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_Resumo

As doengas lisossomais de sobrecarga (DLS) sé@o um grupo de cerca de 70
doengas hereditarias do metabolismo. A sua apresentagao clinica & muito
heterogénea, variando desde formas pré-natais, até apresentagoes infantis
ou na idade adulta, sendo frequente a presenca de atraso psicomotor e
neurodegeneracao progressiva. Nas DLS, um diagnostico molecular preciso
é muito importante dado que novas terapias tém sido desenvolvidas e se
encontram disponiveis. Para a maioria destas doengas o diagndstico é dificil
devido a consideravel heterogeneidade clinica e a sobreposicao de sintomas
com outras doengas, podendo os doentes permanecer sem diagnostico du-
rante décadas. A sequenciagao de nova geracédo (NGS), sendo a tecnologia
de sequenciagdo mais avangada no momento, torna-se uma metodologia
essencial num laboratério dedicado ao diagnéstico de doengas metabolicas,
incluindo as DLS. Desde o inicio de 2017, foram incluidos neste projeto 18
doentes com suspeita clinica de DLS, tendo sido esclarecida a etiologia mo-
lecular em 39% (7/18). Este estudo contribuiu assim para alargar o espectro
mutacional das DLS, permitindo o aconselhamento genético aos familiares,
oferecer diagnostico pré-natal molecular e selecionar a abordagem terapéu-
tica mais adequada.

_Abstract

Lysosomal storage disorders (LSD) are a group of approximately 70 inher-
ited metabolic disorders, characterized by a broad clinical spectrum with
respect to severity of symptoms, progression and age of onset. The mo-
lecular diagnosis is very important once new therapeutic solutions are
emerging but using traditional approaches the diagnosis can be time con-
suming, since the patients present overlapping symptoms and several
genes have to be tested. Next generation sequencing (NGS) is an essen-
tial methodology for the diagnosis of metabolic diseases, namely LSD.
Since 2017, we have studied 18 patients with a clinical suspicion of LSD
and we were able to find the disease-causing mutation in 39% (7/18). This
project contributed to expand the mutational spectrum in the etiology of
these disorders and, most important to provide a molecular diagnosis and
prenatal counseling to the affected families. In some cases it has allowed
health professionals/phisicians to provide the access to therapy.

_Introdugéo

As doencas lisossomais de sobrecarga (DLS) formam um
grupo de cerca de 70 doencas metabdlicas (1) com uma pre-
valéncia aproximada a nivel mundial que pode atingir 1:5000
nados-vivos quando todas as DLS s&o consideradas (2). Na
populacado portuguesa a prevaléncia das DLS no seu conjun-
to é cerca de 1:4000 recém-nascidos (3). Estas patologias
caracterizam-se, a nivel primario, pela acumulacao no lisos-
soma de substratos ndo degradados ou parcialmente degra-
dados, e, posteriormente, pela lesdo de outros organelos (1),
culminando em disfuncéo tecidular e orgénica generalizada.
Os defeitos ocorrem em genes que codificam para proteinas
lisossomais membranares e solUveis, para proteinas ativado-
ras e também para proteinas nédo lisossomais (residentes no
reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi) (4).

As DLS tém uma apresentagao clinica muito heterogénea tanto
no que diz respeito a complexidade e variedade dos sintomas
como a idade de aparecimento dos primeiros sintomas, situa-
¢édo que depende da atividade residual da enzima afetada, das
propriedades bioquimicas do material armazenado e ainda
do tipo de células onde maioritariamente ocorre a sobrecarga
(1.5), Os sinais clinicos mais frequentes sao alteragdes neurolo-
gicas, oculares, 6sseas, cardiovasculares, cutaneas, hemato-
l6gicas, organomegalia e dismorfia facial ().

