés etapas
enzimaticas reversiveis da via do propionato, no interior da matriz mitocondrial
(Fenton et al., 2001) (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica da via do Propionato. PPC- Propionil-CoA
carboxilase, MCR- Metilmalonil-CoA epimerase, MUT- Metilmalonil-CoA mutase, AdoCbl
adenosilcobalamina (Adaptado de Acquaviva et al., 2005).

A primeira etapa consiste na conversao de propionil-CoA em D-metilmalonil-
CoA, pela enzima propionil-CoA carboxilase (PCC; EC 6.4.1.3). Em seguida, a
isomerizagao para L-metilmalonil-CoA é efetuada pela metilmalonil-CoA epimerase
(MCR; EC 5.1.99.1). Finalmente, a enzima metilmalonil-CoA mutase (MUT; EC
5.4.99.2) catalisa a conversdo de L-metilmalonil-CoA em succinil-CoA, que
funciona como intermediario do ciclo dos acidos tricarboxilicos (Fenton et al., 2001;
Fowler et al., 2008).

Na AMMmut®, a atividade residual da enzima MUT é nula, ndo sendo
responsiva a AdoChbl, isto leva ao acumulo de uma série de metabolitos toxicos em
diversos fluidos e tecidos, principalmente propioilcarnitina e metilmalonil-CoA, o
qual é subsequentemente hidrolisado em CoA e acido metilmalénico (Fowler et al.,
2008). O acumulo de acido metilmalénico induz a formacao de acido metilcitrico,
inibidor de enzimas do ciclo dos acidos tricarboxilicos, e malonato, inibidor da
enzima succinato desidrogenase, provocando estresse oxidativo, apoptose
excitotéxica e disfungdo mitocondrial (Fontella et al., 2000; Okun et al., 2002;
Mirandola et al., 2008). Consequentemente, a AMM é caraterizada por apresentar
dano tecidual generalizado, com efeitos proeminentes no cérebro, possivelmente

devido a sua dependéncia no metabolismo aerdbico, e ao fato do acido
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metilmalbnico ser acumulado em maior concentracdo no mesmo (Baulny et al.,
2005; Saad et al., 2006).

1.3.2. Manifestagoes clinicas

A AMMmut® representa uma condigdo extremamente severa, associada a
elevada morbidade e mortalidade precoce. A maioria dos pacientes apresenta
sinais e sintomas clinicos nas primeiras semanas de vida, incluindo episodios
intermitentes de descompensacdo metabdlica aguda, potencialmente fatais, em
decorréncia do catabolismo induzido pela elevada ingesta de proteina (Horster e
Hoffmann, 2004; Fraser e Venditti, 2016). As crises metabdlicas, frequentemente
confundidas com septicemia, sdo caraterizadas por cetoacidose, hiperamonemia,
dificuldades de alimentagao, letargia e hipotonia, geralmente progredindo para um
estado comatoso, com apneia e episodios de convulsdo. Complicagdes a longo
prazo incluem atraso no desenvolvimento, insuficiéncia renal crdonica, pancreatite e

manifestagdes neuroldgicas severas (Horster et al., 2007; Manoli et al., 2013).

1.3.3. Aspectos moleculares

Trata-se de um disturbio de heranca autossémica recessiva ocasionado por
variantes patogénicas no gene MUT, que codifica a enzima mitocondrial MUT
(Ledley et al., 1988). A enzima é composta por 750 aminoacidos, com peso
molecular de 77,5kDa, e apresenta dois dominios funcionais. O dominio amino-
terminal é responsavel pela interacdo com a metilmalonil-CoA, enquanto que o
dominio carboxi-terminal contém o sitio de ligagao para o cofator AdoCbl (Froese
et al., 2010). O gene MUT abrange 35Kb no cromossomo 6p21 e esta composto
por 13 éxons, o primeiro deles ndo codificante (Ledley et al., 1988; Nham et al.,
1990). Até o momento mais de 80 variantes foram descritas em associagéo
exclusiva com a AMMmut® e, dentre as mesmas, as substituicbes c.655A>T
(Acquaviva et al., 2001) e c.1106G>A (Worgan et al., 2006) destacam por sua

prevaléncia, principalmente entre pacientes caucasoides (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica da localizacdo das variantes associadas a
acidemia metilmal®nica mut® no gene MUT. Os éxons sdo representados em caixas com
suas dimensbes em pares de bases (pb). Os introns sdo representados em linhas. As
variantes séo listadas abaixo dos respectivos éxons e acima dos respectivos introns. Em
vermelho as variantes patogénicas de maior prevaléncia. Sequencias de referéncia
utilizadas NG_007100.1 e NM_000255.3. (Adaptado de Forny et al., 2016; Stojilikovic et
al., 2016).

A variante ¢.655A>T, localizada no éxon 3, resulta na substituicido de um
residuo de asparagina por tirosina na posi¢cao 219 da proteina (p.Asn219Tyr). A
mesma representa até 26% dos alelos em pacientes diagnosticados com AMMmut?°
(Acquaviva et al., 2005). Ja a variante ¢c.1106G>A, no éxon 6, leva a substituicao
de arginina por histidina na posigao 369 (p.Arg369His) e corresponde a cerca de
10% dos pacientes tipo mut® (Forny et al., 2016). As duas variantes sdo localizadas
no dominio de interagdo com o substrato, de maneira que, tanto em homozigose
como em heterozigose composta com outra variante patogénica, desestabilizam a
estrutura tridimensional da enzima, anulando sua atividade catalitica (Acquaviva et
al., 2005; Sakamoto et al., 2007; Zsengellér et al., 2014).

1.3.4. Diagnéstico
A determinacéao dos niveis de acido metilmalénico e outros acidos organicos,
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, € a

metodologia mais amplamente utilizada para o diagnéstico de AMM em individuos
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sintomaticos (Fowler et al., 2008). No entanto, a dosagem de acilcarnitinas no
sangue, pela técnica de MS/MS, pode ser utilizada para identificar individuos
afetados na fase pré-sintomatica. A mesma permite detectar o incremento no nivel
de propionilcarnitina (C3), marcador primario para a AMM e outras acidemias
organicas (Chace et al., 2001). A proporgdo propionilcarnitina/acetilcarnitina
(C3/C2) é frequentemente utilizada como marcador secundario para AMM (Al-
Dirbashi et al., 2016).

A confirmagéo do diagndstico, bem como a discriminagao entre os subtipos
mut- e mut®, pode ser realizada através de uma série de ensaios bioquimicos para
a determinagao da atividade da enzima MUT em fibroblastos, assim como pela
analise do gene MUT (Fowler et al., 2008).

1.3.5. Tratamento

Na auséncia de tratamento precoce a maioria dos pacientes nao responsivos
a AdoCbl vao a obito. A estratégia terapéutica consiste fundamentalmente na
restricdo da ingesta de proteinas naturais, com a administragdo de suplementos
dietéticos isentos de aminoacidos propiogénicos, visando reduzir assim o acumulo
de metabdlitos toxicos (Horster e Hoffmann, 2004). A eliminagdo dos metabdlitos
pode ser efetuada, quando necessario, por medidas mais ou menos agressivas (ex:
transfusdo sanguinea, didlise peritoneal, hemofiltragdo ou hemodialise) (Baulny et
al., 2005). Adicionalmente, a suplementagdo com L-carnitina auxilia na remogao do
excesso de acil-CoA através da produgao de acilcarnitinas organicas de excrecao
urinaria, reestabelecendo os niveis de CoA livre (Ribas et al., 2010). A prevengao
de situagbes favorecedoras do catabolismo, como o jejum prolongado e as
infecgdes, sao de primordial importancia neste contexto (Horster e Hoffmann, 2004,
Dionisi-Vici et al., 2006).

1.4. Citrulinemia tipo | (CTLNI)

A CTLNI, descrita por primeira vez por McMurray e colaboradores em 1962,
€ o terceiro disturbio mais prevalente do ciclo da ureia. Com base em dados de
diversos programas de triagem neonatal sua incidéncia foi estimada em 1:250.000
(Summar et al., 2013).
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A CTLNI pode ser classificada em duas categorias: CTLNI classica, com
manifestacdes clinicas severas de inicio precoce ou tardio, e CTLNI leve,

assintomatica na maioria dos casos (Haberle et al., 2003).

1.4.1. Fisiopatologia

O ciclo da ureia é a principal via para a eliminagao do excesso de nitrogénio,
sendo também responsavel pela biossintese de novo da arginina. O mesmo
consiste em cinco etapas enzimaticas sequenciais, que ocorrem principalmente nos
hepatdcitos, e resultam na conversao de amoénia e outros compostos nitrogenados
em ureia, um produto n&o-tdxico de excrecdo urinaria (Figura 3) (Brusilow e
Horwich, 2001).

Catabolismo proteico
]

T
|
;
2ZATP + HCO + MH; 7—' Carbamilfosfato + 2ADF + Pi

MNAGS

oTC

Mitocdndriz Citrulina
. 7 Ay
Citoplasma Ornitina Aspartato
Hy0 Argininosuccinato

Arginina

Fumarato

Figura 3. Representagdo esquematica do ciclo da ureia. CFSI-
carbamilfosfato sintetase, NAGS- N-acetil glutamato sintetase, OTC-
ornitina carbamiltransferase, ASS- argininosuccinato sintetase, ARGI-
arginase (Adaptado de Blair et al., 2014).

