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Resumo

Introdugao: a Glicogenose tipo la (GSD la), causada pela redugéo da atividade da
glicose-6-fosfatase (G6Pase), € uma doenga autossOmica recessiva, de
caracteristica pan-étnica. As caracteristicas clinicas variam de acordo com a idade,
sendo a hipoglicemia em jejum a alteragdo metabdlica primaria, e as principais
alteragcdes metabdlicas secundarias sao hiperlactatemia ou acidose latica,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e hiperuricemia. Os individuos com GSD
la sdo dependentes de fontes exdgenas de glicose, sendo o amido de milho cru
(AMC) a fonte mais utilizada desde 1982.

Objetivo geral: avaliar in vivo a proposta de um novo amido para utilizagdo no
tratamento da GDS la, o polvilho doce (PD) em comparagdo ao tratamento
tradicional com AMC.

Métodologia: ensaio clinico randomizado, triplo-cego, fase I/ll, cruzado,
comparando o uso de AMC e PD. Critérios de inclusdo: idade = 16 anos, diagndstico
genético de GSD la e estar em tratamento com AMC. Os participantes ficaram duas
noites hospitalizados: uma usando AMC e uma usando PD (100g em 200mL de
agua). Ap6s a ingestdo do amido randomizado, amostras de sangue foram
coletadas por cateter intravenoso periférico, a cada hora para analise das
concentragdes de glicose, lactato e insulina. Os procedimentos foram interrompidos

apos 10h de jejum ou na ocorréncia hipoglicemia (<70 mg/dL).

Resultados: participaram do estudo 11 individuos, seis do sexo masculino, a média
de idade foi de 21,6 anos (14,3). O tempo médio de duracao de jejum foi de 8,18h
(x1,99) para o PD e 7,68h (£2,28) para AMC. O PD manteve a normoglicemia por
um periodo igual ou maior ao AMC em todos os casos. O aumento dos niveis de
lactato ocorreu mesmo na auséncia de hipoglicemia e nao houve diferenga
estatistica entre os dois produtos (p=0,1763). Também n&o houve diferenca
estatistica entre os valores basais e finais de colesterol total, triglicerideos,
lipoproteina de alta densidade e acido urico em relagéo aos produtos utilizados no

estudo. Nenhum paciente apresentou eventos adversos graves.



Conclusées: o ensaio clinico demonstrou maior duragéo da euglicemia e maior
estabilidade dos niveis de glicose com o uso de PD, sugerindo que esse amido se
apresenta como uma alternativa promissora para o tratamento de pacientes com
GSD la.
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Abstract

Background: Glycogen storage disease type la (GSD la), caused by reduced
activity of glucose-6-phosphatase (G6Pase), is an autosomal recessive disease,
with a pan-ethnic characteristic. Clinical features vary according to age. Fasting
hypoglycemia is the primary metabolic alteration and the main secondary metabolic
alterations are hyperlactatemia or lactic acidosis, hypertriglyceridemia,
hypercholesterolemia and hyperuricemia. People with GSD la are dependent on
exogenous sources of glucose. Uncooked cornstarch (UCCS) is the most used
source since 1982.

Aims: to evaluate in vivo the proposal of a new starch for the usage in the treatment
of GDS la and compare the treatment with sweet manioc starch (SMS) to the
traditional treatment with UCCS.

Method: randomized, triple-blind, phase I/ll, crossover clinical trial comparing the
usege of UCCS and SMS. Inclusion criteria: age = 16 years, genetic diagnosis of
GSD la, UCCS treatment user. Participants were hospitalized for two nights: one
using UCCS and one using SMS (100g in 200mL of water). After the ingestion of
randomized starch, blood samples were collected by peripheral intravenous
catheter, every hour for analysis of glucose, lactate and insulin concentrations. The
procedures were interrupted after 10 hours of fasting or in the event of hypoglycemia
(<70 mg/dL).

Results: 11 individuals participated in the study, six were male, the mean age was
21.6 years (+4.3). The mean duration of fasting was 8.18h (x1.99) for SMS and
7.68h (£2.28) for UCCS. The SMS maintained normoglycemia for a period equal to
or longer than the AMC in all cases. The increase in lactate levels occurred even in
the absence of hypoglycemia and there was no statistical difference between the
two products (p=0.1763). There was also no statistical difference between baseline
and final values of total cholesterol, triglycerides, high-density lipoprotein and uric
acid related to the products used in the study. None of the patients had serious

adverse events.
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Conclusions: the clinical trial demonstrated a longer duration of euglycemia and a
greater stability of glucose levels with the usage of SMS, suggesting that this starch

presents itself as a promising alternative for the treatment of patients with GSD Ia.
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Apresentacao

O grupo de pesquisa de Avaliagdo de Tecnologias em Saude para Genética
Clinica - ATS Genética, coordenado pela Profa. Ida Vanessa Doederlein Schwartz,
foi criado em 2008, e desde entdo possibilitou que mais de 20 estudantes de
nutricdo e nutricionistas tivessem a oportunidade de desenvolver atividades de
pesquisa nos niveis de iniciagao cientifica, mestrado, doutorado e pés-doutorado.
O projeto “abordagens inovadoras no tratamento de glicogenoses hepaticas” iniciou
em 2016, apds as publicacdes de estudos in vitro avaliando a aplicagao do polvilho
doce no tratamento de glicogenoses hepaticas. A etapa seguinte foi o ensaio clinico
utilizando esta nova proposta de tratamento e seus desdobramentos, que séo o
tema da presente tese.

A tese esta dividida em cinco seg¢des, sendo a primeira uma contextualizagéo
sobre o tema, com uma breve revisdo narrativa sobre a glicogenose tipo la (GSD
la) seu historico, aspectos clinicos, epidemiolégicos, diagndstico, tratamento
dietético, caracteristicas bioquimicas do amido; seguindo com justificativa,
hipbteses, os objetivos gerais e especificos.

A segunda secao ou capitulo 1, consiste em um ensaio clinico randomizado,
triplo cego, cruzado, comparando o tratamento tradicional a uma alternativa
inovadora, o polvilho doce (PD), intitulado: “A triple-blinded crossover study to
evaluate the short-term safety of sweet manioc starch for the treatment of glycogen
storage disease type la”, publicado em junho de 2021, pelo Orphanet Journal Rare
Diseases.

O artigo “Potential use of other starch sources in the treatment of Glycogen
Storage Disease type la — an in vitro study” que aborda os desdobramentos do
ensaio clinico e caracteriza bioquimicamente de amidos de milho e mandioca,
incluindo os produtos testados no ensaio clinico, € apresentado na terceira segao
ou capitulo 2.

A quarta segao apresenta as conclusdes por objetivos, consideragdes finais
e perspectivas futuras. Por fim, na secao de anexos, estdo a carta de aprovacao
ética do projeto n® 2016-0056, o termo de consentimento livre e esclarecido e outras

producgdes cientificas relevantes da autora da tese durante o periodo do doutorado.
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1. Introdugao

Os erros inatos do metabolismo compdem um grupo de doengas que pode
ser definido como disturbios genéticos causados pela interrupcdo de uma via
metabdlica (Saudubray; Garcia-Cazorla, 2018). No caso das glicogenoses (GSD),
o defeito enzimatico afeta o metabolismo do glicogénio, e consequentemente o
metabolismo energético (Saudubray; Baumgartner; Walter, 2016).

Existem pelo menos oito tipos de GSD hepaticas descritas e cada tipo com
um bloqueio metabdlico distinto (Szymanska et al., 2020). O quadro 1 apresenta a

classificagao das GSD.

Quadro 1- Classificagdo das glicogenoses hepaticas

Tipo (MIM) Enzima envolvida Heranga
0,forma hepatica (240600) Glicogénio sintase (hepatica) AR
la (232200) Glicose-6-fosfatase AR
Ib (232220) Transportador de Glicose-6-fosfato AR
llla e IlIb (232400) Enzima desramificadora de glicogénio AR
IV (232500) Enzima ramificadora de glicogénio AR
VI (232700) Glicogénio fosforilase hepatica AR
IXa1 e IXa2 (306000) Fosforilase quinase (subunidade alfa) LX
IXB (261750) Fosforilase quinase (subunidade beta) AR
IXy (613027) Fosforilase quinase (subunidade gama) AR
Xl (227810) Transportador de glicose-2 AR

AR- autossdmica recessiva, LX- ligada ao X.

Fonte: Adaptado de Santos et al., 2017

A Glicogenose tipo la (GSD la) (OMIM# 232200) ou doenga de von Gierke,
foi descrita em 1929, como doenga de armazenamento de glicogénio no figado e
rins, a “Hepato-nefromegalia glicogénica”, com base em uma autdpsia do corpo de
uma crianga. Antes da caracterizagao feita de Edgar Von Gierke (1877-1945), o
médico patologista que se tornou epénimo da doenga, a GSD la era conhecida
como infantilismo hepatico; disturbio de crescimento em criangcas com grandes
tumores hepaticos; hipertrofia cardiaca idiopatica com aumento do figado, ou ainda

cirrose hepatica infantil de etiologia incerta (Kaiser; Sziranyi; Gross, 2020).
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O padréo de heranga da GSD la é autossOmico recessivo, pan-étnica,
causada pela reducdo da atividade da enzima glicose-6-fosfatase (G6Pase)
(Bhattacharya et al., 2015; Dahlberg et al., 2020; Kishnani et al., 2014). Esta
subunidade catalitica do sistema GG6Pase esta localizada no reticulo
endoplasmatico (Ozen; Bayraktar, 2007), e catalisa a hidrdlise de glicose-6-fosfato
(G6P) em glicose e fosfato inorganico, um passo importante na manutengao da
homeostase da glicose (Santos et al., 2014a).

