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RESUMO

Introducdo: Os erros inatos do metabolismo (EIM) s&o disturbios genéticos raros causados
por defeitos na atividade enzimética ou em transportadores, e que resultam em manifestacGes
clinicas sistémicas. A Homocistindria Classica € um erro inato do metabolismo, de heranga
autossdmica recessiva, na qual ha um déficit da enzima cistationina-beta-sintase (CBS) e elevacao
dos niveis plasmaticos da homocisteina e da metionina e diminuicdo dos niveis de cisteina.
Estima-se que sua prevaléncia mundial seja de aproximadamente 0,38:100.000 individuos. As
principais manifestacGes clinicas sdo ectopia lentis, osteoporose e tromboembolismo. Seu
tratamento € realizado através da administracdo de piridoxina (vitamina B6) e de dieta restrita na
ingestdo de metionina e com suplementacdo de aminoacidos essenciais. O gene que codifica a
cistationina-beta-sintase, CBS, localiza-se no cromossomo 21022.3 e apresenta grande
heterogeneidade alélica. De acordo com nosso grupo, a variante patogénica p.Trp323Ter
(c.969G>A), inicialmente descrita na Arabia Saudita, foi previamente relatada em pacientes
oriundos da regido nordeste (Retirolandia — Bahia) com uma frequencia alélica de 11,3%,
sugerindo um possivel efeito fundador da variante no Brasil.

Objetivo Geral: Caracterizar aspectos genéticos da Homocistinaria Classica no Brasil.

Objetivos Especificos: 1) Investigar a possivel origem Unica da variante p. Trp323Ter no gene
CBS em pacientes brasileiros; 2) Determinar o genotipo de uma amostra de pacientes brasileiros
com Homocistindria Classica.

Métodos: Para o cumprimeto do objetivo especifico 1: Foram incluidos 10 pacientes (sexo
masculino: 6; média de idade 18,7 anos) com diagnostico molecular de Homocistindria Classica
e presenca em homozigose da variante patogénica p.Trp323Ter, da regido nordeste do Brasil. Os
dados clinicos de diagnostico, manifestacdes clinicas e antropométricos foram pesquisados em
prontuarios e fichas clinicas. Foram utilizadas amostras de DNA de sangue periférico,
amplificadas por PCR e analisadas por sequenciamento de Sanger. Seis marcadores intragénicos
(gene CBS) foram sequenciados pelo método de Sanger: c.844 845ins68; ¢.1080C>T;
0.13514G>A; ¢.13617A>G; (.13715C>T; 0.13800G>A; Para o cumprimeto do objetivo
especifico 2: Foi analisada uma coorte de 20 pacientes brasileiros com Homocistindria Classica
(sexo feminino: 13) de trés regides brasileiras (Nordeste, Sudeste e Sul). Os dados de diagnostico
e manifestacdes clinicas foram pesquisados em prontudrios e fichas clinicas. As amostras de DNA
foram extraidas, amplificadas por PCR convencional para 0s éxons 1-16, purificadas e analisadas
por sequenciamento de Sanger. Novas variantes foram classificadas de acordo com as diretrizes
da American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) e avaliadas para
patogenicidade através de mapas funcionais gerados por ensaio de complementacdo de alto

rendimento em leveduras.



Resultados: Objetivo especifico 1: a média de idade de inicio dos sintomas foi de 3,9 anos, e
todos eram ndo resposivos a piridoxina. Dentre as manifestacdes clinicas, 10/10 pacientes

apresentaram comprometimento ocular, 8/10 déficit cognitivo, 8/10 alteracbes Osseas, e 5/10
eventos tromboembdlicos prévios. A mediana nos niveis de homocisteina total foi de 157,5
pmol/L e de metionina foi de 199,9 umol. Apenas um haplétipo (H1: -CGACG) foi encontrado.
Obijetivo especifico 2: a média de idade do inicio dos sintomas foi de 6,3 anos. Os individuos eram
de 16 familias (consanguinidade foi relatada em 2 familias), de trés regides do Brasil, 70% foram
classificados como ndo-responsivos a piridoxina. Dentre as manifestacfes clinicas, 18 (94,7%)
pacientes apresentaram comprometimento ocular, 11 (57,8%) apresentaram algum sintoma
relacionado ao SNC, 9 (47,3%) apresentaram alteracfes Osseas e 5 (26,3%) complicacbes
vasculares. A mediana nos niveis de homocisteina total e de metionina para pacientes responsivos
foi de 50 umol/L e 136 umol, e para pacientes ndo-responsivos foi de 204,8 pmol/L e 393,8 umol.
Foram encontradas 14 variantes diferentes, sendo trés inéditas (p.Asp129Gly, p.Gly351Asp e
p.Val533Gly). As variantes mais frequentes foram p.Trp323Ter (23,3%), p.11e278Thr (13,3%), e
p.Thr353Met (10%).

Conclusdo: A variante p.Trp323Ter parece estar associada a um fenétipo clinico e bioquimico
grave, e ser frequente no Brasil. A sua alta frequéncia e a presenca de apenas um haplétipo é
provavelmente resultado de um efeito fundador. A determinacé@o do genétipo de novos pacientes
e caracterizacdo clinica, sugere um perfil clinico e genético muito particular da Homocistinuria
Classica no Brasil. Além disso, 0 estudo encontrou trés novas variantes de importancia para a
doenca (p.Asp129Gly, p.Gly351Asp e p.Val533Gly).

Palavras-chave: Homocistinuria Classica; gene CBS; hapl6tipo; variante p.Trp323Ter.



ABSTRACT

Background: Inborn errors of metabolism (IEM) are rare genetic disorders caused by defects
in enzymatic activity or transporters, which result in systemic manifestations. Classical
Homocystinuria is an inborn error of metabolism, of autosomal recessive inheritance, in which
there is a deficit of the enzyme cystathionine-beta-synthase (CBS) and elevation of plasmatic
levels of homocysteine and methionine and decrease of cysteine levels. Its worldwide prevalence
is estimated to be approximately 0.38:100,000 individuals. The main clinical manifestations are
subluxated lens, osteoporosis and thromboembolism. Its treatment is carried out through the
administration of pyridoxine (vitamin B6) and a diet restricted in the intake of methionine and
supplementation of essential amino acids. The gene that encodes cystathionine-beta-synthase,
CBS, is located on chromosome 21 (21g22.3) and presents great allelic heterogeneity. According
to our group, the pathogenic variant p.Trp323Ter (c.969G>A), initially described in Saudi Arabia,
was previously reported in patients from the Northeast region (Retirolandia — Bahia) with an allelic
frequency of 11.3%, suggesting a possible founder effect of variant in Brazil.

General Objective: To characterize genetic aspects of Classical Homocystinuria in Brazil.

Specific Objectives: 1) Investigate the possible unique origin of the p.Trp323Ter variant in
the CBS gene in Brazilian patients; 2) Determine the genotype of a sample of Brazilian patients
with Classical Homocystinuria.