Na primeira etapa a amodnia, derivada principalmente de glutamina e

glutamato, ¢é convertida em carbamilfosfato pela enzima mitocondrial
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carbamilfosfato sintetase (CFSI; EC 6.3.4.16), através da condensacéo de acetil-
CoA e glutamato catalisada pela N-acetilglutamato sintetase (NAGS; EC 2.3.1.1).
Em seguida, a enzima mitocondrial ornitina carbamiltransferase (OTC; EC 2.1.3.3)
catalisa a condensacao entre carbamilfosfato e ornitina, produzindo citrulina. Ja no
citoplasma, a citrulina condensa-se com aspartato para produzir argininosuccinato,
pela agcdo da enzima argininosuccinato sintetase (ASS; EC 6.3.4.5). O
argininosuccinato € entdo hidrolisado a arginina e fumarato pela argininosuccinato
liase (ASL; EC 4.3.2.1). Finalmente, a enzima arginase (ARGI; EC 3.5.3.1) hidrolisa

a arginina em ornitina e ureia (Summar e Tuchman, 2001).

A CTLNI é ocasionada pela deficiéncia na atividade da enzima ASS (Beaudet
el al., 1986), resultando em hiperamonemia, acumulo de citrulina, glutamina,

alanina e acido orotico, com deplecdo de arginina (Haberle et al., 2012).

A amoénia, metabolizada em glutamina nos astrécitos, no figado € no musculo
esquelético, é extremamente toxica quando presente em elevadas concentragdes,
podendo ocasionar danos irreversiveis no cérebro em desenvolvimento. O
acumulo de glutamina nos astrocitos devido ao consequente incremento da
osmolaridade intracelular seria uma das principais causas de dano cerebral
(Brusilow et al., 2010). Além disso, a hiperamonemia induz o bloqueio do ciclo dos
acidos tricarboxilicos, leva a apoptose excitotdéxica e apresenta efeito toxico direto
sobre a neurotransmissédo inibitéria e excitatéria (Cooper, 2001; Felipo e
Butterworth, 2002; Tofteng et al., 2006).

1.4.2. Manifestagoes clinicas

A sintomatologia da CTLNI decorre principalmente da hiperamonemia, com
quadros variaveis de encefalopatia e disfuncao hepatica, sendo a forma classica de
inicio precoce a mais severa. As manifestagdes clinicas incluem recusa alimentar,
émese, taquipneia, convulsbes, edema cerebral e letargia, progredindo
rapidamente para coma (Leonard e Morris, 2002; Gropman et al., 2007). Esta
inespecificidade de sintomas pode sugerir o diagndstico de sepse (Leonard, 2006).
Na auséncia de tratamento um numero significante de pacientes vao a obito durante

o periodo neonatal/infantil (Lee et al., 2013).
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A forma classica de inicio tardio caracteriza-se principalmente por disfungéo
hepatica grave, disturbios de aprendizagem e do desenvolvimento (Faghfoury et
al., 2011), enquanto que individuos com a forma leve da doenga podem ser
assintomaticos, apresentando crises metabdlicas agudas em periodos de estresse
fisiologico (Gao et al., 2003).

1.4.3. Aspectos moleculares

A CTLNI é um disturbio monogénico com padrao de heranca autossémico
recessivo, ocasionado por variantes patogénicas no gene ASS/, que codifica para
a enzima ASS (McMurray et al., 1962). A enzima ASS apresenta uma estrutura
tetramérica, constituida por monémeros de 46kDa e 412 aminoacidos, cada um
contendo trés dominios funcionais: um dominio amino-terminal de ligagao ao ATP,
um dominio cataliico e um dominio carboxi-terminal, responsavel pela

oligomerizagéo da proteina (Karlberg et al., 2008).

O gene ASSI se encontra no cromossomo 9q34.1, abrange um total de 63Kb
e contem 16 éxons, com o sitio de inicio de tradugao localizado no éxon 3 (Freytag
et al., 1984; Haberle et al., 2002). Existem aproximadamente 10 a 14 pseudogenes
distribuidos pelo genoma, no entanto, apenas a sequéncia no cromossomo 9 seria
funcional (Su et al.,1984). Mais de 100 variantes patogénicas foram descritas até o
momento no gene ASS/, sendo a substituicdo ¢.1168G>A no éxon 15 a mais

prevalente em diversos grupos étnicos (Diez-Fernandez et al., 2017) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica da localizacdo das variantes associadas a
citrulinemia tipo | no gene ASSI. Os éxons sdo representados em caixas com suas
dimensdes em pares de bases (pb). Os introns sao representados em linhas. As variantes
sao listadas abaixo dos respectivos é€xons e acima dos respectivos introns. Em vermelho a
variante patogénica de maior prevaléncia. Sequencias de referéncia utilizadas
NG_011542.1 e NM_000050.4. Fonte: Gao et al., 2003; Engel et al., 2009; Kose et al., 2017;
Bijarnia-Mahay et al., 2018.

A variante ¢.1168G>A resulta na substituicdo de um residuo de glicina por
arginina na posicao 390 da proteina (p.Gly390Arg), localizada no dominio de
oligomerizagdo. Essa alteragdo compromete a conformacédo tetramérica
tridimensional da enzima, provocando a inativagao catalitica da mesma (Berning et
al., 2008). Em homozigose esta variante associa-se a CTLNI classica severa, de
inicio precoce (Gao et al., 2003; Engel et al., 2009; Larovere et al., 2012), ja em
heterozigose composta com outra variante patogénica, pode estar relacionada
tanto com a forma severa quanto com formas mais leves da doenca (Gao et al.,
2003).

A variante representa até 62% dos alelos em pacientes europeus
clinicamente diagnosticados, e foi identificada em 100% dos alelos de pacientes
analisados no estado de San Luis, Argentina (Larévere et al., 2012; Diez-Fernandez
etal., 2017).
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1.4.4. Diagnéstico

A dosagem de citrulina em sangue pode ser efetuada através de MS/MS.
Um valor elevado pode ser indicativo de CTLNI, entre outras condigdes como CTLN
tipo Il, aciduria argininosuccinica e deficiéncia de piruvato carboxilase (Woo et al.,
2014). O diagnostico diferencial e a confirmacao de CTLNI s&o realizados com base
nos niveis elevados de aménia em plasma e acido orético em urina, bem como pela
determinacao da atividade da enzima ASS em fibroblastos ou tecido hepatico e a
analise do gene ASS/ (Leonard, 2006).

1.4.5. Tratamento

Devido a elevada mortalidade e as sequelas neurologicas irreversiveis
decorrentes da hiperamonemia associada a CTLNI, o inicio imediato do tratamento
torna-se fundamental para a sobrevida dos pacientes (Uchino et al., 1998; Summar
e Tuchman, 2001).

A abordagem terapéutica baseia-se na remogao do excesso de amoénia,
limitando também sua producéo através do metabolismo proteico (Blair et al.,
2014). A mesma inclui uma dieta vitalicia restrita em proteinas com suplementagéo
de aminoacidos essenciais e a reversao do catabolismo via infusédo intravenosa de
glicose, quando necessario (Rocha et al.,, 2009; Lee et al.,, 2013). Tanto a
hemodidlise como a terapia farmacolégica com administragdo de arginina,
benzoato de sddio ou fenilbutirato de sddio sdo utilizadas visando a eliminagao do
excesso de nitrogénio em episddios intercorrentes de hiperamonemia (Schwartz et
al.,, 2008; Rocha et al., 2009). O transplante hepatico ortotépico dentro dos
primeiros trés meses de vida é efetivo em determinados casos (Whitington et al.,
1998).

1.5. Deficiéncia de desidrogenase de 3-hidréxi-acil-CoA de cadeia longa
(LCHADD)
A LCHADD foi descrita por primeira vez por Wanders e colaboradores (1989)
e representa um dos disturbios da beta-oxidagao de acidos graxos (“fatty acid beta-
oxidation disorders”; FAOD) mais graves (Rinaldo et al., 2002). Sua incidéncia foi
estimada em 1:250.000, com base nos dados combinados de triagem neonatal por
MS/MS da Australia, Alemanha e EUA (Lindner et al., 2010).
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1.5.1. Fisiopatologia

Os acidos graxos (AG) sdo uma fonte de energia fundamental na resposta
fisioloégica a deplecao de energia nos tecidos em periodos de jejum, doenca febril
e aumento de atividade muscular. Constituem, em condi¢des fisioldégicas normais,
o principal recurso energético para o coragdo, o musculo esquelético e os rins.
Portanto, desempenham um papel crucial no periodo neonatal, considerando a
limitada reserva de glicogénio e alta taxa metabdlica que o caracteriza (Rinaldo et
al., 2002; Wanders et al., 2010; Houten et al., 2016).

A beta-oxidagdo mitocondrial é a principal via para a degradagéo de AG,
desempenhando também um papel relevante no metabolismo intermediario do
figado (Eaton et al., 1996; Vockley e Whiteman 2002; Wanders et al., 2010).

O processo de beta-oxidacao inicia com a ativacdo dos AG plasmaticos de
cadeia longa (comprimentos de cadeia de atomos de carbono entre C14 a C20) na
forma de ésteres de Coenzima A (acil-CoA). Em seguida, os mesmos sao
carreados por proteinas de ligagéo através do citoplasma para a mitocondria, e
translocados para dentro da matriz mitocondrial por canais de carnitina. Os AG de
cadeia curta e média (C4 a C12) ingressam na matriz mitocondrial sem precisarem
do sistema de transporte da carnitina. No interior da mitocéndria inicia-se a espiral
de beta-oxidacdo, uma série ciclica de quatro etapas enzimaticas que resulta na
remogao sequencial de unidades de dois carbonos na forma de acetil-CoA. Para a
degradagdo completa dos AG, atuam diferentes enzimas, especificas do

comprimento de cadeia de atomos de carbono (Rector et al., 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Representagdo esquematica da espiral de beta-oxidagdo dos
acidos graxos. VLCAD- acil-CoA desidrogenase de cadeia muito longa,
MPT- proteina trifuncional mitocondrial, LCEH- 2,3-enoil-CoA hidratase
de cadeia longa, LCHAD- desidrogenase de 3-hidréxi-acilCoA de cadeia
longa, LCKT-  3-cetoacil-CoA tiolase de cadeia longa,
SCAD/MCAD/LCAD- acil-CoA desidrogenase de cadeia
curta/média/longa, SCEH- enoil-CoA hidratase de cadeia curta,
SCHAD- desidrogenase de 3-hidréxi-acilCoA de cadeia curta, KT-
ketotiolase (Adaptado de Tyni e Pihko, 1999; Nsiah-Sefaa e Mckenzie,
2016).