A falha na atividade da G6Pase resulta no fluxo anormal através da via
glicolitica, levando ao aumento da producado de piruvato, que € convertido em
lactato ou triglicerideos, pela via acetil-CoA e acidos graxos. A glicose-6-fosfato
também pode ser convertida em acido urico, na via do ciclo das pentoses fosfato,
bem como em glicogénio, na via glicose-1-fosfato, UDP-glicose e amilopectina
(Sever et al., 2012). A Figura 1 ilustra o impacto da falha da enzima G6Pase no
metabolismo hepatico.

O gene responsavel pela GDS la, G6PC, esta localizado no cromossomo
17921 (Onky et al., 2021), abrange 12,5kb, inclui 5 éxons e codifica uma proteina
altamente hidrofobica de 357 aminoacidos contendo 9 hélices transmembranas
(Froissart et al., 2011). Suas variantes patogénicas mais frequentes observadas na
coorte brasileira foram a p.Arg83Cys, presente em 39 alelos (18,5%), e p.GIn347*,
em 14 alelos (6,6%), sendo a variante p.Arg83Cys uma das mais importantes
encontradas em todo o mundo em pacientes com GSD la (Sperb-Ludwig et al.,
2019).

A prevaléncia de GSD tipo | na populagdo geral é de aproximadamente
1:100.000 nascidos vivos, entretanto a prevaléncia € maior na populagao judaica
Ashkenazi, cerca de 1 em 20.000 nascimentos. A GSD la é o tipo mais prevalente,
responsavel por cerca de 80% dos casos (Bali et al., 2006; Chou; Kim; Cho, 2017;
Ekstein et al., 2004; Garbade et al., 2021; Onky et al., 2021).

Assim como para a maioria das doengas raras, ndo sao conhecidos dados
acerca da frequéncia das GSD no Brasil, e sua incidéncia pode estar subestimada
pela falta de acesso aos métodos diagndsticos adequados e a suspeita clinica. No
entanto, sugere-se que os tipos mais frequentes em nosso pais sejam os tipos | e
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lll (dados nao publicados obtidos com base no levantamento de pacientes do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre e da Universidade Estadual de Campinas).
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Figura 1- llustragdo do metabolismo hepatico impactado pela falha da atividade da
enzima G6Pase.

A glicose-6-fosfato acumulada e é desviada para outras vias resultando em
hiperuricemia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperalaninemia,
hiperlactatemia, hipoglicemia e acumulo de glicogénio.

Fonte: Adaptado de Sever et al., 2012.

1.1. Caracteristicas clinicas

Os sintomas de apresentagao da GSD la variam de acordo com a idade do
paciente (Kishnani et al., 2014), e a hipoglicemia em jejum é a alteragdo metabdlica
primaria na GSD la (Kaiser et al., 2019), cujos principais sintomas sao tremores,
irritabilidade, hiperventilagdo, cianose, apnéia, convulsdes, palidez, sudorese,
edemal/disfuncéo cerebral, coma e morte (Ozen; Bayraktar, 2007).

Outros disturbios bioquimicos tipicos como hiperlactatemia ou acidose latica,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e hiperuricemia, sao dependentes da
qualidade do tratamento dietético e do controle metabdlico (Kaiser et al., 2019).

Assim como complicagdes a longo prazo como adenomas hepaticos,

adenomas hepaticos com potencial para transformagdo maligna, doenga renal
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cronica, baixa densidade 6ssea, osteoporose, puberdade tardia, gota, hipertensao
pulmonar, ovarios policisticos, pancreatite e alteragbes na fungéo cerebral (Bali et
al., 2006; Kaiser et al., 2019).

Os sintomas iniciais sdo decorrentes de hipoglicemia e podem ocorrer logo
apds o0 nascimento, e os episodios nao respondem a administragdo de glucagon
(Ozen; Bayraktar, 2007). Porém o mais comum & que bebés ndo tratados
apresentem os sinais e sintomas por volta dos trés a quatro meses de idade (Bali
et al., 20006).

As criangas afetadas geralmente apresentam “facies de boneca”,
extremidades relativamente finas, baixa estatura e abdémen protuberante,
evidéncias de raquitismo e anemia (Bali et al., 2006; Ozen; Bayraktar, 2007).
Podem estar presentes, xantoma e diarreia intermitente de causa desconhecida
que parece piorar com a idade (Bali et al., 2006). A causa desta diarreia é
desconhecida (Ozen; Bayraktar, 2007).

A funcdo plaquetaria prejudicada pode levar a uma tendéncia ao
sangramento com epistaxe frequente, particularmente naqueles com controle
metabolico insuficiente (Bali et al., 2006; Ozen; Bayraktar, 2007). Durante as
doencas infecciosas, os sintomas de hipoglicemia grave sao mais frequentes
devido & diminuicdo do apetite e aumento da demanda energética (Ozen;
Bayraktar, 2007).

1.2.Diagndéstico

A suspeita diagnostica ocorre partir das caracteristicas clinicas e achados
laboratoriais, principalmente em criangas com hipoglicemia (com ou sem
convulsdes) que apresentam acidemia lactica, hiperuricemia e hipertrigliceridemia,
e em alguns casos, com a realizagcao de testes funcionais para um diagndstico
diferenciado de hipoglicemia, que evidenciam auséncia de resposta glicémica apos
aplicagao de glucagon e piora da hiperlactatemia (Marion; Paljevic, 2020; Santos et
al., 2014).

No passado, o diagnodstico de GSD | e sua diferenciacdo em la e Ib era
confirmado pelo ensaio da atividade enzimatica em hepatdcitos intactos (frescos) e

rompidos. Na GSD IB, auséncia de atividade em células intactas e atividade normal
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em células rompidas. Enquanto na GSD la a atividade esta ausente em ambas as
preparagdes (Saudubray; Baumgartner; Walter, 2016).

Atualmente, o diagnéstico de GSD la é estabelecido em um probando pela
identificacdo de variantes patogénicas bialélicas em G6PC (Bali et al., 2006),
evitando assim a necessidade de bidpsia hepatica, que é indicada caso o teste
genético molecular seja inconclusivo. A analise da atividade enzimatica hepatica
esta disponivel para a atividade catalitica da glicose-6-fosfatase (Bali et al., 2006;
Saudubray; Baumgartner; Walter, 2016).

Se uma bidpsia hepatica for realizada, a histologia mostra excesso de
armazenamento de glicogénio citoplasmatico com grandes vacuolos lipidicos, mas
sem fibrose. O diagndstico pré-natal pode ser realizado por analise de variantes

patogénicas (Saudubray; Baumgartner; Walter, 2016).

1.3. Terapéutica

A base do tratamento na GSD la é dietético, cujo principal objetivo € manter
a normoglicemia (Ozen; Bayraktar, 2007) e fornecer nutrigdo adequada para
promover crescimento e desenvolvimento (Bali et al., 2006). Ou seja, o objetivo do
tratamento € corrigir as alteragdes metabdlicas para prevenir ou manejar as
possiveis complicagdes clinicas da doenca (Saudubray; Baumgartner; Walter,
2016).

Para atingir esse objetivo algumas estratégias sdo recomendadas como a
ingestdo de refeicdbes pequenas e frequentes, com carboidratos complexos,
também é recomendado o monitoramento da glicemia para auxiliar o ajuste dos
horarios de alimentagcdo para atender as necessidades individuais (Bali et al.,
2006).

Pessoas com GSD la sdao dependentes de fontes suplementares exégenas
de glicose (Zhang; Shi; Chen, 2015). Uma alternativa comum ¢é a utilizagdo do
amido de milho cru (AMC), que por ser um polissacarideo, apresenta degradagao
lenta, assim mantendo normoglicemia (Wolfsdorf; Weinstein, 2003).

O inicio da terapia com AMC nao seria indicado para menores de 6 meses
de vida, pois estes ndo produzem amilase pancreatica suficiente para digerir o

amido (Ross et al., 2020), e até os 2 anos os niveis dessa enzima digestiva ndo
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seriam suficientes (Kishnani et al., 2014; Reis et al., 1999), apesar da literatura
sugerir que o uso do amido poderia induzir sua atividade (Reis et al., 1999).

Por este motivo, é recomendada a introdugéo gradual do AMC para lactentes
de 6 a 12 meses (Hijazi et al., 2019; Kishnani et al., 2014). Um método de introdugéo
sugerido para criangas de 8 meses a 1 ano, foi 0,5g/kg, trés vezes ao dia com
progressao para 2g/kg, adicionado a formula infantil (Goldberg; Slonim, 1993).

As recomendagdes de doses para as diferentes faixas etarias sdo 1 a 1,6/kg,
para criangas pequenas, a cada 3 a 4h; para criangas maiores, adolescentes e
adultos: 1,7 — 2,5g/kg, a cada 4 a 6h. Deve-se considerar peso ideal para o calculo
de dose (Hijazi et al., 2019; Kishnani et al., 2014).

A diluicdo recomendada é que a cada grama de AMC, deve-se adicionar o
dobro do volume em mL de agua em temperatura ambiente (1:2) (Chen et al., 1993;
Chen, 1991; Heller; Worona; Consuelo, 2008; HOU; Wang, 2003), este volume
pode ser ajustado conforme a tolerancia individual (Kishnani et al., 2014). A mistura
deve ser consumida imediatamente e para garantir a ingestdo do total prescrito,
influindo o conteudo adsorvido, deve-se adicionar agua novamente ao recipiente
(Ross et al., 2020).