O numero de terapias disponiveis nos Uultimos anos tem
aumentado consideravelmente, estando de momento disponi-
veis abordagens terapéuticas para dez doencas (7). A maioria
destas abordagens é de terapia de substituicdo enzimatica,
mas também existem terapias de redugao de substrato e tera-
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pias de chaperone. Em alguns casos o transplante de células
estaminais hematopoiéticas é também possivel. Atualmente,
estdo em desenvolvimento abordagens de terapias génica e
outras abordagens moleculares inovadoras (7). No entanto,
a eficacia de muitas terapias é limitada porque os tratamen-
tos sdo geralmente iniciados quando o doente apresenta sin-
tomas, o que significa que as alteragbes nos érgaos-alvo ja
ocorreram. Para contornar esta situagao, é essencial que o
diagnéstico molecular seja efetuado o mais precocemente
possivel (8). E também muito importante conhecer o defeito
molecular para saber se outros familiares tém a mutagéo ou
mutagbes causais e, se aplicavel, poderem iniciar um trata-
mento.

_Objetivo

Desenvolver um fluxo de trabalho de sequenciacdo de nova
geracao (NGS) (painel de genes) para a identificagao das mu-
tagbes causais em doentes com quadro clinico de DLS, per-
mitindo num Unico teste a andlise simultanea de 96 genes
envolvidos em vias metabdlicas relacionadas com o lisosso-
ma e 0 peroxissoma com uma rapidez e um custo por analise
que as metodologias classicas nao permitem.

_Doentes e métodos

Entre 2017 e 2018 foram estudados 23 doentes, provenientes
de varios Centros Hospitalares do pais e ainda do Hospital
Farhat Hached - Sousse da Tunisia e do Hospital Amrita na
india. Estes doentes foram assinalados com suspeita clinica
e/ou parametros bioquimicos sugestivos de DLS. Para a pre-
paragdo das amostras foi utilizado DNA gendmico extraido
a partir de sangue periférico e foram seguidas as instrugdes
do fabricante para painéis customizados (SureSelect QXT
da Agilent). A anélise foi realizada num sequenciador MiSeq
(Numina), adquirido através do projeto de investigacao do
NORTE 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-000014 DESVENDAR
“DEScobrir, VENcer as Doencas rARas”). Os resultados foram
analisados com programas ja otimizados para esta tecnolo-
gia de NGS (),
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As variantes previamente classificadas na literatura como
mutacOes patogénicas ou variantes novas com previsdes
in-silico sugestivas de patogenicidade, foram confirmadas
por sequenciacdo de Sanger. Quando disponiveis amostras
de outros membros da familia realizaram-se estudos de co-
segregacao. Para 3 doentes estdo a ser efetuados estudos
funcionais, de forma a clarificar o impacto das mutagdes
novas encontradas.

_Resultados

Apos a avaliagdo dos parametros de qualidade da corrida,
procedeu-se a analise dos resultados, tendo-se obtido uma
profundidade de leitura média de 261x por amostra. Foram
analisados 23 doentes, dos quais 5 foram incluidos como
controlos positivos para validar o painel de genes (a mutagao
causal ja era conhecida). Dos 18 doentes sem diagndstico
foram identificadas as mutacdes causadoras de doenca em
7 casos (figura 1), das quais 4 nao estavam descritas nas prin-
cipais bases de dados. A patogenicidade das mutacdes nao
descritas foi estudada numa primeira fase por pipelines bioin-
formaticas e os resultados foram consistentes.

Relativamente aos diagndsticos moleculares que nos foi pos-
sivel efetuar, o primeiro doente apresentava uma suspeita de
lipofuscinose cerodide neuronal (NCL), tendo sido encontrada
uma mutacao patogénica no gene MFSD8, o que corresponde
a uma variante infantil tardia da doenga - CLN7. O segundo
tinha uma suspeita de doencga de Krabbe e o terceiro apresen-
tava um quadro neuroldgico mas sem nenhuma suspeita do
tipo em particular, tendo-se identificado a mutacdo causal
em ambos 0s casos, nos genes GALC e GM2A, respetivamen-
te. Os restantes 4 doentes diagnosticados tinham uma sus-
peita clinica de Niemann-Pick (NP), de Beta-manosidose, de
Mucopolissacaridose tipo Ill (MPS Ill) e doenca de Gaucher.
A anélise molecular permitiu-nos a identificacdo de mutacdes
causais nos genes NPC1, MAN2B1, NAGLU e GBA e a reclas-
sificagdo de 3 doentes para NP tipo C, Alfa-manosidase e
MPS llIB (tabela 1).
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Figura 1: [ Representagdo esquematica do fluxo de trabalho de anélise das variantes obtidas no painel de NGS.
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Apéds aplicado o filtro de variantes, considerou-se 0 modo de hereditariedade, que no caso das DLS é recessivo
(autossomico ou heterossémico ligado ao X), e de seguida as mutagdes em homozigotia ou em heterozigotia composta
no mesmo gene, tendo-se obtido na maior parte dos casos analisados uma concordancia entre a mutagao supostamente
causal e 0 quadro clinico e/ou bioquimico do doente. Num dos casos, nao foi encontrada a mutagao causal e verificou-se
que num dos exdes a cobertura era quase nula, procedendo-se a sequenciagdo de Sanger de todo o exdo, o que
permitiu identificar uma delega@o de cinco pares de bases.