A primeira etapa consiste na desidrogenagao de acil-CoA, catalisada pela
acil-CoA desidrogenase de cadeia muito longa (VLCAD; EC 1.3.8.9) e suas
enzimas homalogas, acil-CoA desidrogenase de cadeia longa (LCAD; EC 1.3.8.8),
média (MCAD, EC 1.3.8.7) e curta (SCAD; EC 1.3.8.1), com producao de enoil-
CoA. Em seguida, uma molécula de agua é adicionada pela 2,3-enoil-CoA hidratase
de cadeia longa (LCEH; EC 4.2.1.74) ou curta (SCEH; EC 4.2.1.150), enquanto que
as desidrogenases de 3-hidréxi-acilCoA de cadeia longa (LCHAD; EC 1.1.1.2.11)
ou curta (SCHAD; EC 1.1.1.35) produzem 3-cetoacil-CoA oxidando a posi¢ao 3-
hidroxi. Finalmente, A 3-cetoacil-CoA tiolase (KAT; EC 2.3.1.16) de cadeia longa
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(LKAT), média (MKAT) ou curta (SKAT) reduz o substrato de acil-CoA graxo pela

clivagem de um residuo de acetil-CoA (Rector et al., 2008; Wanders et al., 2010).

As trés reacgbes enzimaticas subsequentes a acdao da VLCAD séo
catalisadas pela proteina trifuncional mitocondrial (MTP), um complexo hetero-
octameérico (a4p34) associado a membrana mitocondrial interna. A subunidade alfa
do complexo contém as enzimas LCEH e LCHAD, ja a subunidade beta contém a
enzima LKAT (Carpenter et al., 1992). Embora a atividade das trés enzimas do
complexo podem ser deficientes (deficiéncia geral de MTP; #MIM 609015), a

deficiéncia isolada de LCHAD ¢é a mais frequente (ljIst et al., 1994).

A LCHADD resulta na oxidacao incompleta de AG de cadeia longa, levando
ao acumulo de intermediarios toxicos de 3-hidréxiacil, a maioria deles né&o
esterificados, o que afeta o funcionamento da cadeia respiratéria. A disponibilidade
de acil-CoA de cadeia média é reduzida e, consequentemente, a produgao de
acetil-CoA é limitada. Normalmente, como produto da beta-oxidacéo, o acetil-CoA
ingressa como substrato para o ciclo dos acidos tricarboxilicos, oxidando-se para
gerar ATP, necessario no figado para a sintese de glicose a partir de substratos
como lactato e alguns aminoacidos (substratos que nado carboidratos) pela
gliconeogénese. Esse método de produgao de glicose é vital para a manutencéo
plasmatica de glicose — o principal combustivel para o funcionamento do sistema
nervoso central (SNC). O acetil-CoA também pode ser convertido em corpos
cetbnicos no figado. Apesar da glicose ser o combustivel de escolha para o
funcionamento do SNC, os corpos cetdnicos podem ser utilizados durante longos
periodos de jejum. Além disso, o ATP também é necessario para outras fungbes
metabdlicas vitais, incluindo a conversado de amdnia em ureia no figado (Bhagavan,
2002).

1.5.2. Manifestagoes clinicas

Na auséncia de tratamento, tanto a deficiéncia geral de MTP como a
LCHADD, estao associadas a uma elevada mortalidade e morbidade. Os sintomas
clinicos se desenvolvem principalmente durante periodos de doenga ou jejum.
Alguns dos casos apresentam doencga hepatica grave, incluindo falha renal aguda

em recém-nascidos e falha renal crénica na infancia, algumas vezes progredindo
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para cirrose. Outras complicagdes observadas durante episodios de
descompensagao aguda sao hipoglicemia hipocetética, acidose lactica, hipotonia,
cardiomiopatia, rabdomidlise e/ou mioglobinuria e morte subita (Rinaldo et al., 2002;
Spiekerkoetter, 2010). Complicagdes a longo prazo incluem episédios recorrentes
de crises metabdlicas, cardiomiopatia, dificuldades de alimentagdo, neuropatia

periférica e retinopatia (Sykut-Cegielska et al., 2011).

1.5.3. Aspectos moleculares

A LCHADD é um disturbio monogénico de heranga autossémica recessiva,
ocasionado por variantes patogénicas no gene HADHA, que codifica para a
subunidade alfa da MTP, com 763 aminoacidos e 78KDa. O gene € localizado no
cromossomo 2p23 e contém 20 éxons, abrangendo 52Kb (Wanders et al., 1989;
Yang et al.,, 1996). Cerca de 60 variantes foram descritas em associacédo a
LCHADD, sendo a substituicdo ¢.1528G>C, no éxon 15, a mais prevalente (Sims
et al., 1995; Nedoszytko et al.,2017) (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo esquematica da localizagdo das variantes associadas a
deficiéncia de 3-hidréxi-acil-CoA de cadeia longa no gene HADHA. Os éxons sao
representados em caixas com suas dimensodes em pares de bases (pb). Os introns sao
representados em linhas. As variantes sao listadas abaixo dos respectivos éxons e acima
dos respectivos introns. Em vermelho a variante patogénica de maior prevaléncia.
Sequencias de referéncia utilizadas NG_007121.1 e NM_000182.4. Fonte: Wanders et
al., 1989; Choi et al., 2007; Gregersen e Olsen, 2010; Boutron et al., 2011; Bo et al.,
2017; Bursle et al., 2017).

Esta variante resulta na substituicdo de acido glutdamico por glutamina na
posicdo 510 da subunidade alfa (p.Glu510GIn), dentro da regido catalitica da
LCHAD, levando a deplecao da atividade de desidrogenase, com atividade normal
de hidratase e atividade de tiolase moderadamente diminuida (ljist et al., 1994). A
variante representa até 87% dos alelos em pacientes caucasoides clinicamente
diagnosticados com LCHADD, incluindo casos de morte subita, tanto em
homozigose como em heterozigose composta com outra variante patogénica (ljlIst
et al., 1996; Nedoszytko et al.,2017).

1.5.4. Diagnéstico

A dosagem de acilcarnitinas no sangue por espectometia de massas em
tandem (MS/MS) ou cromatografia liquida (HPLC) permite detectar o perfil
caracteristico de individuos com LCHADD e deficiéncia geral de MTP, o qual reflete

o acumulo de 3-hidréxi-palmitoilcarnitina(C16-OH) e 3-hidroxi-oleilcarnitina (C18:1-
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OH) como marcadores primarios de ambas condigdes (Sweetman et al., 2006). A
confirmacéo do diagndstico pode ser feita através da determinagédo da atividade
enzimatica de LCHAD em fibroblastos, tecido muscular ou hepatico, bem como por
analise do gene HADHA (Olpin et al., 2005; Kasper et al., 2010).

1.5.5. Tratamento

O tratamento, tanto para a LCHAD como para a deficiéncia geral de MTP, é
relativamente simples e efetivo, principalmente quando iniciado precocemente.
Consiste em evitar periodos de jejum, especialmente durante situacbes de
catabolismo acelerado, associado a dieta hipercaldrica com redugéo da ingesta de
acidos graxos de cadeia longa e suplementacdo com acidos graxos de cadeia
média (Spiekerkoetter et al., 2009). A suplementagcdo com L-carnitina visando a
excrecao urinaria dos metabolitos toxicos acumulados, é ainda controversa pois
poderia incrementar a concentragao de acilcarnitinas de cadeia longa com potencial

efeito arritmogénico (Primassin et al. 2008; Derks et al., 2014).

1.6. Triagem neonatal

A triagem neonatal é um programa de saude populacional que tem como
objetivo identificar doengas no recém-nascido, em tempo oportuno para permitir a
intervencdo adequada, garantindo tratamento e acompanhamento continuo nos
casos de diagnostico positivo, com vistas a reduzir a morbimortalidade e melhorar
a qualidade de vida dos individuos (Therrell, 2001). O sistema de triagem neonatal
iniciou-se na década de 60 com o rastreio da fenilcetonuria, um disturbio metabdlico
para o qual o diagnéstico precoce e o tratamento pré-sintomatico podem
efetivamente evitar o desenvolvimento de sequelas neurolégicas em individuos
afetados. A fenilcetonuria, por tanto, foi considerado o modelo tradicional de doenca

passivel de ser detectada por triagem neonatal (Wilson e Jungner, 1968).

Em 1967, a Organizagdo Mundial de Saude definiu os critérios de Wilson e
Jungner para que uma doenga fosse candidata a fazer parte de programas de
triagem neonatal, a saber: a doenga deve representar um importante problema de
saude publica, deve existir tratamento disponivel, infraestrutura para confirmacao

diagndstica e tratamento, assim como um periodo pré-sintomatico em que a
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intervencdo melhore o desfecho. Adicionalmente, o teste de triagem deve ser
adequado e confiavel, a histdria natural da doenga deve ser bem conhecida, deve
haver um protocolo que estabelega quem deve efetivamente ser tratado como
paciente, o programa deve ser custo-efetivo, e a busca de casos deve ser um

processo continuo (Andermann et al., 2008).

A introducio de novas técnicas laboratoriais, como a utilizacdo de cartdes de
papel filtro para coleta de amostras de sangue e o advento do espectrometro de
massas em tandem, permitiu a ampliagdo do acesso ao teste em grandes
populagdes, incrementando exponencialmente as possibilidades diagnodsticas
(Botler et al., 2010).