A distribuigdo caldrica da dieta deve ser 60 a 65% de carboidratos, dentre
eles, 30 a 45% sob a forma de AMC; lipideos: 20 a 25%, e proteinas: 10 a 15%. A
restricdo dietética de sacarose, frutose e lactose é recomendada com o objetivo de
prevenir o aumento progressivo o glicogénio hepatico, o que amplia a lista de
alimentos que ndo sao permitidos na dieta das pessoas com GSD la (Kishnani et
al., 2014; Rake. PJ et al., 2002).

Outra estratégia para suprir a necessidade de aporte exdgeno de glicose é
a infusdo continua noturna, principalmente para lactentes de 0 a 8 meses (Reis et
al., 1999; Shah; O’Dell, 2013). O objetivo primario é a corregdo ou prevencao da
hipoglicemia noturna, com possiveis vantagens adicionais como nao depender da
palatabilidade, nem ter a necessidade de acordar durante a noite (Derks et al.,
2013; Reis et al., 1999). Porém, esta alternativa terapéutica envolve riscos que
podem levar a desfechos potencialmente graves, como obstrucdo da sonda,
vazamento da dieta, deslocamento ou migracado da sonda de nutricao enteral, falha
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no funcionamento da bomba infusora e interrup¢céo no fornecimento de energia
elétrica (Steunenberg et al., 2018).

O tratamento médico das comorbidades quando o controle metabdlico ndo
€ alcangado apenas com a prescrigdo dietética, consiste na prevengdo da gota
quando os niveis sanguineos de acido urico ndo sdo normalizados (alopurinol),
medicacdes hipolipemiantes, prevencdo de calculos renais ou nefrocalcinose
(citrato), tratamento da microalbuminuria (inibidores da enzima conversora de
angiotensina), transplante renal e hepatico, cirurgias ou outras intervengbes e
procedimentos médicos (Bali et al., 2006).

O quadro 2 apresenta de forma resumida as caracteristicas genéticas,

bioquimicas, clinicas e estratégia de tratamento da GDS la.

Quadro 2- Caracterizacado da GSD la

Descricao
Gene G6PC
Localizagao 17921
Heranga Autossdmica recessiva
Enzima Glicose-6-fosfatase (G6Pase)
Primaria:

Hipoglicemia em jejum

Secundérias:
- Hiperlactatemia ou acidose latica
~ . - Hipertrigliceridemia
Alteracoes clinicas ) .
. - Hipercolesterolemia
e bioquimicas ) ) )
- Hiperuricemia

Complicagdes a longo prazo:
Hepatomegalia, adenomas hepaticos, alteragbes renais e Osseas,
puberdade tardia, gota, hipertensao pulmonar, ovarios policisticos,
obesidade, pancreatite e alteragdes na fungéo cerebral

Objetivo: corrigir as alteragcbes metabdlicas; prevenir e/ou manejar

complicacgoes.

Tratamento Estratégias: refeicdes frequentes, inclusdo de carboidratos complexos
como fonte exdgena de glicose (Amido de milho cru), monitoramento da
glicemia, restricao de agucares (frutose, galactose, sacarose e lactose)

Fonte: Kishnani et al., 2014; Santos et al., 2017
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Perspectivas futuras para o tratamento da GSD la incluem a transferéncia
de genes mediada por virus adeno-associado sorotipo 8 (NCT05139316, fase IlI),
0s pacientes que receberam a dose endovenosa unica (NCT03517085, fase I/ll),
estdo em acompanhamento a longo prazo para avaliar a seguranga e a eficacia
(NCT03970278). Estudos de novas terapias que também estdo em andamento sao
a infusdo de RNA mensageiro (NCT05095727, fase 1), e a utilizagdo da trieptanoina
(NCT03665636, fase I).

O quadro 2 apresenta a descricdo das terapias em estudo para o tratamento
da GSD la, incluindo o polvilho doce (NCT03871673, fase I/l).

Quadro 3- Novas perspectivas terapéuticas para GSD la

Identificagdo Intervengéo Fase Desfecho primario Desfecho secundario
NCT03871673  Polvihodoce Il 1emPoem NIV € BEEID 6
normoglicémica insulina
Eventos Adversos e 'l—el '.E(;?)I_'Cem'a (8h de
NCT05095727  mRNA-3745 | Eventos Adversos ey
iomarcadores
Graves o1
metabdlicos
Estabilizagao da dose de
NCT03665636 .UX007 - | Manutquao _da AMC; i
Triheptanoina normoglicemia Prevencao da esteatose
hepatica
DTX401- Alteracao percentual da Mudanga no tempo em
NCT05139316 (AAVS) i ingestdo diaria de AMC  normoglicemia

AAVS- virus adeno-associado sorotipo 8; AMC- amido de milho cru.

Fonte: ClinicalTrials.gov

1.4. Amido, digestdo e metabolizagao

A maioria das células vegetais possui a capacidade de sintetizar e
armazenar amido, especialmente os amiloplastos de tecidos de armazenamento de
raizes, tubérculos e sementes (Abt; Zeeman, 2020). O amido é um
homopolissacarideo, insoluvel em agua a temperatura ambiente, constituido de
mondémeros de glicose, dispostos em dois tipos de cadeias longas: a) Amilose,
cadeia nao ramificada de residuos de D-glicose conectados por ligagdes a1—4; b)
Amilopectina, cadeia altamente ramificada, nos residuos de glicose sucessivos nas
cadeias de amilopectina as ligagdes também sdo a1—4 e nos pontos de
ramificagdo sao a1—6 (Apriyanto; Compart; Fettke, 2022; Nelson; Cox, 2014). A

Figura 2 apresenta um esquema didatico da estrutura das cadeias de amido.
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Figura 2- Esquema representando a cadeia linear- amilose, e a cadeira
ramificada- amilopectina.

Fonte: Autoria prépria

A amilose é encontrada na lamela amorfa do grénulo de amido, enquanto
amilopectina é responsavel pela lamela cristalina do gréanulo, e seus pontos de
ramificacdo fazem parte da lamela amorfa. Essas estruturas conferem ao amido a
caracteristica semicristalina, que é determinante na digestibilidade (Bello-Perez et
al., 2020).

Os amidos sao classificados de acordo com a relacdo amilose/amilopectina,
os amidos com 25 a 30% de amilose e 70 a 75% de amilopectina sao geralmente
denominados como amidos “normais” (Bello-Perez et al., 2020). Além da
Classificacao, essa relacdo determina as propriedades fisico-quimicas como
de

intumescimento (Gismondi et al., 2019). O quadro 2 apresenta a caracterizagao do

temperatura de gelatinizagdo, retrogradacdo, solubilidade e poder

amido de milho e da mandioca quanto a forma do granulo e teor de amilose.

Quadro 4- Caracterizagao de amidos quanto a origem

Origem

Milho

Mandioca

Fonte
Forma do granulo
Teor de amilose (%)

Temperatura de gelatinizagao (°c)

Grao
Circular, poligonal
25-28%

62 — 80

Tubérculo
Circular, irregulares
17%

52 -65

Fonte: Adaptado de Apriyanto et al., 2022.




Outros fatores que influenciam na digestibilidade desse biopolimero sao:
estrutura dos granulos, principalmente a forma e distribuicdo dos componentes,
tamanho e porosidade (Zhang; Venkatachalam; Hamaker, 2006); relagdo amilose
e amilopectina; distribuicdo e comprimento da cadeia de amilopectina (Bello-Perez
et al., 2020).

A digestao do amido corre pela agao das a-amilases: a) a-amilase salivar
que hidrolisa as ligacbes a1-4 entre os residuos de glicose. b) a-amilase
pancreatica, hidrolisa o produto da reacdo anterior em dissacarideos (maltose),
trissacarideos (maltotriose), oligossacarideos ou dextrinas limites (quatro a nove
unidades glicosil e contém uma ou mais ramificagdes com ligagdes a-1-6) (Smith;
Marks; Lieberman, 2007).

Os produtos das reagdes anteriores sao convertidos em monossacarideos
pelas glicosidases localizadas na superficie da membrana em “borda em escova”
das células epiteliais intestinais, e 0s monossacarideos produzidos sdo absorvidos
pelas células epiteliais intestinais e uma fragao resistente a digestdo, segue pelo
intestino e pode sofrer a agdo da microbiota, no célon, formando gases e acidos
graxos de cadeia curta (Smith; Marks; Lieberman, 2007).

Depois de sua captagao para o interior da célula, a glicose pode ser utilizada
imediatamente para liberar energia ou pode ser armazenada sob a forma de
glicogénio, principalmente no figado e os musculos (Cozzolino; Cominetti, 2013).

A glicose é um dos substratos circulantes altamente regulados e sua
homeostase € alcangada por meio da delicada interagdo entre os hormdénios
pancreaticos e viscerais, entre eles a insulina que diminui a glicemia, aumentando
a sintese de glicogénio, suprime a gliconeogénese e aumenta a captagao de glicose
pelos musculos e pelo tecido adiposo; enquanto outros hormdnios como cortisol,
horménio do crescimento, epinefrina e norepinefrina aumentam a glicemia por meio
de rotas como glicogendlise, gliconeogénese e oxidagdo de acidos graxos
(Cozzolino; Cominetti, 2013).
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2. Justificativa

A dieta é uma das estratégias de controle metabdlico na GSD la, com énfase
na administragcdo de AMC, uma estratégia secundaria seria a restricdo da ingestao

de agucares, como a galactose, frutose e sacarose (Santos et al., 2019).