Methods: To achieve specific objective 1: 10 patients were included (male sex: 6; mean age
18.7 years old) with a molecular diagnosis of Classical Homocystinuria and the homozygous
presence of the pathogenic variant p.Trp323Ter, from the northeast region of Brazil. Clinical
diagnostic data, clinical manifestations and anthropometric data were researched in medical
records and clinical records. Peripheral blood DNA samples were used, amplified by PCR and
analyzed by Sanger sequencing. Six intragenic markers (CBS gene) were sequenced by the Sanger
method: ¢.844 845ins68; ¢.1080C>T; g.13514G>A; ¢.13617A>G; ¢.13715C>T; g.13800G>A,;
To achieve specific objective 2: A cohort of 20 Brazilian patients with Classical Homocystinuria
(female sex: 13) was analyzed, from three Brazilian regions (Northeast, Southeast and South).
Diagnostic data and clinical manifestations were searched in medical records and clinical records.
DNA samples were extracted, amplified by conventional PCR for exons 1-16, purified and
analyzed by Sanger sequencing. Novel variants were classified according to the American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) guidelines and evaluated for pathogenicity through
functional maps generated by high-throughput complementation assay in yeast.

Results: Specific objective 1: the average age at onset of symptoms was 3.9 years old, and all
were non-responsive to pyridoxine. Among the clinical manifestations, 10/10 patients presented

ocular involvement, 8/10 cognitive deficit, 8/10 bone changes, and 5/10 previous thromboembolic



events. The median total homocysteine levels were 157.5 pmol/L and methionine levels were
199.9 umol. Only one haplotype (H1: -CGACG) was found. Specific objective 2: the average age
at symptom onset was 6.3 years old. The individuals were from 16 families (consanguinity was
reported in 2 families), from three regions of Brazil, 70% were classified as non-responsive to
pyridoxine. Among the clinical manifestations, 18 (94.7%) patients presented ocular involvement,
11 (57.8%) presented symptom related to the CNS, 9 (47.3%) presented bone changesand 5 (26.3%)
vascular complications. The median total homocysteine and methionine levels for responsive
patients were 50 pumol/L and 136 pmol, and for non-responsive patients it was 204.8 umol/L and
393.8 pmol. 14 different variants were found, three of which were novel (p.Aspl29Gly,
p.Gly351Asp and p.Val533Gly). The most frequent variants were p.Trp323Ter (23.3%),
p.11e278Thr (13.3%) and p.Thr353Met (10%).

Conclusion: The p.Trp323Ter variant appears to be associated with severe clinical and
biochemical phenotype, and to be common in Brazil. Its high frequency and the presence of
only one haplotype is probably the result of a founder effect. The determination of the genotype
of novel patients and clinical characterization suggests a very particular clinical and genetic
profile of Classical Homocystinuria in Brazil. Furthermore, the study found three novel

variants of importance for the disease (p.Asp129Gly, p.Gly351Asp and p.Val533Gly).

Key Words: Classical Homocystinuria; CBS gene; haplotype; variant p.Trp323Ter.
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1. INTRODUCAO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo distUrbios genéticos raros causados por defeitos
na atividade enzimatica ou transportadora inadequada e resultam no acimulo de substratos toxicos
ou na deficiéncia de metabdlitos essenciais. Embora individualmente raros, os EIMs séo
coletivamente bastante comuns, com uma incidéncia estimada de 1 em 2500 recém-nascidos
(Schuck et al., 2020).

A Homocistinaria Classica (OMIM #236200) € uma doenca autossémica recessiva, que
faz parte dos erros inatos do metabolismo. Apresenta uma deficiéncia da enzima cistationina-beta-
sintase (CBS, EC 4.2.1.22 ) (realiza a conversdo de homocisteina em cistationina) e resulta no
aumento dos niveis de homocisteina (Hcy), metionina, S-adenosil homocisteina e reducdo de
cistationina e cisteina nas células e no plasma (Donis et al., 2018; Gus et al., 2018).

A Homocistindria Classica causa alteracoes em diferentes sistemas do corpo. Os sintomas
geralmente comecam no primeiro ano de vida, mas podem ser assintomaticos por muitos anos. As
principais manifestagdes clinicas sdo ectopia lentis, osteoporose, tromboembolismo e
comprometimento cognitivo (Gus et al., 2018).

Seu tratamento € realizado para diminuir as concentracbes de homocisteina através da
administracao de piridoxina (vitamina B6). Caso ndo haja resultados, existem tratamentos através
de betaina, suplementacao alimentar com folato e/ou restricdo dietética de metionina (Olivar et
al., 2012).

O diagnostico da doenca € realizado em conjunto com a avaliagdo das manifestacdes clinicas e
exames laboratoriais. O padrdo-ouro € a avaliacdo da atividade enzimatica, porém o diagndstico por
analise de acido desoxirribonucleico (DNA) é especialmente atil. Segundo o Human Gene
Mutation Database (HGMD), ja foram descritas 238 variantes patogénicas no gene cistationa-
beta-sintase (CBS). Variantes patogénicas no gene CBS podem alterar a estabilidade ou atividade
da enzima ou do acido ribonucleico mensageiro (mMRNA), a ligacdo do piridoxal fosfato ou do
grupamento heme, ou prejudicar a regulacéo alostérica (Miles e Kraus, 2004; Ministério da Saude,
2020).

Uma destas variantes de importancia clinica é a p.Trp323Ter (C.969G>A;
ENST00000398165.8 7), de nucleotideo Unico e patogénica. Havia sido relatada somente na
Arabia Saudita, mas estudos brasileiros encontraram-na em uma frequéncia alélica significativa
em pacientes da regido nordeste do Brasil, 0 que levanta a hipdtese de um efeito fundador da
variante no pais (Hoss et al., 2020; Poloni et al., 2018; Zaidi et al. 2012).

Efeito fundador € o processo de estabelecimento de uma nova populacdo de individuos
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derivados de uma populacéo maior, que resulta na alteracdo das frequéncias génicas atraves de deriva
genética, endogamia ou isolados geograficos. Para o estudo do efeito fundador pode ser utilizado
a técnica de construcdo de haplotipos, pois eles sdo informativos na identificacdo de pares de
alelos herdados pelas progénies, sendo provenientes de um ancestral em comum e capturam com
maior eficiéncia informacdes de evolugao historica (Arce, 2018; Major et al., 2021; Marin, 2013;
Ribeiro, 2019; Souza et al., 2011).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estrategias para localizar e selecionar as informacgoes

Esta revisdo da literatura estad focada em trazer informagdes sobre o diagndstico da
Homocistindria Classica (sintomas, genotipos e tratamento), assim como sobre as variantes no
gene CBS e os eventos evolutivos. A estratégia de busca esta localizada na Tabela 1 e envolveu
as seguintes bases de dados: LILACS, SciELO, PubMed e banco de teses da CAPES, no periodo
de 1971 a 2023. Foram realizadas buscas através dos termos “inborn errors of metabolism”,
“homocystinuria”, “haplotype”, “CBS gene” e suas combinagdes “homocystinuria” AND

“haplotype”; “homocystinuria” AND “CBS gene”.

A dissertacdo foi elaborada utilizando as fontes que melhor preencheram as necessidades
metodologicas e teoricas. Além das estratégias de busca, referéncias bibliograficas especificas
identificadas acerca da discussdo do tema de pesquisa foram utilizadas e indicadas nas

referéncias. Foram selecionados 66 artigos que se enquadraram no perfil desejado da pesquisa.

Foram encontrados 50267 artigos em duas ou mais bases de dados para o termo “inborn
errors of metabolism”, 19 artigos para o termo “homocystinuria”, 137 artigos para o termo
“haplotype”, 1251 artigos para o termo “CBS gene”, 14 artigos para a combinagdo
“homocystinuria” AND “haplotype” e 93 artigos para a combinagdo “homocystinuria” AND
“CBS gene”.