1.6.1 Triagem neonatal no Brasil

A Triagem Neonatal — Teste do Pezinho — foi incorporada ao Sistema Unico
de Saude (SUS) no ano de 1992, incluindo a avaliacdo para fenilcetonuria e
hipotireoidismo congénito. No ano de 2001, o Ministério da Saude, através da
Secretaria de Assisténcia a Saude, empenhou-se na reavaliacdo da Triagem
Neonatal no SUS, o que culminou na publicagcdo da portaria ministerial (Portaria
GM/MS n.° 822, de 6 de junho de 2001) que criou o Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN) (BRASIL, 2001).

O PNTN é um programa de rastreamento populacional que visa promover e
implementar a triagem neonatal no ambito do SUS, visando ao acesso universal,
integral e equanime, com foco na prevengao, na intervengdo precoce e no

acompanhamento permanente quando necessario (BRASIL, 2001).

A triagem neonatal na rede publica nacional rastreia 6 doencas:
fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito primario, anemia falciforme (e outras
hemoglobinopatias), fibrose cistica, hiperplasia adrenal congénita e deficiéncia de
biotinidase (BRASIL, 2012). Entretanto, para o Distrito Federal, foi aprovada em
2008 a lei n°4.190, que torna obrigatorio o teste do pezinho ampliado em todas as
criangas nascidas, incluindo a triagem por MS/MS de 27 doencgas, dentre elas,
defeitos de beta-oxidagao de acidos graxos, toxoplasmose congénita, galactosemia
e leucinose (BRASIL, 2008). No ambito privado, também ¢é possivel a realizagéo

desta denominada triagem neonatal ampliada.
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2 JUSTIFICATIVA

Os EIM seriam responsaveis por até 6% dos casos de SUDI (Green et al.,
2002); no entanto, a relagéo entre EIM e SUDI poderia estar sendo subestimada,
tanto pela complexidade do diagndstico dessas doengas, como pelas dificuldades

inerentes ao processo de investigacao desse tipo de 6bitos.

A AMMmut?, assim como a CTLNI e a LCHADD, fazem parte da fragcdo dos EIM
relacionada a SUDI (van Rijt et al., 2016), e as suas principais variantes
patogénicas ja foram identificadas. Visto que estes EIM nao estado incluidos no
PNTN e que n&o ha qualquer estudo na literatura que avalie a frequéncia destas
variantes, ou a incidéncia referente a este grupo de doengas na populagéo
brasileira, se desconhece a contribuicdo que os mesmos possam ter como fatores
causais de SUDI no RS. Um maior entendimento acerca dessa associagao torna-
se necessario para possibilitar o aconselhamento genético familiar com relagao ao

progndstico de pacientes e o risco de recorréncia da doenga.

Considerando também que esses disturbios sao passiveis de tratamento, uma
parcela das mortes precoces relacionadas podem ser referidas como evitaveis,
desde que seja garantido o acesso em tempo oportuno a servigos qualificados de
saude, com diagnostico precoce e preciso. Para tanto, estudos populacionais de
prevaléncia, através da identificacdo da frequéncia de heterozigotos, sdo de
fundamental importéncia para averiguar a importancia relativa das doencgas
metabdlicas nas situacdes de SUDI para a consideracdo do estabelecimento de
acdes de triagem neonatal, diagnostico precoce e aconselhamento genético que
possam colaborar na reducdo da morbidade e mortalidade infantil associada aos
EIM no RS.

A selegao dos EIM incluidos no presente trabalho foi realizada com base nos
dados disponiveis sobre a prevaléncia relativa dos mesmos dentro do grupo dos
EIM frequentemente associados a SUDI, assim como na viabilidade metodolégica

para a analise das suas variantes patogénicas mais frequentes.
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3 OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral
Determinar a prevaléncia minima da AMMmut0, CTLNI e LCHADD em uma

amostra da populagao saudavel do Rio Grande do Sul.

3.2.Objetivos especificos

a) Estimar a frequéncia das variantes c.655A>T e ¢.1106G>A do gene MUT no
Rio Grande do Sul.

b) Estimar a frequéncia da variante c.1168G>A do gene ASS/ no Rio Grande
do Sul.

c) Estimar a frequéncia da variante ¢.1528G>C do gene HADHA no Rio Grande
do Sul.
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ABSTRACT: Citrullinemia type 1 (CTLNI), long-chain 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase deficiency (LCHADD), and mut® methylmalonic acidemia (mut®
MMA) are inborn errors of metabolism (IEMs) that have been frequently associated
with sudden unexpected death in infancy (SUDI). The main pathogenic variants
associated with these conditions are: 1168G>A (CTLNI, ASS7 gene), ¢.1528G>C
(LCHADD, HADHA gene), ¢.655A>T and c.1106G>A (mut® MMA, MUT gene).
Considering the absence of estimates regarding the incidence of these diseases in
Brazil, this study sought to investigate the prevalence of its most common
pathogenic variants in a healthy population in the Southern region of the country. A
total of 1,000 healthy subjects (mean age: 36.6£12.1 years; 50.4% male) were
recruited from the Blood Bank of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rio Grande
do Sul. Genotyping was performed by real-time PCR. Individuals found to be
heterozygous for the HADHA variant underwent further acylcarnitine profile analysis
by tandem mass spectrophotometry. Allele and genotype frequencies were
calculated considering Hardy-Weinberg equilibrium. The ¢.1528G>C variant was
detected in heterozygosity in 2 subjects (carrier frequency = 1:500; allele frequency
= 0.001; minimum prevalence of LCHADD = 1: 1,000,000), whose acylcarnitine
profiles were normal. Variants ¢.1168G>A, c.655A>T, and c.1106G>A were not
found. The resulting data is thought to denote the rarity of these IEMs in Southern
Brazil. However, factors such as sample size and the allele heterogeneity
associated with these disorders should be taken into account. This study highlights
the need to expand research into IEMs as a cause of infant morbidity and mortality

in the country.

Synopsis: In Southern Brazil the prevalence of the most frequent pathogenic
variants in the genes ASS1, HADHA, MUT, and its associated EIMs, is low.
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INTRODUCTION

Sudden unexpected death in infancy (SUDI) refers to the death of a child that occurs
suddenly and unexpectedly during the first year of life, and represents one of the
leading causes of post-neonatal death'. Inborn errors of metabolism (IEMs) are
estimated to account for 0.9% to 6% of such events?3. Within the IEMs known to be
associated with SUDI, citrullinemia type 1 (CTLNI; MIM #215700), long-chain 3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency (LCHADD; MIM #609016), and mut®
methylmalonic acidemia (mut® MMA; #MIM 25100), among other autosomal

recessive IEMs, are treatable and identifiable by neonatal screening®.

CTLNI is a wurea cycle disorder caused by deficiency of the enzyme
argininosuccinate synthetase (ASS, EC 6.3.4.5) due to pathogenic variants in the
ASS1 gene®. Among these, c.1168G>A (p.Gly390Arg), in exon 15, accounts for up
to 62% of alleles in European patients diagnosed with the disorder®. LCHADD, a
disorder of fatty-acid beta-oxidation, is caused by pathogenic variants in the HADHA
gene, which encodes the alpha subunit of the mitochondrial trifunctional protein
(MTP; EC 1.1.1.211)". Variant ¢.1528G>C (p.Glu510GlIn),in exon 15, is observed in
87-91% of European patients with clinically overt disease®. Certain variants in the
MUT gene, which codes for the enzyme methylmalonyl-CoA mutase (MUT; EC
5.4.99.2), are the cause of mut® MMA?, a disorder of propionate catabolism. The

most frequent implicated variants are c.655A>T (p.Asn219Tyr) in exon 3 and
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c.1106G>A (p.Arg369His) in exon 6, representing approximately 25%' and 10%"

of alleles in European patients, respectively.

Considering that the aforementioned IEMs are not included in the Brazilian
nationwide neonatal screening program and that there are no estimates regarding
their incidence in the country, this study was designed to investigate the presence
of the most prevalent pathogenic variants associated with these conditions in a

healthy population in the state of Rio Grande do Sul, Southern Brazil.
MATERIALS AND METHODS

This was an observational, cross-sectional study with a convenience sampling
strategy. The study protocol was approved by the local Research Ethics Committee,
in accordance with Brazilian regulations for human subject research, and all

participants provided written informed consent.

1. Study sample
The sample size was estimated at 980 individuals. Calculation was performed in
WINPEPI (PEPI-for-Windows, version 11.65), using as a parameter the known
proportion of heterozygotes for variant ¢.1528G>C in various European
populations®12-16, An error rate of 0.3%, statistical power of 80%, alpha = 0.05, and

95% confidence interval (95%CI) were used.

The study sample consisted of 1,000 voluntary blood donors, with a mean age of
36.6 + 12.1 years (range 19-69 years). Participants were recruited from the Blood
Bank at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, a tertiary
teaching hospital affiliated with Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

between August 2017 and March 2019.
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Each participant completed a form designed to collect data on date and place of
birth, ancestry (European or non-European), family consanguinity and family history

of SUDI.

2. Biological sample and genotyping
From each participant, a 5 mL sample of peripheral blood was collected into an
EDTA-containing tube and stored at -20 °C. Genomic DNA was extracted with the
commercially available Easy-DNA™ Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), following

the manufacturer-provided protocol.

Genomic DNA was analyzed by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) with
TagMan™ genotyping (Thermo Fisher) in StepOne™ and QuantStudio 3™ systems
(Thermo Fisher), performed in accordance with the manufacturer’s instructions.
Custom TagMan genotyping assays were ordered from Applied Biosystems (Foster
City, CA, USA), based on the reference sequences NG _011542.1 (ASST),

NG_007121.1 (HADHA), and NG_007100.1 (MUT).