Amidos sdo moléculas poliméricas, denominadas de polissacarideos, cuja
quebra enzimatica leva a liberagdo lenta no organismo de mono, di e
oligossacarideos (Prestegard; Liu; Widmalm, 2015). Desta forma, pode-se atingir o
objetivo terapéutico das glicogenoses: manutengao dos niveis normais de glicemia
e prevencao das alteragdes metabdlicas secundarias (Kishnani et al., 2014;
Wolfsdorf; Weinstein, 2003).

Apesar da utilizagdo do AMC no tratamento das GSD ser bem-sucedida, ha
relatos sobre o alto indice glicémico apds a ingestao e intolerancia ao tratamento
tradicional (Bhattacharya et al., 2015; Bracken; Gray; Turner, 2014; Thornhill et al.,
2017).

A busca por amidos que possam representar uma alternativa terapéutica visa
atender ndo apenas demandas sociais, com a possibilidade de produtos mais
acessiveis regionalmente como também uma alternativa para pacientes que néo
toleram o AMC (Nalin et al., 2015a). Entre as fontes alternativas de amido esta a
mandioca, que € uma das mais tradicionais culturas agricolas brasileiras, sendo
cultivada em praticamente todo o territério nacional e presente no habito alimentar

desde o periodo pré-colonial (Aplevicz; Demiate, 2007).

A maior parte da producédo de mandioca € destinada para o consumo direto
ou processada na forma de farinha e fécula. A fécula de mandioca pode ser
denominada como polvilho doce ou azedo, cuja diferenga no processamento é a
etapa de fermentacao natural da polpa por cerca de 30 a 40 dias. A fermentacao
confere odor e sabor caracteristicos ao polvilho azedo (Carvalho et al., 1996;
Gomes et al., 2010).

Diferentes tipos de amidos foram analisados quanto a eficacia na

manutencdo da normoglicemia, entre eles a tapioca, araruta, amidos de batata,
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arroz e trigo, com o AMC demonstrando a sua eficacia frente a outras fontes de
amidos (Sidbury; Chen; Roe, 1986).

No entanto, em 2015, uma analise in vitro desenvolvida pelo grupo ATS
Genética evidenciou o potencial de utilizagdo do PD no tratamento das GSD
quando comparou diferentes marcas de amido de milho, amido de milho
modificado, polvilho azedo e farinha de mandioca quanto as fragbes glicose
rapidamente disponivel, amido resistente, glicose lentamente disponivel e glicose
total em um modelo dinamico de digestdo mimetizando estbmago e intestino
delgado (Nalin et al., 2015b).

Tais resultados motivaram a avaliagcdo da eficacia in vivo do PD no
tratamento da GSD la, que é um dos subtipos mais frequente (Ellingwood; Cheng,
2018) e potencialmente grave do ponto de vista glicémico, uma vez que o defeito
enzimatico prejudica tanto a glicogendlise quanto a gliconeogénese (ROSS et al.,
2020).

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral
Avaliar in vivo o PD como uma nova proposta para tratamento da GDS la e

caracterizar bioquimicamente o PD e AMC.

3.2. Objetivos especificos

a. Avaliar a eficacia e seguranga da administragcdo de PD em pacientes com
GSD la;

b. Comparar a resposta glicémica e marcadores de metabdlitos secundarios
(lactato, insulina, triglicerideos, acido urico, colesterol total e HDL-colesterol),
associados ao uso da terapia tradicional (AMC) e da nova terapia proposta
(PD) em pacientes com GSD la;

c. Analisar o teor de umidade, proteinas, lipideos, agucares, amilose e

amilopectina de amostras de PD disponiveis comercialmente e uma amostra
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liofiizada, e amostras de AMC (duas de fabricagdo nacional e uma

importada)

Hipoteses

. Aadministracdo de PD, como fonte exdgena de glicose, para pacientes com
GSD la é segura e eficaz;

. Aresposta glicémica a administracao de PD é tao eficaz quanto o tratamento
tradicional (AMC);

. O PD apresenta mais amilopectina que o AMC;

. As fontes de amido — PD e AMC - apresentam acucares em sua

COmMposIicao.
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Capitulo 1

Artigo 1: A triple-blinded crossover study to evaluate the short-term safety
of sweet manioc starch for the treatment of glycogen storage disease type

la.

Monteiro VCL, de Oliveira BM, Dos Santos BB, Sperb-Ludwig F, Refosco LF, Nalin
T, Derks TGJ, Moura de Souza CF, Schwartz IVD. A triple-blinded crossover study
to evaluate the short-term safety of sweet manioc starch for the treatment of
glycogen storage disease type la. Orphanet J Rare Dis. 2021 Jun 3;16(1):254. doi:
10.1186/s13023-021-01877-3. PMID: 34082801; PMCID: PMC8173866.
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Abstract

Background: Glycogen storage disease type Ta (G5D la) is characterized by severe fasting hypoglycemia. The clinical
management includes the administration of uncooked cornstarch (UCCS). Although such a diet approach is effective
in achieving euglycemia, its impact on the quality of life of patients should be considered. In vitro analyses suggest a
longer release of glucose when using sweet manioc starch (SMS).

Methods: \We compared the efficacy and safety of the administration of SMS and UCCS during a short-fasting chal-
lenge in patients with GSD la in a randomized, triple-blind, phase I/1l, cross-over study. GSD la patients aged > 16 years
and treated with UCCS were enrolled. Participants were hospitalized for two consecutive nights, receiving UCCS or
SMS in each night. After the administration of the starches, glucose, lactate and insulin levels were measured in 1-h
interval throughout the hospitalization period. The procedures were interrupted after 10 h of fasting or in a hypogly-
cemic episode (< 3.88 mmol/L).

Results: Eleven individuals (mean age: 21,6443 years; all presenting body mass index > 25 kg/m?) participated

in the study. The average fasting period was 8.2 +2.0 h for SMS and 7.7 £ 2.3 h for UCCS (p=0.04). SMS maintained
euglycemia for a greater period over UCCS. Increased lactate concentrations were detected even in absence of hypo-
glycemia, not being influenced by the different starches investigated (p =0.17). No significant difference was found
in total cholesterol, HDL, triglycerides and uric acid levels in both arms. None of the patients showed severe adverse
events.

Conclusions: SMS appears to be non-inferior to UCCS in the maintenance of euglycemia, thus emerging as a promis-
ing alternative to the treatment of GSD la.

Keywords: Inborn errors of metabolism, Hepatic glycogen storage disease, Treatment strategies, Cornstarch , Sweet
manioc starch, Dietary treatment

Background

Glycogen Storage Diseases comprise distinct genetic dis-
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orders caused by alterations in the synthesis or degrada-
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caused by deficiency of the enzyme glucose-6-phos-
phatase (G6Pase) [2], encoded by the G6PC gene located
in the chromosome 17q21.31 [3]. GéPase is anchored
in the endoplasmic reticulum lumen, being highly
expressed in the liver, kidney and small intestine [4, 5].
The estimated prevalence of GSD Ia is about 1 in 100,000
live births [6].

GSD Ia results in dramatic metabolic alterations, espe-
cially in fasting periods. Due to the deficient endogenous
glucose production, patients showed severe hypoglyce-
mia, hypertriglyceridemia, hyperlipidemia and increased
production of lactic and uric acids [6]. The clinical man-
agement is based on dietary treatment to maintain eug-
lycemia (blood glucose >4 mmol/L or 70 mg/dL) and
prevent secondary metabolic disorders [7].

Dietary treatment strategies intend to provide a con-
tinuous source of glucose by nocturnal intragastric infu-
sion of glucose or regular administration of uncooked
cornstarch (UCCS) [8]. Other potential strategies involve
medium-chain triacilglycerol supplementation [8] and
gene therapy [9]. In this regard, UCCS is a polysaccharide
with slow degradation and glucose release, therefore con-
stituting an interesting option to maintain euglycemia.
The recommended UCCS dosage depends on age, weight
and period of the day. As reference the dosage consists
of 1.6 to 2.5 g per kilogram of body weight every 3-4 h
for younger children, and every 4-6 h for older children,
adolescents, and adults [1, 8]. Although UCCS therapy
has shown successful results, there is no optimal proto-
col that can broadly attend to all the treatment require-
ments for patients with GSD Ia. In addition, even though
UCCS is supposed to be palatable, practical, to prevent
excessive weight gain and maintain normal appetite with
scarce adverse effects [10], the overtreatment can induce
hyperinsulinemia and obesity [8].

Sweet manioc starch (SMS) is a culinary product
extracted from cassava (Manihot esculenta). As this
root is an important staple food crop in many develop-
ing (tropical, intertropical, and sub-Saharan) countries,
starch is one of its major components (58.9% of the dry
matter), being constituted by approximately 80% of amy-
lopectin [11].

Nalin et al. [12, 13] evaluated the digestion of distinct
starches brands from Brazil, United States of America
and the Netherlands, including modified starch (Gly-
cosade®, Vitaflo Ltda) and SMS (Fritz and Frida®)
in a dynamic gastro-small intestine model (TIM-1).
These authors showed that a slower glucose release
was obtained from SMS compared to other starches.
Moreover, their results also indicated that the digested
amount of SMS was reduced compared to the other ana-
lyzed starches. Subsequently, the authors [12] have also
evaluated the amylose/amylopectin ratio in same starch
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samples. Interestingly, SMS displayed slightly higher
amounts of amylopectin.