Tabela 1: Bases de dados utilizadas e seus resultados de busca por termos
LILACS PubMed Scielo CAPES

Inborn errors of metabolism 296 99065 243 1180414
Homocystinuria 34 1459 7 21
Haplotype 421 75024 248 219

CBS gene 13 3206 5 16182
Homocystinuria AND haplotype - 14 - 1405171
Homocystinuria AND CBS gene 2 151 - 1405387

2.2 Erros inatos do metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo um grupo de doencas genéticas raras causadas
por defeitos em diferentes tipos de proteinas, incluindo enzimas, proteinas estruturais ou
transportadoras que podem afetar a via metabdlica intermediaria com manifestaces

multissistémicas. Foi descrito pela primeira vez no inicio do século XX pelo médico inglés

15



Archibald E. Garrod, que identificou quatro doencas (alcaptonuria, pentosuria, cistindria e
albinismo) (Escriba et al., 2021; Ramos et al., 2022; Schuck et al., 2020).

A incidéncia de erros inatos varia amplamente e estima-se 1:800-2500. Individualmente
cada EIM ¢é raro, mas juntos representam um numero consideravel de pessoas afetadas.
Atualmente, mais de 1000 condic6es foram descritas, afetando as vias do metabolismo de lipidios,
carboidratos e aminoécidos, entre outras (Burgt, 2023; Ramos et al., 2022; Schuck et al., 2020).

Podem ser divididos em trés grupos com base o ponto de vista fisiopatoldgico: grupo de
intoxicacdo (grupo 1), grupo de falha de energia (grupo 2) e distarbio de armazenamento (grupo
3). No entanto, essa classificagdo simplificada ndo leva em conta a diversidade e a biologia celular
(Balakrishnan, 2021; Falsaperla et al., 2021). A Society for the study of inborn errors of
metabolism (SSIEM - Sociedade para o Estudo de Erros Inatos do Metabolismo) classifica os EIMs
em 15 grupos com base nas vias bioquimicas (Tabela 2) (SSIEM, 2012), mas existem outras
classificagdes mais aprofundadas, como a International Classification of Inborn Metabolic
Disorders (ICIMD) que classificou os EIMs em 24 categorias e 124 grupos de acordo com

envolvimento da via e patomecanismos (Ferreira et al., 2021).

Tabela 2: Classificagdo dos EIM, segundo SSIEM
Classificacéo
Doencas do metabolismo de aminoacidos e peptideos
Doencas do metabolismo de carboidratos
Doencas do metabolismo de &cidos graxos e corpos cetdnicos
Doencas do metabolismo energético
Doencas do metabolismo de purinas, pirimidinas e nucleotideos
Doencas do metabolismo de esteroides
Doencas do metabolismo de porfirinas e grupamento heme
Doencas do metabolismo de lipideos e lipoproteinas
Doencas congénitas de glicosilacéo e outras desordens de modificacdo proteica
Doencas lisossomais
Doencas peroxissomais
Doencas do metabolismo de neurotransmissores
Doencas do metabolismo de vitaminas e cofatores (ndo proteicos)
Doencas do metabolismo de metais e elementos tragos
Doengas e variantes do metabolismo de xenobioticos

Frequentemente, os EIMs se apresentam durante a primeira infancia, mas alguns podem
se manifestar durante a adolescéncia ou idade adulta, sem sintomas precedentes durante a infancia.
A maioria ndo apresenta caracteristicas clinicas especificas e podem acometer qualquer 6rgéao/
tecido do corpo (Balakrishnan, 2021; Burgt, 2023).

O diagndstico pode ser feito por meio de uma variedade de ferramentas, desde exames
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laboratoriais mais simples até o sequenciamento genético. Alguns EIMs podem ser diagnosticados
em uma fase pré-sintomatica atraves da triagem neonatal (NBS, do inglés Neonatal Screening),
que permite um diagndstico rapido e o inicio imediato de uma terapia especifica. Altos indices de

suspeita entre 0s médicos sdo essenciais para o diagnostico, que devem considerar investigacdes
diagnodsticas imediatas, aconselhamento genético e risco de recorréncia (Falsaperla et al., 2021;
Ford et al., 2022).

As terapias disponiveis para o tratamento dos EIM incluem a regulacdo da ingestdo de
substrato por meio de dietas especiais, administracdo de cofatores, terapia de reposicdo
enzimatica, terapia de reducdo de substrato e terapia génica. E embora vérias abordagens
terapéuticas tenham se mostrado eficazes no tratamento de varios erros inatos, ainda ndo ha cura
para a maioria deles, enfatizando a necessidade critica de desenvolver estratégias modificadoras
da doenca que possam melhorar ou interromper a progresséo da doenga (Chiesa e Bernardo, 2022;
Escriba et al., 2021; Turner et al., 2022).

2.3 Homocistiuria Classica

A Homocistinaria Classica € uma doenca genética de heranga autossémica recessiva, onde
h& um erro congénito do metabolismo. Apresenta um déficit da enzima cistationina-beta-sintase,
0 que acarreta no acumulo de metionina e homocisteina e diminuicdo dos niveis de cisteina no

plasma, urina e tecidos (Ministério da Saude, 2020; Olivar et al., 2012).

A enzima cistationina-beta-sintase é o catalisador da reacdo pela via de transulfuracéo,
onde a homocisteina, ligada a serina, & convertida, irreversivelmente, a cistationina. A
cistationina-beta-sintase (CBS) é a Unica enzima no corpo humano capaz de degradar
irreversivelmente a homocisteina e depende do cofator piridoxal fosfato, forma ativa da vitamina
Be. Os outros dois cofatores envolvidos na remetilagdo da metionina incluem a vitamina B12 e o
acido folico. Como resultado da deficiéncia enzimatica, na homocistindria hd aumento sérico de
homocisteina, metionina, S-adenosil homocisteina e reducdo da concentracdo sérica de
cistationina e cisteina, alterando vérias vias metabdlicas pela inducéo do estresse oxidativo e uma
incorporacdo aumentada da homocisteina nos diferentes sistemas do organismo (Bonnot et al.,
2014; Cornejo et al., 2015; Fowler, 1997; Marcdo et al., 2016; Silva et al., 2022). O metabolismo

da homocisteina é sumarizado na figura 1.
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Figura 1. Rotas do metabolismo da homocisteina. MAT: ATP-L-metionina S-adenosiltransferase; MS:
metionina sintase; THF: tetrahidrofolato; MTHFR: 5,10 metilenotetrahidrofolato redutase; SHMT: serina
hidroximetil transferase; BHMT: betaina:homocisteina metiltransferase; CBS: cistationina B-sintase;
DMG: dimetilglicina; CHDH: colina desidrogenase; PEMT: fosfatidiletanolamina N-metiltransferase
(Poloni et al., 2015).

Atualmente, se conhece aproximadamente 238 variantes patogénicas relacionadas ao gene
CBS. As duas variantes patogénicas mais frequentes sdo p.11e278Thr, que estd associada a resposta
ao tratamento com B6, e p.Gly307Ser, que ndo responde a B6 (Hoss et al., 2020; Olivar et al.,
2012; Vannucchi e Melo, 2009).