3. Biochemical analysis
Individuals heterozygous for the ¢.1528G>C variant (HADHA) also underwent
acylcarnitine profile analysis by tandem mass spectrometry (MS/MS) of blood
samples collected on filter paper, based on the protocol established by Rashed et

al'’.

4. Statistical analysis
Statistical analyses were performed in SPSS Version 22.0 (IBM Corp., Armonk, NY,
USA). The carrier frequency was obtained by calculating the ratio of heterozygous

individuals to the total number of individuals analyzed, and reported with a 95%CI.
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Gene and genotype frequencies were calculated assuming Hardy-Weinberg

equilibrium in the population.
RESULTS
The characteristics of the study sample are shown in Table 1.

Two subjects (0.2%) were found to be heterozygous for the ¢.1528G>C (HADHA)
variant, which corresponds to a carrier frequency of 1:500 (95%CIl 0.1-3.6). The
gene frequencies for alleles ¢.1528G and c.1528C were 0.999 and 0.001,
respectively. The estimated minimum prevalence for LCHADD as a consequence
of the ¢.1528C allele in Rio Grande do Sul was 1:1,000,000. The acylcarnitine

profiles of both individuals heterozygous for ¢.1528G>C were normal (Table 2).

Variants c.1168G>A (ASS1), c.655A>T and c.1106 T>A (MUT) were not found in the

analyzed sample.
DISCUSSION

The Brazilian population is one of the most ethnically heterogeneous of the world,
as the result of five centuries of miscegenation among indigenous, European, and
African populations; in the South region, European ancestry predominates’®, as our
data corroborate (Table 1). This predominance of European ancestry might suggest
that the prevalence of the variants of interest in the population of Rio Grande do Sul

would be similar to that reported in European countries.

Familial consanguinity, defined as any degree of kinship (not only between parents),
was reported by 11.7% of the individuals enrolled. Despite the potentially subjective

nature of this type of information, this finding could be associated to a high frequency

50



of IEMs in the region, as both the IEMs included in the present study and the maijority
of those associated with SUDI present an autosomal recessive inheritance pattern,

with a recurrence rate of 25% in affected families?.

The infant mortality rate by SUDI in Brazil overall and in Rio Grande do Sul is
47:10,000 (1:213) and 45:10,000 (1:222) live births, respectively'®. However, in this
study 8.8% of the participants reported a case of sudden death of children under
age 1 year in the family, which results in a proportion of 1:11 individuals. Although
this is an indirect finding, and the death certificates of these children were not sought
for confirmation, this could suggest a higher frequency of SUDI, compared to both

national and regional estimates.

Regarding the variants analyzed in this study, the absence of the c.1168A allele
(ASS1) could be indicating its rarity in the region, in agreement with the information
available in the Exome Aggregation Consortium (ExAC) and in the Genome
Aggregation Database (gnomAD), which show a frequency of ~0.0003, both for
European and global populations. However, these databases do not include
information about Brazilian individuals. The Brazilian Online Archive of Mutations
(ABraOM), which catalogs exon variants from 609 healthy elderly from the city of
Sao Paulo, in Southeast Brazil, interestingly shows a slightly higher frequency of

0.0016.

The prevalence of c.1168A was previously described for USA and Argentine
populations (Table 3). In the USA., Bardos and colleagues determined a carrier
frequency of 1:383 and a prevalence of 1:575,0002°, contradicting the estimated

overall incidence of CTLNI (~1:250,000)?'. In comparison, in the city of Villa
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Mercedes, Argentina, Larévere and colleagues. reported a carrier frequency of 1:25
and a prevalence of 1:2,427. Additionally, the authors determined a CTLNI
occurrence of 57% for the offspring of couples consisting of two heterozygous
individuals, a much higher frequency than expected for autosomal recessive
disorders, which suggests a preferential transmission of the c.1168A allele??. This
highlights the relevance of this pathogenic variant in relation to early diagnosis and

genetic counseling for populations at risk.

Our data suggest a low prevalence of CTLNI in Rio Grande do Sul; however, the
allele heterogeneity related to the ASS7 gene must be taken into account.
Furthermore, the absence of the c.1168A allele may have been due to the sample

size of our study.

The allele frequency estimated in this study for the variant c.1528G>C (HADHA) is
in agreement with ExAC and gnomAD data, which show a frequency of 0.0012 for
the global population and 0.0016 for Europe (non-Finnish). In Sdo Paulo, the
frequency is also 0.0016 (ABraOM). The prevalence of this allele has been
described in several populations (Table 3). We found a carrier frequency of 1:500,
which exceeds the estimated frequency for the Netherlands (1:680)'3, but is lower
than reported for other European populations. The highest frequency was observed
in northern Poland, with a probable founder effect in the population of Kashubia®1®.
In comparison, the allele was absent in all 1,200 individuals analyzed in a study in
Beijing?3. Based on the frequency of ¢.1528G>C, the birth prevalence of LCHADD
is predicted to be 1:118,336 in Poland and 1:91,700 in Estonia'®'6. Our findings
suggests that the minimum prevalence of LCHADD in Rio Grande do Sul would be

1:1,000,000. According to data from neonatal MS/MS screening programs, the
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prevalence of this condition ranges from 1:176,000 in Germany to 1:840,000 in
Japan?*. It should be noted that MS/MS cannot distinguish between general
mitochondrial trifunctional protein deficiency (MIM #609015) and LCHADD. The size
of the study sample and allele heterogeneity should also be considered when

interpreting the estimates of the present study.

The c.655A>T variant (MUT) presents an allele frequency of ~0.00005 in the global
population, according to EXAC and gnomAD data, being found only in non-Finnish
European populations and Ashkenazi Jews. Likewise, the overall frequency of
c.1106G>A (MUT) is reported as ~0.00004 in EXAC and ~0.00006 in gnomAD. In
non-Finnish European populations, it is ~0.00004 in ExAC and ~0.00007 in
gnomAD. Both variants are absent from the ABraOM database. According to USA.
neonatal screening data, the prevalence of mut® MMA is ~1:100,0002%. The absence
of these alleles in the sample analyzed herein, as well as their low frequency in
relation to the estimated incidence of mut® MMA, could be a result of the allele
heterogeneity associated with this disorder. To the best of our knowledge, there are

as yet no other estimates for the frequency of these variants in healthy populations.
CONCLUSIONS

This was the first study to evaluate the prevalence of the most frequent pathogenic
variants in the genes implicated in CTLNI, LCHADD, and mut® MMA—three inborn
errors of metabolism associated with SUDI—in a healthy population, specifically in
Southern Brazil. The low estimated prevalence of the variants is thought to denote
the rarity of these disorders in Rio Grande do Sul. However, one must take into

account the possible influence of the sample size, as well as the allele heterogeneity
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associated with the ASS71, HADHA, and MUT genes. Despite the preponderance of
European ancestry in the Southern region of Brazil, other pathogenic variants may
occur with a frequency higher than that established for other geographical areas
currently covered in the literature. The findings of this study are particularly relevant
in the context of early diagnosis and genetic counseling, and underscore the need
to expand IEMs investigation in relation to infant morbidity and mortality within the

territory.
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TABLES

Table 1. Characteristics of the study sample (N=1,000)

Variable N (%)

Sex

Male 504 (50.4%)

Female 496 (49.6%)

Birthplace

-Rio Grande do Sul 922 (92.2%)
Porto Alegre 470 (47.0%)
Other municipalities 452 (45.2%)

-Other states 75 (7.5%)

-Other countries 3(0.3%)

Ancestry

-European 639 (63.9%)
German 272 (27.2%)
ltalian 202 (20.2%)
Portuguese 110 (11.0%)
Other European 55 (5.5%)

-No European ancestry 252 (25.2%)

-Unknown 109 (10.9%)

Familial consanguinity

Yes 117 (11.7%)

No 808 (80.8%)

Unknown 75 (7.5%)

Family history of SUDI

Yes 88 (8.8%)

No 849 (84.9%)

Unknown 63 (6.3%)

Table 2. Characteristics of individuals heterozygous for variant c.1528G>C (HADHA).

. Age . European Familial Family history
Birthpl
Subject Sex (years) irthplace ancestry consanguinity of SUDI
#464 Female 52 Porto Alegre Yes Yes No
#513 Female 29 Porto Alegre No No No
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Table 3. Carrier frequency of the ¢.1168G>A (ASS1) and c.1528G>C (HADHA) variants in different populations.

Number of Frequency of
Variant Population heterozygotes/Number of . References
. heterozygosity
individuals analyzed
c.1168G>A  Argentina 7/172 1:25 2
Brazil 0/1000 0 This study
United States 29/11132 1:383 20
c.1528G>C Brazil 2/1000 1:500 This study
China 0/1200 0 z3
Estonia 6/1040 1:173 16
Finland 5/1200 1:240 2
Finland 9/1637 1:181 14
Finland (North) 1/365 1:365 14
Finland (South) 3/492 1:164 14
Finland (East) 2/385 1:193 14
Finland (West) 3/392 1:132 14
Netherlands 3/2047 1:680 13
Poland (children) 22/4137 1:189 15
Poland (adults) 36/5877 1:163 8
Poland (Pomerania, children) 41/2976 1:73 5
Poland (Pomerania, adults) 4/413 1:103 8
Poland (Kashubia, adults) 18/1023 1:57 8
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5 DISCUSSAO

O perfil de mortalidade infantil pode ser considerado um indicador relativamente
sensivel da qualidade de vida da populagao e os cuidados de saude dispensando
as criangas menores de um ano de idade (Volpe et al., 2009). Apesar do Brasil € 0
RS terem apresentado em 2015 as menores taxas de mortalidade infantil desde a
década de 70, com valores de 13,82:1.000 (1:72) e 10,1:1000 (1:99) nascidos vivos,
respectivamente, as mesmas ainda superam notavelmente aquelas de paises
desenvolvidos como Noruega, Suécia, Francga e Italia, os quais apresentam valores
de 2,48; 2,70; 3,28 e 3,29:1.000 nascidos vivos, respectivamente (ODM Brasil,
2016; IBGE, 2015). A SUDI representa uma fragdo substancial da mortalidade
infantil no pais, sendo que somente os casos de SIDS ranquearam na 192 posicéo
para esses tipos de 6bitos em 2015. No mesmo ano, a primeira causa de oObito
infantil na maior parte do pais, incluindo o RS foram as anomalias congénitas,

categoria na qual est&o incluidos os EIM (Franga et al., 2017).