Hypothetically, the slower glucose release induced by
the digestion of SMS and its widespread availability at
a relative low cost could constitute an interesting tool
in the arsenal to prevent GSD la-induced hypoglyce-
mia during fasting periods. In the light of the demand to
develop new therapeutic technologies for GSD manage-
ment [14], the present study aimed to assess the efficacy
and safety of SMS administration in patients with GSD
la.

Results

Eleven GSD Ia participants (M: 6, F: 5) were enrolled
in the study (mean age: 21.6 £4.3 years). All partici-
pants exhibited body mass index >25 kg/m? (mean:
28.24 3.6 kg/m?). The clinical profile of the participants
is summarized in Table 1. At baseline, four patients (A,
C, G, and K) presented high lactate (>2.2 mmol/L); six
patients, high uric acid; and 10 patients, high triglycer-
ides levels.

Participants consumed an average amount of UCCS
of 408.6+86.5 g/day or 0.9+0.2 g/kg/dose before the
study. For this trial, all participants were given 100 g
(1.3+0.2 g/kg/dose) of carbohydrate starch, either SMS
or UCCS.

Efficacy

Fasting time had a mean duration of 7.94+1.8 h (SMS:
82+2.0, UCCS: 7.7+2.3, p=0.04) (Fig. 1). The nadir
time in euglycemia occurred in a 16-year-old male par-
ticipant (Participant G), who remained in euglycemia
during only 4 h after receiving any of the starches (SMS
and UCCS). Four participants (B, D, E, I) remained in
euglycemia during all the monitoring period (10 h) irre-
spective from the starch received. One participant fasted
for 10 h after receiving SMS but not UCCS (Participant
A). Under use of SMS, two patients (H and J) presented
somnolence and fatigue, respectively, and had their tests
interrupted at 7 h after the starch loading.

The SMS maintained euglycemia for a longer period
(ANOVA, p=004) and no carry-over effect was
observed. In comparison to SMS, which had a more
stable glycemic profile in the first 6 h after the load, the
UCCS induced medians greater than 6.0 mmol/L in times
T1 and T2, with the identification of glycemic peaks
(Fig. 2A). All participants displayed similar lactate con-
centrations throughout the study evaluation (ANOVA,
p=017) and no carry-over effect was observed. An
increase in lactate concentration was found even in the
absence of hypoglycemia (Fig. 2B).

A carry-over effect was observed exclusively for the
insulin levels regardless of the starch (p=0.03).
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Fig.1 Kaplan Meier curve indicating test durations for each starch
load performed (n=11). UCCS: uncooked comstarch and SMS: sweet
maniac starch

Biochemical data of the participants (total cholesterol,
HDL, triglycerides, and uric acid levels) are summarized
in Table 2. No significant difference was found in these
values when comparing both starches.

Safety

None of the participants displayed serious adverse
events. Mild hypoglycemia-related fatigue was reported
in 3/11 participants when treated with UCCS and two
under SMS. Two anxiety episodes were also reported in
2 participants treated with UCCS, which were clinically
managed without need for medication. One participant
displayed anxiety and tachycardia symptoms and stopped
the daily protocol because of low levels of capillary blood
glucose.

Eight participants (A, C, D, E, G, H, and K) presented
high lactate levels (=5 mmol/L) during the protocol.
Among these patients, five presented lactate elevation
exclusively under SMS, one exclusively under UCCS and
two under both starches’ ingestion.

No gastrointestinal symptoms were reported and none
of the participants discontinued the trial.

Discussion

This randomized, triple-blinded pilot study revealed that
SMS maintained blood glucose concentrations within the
normal range for a longer period than the UCCS.

Page 4of 10

The advent of UCCS treatment brought many benefits
to hepatic GSD patients. However, similar to all alterna-
tive dietary treatment for GSDs, adverse effects were also
reported, including interrupted sleep for treatment, anxi-
ety, exhaustion, risk of delayed administration [14] and
food intolerance [15].

The negative impact of conservative treatment with
UCCS has been causing concerns among health care pro-
fessionals, patients and their families. This became clear
with the publication of the consensus on research priori-
ties for hepatic GSD, where one of the 11 cited items was
“How can existing cornstarch preparations be modified
or alternative treatments be implemented that are easier
to administer and/or keep blood sugar levels more stable
for patients with liver GSD?" [16]. To avoid these adverse
effects, a modified experimental starch was proposed
(the modified cornstarch, WMHM20) [10]. The authors
concluded that the use of WMHMZ20 resulted in a longer
duration of euglycemia and better short-term metabolic
control. Subsequent studies proved its efficacy and safety
[17, 18].

New products for assisting the nutritional management
of hepatic GSDs have been consistently investigated. In
1986, Sidbury et al. [19] compared the effects of differ-
ent raw starches, including arrowroot and tapioca, typi-
cal roots from South America. The authors have reported
distinct patterns of starches absorption. In fact, both
arrowroot and tapioca were less hydrolyzed than UCCS.
However, UCCS was more efficient in maintaining eugly-
cemia in patients with GSD Ia.

An in vitro study using a dynamic model of the gas-
trointestinal tract-1 (TIM-1) have demonstrated that the
use of SMS resulted in a less rapidly available glucose in
the glycemic index method and a higher resistant starch
value. In addition, SMS led to a slower glucose release
and minimal possible amount of indigestible material
compared to UCCS. After 3 h of starches administra-
tion, only 55.5% the amount of SMS was digested while
nearly 70% of UCCS was already digested [13]. The amyl-
ose/amylopectin ratio was also determined, reflecting
the starch influence on the rate and the extent digestion.
SMS presented a higher amount of amylopectin than
UCCS, but not in sufficient amounts to fully explain the
difference in digestibility [12].

In the present study, the SMS presented a more sta-
ble glycemic profile in the first 6 h and the intervention
maintained glycemia within the recommended treat-
ment interval described in guidelines. In patients with
GSD, the amount and the quality of the ingested carbo-
hydrates demand to be controlled in order to avoid hypo-
glycemia during fasting and increased levels of lactate,
triglycerides and hepatomegaly. According to experts, the
management of GSD should include small and frequent

31



Monteiro et al. Orphanet JRare Dis ~ (2021) 16:254 Page 5 of 10

(A)
10,00
00— *
0
< 6004 o
E
E o o
e g
wn
] * ! o ‘
ﬁ 4,007 * i
U]
o
2,004
0,007 *
i T T T T T T ol T T T
0 1 2 3 4 5 8 7 8 g 10 Test
Time (hours) Huccs
Esvs
(B) 10,0
*
80
*
=
B 60 o
E o o
£ o
o
E
G 40 !
©
-
R
20 o
& 8
]
0 i 2 3 4 5 6 1 8 g 10
Time (hours)
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Table 2 Baseline and final levels of total cholesterol and fractions, triglycerides and uric acid(n=11)
Baseline (Mean +5D) Final (Mean 4-5D) Treatment
effect
Before UCCS Before SMS After UCCS After SMS )
TC (mg/dL) 221.7+64.0 21924500 234941352 2005+£558 0.77
TG (mg/dL) 589845050 50362436 456642729 457.14+2163 0.14
HDL (mgde] 320+86 31270 312491 31.1£9.1 0.62
UA(mgf'dL] 78L£1.0 FEES R 84413 81412 058

UCCS: uncooked cornstarch; SMS: sweet manioc starch; SD: standard deviation; TC: total cholesterol (<200 mg/dL); TG: triglycerides (< 150 mg/dL); HDL: high density

lipoprotein (> 35 mg/dL); UA: uric acid (3.4-7 mg/dL)

meals, favoring the complex carbohydrates over the sim-
ple carbohydrates [8]. This recommendation is based
on the biochemical and nutritional properties of car-
bohydrates, which can critically determine the rate and
extent of digestion and absorption in the small intestine.
The greater is the release of glucose in the small intes-
tine, the higher is the glucose blood bioavailability which
favors the formation of glycogen. In general, granular
starches with higher amylose content are more resistant
to digestion, while greater amounts of amylopectin tend
to be more easily digested. Other extrinsic aspects may
also influence the starches digestion, such as its natural
source, the granular structure, the degree of isolation as
well as its processing and refinement [20].

Cassava starch consists of 80% amylopectin and
17-20% amylose [11]. Proportional amounts were found
by Nalin et al. [11] in three Brazilian batch production.
Additionally, SMS is constituted by approximately 170 g/
kg of sucrose, trace amounts of fructose [10], with simple
carbohydrates representing only 1 to 3% of the product
[21]. Further analyses regarding the detailed composition
of the studied starches are warranted.

The increased amylose/amylopectin ratio in SMS is
associated with slow release of glucose and the mainte-
nance of a prolonged euglycemia, thus constituting a
promising alternative in the treatment of glycogen stor-
age disorders, especially in Brazil, where access to slow-
release starch is restricted to some patients. However, we
also found an increased concentration of lactate irrespec-
tive from the starch, likely associated with the duration of
fasting. Additional studies are necessary to identify pos-
sible starch components involved in hyperlactatemia.

The increased plasma lactate levels (>2.2 mmol/L)
verified in all patients even during euglycemia period
deserves further investigation. As Go6Pase also cata-
lyzes one important step in gluconeogenesis [4] and
this metabolic pathway is underactivated during eug-
lycemia, the increased lactate levels may not be related

to the gluconeogenesis. Hypothetically, such increased
lactate concentrations could be directly associated with
the metabolism of fructose or other sugars. The prepa-
ration of SMS using different cassava species, process-
ing techniques of a mixture of brands could be employed
in future trials. It also should be highlighted that four
participants presented with high lactate levels and ten
participants have displayed hypertriglyceridemia at the
baseline evaluation, suggesting a previous poor metabolic
control.