Estima-se que a prevaléncia mundial da doenca seja de aproximadamente 0,38:100.000
individuos. Na populagéo europeia, a prevaléncia da doenga € dita em 0,72:100.000, na populagéo
africana 0,20:10.000 e na populacdo asiatica 0,02:100.000. Apenas em paises como o Catar,
devido a alta taxa de consanguinidade, que foi relatada uma frequéncia de 55:100.000, (Hoss et
al., 2020; Morris et al., 2017; Poloni et al., 2018). No Brasil, o estudo de Hoss et al. (2020)
estimou uma prevaléncia de 9,7:100.000 individuos com Homocistitria Classica, através da
analise de frequéncias de alelos patogénicos na base de dados gnomAD, destacando a alta

frequéncia da doenca no estado da Bahia.

2.3.1 Diagnostico

A presenca dos sinais clinicos pode levar a suspeita da Homocistindria Classica (HC),
porém o diagndstico definitivo é realizado através de exames laboratoriais. O diagnostico de HC
pode ser feito pela determinacdo de amino&cidos plasméticos em jejum, pela dosagem da atividade

da enzima deficiente (padrdo-ouro) ou pela deteccdo de variantes patogénicas no gene CBS.
18



Quando um paciente é diagnosticado, deve ser oferecido rastreamento de outros membros da
familia com medida de homocisteina total e, se necessario, analise de DNA (Ministério da Saude,
2020; Pico e Bermuldez, 2006).

2.3.2 Manifestacdes clinicas

A Homocistindria Classica é uma doenca multissistémica de curso lento e progressivo, em
que os recém-nascidos podem ndo demostrar manifestagdes clinicas. Alguns pacientes tém uma
doenca grave com inicio na infancia, enquanto outros sdo assintomaticos na idade adulta. As
principais complicacGes clinicas da doenca afetam os sistemas ocular, dsseo, nervoso central e
vascular (Carvalho et al., 2021; Donis et al., 2018; Ferreira et al., 2016; Silva et al., 2022). A

seguir sdo descritas as principais manifestacdes de cada sistema.

Sistema Ocular: o achado mais consistente é a ectopia lentis (luxacdo do cristalino). Pode ser
notada nos estagios iniciais da vida, com apenas 4 semanas de vida e em pacientes ndo tratados,
onde o aparecimento geralmente ocorre na infancia. Outras complica¢fes sdo miopia, glaucoma,
descolamento e degeneracédo da retina, catarata e atrofia optica (Bashir et al., 2015; Morris et al.,
2017; Mudd et al., 1985).

Sistema Osseo: a osteoporose é a complicagdo mais comum na coluna vertebral e nos 0ssos
longos. Outras manifestacdes sdo escoliose, vertebras biconcavas, espiculas metafisarias. Alem
da dolicostenomelia e aracnodactilia (alongamento dos ossos longos), associada a aparéncia
“marfanoide” (Marcao et al., 2016; Ministério da Saude, 2020; Morris et al., 2017).

Sistema Vascular: o tromboembolismo € a maior causa de mortalidade em pacientes
homocistindricos. A trombose venosa € mais comum que a arterial, mas pode ocorrer em qualquer
vaso e em qualquer idade. A lesdo vascular inclui crescimento da musculatura lisa vascular, maior
adesividade plaquetaria e ativacdo direta da cascata da coagulacdo, podendo resultar em uma
necrose ou apoptose celular (Ministério da Salude, 2020; Morris et al., 2017; Vannucchi e Melo,
2009).

Sistema Nervoso Central: a anormalidade mais frequente é o atraso no desevolvimento
intelectual, presente durante o primeiro ou o segundo ano de vida. Outros disturbios neurolégicos
incluem doencas mentais, como depressao e transtorno obsessivo compulsivo, comprometimento
cognitivo, acidentes vasculares cerebrais. Pacientes que ndo respondem a piridoxina podem
apresentar problemas comportamentais e convulsées (Bashir et al., 2015; Morris et al., 2017;

Oliveira et al., 2003).
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2.3.3 Tratamento

O tratamento tem como objetivo controlar ou eliminar as anormalidades bioquimicas e
tratar as complicac6es), diminuindo as concentragdes de homocisteina total no plasma e mantendo
as concentragdes normais de metionina e outros aminodcidos essenciais. Os esquemas de
administracdo variam conforme o tipo clinico e as recomendacdes sugeridas devem ser ajustadas

a resposta terapéutica dos pacientes (Carvalho et al., 2021; Olivar et al., 2012).

Para aqueles individuos que sdo responsivos a piridoxina, o tratamento consiste na
administragdo de piridoxina (vitamina B6) em combinacdo com o &cido folico. Os pacientes
parcialmente responsivos recebem piridoxina em combinagdo com o &cido félico, dieta com
restricdo de metionina e formula metabolica isenta de metionina. E para pacientes ndo-responsivos
a piridoxina, o tratamento é baseado em dieta isenta de proteinas de alto valor biolégico e de
alimentos com alto teor de metionina e utilizagdo de formula metabdlica isenta de metionina.
Acido f6lico e vitamina B12 devem ser prescritos quando houver deficiéncia (Ministério da
Saude, 2020; Morris et al., 2017; Silva et al., 2022).

Além do tratamento medicamentoso, o tratamento para diminuir as manifestacdes clinicas
requer cuidados por equipe multiprofissional e a melhor abordagem ou combinacdo para cada
paciente dependera da natureza do defeito e de fatores sociais. A prevencdo das anormalidades
clinicas graves associadas a esta doenca requer um tratamento ao longo da vida e um impacto
consideravel no resultado em pacientes com tratamento adequado (Andria et al., 2012; Ministério
da Saude, 2020; Olivar et al., 2012; Souza et al., 2001).

Piridoxina: o tratamento recomendado para pacientes responsivos € 0 uso de piridoxina, com
doses de 10 mg/Kg/dia (evitando doses acima de 500 mg/dia). Ela atua aumentando a atividade
residual da enzima CBS, o que ocasiona reducdo da concentracdo de homocisteina e metionina e
aumento de cisteina. Aproximadamente 50% dos pacientes com HC apresentam algum nivel de

responsividade a vitamina Be (Donis et al., 2018; Ministério da Sadude, 2020; Mudd et al., 1985).

Betaina: o uso de betaina deve ser considerado como um tratamento adjuvante em pacientes que
ndo conseguem alcancar os niveis alvo de homocisteina (Hcy) por outros meios e que tem
dificuldade em aderir as restrigdes dietéticas e obter um bom controle metabdlico, normalmente

com uma dose de 150 mg/Kg/dia (dose maxima de 6-9 g para adultos). A betaina converte o
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excesso de homocisteina em metionina, diminuindo as concentracbes plasmaticas de
homocisteina total e livre, mas aumentando as concentracfes plasmaticas de metionina (Andria et
al., 2012; Clarke, 2005; Donis et al., 2018; Morris et al., 2017).

Folato e vitamina B12: o folato e a vitamina B12 otimizam a conversdo da homocisteina em
metionina pela metionina sintase, ajudando a diminuir a concentracdo plasmatica da
homocisteina. Recomenda-se os suplementos de folato e vitamina B12 quando houver deficiéncia,
independente da responsividade a piridoxina, em baixas doses e monitorar seus niveis. O acido
folico deve ser utilizado na dose de 5 mg/dia e a vitamina B12 na dose de 1000 mcg 1x/més ou a

critério do médico assistente (Ministério da Saude, 2020; Morris et al., 2017; Rao et al., 2008).