A primeira referéncia a associagao entre um disturbio metabdlico - hiperplasia
congénita da supra-renal - e SUDI foi estabelecida por Cleveland e colaboradores
no ano de 1962. Porém, somente a partir de meados dos anos 80 ampliaram-se os
estudos relacionados a associagao entre EIM e SUDI (Bennett et al., 1986; Bonham
e Downing, 1992), focando predominantemente nos FAOD, os quais seriam
responsaveis por cerca de 5% dos casos de SUDI (Wilcox et al., 2002; Yamamoto
et al., 2015). Subsequentemente, outros EIM, incluindo acidemias organicas,
aminoacidopatias e alteracdes da cadeia respiratéria, foram estabelecidos como
fatores causais de SUDI (Moore et al., 2000; Loughrey et al., 2005). Atualmente,
estima-se que ao menos 32 EIM estao associados a SUDI, sendo que a maioria é
passivel de alguma forma de tratamento (van Rijt et al., 2016). No entanto, a
literatura referente a mortalidade infantil decorrente de EIM associados a SUDI é
limitada e pouco se sabe sobre essa associagao no pais e no RS. Bitencourt e
colaboradores (2019) determinaram que a taxa de mortalidade infantil atribuivel a
esse conjunto de EIM para o Brasil, no periodo de 2002-2014, foi de 0,67:10.000
(1:14.925) nascidos vivos, valor que estaria refletindo a raridade, subnotificagéo ou

subdiagnéstico destas condigdes.

61



A populagdo brasileira € uma das mais heterogéneas do mundo, como
resultado de 5 séculos de miscigenagao entre populagdes indigenas, europeias e
africanas. Moura e colaboradores relatam que o sul do Brasil € composto por 77%
de ancestralidade europeia, dado este que corrobora com outros achados da
literatura e com o presente trabalho (Parra et al., 2003; Moura et al., 2015).
Consequentemente, os dados resultantes deste trabalho ndo deveriam ser
extrapolados diretamente para outras regides do pais. Também, essa
predominancia de ancestralidade europeia poderia sugerir para o RS, a principio,
uma prevaléncia das variantes aqui analisadas semelhante aquela reportada em

populagdes da Europa.

Conforme o ultimo censo demografico, o RS compreende mais de 10.693.929
habitantes, dos quais 1.409.351 (13%) residem na capital, Porto Alegre (IBGE,
2010), a qual é caraterizada por um importante histérico de imigragdo acgoriana
(Laytano, 1974; Carneiro, 1992). As migracdes internas constituem um movimento
social de grande importancia no estado, sendo Porto Alegre e toda a Regiao
Grande Metropolitana os principais polos de concentragdo de migrantes,
principalmente na faixa produtiva jovem (25 a 29 anos), apontando a atragao
propiciada pelo estudo e o dinamismo econdmico (Leal et al., 1985; Jardim e
Barcellos, 2012). Apesar da maioria dos individuos incluidos neste trabalho serem
oriundos de Porto Alegre, individuos de outros 135 municipios também foram

avaliados, o que contribui para uma maior representatividade do estado em geral.

O percentual de consanguinidade na familia relatado pelos individuos incluidos
no estudo, de 11,7%, referindo-se a qualquer grau de parentesco e ndo somente
entre pais, € superior as estimativas de consanguinidade estabelecidas para o
Brasil e para o RS, com valores de 1-4% (Bittles e Black, 2010) e 1.6% (Liascovich
et al., 2001), respectivamente. Apesar da potencial subjetividade desse tipo de
informacéo, esse dado poderia estar relacionado a um maior risco e prevaléncia de
EIM na regido, pois tanto os EIM incluidos no presente trabalho, quanto a maioria
dos que estao associados a SUDI, apresentam padrao de heranca autossémico

recessivo, com uma taxa de recorréncia para familias afetadas de 25%.
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No periodo de 2002-2014, a taxa de mortalidade infantil por SUDI no Brasil e
no RS foide 47:10.000 (1:213) e 45:10.000 (1:222) nascidos vivos, respectivamente
(Bitencourt, 2018). Entretanto, 8,8% (n=88) dos individuos aqui avaliados relataram
algum caso de morte subita de criangas menores de um ano de idade na familia, o
que representa uma proporcao de 1:11 individuos. Apesar de ser um dado indireto,
e de nao se ter acesso as declaragdes de 6bitos dessas criangas e/ou acesso ao
diagnodstico formal, a proporgado relatada supera consideravelmente os valores

estabelecidos a nivel nacional e regional.

Até o momento, apenas 2 estudos brasileiros avaliaram a prevaléncia da
variante patogénica mais frequente para um gene um associado a SUDI: o gene
ACADM, responsavel pela deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia média
(MCADD). Esses estudos foram realizados no sul e sudeste do pais, encontrando
frequéncias inferiores aquelas estimadas para populagdes europeias (Netto, 1997;
Ferreira et al., 2009).

Com relagédo as variantes analisadas no presente trabalho, a auséncia dos
alelos ¢.655T e ¢.1106A no gene MUT estaria indicando a raridade dos mesmos no
RS, em concordancia com a informagdo disponivel no Exome Aggregation
Consortium (ExAC) e The Genome Aggregation Database (gnomAD), que mostram
para a variante c.655C>T uma frequéncia génica de ~0,00005 na populacgéo global,
sendo observada apenas em populagdes da Europa (excluindo a Finlandia) e
judeus Ashkenazi. De forma similar, a frequéncia global de c.1106G>A é de
~0,00004 (ExAC) e ~0,00006 (gnomAD), enquanto que para a Europa (excluindo a
Finlandia) é de ~0,00004 (ExAC) e ~0,00007 (gnomAD). No entanto, essas bases
de dados ndo incluem informagéao sobre individuos brasileiros. O Arquivo Brasileiro
Online de Mutagdes (ABraOM), por outro lado, compreende variantes exénicas de
609 idosos saudaveis da cidade de Sao Paulo, no sudeste do Brasil, sendo que

ambos alelos ndo estéo representados em referida populagao.

Nossos dados estariam apontando uma baixa prevaléncia de AMMmut® na
regido, sendo necessario considerar também o tamanho amostral utilizado. Deve-
se ressaltar que a auséncia desses alelos na populagdo aqui analisada, assim

como sua baixa frequéncia em relacao a incidéncia estimada da AMMmut®, poderia
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ser consequéncia da heterogeneidade alélica relacionada a esta condigdo. Os
dados referentes a prevaléncia da AMMmut® sdo limitados, e ndo existem até o
momento outras estimativas para a frequéncia das variantes c¢.655C>T e

c.1106G>A em uma populagédo saudavel.

Em relacdo ao gene ASS17, a variante ¢.1168G>A apresenta uma frequéncia
de ~0,0003, tanto na populagao global como na populagédo europeia (excluindo a
Finlandia), segundo dados do EXAC e gnomAD. Interessantemente, os dados do

ABraOM mostram uma frequéncia ligeiramente mais elevada, de 0,0016.

Nossos dados sugerem uma baixa prevaléncia para a CTLNI na regiéo,
relacionada a este alelo em particular. A prevaléncia desta condig¢ao foi estimada
para algumas populacdes, com base em diversos programas de triagem neonatal.
A maior frequéncia foi observada na Alemanha, com um valor de 1:60.000 (Gramer
et al., 2018). Shibata e colaboradores (2018) estimaram para a Coreia e o Japao
uma prevaléncia de 1:115.000 e 1:306.000, respectivamente, enquanto que para
Taiwan, os mesmos determinaram um valor de 1:199.000, em consonancia com 0s
resultados de Niu e colaboradores (2010), que apontam uma magnitude

ligeiramente superior, de 1:118.543.

Apesar do fato dessa variante ser a mais comum em varias populagdes, existe
a possibilidade de que no RS outros sejam os alelos mais prevalentes associados
a CTLNI. No entanto, a auséncia desta variante também pode ser decorrente do

tamanho amostral utilizado no presente trabalho.