The main limitations of the present study are its short-
term duration and that the evaluated dosages of the
starches were distinct from that used in the pre-trial
period.

Conclusions

This study demonstrated a longer duration of eugly-
cemia and greater stability of glucose levels in GSD Ia
patients who underwent a short-term intervention with
SMS, suggesting that this starch is a promising alterna-
tive in the treatment of this condition. Additional stud-
ies are warranted to understand the long-term effects of
the administration of SMS and to identify possible starch
components involved in hyperlactatemia.

Methods

Study design

This was a randomized, triple-blinded, phase I/II crosso-
ver study designed to evaluate the safety and efficacy of
SMS in comparison to UCCS in preventing the hypo-
glycemia associated with GSD Ia. Participants were ran-
domly assigned to groups receiving distinct starches. The
principal investigators, the participants and the statisti-
cian were blind to the type of starch received. Only the
researcher responsible for randomization and the study
dietitian who dispensed study starches were not blinded
to the type of starch administered. The study protocol
included a hospitalization for two consecutive days and
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nights. At the time of hospital admission, anamnesis
and physical examination (including weight and height
assessment) were performed. All participants remained
under their usual dietary treatment for GSD Ia during
the day 1. The same dinner meal was served at 6 pm for
all participants. At 10 pm, distinct randomized starches
were orally administered. Patients remained with a per-
manent peripheral saline catheter, without any continu-
ous infusion and without mobility restrictions.

Peripheral blood samples were collected at 10 pm
(basal evaluation) to determine glucose, lactate, insulin,
triglycerides, total cholesterol and HDL fraction and uric
acid levels. Subsequently, the participants ingested 100 g
of starch (UCCS or SMS) diluted in 200 mL of drink-
able water. Blood samples were collected in a 1 h-inter-
val following starch administration and the vital signs
were checked. No additional food or beverages (water
excepted) ingestion were allowed.

The fasting was interrupted at 8 am. The participants
were allowed to follow their usual dietary treatment until
10 pm. After a standardized meal for dinner with an aver-
age of 50 g of carbohydrates, the participants received
the switched starch, and the same evaluations were per-
formed on the second night. The only modification was
the type of starch administered (Fig. 3).

In case of hypoglycemia (blood glucose less than
3.88 mmol/L or 70 mg/dL) or symptoms of hypoglyce-
mia, the fasting was discontinued immediately, and the
participant received 10 g of glucose closely with the meal.

Participants
To be eligible, participants should have clinical and
genetic diagnosis of GSD Ia, be > 16 years old, and be
under UCCS therapy. All participants were seen at the
Metabolic Disorders Clinics of Hospital das Clinicas in
Porto Alegre, Brazil. Demographic data and clinical vari-
ables were retrieved from participants’ medical records.
Participants received an anonymous reference number
and were randomly assigned to receive SMS or UCCS
in the first night of the study (Fig. 3). The starches were
manufactured in accordance with the Brazilian stand-
ardized techniques for food quality and inspection.
Physicians and dietitians planned a safe fasting for each
participant before starting the trials.

Tested products

Both starch samples were produced in Brazil (SMS
from Fritz & Frida® and UCCS from Maizena®), simi-
larly to the previous study of Nalin et al. [12]. All starch
doses were administered as 100 g of raw powder diluted
in 200 mL of water at room temperature as preconized
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for dietary treatment in GSD Ia. The high dose of starch
(100 g) was determined in accordance with previous lit-
erature [18]. During the experimental procedures, both
starches were stored in identical containers numbered
in accordance with the randomization sequences by the
study dietitian. The starches nutrition information is pro-
vided in Table 3.

Randomization

Randomization was performed using an online soft-
ware (www.randomization.com) by a researcher who
was unaware of obtained clinical records. Blind data
were maintained to all study personnel until the conclu-
sion of statistical analysis, except for the study dietitian
who prepared the starches doses for the participants.
The researcher responsible for randomization and the
study dietitian who dispensed study starches were not
present in the tests and had no contact with the enrolled
participants.

Biochemical blood evaluation

Blood analysis was performed as follow: glucose (hexoki-
nase colorimetric assay); lactate (colorimetric assay,
normal range values (NRV): 0.5-2.2 mmol/L), insulin
(chemiluminescent microparticle immunoassay, NRV:
1.4-14 pUI/mL), total cholesterol (enzymatic colorimet-
ric assay, NRV: <200 mg/dL), HDL cholesterol (homo-
geneous enzymatic colorimetric method, NRV: >35 mg/
dL), triglycerides (enzymatic colorimetric method, NRV:
<150 mg/dL) and uric acid (enzymatic colorimetric assay,
NRV: 3.4-7 mg/dL). All analyses were performed by
using a Cobas c702 analyzer and commercial kits. Insulin
evaluation was performed using a Ci4100 analyzer. The
plasma was frozen for 15 min after collection and then
used in insulin evaluation.

Study outcomes

The maintenance of euglycemia (blood glucose
> 3.88 mmol/L) was the primary endpoint of the study.
The impact of dietary treatment on plasma lactate was
considered a secondary endpoint.

Statistical analysis

Categorical variables were represented as frequencies
and percentages and continuous variables were pre-
sented as means and/or medians, standard deviation, and
percentiles. The main data were analyzed as proposed
by Altman (1991), which investigated period effects,
treatment-by-period interactions, and treatment effects.
The level of significance was established at 5% (p<0.05).
Analysis of variance (ANOVA) was used to compare the
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Table 3 Starch nutrition facts

Nutrition Facts Uccs SMS
Portion (g} 20 20
Energy (kcal) 70 70
Protein (g) 0 o]
Fat(g)

Carbohydrate (g) 17 17
Fiber (g) 0 0

UCCS uncooked comstarch, SMS sweet manioc starch. Information provided by
food brand owners in label data

results and data were analyzed using the software SPSS
v.18 and Stata V.
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5. Conclusao

Objetivo especifico 1- Avaliar a eficacia e seguranga da administragdo de PD em
pacientes com GSD la: A eficacia da administragdo do PD foi observada com a
maior duracdo da euglicemia e maior estabilidade dos niveis de glicose. A
seguranca foi demostrada pela auséncia de eventos adversos graves, necessidade
de interrupcdo ou desisténcia durante o ensaio clinico, e apesar do quadro

hiperlactatemia severa (25mmol/L) apresentado na vigéncia de ambos os testes.

Objetivo especifico 2- Comparar a resposta glicémica e marcadores de metabdlitos
secundarios (lactato, insulina, triglicerideos, acido urico, colesterol total e HDL-
colesterol), associados ao uso da terapia tradicional (AMC) e da nova terapia
proposta (PD) em pacientes com GSD la: Quanto a resposta glicémica, apos a
administracdo do PD os valores se mantiveram em niveis desejaveis (>70 e
<100mg/dL) por mais tempo com o PD, sem apresentar picos glicémicos,
demonstrando sua superioridade ou no minimo sua equivaléncia ao tratamento
tradicional. Nao houve diferenga estatisticamente significante nos niveis séricos

dos metabalitos secundarios na vigéncia de ambas as intervengdes.

Objetivo especifico 3- Analisar o teor de umidade, proteinas, lipideos, agucares,
amilose e amilopectina de amostras de PD e AMC: Os amidos analisados
apresentavam apenas tragcos de proteinas e lipidios, conforme o esperado.
Acucares foram detectados e quantificados nos produtos utilizados no ensaio
clinico, confirmando a hipétese prévia. O teor de amilopectina das amostras de PD

sdo maiores que das AMC.
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ser realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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- Os pesquisadores vinculados ao projeto néo participaram de qualquer etapa do processo de avaligio de
seus projetos.
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de Pesquisa e Pos-Graduagéo (GPPG)
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ANEXO 2—- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Abordagem inovadora no tratamento das Glicogenoses Hepaticas:

um estudo baseado no uso de Polvilho Doce Cru

Pesquisador Responsavel: Prof. Dra. Ida Vanessa Doederlein Schwartz.
Servico de Genética Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Rua
Ramiro Barcelos, 2350. Porto Alegre-RS. Telefone (51) 3359.8011.

Prezado participante (ou responsavel),

Gostariamos de convida-lo para participar de um estudo sobre a avaliagao
da eficacia e seguranca da utilizacdo do polvilho doce cru no tratamento de

pacientes com Glicogenoses hepaticas.

A Glicogenose Hepatica € uma doenca hereditaria causada por falta de uma
enzima do figado, dependendo do tipo de Glicogenose, diferentes enzimas estao
faltando. Quando ndo temos uma dessas enzimas, e temos entédo Glicogenose, nas
situagdes em que ficamos em jejum, ndo conseguimos manter o agucar do sangue
normal. O agucar baixo no sangue pode provocar diversos sintomas, tais como:
tremores, suor frio, cansaco, sonoléncia, convulsao. O tratamento da Glicogenose
€ a alimentacdo frequente com alimentos que mantem os niveis de acgucar no

sangue elevados por mais tempo, como o amido de milho cru.

Neste estudo serdo utilizados polvilho doce da marca Fritz & Frida® e o
amido de milho da marca Maizena®, ambos de origem brasileira, os quais foram
analisados no estudo anterior da equipe no modelo gastrointestinal artificial. Nesse
estudo o uso do polvilho doce apresentou resultados promissores. Os mesmos

serao fornecidos da forma crua, da mesma forma que o amido de milho é utilizado



atualmente no seu tratamento. Frisa-se que este estudo € de iniciativa do
pesquisador, e que, até 0 momento, ndo possui apoio das industrias envolvidas na

producgao do polvilho doce ou da Maizena®.