Hereditariedade
ligada ao X

Nenhuma variante detetada

Andlise da cobertura

Regides ndo cobertas —
Sequenciacao de Sanger

Tabela 1: [} Apresentagéo dos casos de DLS diagnosticados por NGS: identificagdo
da mutagéo causal para classificagdo mais precisa da doenga.

Diagnéstico clinico Gene Diagnéstico molecular
Lipofuscinose Cerdide MFSD8 CLN7
Neuronal Variante infantil tardia de NCL
Doenga de Krabbe GALC Doenca de Krabbe
Sem suspeita especifica GM2A
(quadro neurolégico indicativo de DLS) Gangliosidose GM2 variante AB
Niemann-Pick NPC1 Niemann-Pick tipo C
Beta-manosidose MAN2B1 Alfa-manosidose
Mucopolissacaridose NAGLU Mucopolissacaridose tipo I1IB
Doenca de Gaucher GBA Doenga de Gaucher
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_Discussao

A sequenciagao de larga escala € muito importante no diag-
nostico das DLS devido ao seu largo espectro fenotipico e so-
breposi¢ao de sintomas. Em especial, para 0s casos em que 0
diagndstico bioguimico nao esta disponivel ou quando existe
um grupo de doengas em que a clinica € muito semelhante
mas o gene afetado é diferente, como é o caso das NCL,
um subgrupo das DLS. Também no caso da Gangliosidose
GM2, as trés variantes da doenca sao muito semelhantes clini-
camente e o diagndstico bioguimico nao esta disponivel na
maior parte dos laboratérios. No entanto, esta plataforma de
NGS possibilitou o diagnéstico molecular da Gangliosidose
GM2A variante AB, que é uma variante com poucos casos
descritos a nivel mundial.

Em resumo, o presente estudo permitiu esclarecer a etiologia
molecular de 39% dos doentes estudados, valor que se apro-
xima do obtido noutros estudos (10:11).

Relativamente aos 11 doentes que permanecem sem diagnos-
tico molecular, ndo se pode excluir a presenca de mutacdes
nas regides intronicas (0 painel s6 cobre as regides intronicas
flanqueadoras), grandes delecoes ou insercées uma vez que
estas nao sao detetadas por esta técnica de NGS. De forma
a fazer o acompanhamento destes doentes, o plano a médio
prazo € incluir estes doentes num painel de genes mais alarga-
do (cerca de 200), bem como em estudos de sequenciagdo
do genoma Whole Exome Sequencing (WES), na tentativa de
identificar mutacdes exdnicas em novos genes.

_Conclusao

Na ultima década, o diagndstico molecular por NGS tem-se
revelado muito importante pois permite sequenciar um eleva-
do numero de genes de um modo mais rapido e econémico.
A transferéncia desta tecnologia da investigacédo para o diag-
nostico de rotina, na Unidade de Rastreio Neonatal, Metabo-
lismo e Genética do Departamento de Genética Humana do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, vai melho-
rar o diagnéstico das DLS, permitindo oferecer um aconselha-
mento genético e diagnostico pré-natal as familias afetadas.
Em determinados casos, pode também decidir se um doente
pode iniciar a terapia disponivel para 0 seu caso.
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