A prevaléncia do alelo ¢.1168A foi descrita anteriormente para populagdes dos
EUA e Argentina. Em um estudo retrospectivo de 11.132 individuos dos EUA,
Bardos e colaboradores (2019) determinaram uma frequéncia de heterozigotos de
1:383, com uma prevaléncia de 1:575.000, contrastando com as estimativas
disponiveis até o momento. Ao considerar individualmente os grupos étnicos da
populagao analisada, os autores determinaram uma proporgéo de heterozigotos de
1:422, 1:392 e 1:124 para individuos caucasoides, hispanicos e judeus Ashkenazi,
respectivamente. Por outro lado, o alelo ndo foi encontrado em individuos afro-
americanos (n=785), asiaticos (n=1.091), nativos americanos (n=16) e judeus

Sefarditas (n=58). Em comparagédo, na cidade de Villa Mercedes, Argentina,
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Larévere e colaboradores (2012) estimaram, a partir de uma amostra de apenas
172 individuos higidos, uma frequéncia de heterozigotos 1:25, com uma
correspondente prevaléncia de 1:2.427. Adicionalmente, os autores determinaram
uma a ocorréncia de CTLNI de 57% em filhos de casais compostos por ambos
progenitores heterozigotos para a variante em questdo. Esta frequéncia duplica a
esperada para disturbios autossébmicos recessivos, sugerindo uma transmissao
preferencial do alelo c.1168A (Lardvere et al., 2012). Este fendbmeno foi descrito
anteriormente por Kleijer e colaboradores (2006), os quais sugeriram um papel
protetor do alelo patogénico contra o possivel efeito prejudicial ou apoptético do
oxido nitrico (NO) nas gametas haploides masculinas. O NO é produzido
normalmente a partir da L-arginina pela acdo das enzimas 6xido nitrico sintetases,
no entanto, devido a deple¢do da enzima ASS nas células portadoras do alelo
patogénico, a arginina ndo pode ser reciclada a partir da citrulina, resultando em
uma menor concentragdo de NO (Morris, 2004; Rodriguez et al., 2005). Este fato
salienta a relevancia da variante c.1168G>A em relagdo tanto ao diagndstico

precoce como ao aconselhamento genético para a CTLNI em populagdes em risco.

Por outro lado, a frequéncia génica estimada no presente trabalho para a
variante ¢.1528G>C (HADHA) esta em concordancia com os dados exibidos no
EXAC e gnomAD, os quais mostram valores de ~0,0012 e ~0,0016 para a
populacdo global e para a Europa (excluindo a Finlandia), respectivamente. Em
Sao Paulo a frequéncia também é de 0,0016 (ABraOM).

A proporcgao de heterozigotos determinada para o alelo ¢.1528C no RS (1:500)
supera o valor de 1:680 estimado para a Holanda por den Boer e colaboradores
(2000), a partir de uma amostra de 2.047 individuos, no entanto, €& inferior ao
relatado para as outras populagdes europeias que foram avaliadas até o momento.
Na Polbnia, Piekutowska-Abramczuk e colaboradores (2010) determinaram a partir
de uma amostra de 4.137 criangas uma frequéncia de 1:189, em consonancia com
os resultados de Nedoszytko e colaboradores (2017), os quais mostram uma
proporcao de 1:163 (n=5.877 adultos). A maior frequéncia foi observada na regiao
da Pomerania, com um valor de 1:103 (n=413 adultos), provavelmente em
decorréncia de um efeito fundador na populagcdo Kashubiana, na qual encontrou-

se uma frequéncia de 1:57 a partir da analise de 1.023 adultos (Nedoszytko et al.,
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2017). Cabe destacar que a regido Pomerénia teve um papel importante na
colonizagédo do sul do RS, na segunda metade do século XIX, principalmente na
regido correspondente aos atuais municipios de Sao Lourengo do Sul, Pelotas,
Santa Cruz do Sul e Sao Leopoldo (Salamoni, 2001). A populagdo analisada no
presente trabalho inclui apenas 55 individuos (5,5%) oriundos de tais municipios.
O alelo ¢.1528C também exibe uma elevada frequéncia na Finlandia, com uma
propor¢cao de heterozigotos de 1:181 (n=1.1637 individuos), principalmente na
regiao oeste, com um valor de 1:132 (n=392 individuos), conforme Pastinen e
colaboradores (2001). De maneira similar, na Estbnia Joost e colaboradores
estimaram uma frequéncia de 1:173 (n=1.040 individuos). Em comparagao, esta
variante nao foi encontrada nos 1.200 individuos analisados em Beijing (Zhu et al.,
2005).

Nossos dados apontam para a LCHADD uma prevaléncia minima de
1:1.000.000, um valor consideravelmente inferior as estimativas disponiveis tanto
para a populagao mundial como para diferentes populagdes especificas. Com uma
prevaléncia de 1:50.000, esta condicao foi descrita como o FAOD mais frequente
na Suécia (Hagenfeldt et al., 1995). Na Estdnia, a prevaléncia foi estimada em
1:91.700 (Joost et al., 2012), enquanto que para a Polbnia, Piekutowska-
Abramczuk e colaboradores (2010) estabeleceram um valor de 1:118.336, sendo
de 1:16.900 na regidao Pomerania. Com base nos dados de programas de triagem
neonatal, obtidos através de MS/MS, a prevaléncia da LCHADD foi estimada em
1:116.129 em Portugal (Rocha et al., 2014), 1:176.000 na Alemanha (Gramer et al.,
2018), 1:640.707 na ltalia (Rocha et al., 2014), e 1:840.000 no Japao (Shibata el
al., 2018). No entanto, o valor estimado no presente trabalho supera a prevaléncia
de 1:1.148.000 estabelecida para a Coreia, conforme o trabalho de Shibata e
colaboradores (2018). Cabe ressaltar que a metodologia de MS/MS nao permite
distinguir entre a LCHADD e a deficiéncia geral da proteina trifuncional (Sander et
al., 2005) e, portanto, a frequéncia desta condicdo poderia estar sendo
superestimada. O tamanho da populagéo de estudo e a heterogeneidade alélica,

também devem ser considerados em relacao as estimativas do presente estudo.

Considerando a patogenicidade da variante ¢.1528G>C, nés avaliamos os

perfis de acilcarnitinas dos 2 individuos identificados como heterozigotos para este
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alelo, os quais sugerem que o0s mesmos ndo portam alguma outra variante
patogénica associada a LCHADD no gene HADHA, ao menos em configuragao
trans. Dentre eles, somente um individuo alega ter ancestralidade europeia,
especificamente italiana e portuguesa, no entanto, nao existem estimativas acerca
da prevaléncia desta variante para essas populagdes em particular. Ambos

individuos serdo contatados para fins de aconselhamento genético.

Levando em considerac&o os achados resultantes deste trabalho, pretendemos
ampliar a analise genética com o intuito de estimar a prevaléncia das variantes
patogénicas mais frequentes para outros 7 EIM associados a SUDI e n&o incluidos
no PNTN: deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCADD),
acidemia glutarica tipo | (GAl), deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia
muito longa (VLCADD), glicogenose tipo la (GSDIa), glicogenose tipo Ib (GSDIb),
glicogenose tipo Il (GSD II) e tirosinemia tipo I. Os resultados da ampliacdo do
estudo possibilitardo estimar a frequéncia dos EIM estudados na populagédo do RS,
permitindo-se assim, uma avaliagdo mais abrangente do panorama da
morbimortalidade infantil decorrente dos EIM na regido, visando a consideragao da

inclusdo dessas doencas, especialmente FAOD, no PNTN.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho € o primeiro a avaliar a frequéncia do conjunto das
principais variantes patogénicas nos genes causadores de CTLNI, LCHADD e
AMMmut0 — associados a SUDI — em uma populagéo saudavel, particularmente no
sul do Brasil. O estudo possibilitou estimar para a LCHADD uma prevaléncia
minima de 1:1.000.000 individuos. Os dados resultantes estariam refletindo a
raridade desses disturbios no RS ao mesmo tempo que destacam especial
relevancia no contexto do diagnostico precoce e aconselhamento genético. No
entanto, é necessario considerar a possivel influéncia do tamanho amostral
utilizado, assim como da heterogeneidade alélica associada aos genes ASS7,
HADHA e MUT, visto que, apesar da preponderancia europeia na regiao, outros
alelos patogénicos poderiam apresentar uma frequéncia maior que a estabelecida
para as areas geograficas incluidas atualmente na literatura. A populagao brasileira
€ uma das mais heterogéneas do mundo e o presente trabalho salienta, de maneira
inédita, a necessidade de expandir a investigacdo de EIM em relagdo a

morbimortalidade infantil no territorio.

Conclusées de acordo com os objetivos especificos

a) Estimar a frequéncia das variantes c.655A>T e ¢.1106G>A do gene MUT no
Rio Grande do Sul.

As variantes ¢.655A>T e ¢.1106G>A nao foram encontradas no total da populagao

analisada.

b) Estimar a frequéncia da variante c.1168G>A do gene ASS7 no Rio Grande
do Sul.

A variante ¢.1168G>A nao foi encontrada no total da populagao analisada.

c) Estimar a frequéncia da variante ¢.1528G>C do gene HADHA no Rio Grande
do Sul.

Foi possivel determinar para a variante ¢.1528G>C uma frequéncia génica de 0,001

e uma frequéncia de heterozigotos de 1:500.
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Anexo | Ficha de coleta de dados

FICHA DE COLETA DE DADOS

Titulo do Projeto: Identificagdo de heterozigotos para a Erros Inatos do
Metabolismo associados a morte subita: investigagcaéo da prevaléncia de mutagdes

em doadores de sangue voluntarios no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
1. Nome:

2. Data de nascimento:

3. Local de nascimento:

4. Ancestralidade europeia
.Qual? ( )Alema

() ltaliana

( ) Portuguesa
() Outra
(

)Nado ( )N&o sabe

5. Consanguinidade na familia

( )Naosabe ( )NAO ( )SIM

6. Histérico familiar de morte subita (em criangas menores de um ano de
idade)

( )Naosabe ( )NAO ( )SIM

Telefone para contato:

Rubrica do pesquisador
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Anexo Il Carta de aprovacgao do projeto

g_jj\*; HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
‘-;Ir-* GRUFPD DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD
COMISSAQ CIENTIFICA

A Comissdo Ciantifica do Hospital de Clinicas de Porto Alagra anaksou o projeto:

Projete: 170249
Data da Versdo do Projeto: 11/05/2017

Pesquisadores:

1D VANESES DDEDERLEIN SCHMARTE
FERMAMDA SPERE LUMNIG

FERNANDA SALES LUIE VIAMKA

Titule:  [dentificacio de hetergzigetos para a Ermos Intatos do Metabolismo associados i
morte sehita: imvestigagdo da pravaldéncia de mulages am doadores de sangue
voluniarios no Hospital de Clinicas da Porto Alegre

Este projeto foi APROWADOD em seus aspectos éticos, metodoidgicos, logisticos = financeiros para
sar realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alagre.