Restricdo dietética de metionina: Em pacientes onde o tratamento com piridoxina ndo funciona,
0s niveis de homocisteina sdo controlados por uma dieta com pouca proteina natural, com
suplementos de aminoacidos sem metionina (“metionina free”), que reduz a producao de
homocisteina pela via de transsulfuragcdo. A dieta pode ser usada como Unico tratamento com a
administracdo de piridoxina e/ou betaina e deve ser mantida durante toda a vida. A formula
metabolica isenta de metionina € composta por aminoacidos essenciais e ndo essenciais,
enriquecida de vitaminas e minerais, e é utilizado na reposicdo dos aminoacidos essenciais que
sdo retirados da dieta instituida ao paciente (exceto metionina). A quantidade de férmula a ser
utilizada vai variar de acordo com a quantidade de aminoacidos da formula, a idade, o peso do
paciente e sua dieta (Andria et al., 2012; Bashir et al., 2015; Morris et al., 2017).

Nos ultimos anos, foram feitos avancos no desenvolvimento de novas estratégias para tratar
a Homocistinaria Classica. Entre elas, estdo a terapia de reposicdo enzimatica. A terapia de
reposicdo enzimatica controla temporariamente os niveis de homocisteina dos pacientes, atraves
da substituicdo de uma enzima recombinante que assume a funcdo da cistationina-beta-sintase.
Ha estudos avancados sobre seguranca, tolerancia, aspectos farmacoldgicos, farmacodindmica e
andlise do resultado clinico de medicamentos como pegtibatinase, pegtarviliase, CDX-6512, entre
outros (Bittmann et al., 2023; Kumar et al., 2016; Majtan et al., 2023).

2.3.4 Triagem neonatal

A triagem neonatal tem como objetivo detectar os distlrbios metabdlicos hereditarios
antes que os sintomas das doencas aparecam. E realizada a analise de gotas de sangue seco (DBS,

do inglés Dried Blood Spots) de sangue capilar ou venoso para medir os niveis de aminoacidos
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através da espectrometria de massa em tandem (TMS) (AlAnzi et al., 2021; Morris et al., 2017).

Muitos distdrbios metabolicos sdo detectados e bebés e criancas identificadas e com
tratamento precoce crescem e desenvolvem-se normalmente. A triagem neonatal para
Homocistindria pode ser realizada detectando niveis de metionina como alvo primario e

homocisteina como alvo secundéario (Asamoah et al., 2021; Morris et al., 2017).

Nos Estados Unidos, desde 2006, o American College of Medical Genetics (ACMG -
Faculdade Americana de Genética e Gendmica Médica, Richards et al., 2015) recomendou que
todos os programas de triagem neonatal incluisse a HC em seu painel (Levy, 2021). No Kuwait,
em outubro de 2014, o Ministério da Satde do Kuwait, ampliou o rastreio neonatal, incluindo a
Homocistindria e em maio de 2019, comecou a cobrir 100% dos neonatos (Alsharhan et al., 2021).

No Brasil, a triagem neonatal oferecida pelo Sistema Unico de Satde (SUS) conta com a
deteccdo de sete doencas (Fenilcetondria, Fibrose Cistica, Hipotireoidismo Congénito,
Hiperplasia Adrenal Congénita, Doengas Falciformes, Deficiéncia de Biotinidase e Toxoplasmose
Congénita). Atualmente, a Homocistiniria ndo faz parte deste perfil, somente em teste de triagens
particulares, mas uma nova lei (n° 14.154 / 26.05.2021) foi aprovada para a inclusdo da doenca
(Mallmann et al., 2020; Ministério da Saude, 2023; Neto et al., 2023).

2.3.5 Aspectos geneticos

2.3.5.1 Localizacao e e estrutura do gene CBS

A CBS humana é uma proteina composta por quatro subunidades idénticas de 63 kDa
(kilodalton) e esta localizada no cromossomo 21, na posicdo 21g22.3. Cada subunidade se liga a
trés grupos prostéticos: ao piridoxal fosfato, em seu dominio catalitico; a AdoMet, um ativador

alostérico; e a um grupamento heme, necessario para ativacdo completa da enzima (Cornejo et

al., 2015; Miles e Kraus, 2004; Silva et al., 2022).

A regido 5’-UTR do mRNA da CBS humana é formada por um de cinco éxons
alternativos, denominados -1a a -1e; mais o éxon 0, invariavelmente presente. A regido 3’-UTR é
composta por parte do éxon 16 e pelo éxon 17. O éxon 15 codifica 14 aminoacidos e sofre splicing
alternativo, sendo incorporado em poucas moléculas humanas maduras de mRNA. Em estudos de
expressao, demonstrou-se que a presencga ou auséncia do éxon 15 ndo altera a atividade catalitica
da CBS (Kraus et al., 1998; Bashir et al., 2015).
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2.3.5.2 Variantes patogénicas no gene CBS

Segundo o Human Gene Mutation Database, ja foram descritas 238 variantes patogénicas
no gene CBS, que podem alterar a estabilidade ou atividade da enzima ou do mRNA, a ligacéo do
piridoxal fosfato ou do grupamento heme, ou prejudicar a regulacdo alostérica. A maioria dessas
variantes patogénicas s@o de troca de sentido (n=142, 66,3%), mas podem ser sem sentido,
variantes patogénicas de splicing, delecdes e variantes patogénicas de inser¢cdo. No mundo, as
variantes mais comuns em 925 alelos no gene CBS sdo: p.11e278Thr, p.Thr191Met, p.Gly307Ser,
p.Arg336Cys e ¢.844ins68. Juntas, correspondem a 51% dos alelos mutados (Bashir et al., 2015;
Hoss et al., 2020; Ministério da Saude, 2020).

O perfil genético da populacdo brasileira possui grande heterogeneidade alélica, com
grande nimero de variantes privadas, o que contribui para possiveis efeitos fundadores da doenca no
pais. Assim como ja foi observado em outras populagdes, como judeus e o0 gene BRCAL e a propria
populacdo brasileira de Monte Santo na doenca Mucopolissacaridose tipo VI (Poloni et al., 2016;
Richau, 2021; Walter et al., 2022).

No Brasil, o perfil genético e clinico de pacientes com Homocistinuria Classica é pouco
conhecido. Desde 2010, o grupo de pesquisa em EIM (erros inatos do metabolismo) do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre vem realizando um trabalho multicéntrico de abrangéncia nacional
para elucidar aspectos de prevaléncia e perfil genético da Homocistindria Classica no pais. Um
dos trabalhos ja publicado descreveu dados clinicos e bioquimicos ao diagnostico e em tratamento
de 72 pacientes brasileiros com Homocistinuria Classica, a maior coorte ja descrita no pais (Poloni
et al., 2018).

Outro estudo ja publicado descreveu as variantes patogénicas de 35 pacientes provenientes
de 4 regibes do pais. Neste estudo, o sequenciamento do gene CBS revelou 21 variantes
patogénicas diferentes, sendo as mais prevalentes a p.11e278Thr, p.Thr191Met, r.[737_828del92,

828 931ins104] e p.Trp323Ter, além de oito nunca descritas na literatura. Destas variantes

patogénicas frequentes, duas chamaram a atencdo: a r.[737_828del92, 828 931ins104], descrita
previamente em apenas um paciente com Homocistinria no mundo (Republica Tcheca), e a
p.Trp323Ter, pois trata-se de uma variante patogénica comum na Arabia Saudita e que em nosso

estudo foi altamente prevalente na Bahia (Poloni et al., 2018).