As doses administradas aos pacientes serao de 100g de amido diluidos em

200mL de agua em temperatura ambiente.

Para realizagdo do estudo, os pacientes permanecerdao duas noites
consecutivas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre no Centro de Pesquisa Clinica
(CPC). Os pacientes permanecerdo em sua dieta normal até a administragdo dos

amidos as 22 horas.

Antes da realizagado dos testes, todos os pacientes receberdo um jantar
padronizado. Para realizagéo do teste, as 22h sera realizada coleta de sangue para
determinacao de glicose, lactato, insulina, triglicerideos, colesterol total e HDL e
acido urico, apoés isso o paciente ira ingerir 100 g de amido (amido de milho ou
polvilho doce, determinado por randomizacéao prévia) diluido em 200mL de agua.
Em sequencia, glicose, lactato e insulina serdo mensurados a cada hora até o
momento que o paciente apresentar valor de glicose sérica inferior a 70mg/dL ou
apods o paciente permanecer 10h em jejum. Apds, o paciente retornara a sua dieta

usual até o proximo teste as 22 horas.

Os mesmos procedimentos serdo realizados na segunda noite, a unica
mudanca sera o amido utilizado, sendo que se o paciente ingeriu amido de milho
cru na primeira noite, na noite seguinte 0 mesmo ira ingerir o polvilho doce, e vice-

versa.

Se o paciente apresentar hipoglicemia durante o estudo, o0 mesmo sera
interrompido e serao fornecidos 10 gramas de glicose, juntamente com um lanche.
O café da manha sera consumido as 8 horas e entdo o paciente entrara no seu
regime de dieta normal até o proximo teste as 22 horas, no caso de ser a primeira

noite, ou seguira sua dieta usual ao final da segunda noite.

Para a seguranga dos pacientes os sinais vitais como frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratoria e temperatura axilar, serao monitorados antes da

ingestdo do amido e, no minimo, a cada hora. A monitorizagdo de glicose sera



realizada, juntamente ao leito, através de glicosimetro (a cada hora). O
monitoramento sera realizado até no maximo 10 horas, contudo os seguintes
achados irdo resultar em uma parada antecipada do experimento: Glicose
plasmatica abaixo de 70 mg/dL e sintomas de hipoglicemia como tremores e

sudorese.

Uma vez que nenhum dos critérios acima seja observado, o café da manha
sera servido, ndo passando das 8 horas da manha. A partir dai o paciente retornara
a sua dieta usual, com refei¢cdes e uso de amido de milho cru, na dosagem prescrita,
até o horario marcado para a proxima dose do amido em estudo ou para retorno a

dieta usual ao final da segunda noite.

Durante as duas noites de experimento um profissional da enfermagem
ficara acompanhando o paciente e, além disso, um médico ficara a disposi¢ao para

ser contatado a qualquer momento.

Além disso, serao coletadas também amostras de sangue e urina no inicio
de no final de cada uma das noites do estudo, para verificar se o paciente apresenta
dano tecidual. Assim sera possivel avaliar se pacientes com Glicogenose

apresentam lesdes nas células do corpo.

RISCOS E BENEFICIOS

Os risco relacionados a participacédo séo de dor no local da puncgio venosa,
desconforto relacionado a troca da dieta habitual, desconforto pelo mudancga na
rotina de sono e possivel hipoglicemia, esta se ocorrer sera revertida pela

administracao de glicose.

Os beneficios relacionados a este estudo sao de aprimoramento do
conhecimento acerca do melhor e mais eficaz tratamento para os pacientes com

Glicogenose Hepatica.



DUVIDAS

Se vocé tiver alguma duvida em relagao a pesquisa, deve contatar a
Dra. Ida Vanessa Doederlein Schwartz, telefone (51) 3359 8011, no Servigo de
Genética Médica do HCPA. Além disso, vocé pode entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa do HCPA, através do telefone (51) 3359 7640 localizado no
segundo andar do HCPA, cujo horario de funcionamento € das 8h as 17h de

segunda a sexta-feira.

RECUSA OU DESCONTINUAGAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO

Sua participagao no estudo € voluntaria. Se vocé decidir ndo participar
do estudo, isto ndo afetara em nada o seu tratamento no HCPA. A sua participacao
pode ser interrompida a qualquer momento por vocé mesmo(a). Em qualquer caso,
vocé nao sera penalizado e nado havera a necessidade de justificar a sua decisao.
A concordancia ou a nao concordancia em participar ndo ira alterar o tratamento ja

estabelecido para vocé ou para o seu familiar.

CONFIDENCIALIDADE DAS INFORMAGOES

As informagdes dessa pesquisa serdo mantidas em sigilo, sendo
apenas utilizadas de forma cientifica, e sem identificacdo de seu nome quando
publicados os resultados. Caso alguma informagao derivada desse estudo for

importante a vocé, todo esforgo sera realizado para informa-lo.

Pelo presente termo, vocé declara que foi informado (a), de forma
clara e detalhada, sobre a presente pesquisa, e que teve suas duvidas
esclarecidas. Declara ter sido esclarecido que nao recebera nenhuma remuneragao
financeira e que também nao tera nenhum custos por participar do estudo. Declara
que foi informado da garantia de receber resposta ou esclarecimento sobre a
pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de nao participar do estudo e da
possibilidade de desistir, em qualquer momento, da participacdo. Além disso,



declara que assinou duas vias deste consentimento, que uma delas ficou em seu

poder.

Data: [

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Nome do responsavel (se aplicavel):

Assinatura do responsavel (se aplicavel):

Data: / /

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:
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Brazilian Food Reference Guide for
Phenylalanine Content: A Study Based
on the Perception of PKU Patients and
Health Providers

Bruna B. dos Santos' (), Bibiana M. de Oliveira' (",

Vaneisse C. Lima Monteiro' (%, Soraia Poloni?, Tassia Tonon®
and Ida V. D. Schwartz" % *4

Abstract

The mainstay of management of phenylketonuria (PKU) is restriction of dietary phenylalanine (Phe) intake. The present study
sought to assess the perception and understanding of health care providers and lay users (patients/family members/caregivers)
regarding the national reference database for checking the Phe content of foods, provided by the Brazilian Health Regulatory Agency
(Anvisa), whose data are presented in the Table of Phenylalanine Content of Foods (TCFA-Anvisa) and recently in the Phenylalanine
Content of Foods Dashboard (PCCFA-Anvisa); and to identify factors which interfere with the usability of these resources.
Two online questionnaires, one for providers (n=33) and another for lay users (n=194), were used to collect sociodemographic
information, knowledge about dietary management of PKU, sources of information about the Phe content of foods, and perception
and understanding of the Anvisa tools. TCFA-Anvisa and PCCFA-Anvisa were not used as main sources of information by either
group. Among the participants who had used these tools (15 providers;35 lay users), most considered the PCCFA-Anvisa to be
superior or partially superior to the TCFA-Anvisa. The main limitations reported were related to layout and limited variety of
foods. We suggest that the limitations identified in this study be considered for future improvement of these resources.

Keywords
Inborn Errors of Metabolism, Phenylketonurias, Dietary Therapy.

development, while those diagnosed late and/or who do not
adhere to treatment are subject to severe neurological conditions,
including microcephaly, cognitive impairment, and epilepsy [5].

Introduction

Phenylketonuria (PKU} is an inborn error of metabolism
characterized by deficient activity of phenylalanine hydroxylase,
the enzyme which catalyzes conversion of phenylalanine (Phe)

into tyrosine (Tyr). As a result of this metabolic defect, plasma
Phe rises to toxic levels. Intake of this amino acid must thus be
restricted by patients [1].

The prevalence of PKU varies across populations. It is
influenced by genetic factors and by the effectiveness of neonatal
screening programs [2]. Its overall prevalence is estimated
at 1:10,000 live births worldwide [3]. In Brazil, according to
data from the Brazilian Society of Neonatal Screening survey
conducted in 18 states, the prevalence was 1:15,839 in 2001 and
1:24,780 in 2002 [4].

Patients who adhere to a Phe-restricted diet since shortly
after birth achieve normal intellectual and neurological
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ANEXO 5- APRESENTACAO ORAL PREMIADA COMO TERCEIRO LUGAR NA
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ANEXO 6- PARTICIPACAO COMO PALESTRANTE NO | SIMPOSIO DE DIETA
CETOGENICA EM DOENCAS GENETICAS

- I SIMPOSIO DE
dieta cetogénica
EM DOENGAS GENETICAS

CERTIFICADO

Certificamos que Vaneisse Monteiro ministrou a palestra com titulo "DESAFIOS DA
DIETA CETOGENICA POR VIA ORAL" no evento I Simpésio de Dieta Cetogénica em
Doengas Genéticas realizado dia 11/12/2021, de forma online.
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ANEXO 7- PARTICIPACAO COMO PALESTRANTE NO EVENTO ONLINE MPS
DAY

#MPS 20,1

CERTIFICADO

A Liga Académica de Doencas Raras confere o certificado a

Vaneisse Cristina Lima Monteiro

por sua apresentacdo na palestra intitulada "Atendimento Multidisciplinar nas Mucopolissacaridoses”
no evento online MPS Day 2021, transmitido pela plataforma digital Youtube.
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NDUFV1 mutations in complex | deficiency: Case reports and review

of symptoms

Vanessa Zanette! (0, Daniel do Valle?
Mara Lucia S. F. Santos?, Ricardo Lehtonen R. Souza'

, Bruno Augusto Telles?, Alan J. Robinson’, Vaneisse Monteiro® ),

and Cristiane Beninca'”

'Universidade Federal do Parana, Departamento de Genética, Laboratorio de Polimorfismos e Ligacdo,

Curitiba, PR, Brazil.