Esia aprovaglo esté baseada nos parecerss dos respectivos Comités de Elica e do Servipo de Gestao
em Pesquisa.

- s pesquisadores vinculadas ao projelo ndo participaram de qualquer elapa do processa de avalic3o de
Sels projelos,

- 1 pesguisador deverd aprasentar relatdrios semestrais de acompanhamanto a relatdnie final a0 Grupe
da Pesquisa g Pés-Graduagdo (GPPG)

Porbo Alagre, 23 de maio de 2017

1 "'ﬁl
'.['li'l .;_,f’
r 1'|’!1."(BQ
Frof. Josa Robero Goldim

Coordenador CEPMHCPA
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Anexo lll Comprovante de submissao do artigo

JIMD Reports - Submission Notification to co-author

JIMD Reports <sm@editorizlmanager.com=
W tome -

Body:

Re: "Prevalence of the most commoen pathogenic variants in three genes for inborn errors of metabolism associated with sudden unexpected infant in infancy: a population-based study in
Southern Brazil"

Full author list: Dévora Natalia Randon, Msc; Fermanda Hendges de Bitencourt, phd: Fernanda Sperb-Ludwig, phd; Femanda Sales Luiz Vianna, phd: Ana Paula Pizzio Becker; Carmen Regla
Vargas, phd; Angela Sitta; Alexia Nadel SantAna; 1da Vanessa Doederlein Schwartz

Dear Miss Dévora Randon,

We have received the submission enfitlied: "Prevalence of the most common pathogenic variants in three genes for inbom errors of metabolism associated with sudden unexpected infantin
infancy: a populatien-based study in Southern Brazil" for possible publicatien in JIMD Reporis, and you are listed as one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr. M.D., Ph.D Ida Vanessa Deederlein Schwartz who will be able to track the status of the paper through hisfher login.
If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. Ifwe do not hear back from you, we will assume you agree with your co-authorship.

Thank you very much.

With kind regards,

JIMD Reporis Editorial Office
JIMD Reports

Plzase be aware that if you ask to have your user record removed, we will retain your name in the records concerning manuscripts for which you were an author, reviewer, or editor.

87



APENDICES

88



8 APENDICES
Producao cientifica correspondente ao periodo de mestrado em areas afins.

8.1. Genetic diagnosis and genotype-phenotype association in 113 Brazilian
individuals with reduced biotinidase activity.

Randon DN, Borsatto T, Sperb-Ludwig F, Carvalho de Andrade MDF, Ribeiro E,
Medeiros P, Félix TM, Pinto LLC, de Souza CFM, Schwartz IVD.

XII Congreso Latinoamericano de Errores Innatos del Metabolismo y Pesquisa

Neonatal. Buenos Aires, Argentina. Maio, 2019.

Modalidade de apresentagédo: Oral.

Buenos Aires, 15 de Mayo de 2019

Por cuanto el trabajo
GENETIC DIAGNOSIS AND GENOTYPE-PHENOTYPE ASSOCIATION IN
113 BRAZILIAN INDIVIDUALS WITH REDUCED BIOTINIDASE

ACTIVITY
Randon DN, Borsatto T, Sperb-Ludwig F, Carvalho de Andrade MDF, Ribeiro E,
Medeiros P, Féelix TM, Pinto LLC, de Souza CFM, Schvartz IVD - Brasil

Ha sido presentado en la modalidad COMUNlCAClON ORAL

Se extiende el presente certicado que lo acredita.

ra. Co
Presi 3 te Clentlco Presidente @
Errores Innatos del Metabolismo SLEIMPH 2019 Pesquisa Neonatal z |

=2 BUENIS ARES A T L ol

OLLAE
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8.2.Diagnéstico genético e associagao genotipo-fenétipo de 35 individuos
brasileiros com atividade reduzida de biotinidase.

Randon DN, Borsatto T, Sperb-Ludwig F, Donis KC, Ribeiro E, de Souza CFM,

Medeiros P, Schwartz IVD.

382 Semana Cientifica do HCPA. Porto Alegre, Brasil. Outubro, 2018.

Modalidade de apresentagao: E-Pdster.

Semana

22 a 26 de outubro de 2018

382 Cientifica __ enlogias dsruptivas em saide
' Q

do HCPA

Certificamos que o trabalho DIAGNOSTICO GENETICO E ASSOCIACAO GENOTIPO-FENOTIPO DE 35 INDIVIDUOS
BRASILEIROS COM ATIVIDADE REDUZIDA DE BIOTINIDASE de avtoria de DEVORA RANDON; TACIANE BORSATTO:;
FERNANDA SPERB-LUDWIG: KARTNVA CARVALHO DONTS; ERLANE RIBEIRO; CAROLINA FISCHINGER MOURA DE
SOUZA; PAULA MEDEIROS; IDA VANESSA DOEDERLEIN SCHWARTZ, foi apresentado na modalidade E-POSTER na 38°
Semana Cientifica do HCPA, realizada no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no periodo de 22 a 26 de outubro de 2018.

s
Praf. Nadine Olivaira Clausell Prafs. Patricia Ashton-Prolla
Diktasa-Prasifete de HII e s Cordabading o 5PPG
1
amogo
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8.3.Erros inatos do metabolismo associados a morte subita: investigagao da
frequéncia da variante patogénica c.199T>C no gene ACADM em
individuos saudaveis do Rio Grande do Sul.

Sant'ana AN, Bitencourt FH; Randon DN, Portela LF, Becker APP, Sperb-Ludwig

F, Vianna FSL, Schwartz VD

382 Semana Cientifica do HCPA. Porto Alegre, Brasil. Outubro, 2018.

Modalidade de apresentagcao: E-Pdster.

f Semana

Tecnologias disruptivas em saiide

382 N\ g;“’l?g]‘;f;"a —

Certificamos que o trabalho ERROS INATOS DO METABOLISMO ASSOCIADOS A MORTE SUBITA: INVESTIGACAO DA
FREQUENCIA DA VARIANTE PATOGENICA C.199T=C NO GENE ACADM EM INDIVIDUOS SAUDAVEIS DO RIO
GRANDE DO SUL de autoria de ALEXTA NEDEL SANT'ANA; FERNANDA HENDGES DE BITENCOURT: DEVORA
NATALIA RANDON; LUIZ FELIPE PORTELA; ANA PAULA PIZZIO BECKER:; FERNANDA SPERE LUDWIG;
FERNANDA SALES LUIZ VIANNA; IDA VANESSA DOEDERLEIN SCHWARTZ, foi apresentado na modalidade E-POSTER. na
38* Semana Cientifica do HCPA. realizada no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no periedo de 22 a 26 de outubro de 2018.

=
Prafs. Nadine Oliveira Clausell Profe. Patricia Ashton-Prolla
Diverra-Fresidegie do Hospna’ e Ciivmoes. Coondshadin o GAFG
A
wmogan
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8.4.

Ran

Diagnéstico genético e associagao gendtipo-fenétipo de 30 individuos
brasileiros com atividade reduzida de biotinidase.
don DN, Borsatto T, Sperb-Ludwig F, Donis KC, Ribeiro E, de Souza CFM,

Medeiros P, Schwartz IVD

XXX Congresso Brasileiro de Genética Médica, VIl Congresso Brasileiro da

SBTEIM e IV Congresso Brasileiro de Enfermagem em Genética e Genbmica. Rio

de Janeiro, Brasil. Maio, 2018.

Modalidade de apresentagdo: Oral.

TL-18

g XXX Congresso

g Brasileiro da SBGM
Eecialyde Brasilsirn do Gendlica Misiea
¥l Congresso
Brasilelro da SBTEIM
Sadedyde Brasiairs de Triagem
Heonatale Erros (nales do Metahols mo

CERTIFICADO

00 DIAGHNOSTICO PRECOCE AQS TRATAMENTOS INOVADORES,

Certificamas que

DEVORA RANDON (UNIVERSIDADE FEBERAL DO RIO GRANDE DO SUL); TACIANE BORSATTO (UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
DO SUL); FERNANDA SPERB-LUDWIG {UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL); KARINA CARVALHO DONIS (UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL); ERLANE RIEEIRO (HOSPITAL INFANTIL ALBERT SABIN): CARCLINA FISCHINGER MOURA DE S0UZA
{HOSFITAL DE CLINICAS DE PORTD ALEGRE); FAULA MEDEIROS [UNIVERSIDADE FEDERAL DE GAMPINA GRANDE), IDA VANESSA
DOEDERLEIN SCHWARTZ (UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL)

Participou do XX Congresso Brasileiro de Genética, VII Cangresso Brasileiro da SBTEIM e IV Congresso
Brasileiro de Enfermagem em Gengtica e Genfimica, realizado de 14 a 18 de maio de 2018, Rio de Janeiro/RJ,
na qualidade de autores do Tema Livre apresentac&o oral: DIAGNOSTICO GENETICO E ASSOCIACAD

GENOTIPO-FENOTIPO DE 30 INDIVIDUOS BRASILEIRDS COM ATIVIDADE REDUZIDA DE BIOTIMIDASE

Rio de Janeiro, 18 de maio de 2018.

FROMALAD E
REALZALRD,
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" = e ] :
SBGM RACIIEL TAVARES BO' DA SILVA ARMANDO FOMSECA CARCLINA, FISCHINGER MOURA DE SOUZA
e il Prsidov e ot XMK Congres 62 Brasilang Pregidnre o WV Congressse P sighare i SBGH
iyl de tiemétiec Mied e cho SETENA
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