A variante p.Trp323Ter (c.969G>A) foi relatada em pacientes da Arabia Saudita (77% dos
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alelos) e resulta em perda completa da atividade da enzima e esta associada a fenotipos graves.
No estudo brasileiro, a variante patogénica teve uma frequéncia alélica de 11,3%, todos os
pacientes com a variante eram homozigotos e ndo responsivos a piridoxina e as familias eram
oriundas da regido nordeste do Brasil (Hoss et al., 2020; Poloni et al., 2018; Zaidi et al., 2012).
Esses dados sugerem a ocorréncia de um possivel efeito fundador na populacéo brasileira. A figura
2 ilustra a localizagdo da variante p.Trp323Ter e de marcadores de polimorfismo de nucleotideo

Unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism) no gene CBS.

0.13514G>A
0.13617A>G
0.13715C>T
0.13800G>A

1 2 3 4 5 6 7 j 9 At»ll 12 13 14 15 16
€.844_845ins68 €.1080C>T

Figura 2. Localizacdo da variante p.Trp323Ter e marcadores SNPs no gene CBS. Mapa do gene CBS

€.696G>A

mostrando a localizacdo da variante p. Trp323Ter (em vermelho) e de marcadores SNPs (emazul). Os éxons

sdo representados por caixas pretas sélidas e os introns pela linha preta horizontal.

2.3.6 Haplotipos e efeito fundador

O material genético é herdado em pedacos, ndo como nucleotideos Unicos, o que implica
que cada nucleotideo sera passado para a proxima geracdo cercado por um grupo especifico de
variantes no segmento de DNA herdado. A recombinacdo € um evento amplamente aleatorio
(embora existam locais especificos, que sdo mais propensos a recombinacao), o que significa que
sua taxa pode ser calculada ao longo do genoma para estimar uma probabilidade relativamente

constante em qualquer local (desequilibrio de ligacdo) (Abondio et al., 2022).

Hapldtipos sdo regibes gendmicas de polimorfismos adjacentes com poucas evidéncias de
recombinacdo histérica compostas por marcadores que apresentam alto desequilibrio de ligacédo

(DL) entre si. O sinal contido nos dados do haplotipo captura as informacdes de DL entre os locais
vizinhos ao longo do genoma. O desequilibrio de ligac&o refere-se & associacao ndo aleatoria entre
alelos de loci adjacentes e permite que analises de evolucdo do gene sejam realizadas. Ao

contabilizar a estrutura do haplétipo, deve ser possivel fazer inferéncias mais precisas e eficientes
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sobre a origem de variantes. Os haplotipos carregam informagdes ndo apenas da variante
patogénica, mas também da recombinacdo, o que pode ajudar a revelar eventos passados (Arce,
2018; Leitwein et al., 2020; Shipilina et al., 2022).

A identificacdo de variantes patogénicas através de haplotipos possui a habilidade de
capturar interacdes epistaticas entre SNPs em um loco, capturar com maior eficiéncia informacdes
de evolugdo histérica e fornecer maior poder de deteccdo devido sua composicdo ser uma
sequéncia de marcadores em um loco. Além disso, a informacdo de haplétipos tem um papel
crucial em diversos contextos, incluindo andlise de ligacdo, estudos de associacdo, genética

populacional e genética clinica (Arce, 2018; Snyder et al., 2015).

Os hapldtipos podem estar associados a doencas ou caracteristicas em uma populacéo. As
informacGes de haplotipos sdo fundamentais para a genéetica médica e populacional, uma vez que
possui relevancia bioldgica e beneficiam o diagnostico de doencas genéticas, o que € crucial para
a tomada de decisdo no que diz respeito a intervencao apropriada (Garg, 2021; Papachristou e
Biswas, 2020).

Além disso, os hapldtipos sdo mais informativos na identificagdo de pares de alelos
herdados pelas progénies, sendo provenientes de um ancestral em comum e capturam com maior
eficiéncia informac6es de evolugdo historica e fornecem maior poder de detec¢do devido sua
composicdo ser uma sequéncia de marcadores em um loco. As pesquisas em genética de
populacdes podem elucidar varias questdes relativas a estruturacdo de populacGes selvagens ou
cultivadas de diversas espécies, tais como origem, movimentos migratérios, tamanhos da

populacdo, selecdo natural e eventos historicos (Arce, 2018; Marin, 2013; Ribeiro, 2019).

A andlise dos haplotipos pode trazer dados importantes sobre efeito fundador. O efeito
fundador é um fenbmeno que refere-se a migracdo de um pequeno grupo de pessoas de uma
populacdo maior para se estabelecer em outro ambiente, trazendo consigo uma parte da
informacao genética que existia na populacéo original, ou quando uma nova populacdo é formada
a partir de uma amostra ndo representativa da populacéo inicial. Isto pode reduzir a quantidade de

variabilidade genética que existe na nova populacdo e, como resultado, certos fen6tipos ou certos

genes podem ser destacado ou atenuada nesta populacdo (Cajal et al., 2016; Hernandes et al., 2021;
Scalco, 2015).
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4. JUSTIFICATIVA

A Homocistindria Classica € um erro inato do metabolismo, que leva ao acimulo de homocisteina
e metionina e diminuicdo de cisteina. Concentracdes elevadas de homocisteina prejudicam
sistemas importantes do corpo, alterando seu funcionamento e causando complicagdes sérias. A
identificacdo da doenca em seu estdgio inicial permite um melhor resultado terapéutico e
progndstico dos casos, sendo inquestionavelmente benéfico para o paciente.

A doenca é de dificil deteccdo clinica, e pode ser assintomatica até a idade adulta ou
gravissima ainda na infancia. Entender as alteracdes genéticas da doenca pode auxiliar no melhor
manejo clinico e tratamento adequado, visto que hd uma boa relacdo genotipo-fendtipo nesses
pacientes, além de permitir o aconselhamento genético.

A Homocistindria Classica é uma linha de pesquisa do grupo de pesquisa em Erros Inatos do
Metabolismo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e alguns trabalhos ja foram publicados. Dar
continuidade e realizar novos estudos sobre a doenca é de importancia nacional, ja que os
trabalhos s&o multicéntricos.

Um destes estudos (Poloni et al., 2018), descreveu as variantes patogénicas de 35 pacientes
brasileiros e a variante p.Trp323Ter chamou a atengédo devido a alta prevaléncia em pacientes do
estado da Bahia, estimulando a pesquisa sobre a origem da variante no Brasil.

A investigacdo de haplétipos permite a identificacdo de variantes em genes associados a
doencas e o conhecimento da histéria demografica de populacdes através de sua analise. E uma
ferramenta importante para entender a origem da variante p.Trp323Ter causadora da
Homocistindria no nordeste do Brasil, onde se acredita que a alta frequéncia seja decorrente por

um efeito fundador.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral
1. Caracterizar aspectos genéticos da Homocistindria Classica no Brasil.
5.2 Objetivos Especificos

a) Investigar a possivel origem Unica da variante frequente p.Trp323Ter no gene CBS em
pacientes brasileiros;

b) Determinar o gen6tipo de uma amostra de pacientes brasileiros com Homocistindria
Classica.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Essa dissertacdo possuiu como objetivo geral caracterizar aspectos genéticos da
Homocistindria Classica no Brasil. Consideramos que este objetivo tenha sido atingido, visto que
foi realizado a determinacdo do genotipo de novos pacientes, assim como sua caracterizagao
clinica. O perfil clinico e genético muito particular da Homocistindria Classica no Brasil reforca
a importancia de um diagnostico precoce, seja através da triagem neonatal ou por andlises
moleculares.