“Hospital Pequeno Principe, Divisdo de Neuropediatria, Curitiba, PR, Brazil.
University of Cambridge, Medical Research Council, Mitochondrial Biology Unit, Cambridge,

United Kingdom.

Abstract

Mitochondrial complex | (Cl) deficiency is the most commen oxidative phosphorylation disorder described. It shows
a wide range of phenotypes with poor correlation within genotypes. Herein we expand the clinics and genetics of Cl
deficiency in the brazilian population by reporting three patients with pathogenic (c.640G=>A, ¢.1268C>T, ¢.1207dupG)
and likely pathogenic (c.766C>T) variants in the NDUFVT gene. We show the mutation ¢.766C>T associated with
a childhood onset phenotype of hypotonia, muscle weakness, psychomotor regression, lethargy, dysphagia, and
strabismus. Additionally, this mutation was found to be associated with headaches and exercise intolerance in
adulthood. We also review reported pathogenic variants in NDUFV1 highlighting the wide phenotypic heterogeneity

in Cl deficiency.

Keywords: Leigh Syndrome, mitochondrial diseases, metabolic acidosis, encephalomyopathies.

Recerved: May 19, 2021; Accepted: August 18, 2021.

Introduction

Dysfunctions in complex I (NADH ubiquinone
dehydrogenase) (CI) represents a third of all early-onset
mitochondrial disorders and are genetically and clinically
diverse (Hirst, 2013). They are caused by mutations in
mitochondrial and nuclear genes, with climcal phenotypes
ranging from severe lactic acidosis and death in infants
to muscle weakness in adults. Five clinical groups were
associated with CI deficiency: Leigh syndrome, progressive
leukoencephalopathy, neonatal cardiomyopathy, severe
infantile lactic acidosis, and a miscellaneous group of
unspecified encephalomyopathies (Fassone and Rahman,
2012). Correlations between genotype and phenotype in
mitochondrial diseases are not fully understood and need
further exploration (Baertling et al., 2018)

CI 1s a protein complex composed of 44 different
subunits, seven of which are encoded by mitochondrial
DNA (mtDNA) and the remaining by nuclear DNA (nDNA)
(Hirst, 2013). CI catalyzes the oxidation of nicotinamide
adenine dinucleotide (NADH) in the mitochondrial matrix,
supplying electrons to complex I11 via reduction of coenzyme
Q. The electron flux through CI sustains the translocation of
four protons across the inner mitochondrial membrane, thus
contributing to the mitochondnal electrochemical potential. CI
is also an important source of reactive oxygen species (ROS) in

Send correspondence o Vanessa Zanette. Universidade Federal do
Parand, Departamento de Genética, Laboratdrio de Polimorfismos e
Ligacao, Av. Cel. Francisco H. dos Santos 100, 81530-000, Curitiba,
PR, Brazil. E-mail: vanessa.bioinfo @ gmail.com.

mitochondria, which causes cellular oxidative stress (Murphy,
2009). CI is subdivided into three modules: the electron input
(N) module, the electron output (Q) module, and the proton
translocations (P) module. The N module is composed of
subunits encoded by the genes NDUFVI, NDUFV2, and
NDUFS1 (Brandt, 2006). The NDUFV] gene (NG _013353.1)
is located on chromosome 11 and encodes the NADH-
ubiquinone oxidoreductase flavoprotein (NM_007103.4), a
hydrophilic polypeptide of 51 kDa, which oxidizes NADH
and is a major site of ROS production (Hirst, 2013; Varghese
et al., 2015)

In this report, we presented three patients with mutations
in the NDUFVI gene. The first patient is a compound
heterozygous for a missense mutation ¢.640G=A (p.Glu214Lys)
and a frameshift mutation ¢.1207dupG (p.Asp403Gly*fs), the
second is homozygous for a missense mutation ¢.1268C>T
(p-Thr423Met), and the third, combining the ¢.1268C=T
(p.Thr423Met) and a hkely pathogenic varnant ¢.766C>T
(p-Arg256Cys).

Methods

This work received the approval of the ethical standards
committee of the Federal University of Parana (CAAE:
84773818.2.0000.0102).

Total DNA was extracted from blood using the DNeasy
Kit ((nagen, Hilden, DE). Whole Exome Sequencing (WES)
was carried out using [llumma® 2000 HiSeq with Agilent
SureSelect Human All Exon V7 for the first two cases, and
Nextera® Exome Capture to third, the GRCh37 reference
genome and a GATK-based pipeline was used to call, filter
and annotate variants (Van der Auwera et al., 2013). After



ANEXO 10— ARTIGO PUBLICADO COMO COAUTORA DURANTE O PERIODO
DO DOUTORADO NO PERIODICO NEUROLOGY GENETICS

ARTICLE | OPEN ACCESS

Neurodevelopmental regression, severe
generalized dystonia, and metabolic acidosis
caused by POLR3A mutations
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Abstract

Objective
To expand the clinical phenotype of POLR3A mutations by assessing the functional conse-
quences of a missense and a splicing acceptor mutation.

Methods

We performed whole-exome sequencing for identification of likely pathogenic mutations in a
9-year-old female patient with severe generalized dystonia, metabolic acidosis, leukocytosis,
hypotonia, and dysphagia. Brain MRI showed basal ganglia atrophy and presence of lactate and
lipid peaks by {IH]-magnetic resonance spectroscopy. Expression levels of Pol I1I target genes
were measured by quantitative real-time (QRT)-PCR to study the pathogenicity of the biallelic
mutations in patient fibroblasts.

Results

The patient is a compound heterozygous for a novel missense ¢.3721G>A (p.Vall241Met) and
the splicing region ¢.1771-6C>G mutation in POLR3A, the gene coding for the catalytic subunit
of RNA polymerase III (Pol III). Aberrant splicing was observed for the ¢.1771-6C>G muta-
tion. Decreased RNA expression levels of Pol 111 targets (HNRNPH2, ubiquitin B, lacto-
transferrin, and HSP9OAA1) were observed in patient fibroblasts with rescue to normal levels
by overexpression of the wild-type protein but not by the p.Vall241Met variant.

Conclusions

Mutations in the POLR3A gene cause POLR3A-related hypomyelinating leukodystrophy with
or without oligodontia or hypogonadotropic hypogonadism (HLD7, OMIM: 607694) and
neonatal progeroid syndrome (OMIM: 264090), both with high phenotypic variability. We
demonstrated the pathogenicity of ¢.1771-6C>G and ¢.3721G>A mutations causing an early-
onset disorder. The phenotype of our patient expands the clinical presentation of POLR3A-
related mutations and suggests a new classification that we propose designating as Neuro-
developmental Disorder with Regression, Abnormal Movements, and Increased Lactate.

From the Medical Research Council—Mitochondrial Biology Unit (AR., M., AJ.R. C.B. M.Z), University of Cambridge, United Kingdom; Department of Genetics (V.Z., RLRS. CB).
Federal University of Parana—UFPR; and Neuropediatric Division (V.M., M.L5.F5, D.V., BAT.), Hospital Pequeno Principe, Curitiba, Brazil.

The Article Processing Charge was funded by Medical Research Council of UK.
Go to Neurology.org/NG for full discosures. Funding information is provided at the end of the article.

This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License 4.0 (CC BY), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any
medium, provided the original work is properly cited,

Copyright © 2020 The Author(s). Published by Wolters Kluwer Health, Inc. on behalf of the American Academy of Neurology. 1
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ANEXO 13- PARTICIPACAO COMO PALESTRANTE NO | CURSO DE MANEJO
DIETETICO EM DOENCAS GENETICAS METABOLICAS

CERTIFICADO

| CURSO DE MANEJO DIETETICO
EM DOENCAS GENETICAS
METABOLICAS

Certificamos que Vaneisse Cristina Lima Monteiro ministrou a palestra
intitulada "ATUACAO DO NUTRICIONISTA NAS DOENCAS  DE
DEPOSITO LISOSSOMICO: MUCOPOLISSACARIDOSES" no dia 13 de
Dezembro de 2019 no I Curso de Manejo Dietético em Doengas
Genéticas Metabélica realizado pelo Laboratério de Erros Inatos do
Metabolismo da Universidade Federal do Para (LEIM/UFPA).
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Certificamos que Vaneisse Cristina Lima Monteiro ministrou a palestra
intitulada ~ "MANEJO  DIETETICO EM  PACIENTES COM
AMINOACIDOPATIAS" no dia 13 de Dezembro de 2019 no I Curso de
Manejo Dietético em Doengas Genéticas Metabdlica realizado pelo
Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo da Universidade Federal do
Para (LEIM/UFPA).
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ANEXO 14— PARTICIPACAO EM COMISSAO ORGANIZADORA NA 52
CONFERENCIA INTERNACIONAL GSD (IGSD2019)
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Sth Intemational Glyeogen
Storage Dissases Conference

CERTIFICATE

This is to certify that VANEISSE CRISTINA LIMA MONTEIRO has participated
as an ORGANIZER in the 5th International Glycogen Storage Diseases
Conference, held in Porto Alegre, Brazil, from November 14 to 16, 2019,
completing 27 hours of activities.
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