O primeiro objetivo especifico foi investigar a possivel origem da variante frequente
p.Trp323Ter no gene CBS em pacientes brasileiros. Consideramos que este objetivo tenha sido
atingido, uma vez que nossos resultados sugerem um processo endogamico nesses individuos de
acordo com o resultado encontrado no Unico haplétipo. Este estudo foi o primeiro registro de
analise de efeito fundador em pacientes brasileiros.

Além disso, avaliamos os principais achados clinicos, bioquimicos e antropométricos dos
pacientes, estabelecendo uma caracterizacdo dos pacientes brasileiros com a variante
p.Trp323Ter. Assim, esses dados ajudam a entender o0 comportamento desta variante no pais, e
servem de base para futuras pesquisas sobre andlises de processos endogamicos e a relagéo
haplotipo-fenotipo na HC.

O segundo objetivo especifico era determinar o gendtipo de uma amostra de pacientes
brasileiros com Homocistindria Classica. Consideramos que este objetivo também tenha sido
atingido, ja que, 20 pacientes foram analisados geneticamente e foram encontradas 14 variantes,
sendo trés nunca descritas na literatura.

Para estes pacientes, atendidos pelo Hospital de Clinicas de Porto Alegre, também avaliamos
0s principais achados clinicos e bioquimicos, auxiliando ainda mais na caracterizacdo dos

pacientes brasileiros com Homocistinaria Classica.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectiva futura, acreditamos ser fundamental continuar com o trabalho de
caracterizacao do perfil clinico e genético de pacientes brasileiros com Homocistindria Classica e
ampliar as amostras analisadas em conjunto com centros de todo Brasil. As informacdes coletadas
podem ser utilizadas para outras analises, que ndo foram realizadas no presente estudo e incluidos

em estudos com maior abrangéncia e complexidade.

Além disso, acreditamos ser importante um estudo piloto de triagem neonatal molecular no
nordente da Bahia, visto que a Homocistindria ainda ndo faz parte do perfil de doencas detectadas
e devido a alta frequénica da variante p.Trp323Ter na regido, novos casos poderdo ser
identificados.
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10. ANEXOS

ANEXO |
Ficha clinica

1. Identificagéo:
Iniciais do paciente:

Instituicdo de Origem:

Médico responsavel:

N° Prontuério:
Data de Nascimento: __ / / Sexo: () masculino (') feminino

2. Historia Clinica — dados do diagndstico
Motivo da investigagdo de Homocistinuria:

Idade do inicio dos sintomas Data do 1° exame : [/

Dosagem de Homocisteina: Dosagem de Metionina:

Idade do diagndstico definitivo:

Outros exames realizados no diagnostico:

Outras complicagdes presentes ao diagnostico:

3. Responsividade a piridoxina: () Sim () Nao () parcial

4. Consanguinidade: () Sim () N&o (se possivel, desenhar heredograma)
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5. Ultimos dosagens de Homocisteina e Metionina e dados antropométricos

Data Homocisteina
(nmol/L)

Metionina (umol/L)

Peso (kg)

Altura (cm)

6. Tratamento prescrito atualmente, incluindo formula metabdlica

(discriminar dose/dia)

7. Adesdo ao tratamento (impressédo da equipe)? () Sim () Nao ()Parcial

8. Profissionais que compde equipe de atendimento:

9. Complicac6es referentes a Homocistinuria atualmente:

Oculares:

Vasculares:

Osseas:

Neurologicas:

Psiquiatricas:

Outras:
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ANEXO 11

Certificado Apresentagdo Oral 40 Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre
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Certificamos que o trabalho CARACTERIZACAO CLINICA E BIOQUIMICA DE PACIENTES COM HOMOCISTINURIA
CLASSICA PORTADORES DA VARIANTE P.TRP323TER apresentado por GABRIELA GARCIA SILVANO e coautoria de

SORAIA POLONI; EMILIA KATIANE EMBIRUCU; GIOVANA WEBER-HOSS; GUSTAVO MOTTIN RIZOWY; KARINA
COLONETTI; PATRICIA PONTES CRUZ; TACIANE BORSATTO; IDA VANESSA DOEDERLEIN SCHWARTZ, foi

apresentado na modalidade oral na 40* Semana Cientifica do HCPA. realizada no formato digital, no periodo de 9 de novembro a 13 de
novembro de 2020.
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Prof*. Nadiné Oliveira Clausell Profe. Palr a Ash!on Prolla
Diretora-Presiddpte do Hospital de Clinicas do GPPG
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ANEXO V

Strengthening the reporting of observational studies in epidemiology (STROBE) — Artigo

1

NUmero

ltem

Recomendacao

Pagina

1

Titulo e Resumo

Indique o desenho do estudo no titulo ou no resumo, com
termo comumente utilizado

Disponibilize no resumo um sumério informativo e
equilibrado do que foi feito e do que foi encontrado

34-35

Introducéo

2

Contexto
Justificativa

Detalhe o referencial tedrico e as razdes para executar a
pesquisa

35-36

3

Obijetivos

Descreva 0s objetivos especificos, incluindo quaisquer
hipGteses pré-existentes

36

Métodos

4

Desenho do
estudo

Apresente, no inicio do artigo, os elementos-chave
relativos ao desenho do estudo.

36

5

Contexto

Descreva o contexto, locais e datas relevantes, incluindo
0s periodos de recrutamento, exposicao,
acompanhamento (follow-up) e coleta de dados.

36

Participantes

Estudos de Coorte: Apresente o0s critérios de
elegibilidade, fontes e métodos de selecdo dos
participantes. Descreva os métodos de acompanhamento.
Estudos de Caso-Controle: Apresente os critérios de
elegibilidade, as fontes e o critério-diagndstico para
identificacdo dos casos e os métodos de selecdo dos
controles. Descreva a justificativa para a eleicdo dos
casos e controles.

Estudo Seccional: Apresente 0s critérios de
elegibilidade, as fontes e os métodos de selegdo dos
participantes. Estudos de Coorte: Para 0s estudos
pareados, apresente os critérios de pareamento e o
namero de expostos e ndo expostos.

Estudos de Caso-Controle: Para os estudos pareados,
apresente os critérios de pareamento e o numero de
controles para cada caso.

37

Variaveis

Defina claramente todos os desfechos, exposicGes,
preditores, confundidores em potencial e modificadores
de efeito. Quando necessario, apresente 0s critérios
diagnosticos.

37

Fonte de dados/
mensuracéo

Para cada variavel de interesse, forneca a fonte dos dados
e os detalhes dos métodos utilizados na avaliagdo
(mensuragdo). Quando existir mais de um grupo,
descreva a comparabilidade dos métodos de avaliacdo

37

Viés

Especifique todas as medidas adotadas para evitar
potenciais fontes de vies

37

10

Tamanho do
estudo

Explique como se determinou o tamanho amostral.

37

11

Variaveis
guantitativas

Explique como foram tratadas as variaveis quantitativas
na analise. Se aplicavel, descreva as categorizagdes que
foram adotadas e porque.

37

12

Métodos
estatisticos

Descreva todos os métodos estatisticos, incluindo
aqueles usados para controle de confundimento.
Descreva todos 0os métodos utilizados para examinar

37-38
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subgrupos e interac6es. Explique como foram tratados 0s
dados faltantes (“missing data”)

Estudos de Coorte: Se aplicavel, explique como as
perdas de acompanhamento foram tratadas.

Estudos de Caso-Controle: Se aplicivel, explique como
0 pareamento dos casos e controles foi tratado.

Estudos Seccionais: Se aplicavel, descreva os métodos
utilizados para considerar a estratégia de amostragem.
Descreva qualquer andlise de sensibilidade

Resultados

13

Participantes

Descreva 0 nimero de participantes em cada etapa do
estudo (ex: numero de participantes potencialmente
elegiveis, examinados de acordo com critérios de
elegibilidade, elegiveis de fato, incluidos no estudo, que
terminaram o acompanhamento e efetivamente
analisados)

Descreva as razfes para as perdas em cada etapa. Avalie
a pertinéncia de apresentar um diagrama de fluxo

38

14

Dados descritivos

Descreva as caracteristicas dos participantes (ex:
demograéficas, clinicas e sociais) e as informacdes sobre
exposi¢des e confundidores em potencial. Indique o
nimero de participantes com dados faltantes para cada
variavel de interesse.

Estudos de Coorte: Apresente o periodo de
acompanhamento (ex: média e tempo total)

38-40

15

Desfecho

Estudos de Coorte: Descreva 0 niamero de eventos-
desfecho ou as medidas-resumo ao longo do tempo
Estudos de Caso-Controle: Descreva o nUmero de
individuos em cada categoria de exposi¢do ou apresente
medidas-resumo de exposicao.

Estudos Seccionais: Descreva o niumero de eventos-
desfecho ou apresente as medidas-resumo.

38-40

16

Resultados
principais

Descreva as estimativas ndo ajustadas e, se aplicavel, as
estimativas ajustadas por variaveis confundidoras, assim
como sua precisdo (ex: intervalos de confi anca). Deixe
claro quais foram os confundidores utilizados no ajuste
e porque foram incluidos.

Quando varidveis continuas forem categorizadas,
informe os pontos de corte utilizados.

Se pertinente, considere transformar as estimativas de
risco relativo em termos de risco absoluto, para um
periodo de tempo relevante.

38-40

17

Outras analises

Descreva outras analises que tenham sido realizadas. Ex:
andlises de subgrupos, interacdo, sensibilidade.

38-40

Discussao

18

Resultados
principais

Resuma os principais achados relacionando-os aos
objetivos do estudo

40-41

19

LimitagBes

Apresente as limitagbes do estudo, levando em
consideracdo fontes potenciais de viés ou imprecisao.
Discuta a magnitude e dire¢do de viéses em potencial.

40-41

20

Interpretacéo

Apresente uma interpretacdo cautelosa dos resultados,
considerando os objetivos, as limitagbes, a
multiplicidade das andlises, os resultados de estudos
semelhantes e outras evidéncias relevantes.

40-41
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21 Generalizagdo | Discuta a generalizagdo (validade externa) dos | 40-41
resultados
Outras
Informacoes
22 Financiamento | Especifique a fonte de financiamento do estudo e o papel 42

dos financiadores. Se aplicAvel, apresente tais
informacBes para o estudo original no qual o artigo é
baseado.
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Strengthening the reporting of observational studies in epidemiology (STROBE) — Artigo

2
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ltem
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1

Titulo e Resumo

Indique o desenho do estudo no titulo ou no resumo, com
termo comumente utilizado

Disponibilize no resumo um sumério informativo e
equilibrado do que foi feito e do que foi encontrado

46-47

Introducéo

2

Contexto
Justificativa

Detalhe o referencial tedrico e as razdes para executar a
pesquisa

47-48

3

Obijetivos

Descreva 0s objetivos especificos, incluindo quaisquer
hipGteses pré-existentes

48

Métodos

4

Desenho do
estudo

Apresente, no inicio do artigo, os elementos-chave
relativos ao desenho do estudo.

48

5

Contexto

Descreva o contexto, locais e datas relevantes, incluindo
0s periodos de recrutamento, exposicao,
acompanhamento (follow-up) e coleta de dados.

48-49

Participantes

Estudos de Coorte: Apresente o0s critérios de
elegibilidade, fontes e métodos de selecdo dos
participantes. Descreva os métodos de acompanhamento.
Estudos de Caso-Controle: Apresente os critérios de
elegibilidade, as fontes e o critério-diagndstico para
identifi cacdo dos casos e 0s métodos de selecdo dos
controles. Descreva a justificativa para a eleicdo dos
casos e controles.

Estudo Seccional: Apresente 0s critérios de
elegibilidade, as fontes e os métodos de selecdo dos
participantes. Estudos de Coorte: Para os estudos
pareados, apresente os critérios de pareamento e o
namero de expostos e ndo expostos.

Estudos de Caso-Controle: Para os estudos pareados,
apresente os critérios de pareamento e o numero de
controles para cada caso.

48

Variaveis

Defina claramente todos os desfechos, exposicGes,
preditores, confundidores em potencial e modificadores
de efeito. Quando necessario, apresente 0s critérios
diagnosticos.

48-49

Fonte de dados/
mensuracéo

Para cada variavel de interesse, forneca a fonte dos dados
e os detalhes dos métodos utilizados na avaliagdo
(mensuragdo). Quando existir mais de um grupo,
descreva a comparabilidade dos métodos de avaliacdo

48-49

Viés

Especifique todas as medidas adotadas para evitar
potenciais fontes de vies

48-49

10

Tamanho do
estudo

Explique como se determinou o tamanho amostral.

48-49

11

Variaveis
guantitativas

Explique como foram tratadas as variaveis quantitativas
na analise. Se aplicavel, descreva as categorizagdes que
foram adotadas e porque.

48-49

12

Métodos
estatisticos

Descreva todos os métodos estatisticos, incluindo
aqueles usados para controle de confundimento.
Descreva todos 0os métodos utilizados para examinar

48-49
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subgrupos e interac6es. Explique como foram tratados 0s
dados faltantes (“missing data”)

Estudos de Coorte: Se aplicavel, explique como as
perdas de acompanhamento foram tratadas.

Estudos de Caso-Controle: Se aplicivel, explique como
0 pareamento dos casos e controles foi tratado.

Estudos Seccionais: Se aplicavel, descreva os métodos
utilizados para considerar a estratégia de amostragem.
Descreva qualquer anlise de sensibilidade

Resultados
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estudo (ex: numero de participantes potencialmente
elegiveis, examinados de acordo com critérios de
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Descreva as razfes para as perdas em cada etapa. Avalie
a pertinéncia de apresentar um diagrama de fluxo

49
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Dados descritivos
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namero de participantes com dados faltantes para cada
variavel de interesse.
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Descreva as estimativas ndo ajustadas e, se aplicavel, as
estimativas ajustadas por variaveis confundidoras, assim
como sua precisdo (ex: intervalos de confi anca). Deixe
claro quais foram os confundidores utilizados no ajuste
e porque foram incluidos.

Quando varidveis continuas forem categorizadas,
informe os pontos de corte utilizados.

Se pertinente, considere transformar as estimativas de
risco relativo em termos de risco absoluto, para um
periodo de tempo relevante.

49-52
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Outras analises

Descreva outras analises que tenham sido realizadas. Ex:
andlises de subgrupos, interacdo, sensibilidade.

49-52

Discussao
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Resultados
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Resuma os principais achados relacionando-os aos
objetivos do estudo

52-54
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LimitagBes

Apresente as limitagbes do estudo, levando em
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Discuta a magnitude e dire¢do de viéses em potencial.
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20

Interpretacéo
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considerando os objetivos, as limitagbes, a
multiplicidade das andlises, os resultados de estudos
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52-54
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