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Celebrar os cinquenta anos da Genética Humana no 

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge é revisitar 

uma trajetória alicerçada na visão, no pioneirismo e no 

compromisso com a saúde pública em Portugal. Foi em 

1975, num período de mudança e renovação, que se lançou 

a base de um percurso científico que viria a transformar 

profundamente a forma como se compreendem, diagnosticam 

e acompanham as doenças genéticas no país.

Ao longo destas cinco décadas, o Instituto acompanhou os 

avanços científ icos e tecnológicos que marcaram as últimas 

décadas, mantendo inalterada a sua missão essencial: 

colocar o conhecimento ao serviço das pessoas. Do 

diagnóstico pré-natal, neonatal e pós-natal ao longo da vida, 

à investigação em citogenética, molecular e bioquímica; da 

caracterização de doenças raras e genómicas à avaliação 

do impacto das interações gene-ambiente, cada etapa deste 

percurso do Departamento de Genética Humana espelha 

não apenas a inovação, mas também a dedicação, o rigor e 

o sentido de responsabilidade institucional.

Este número especial do Boletim Epidemiológico Observações 

constitui mais do que uma retrospetiva. Representa um 

testemunho vivo da relevância da genética humana no 

passado, um reconhecimento do impacto que assume no 

presente e uma projeção confiante para o futuro, no qual a 

investigação translacional, a colaboração internacional e a 

aposta em metodologias emergentes continuarão a produzir 

efeitos transformadores na vida de inúmeras pessoas e 

famílias.

O percurso aqui apresentado evidencia uma constante 

capacidade de adaptação e evolução, acompanhando os 

extraordinários avanços tecnológicos das últimas décadas. 

Do diagnóstico citogenético convencional às metodologias 

de alta resolução, da implementação pioneira do rastreio 

neonatal à integração da genómica funcional e da medicina 

personalizada, o Departamento de Genética Humana 

consolidou-se como uma referência nacional e internacional 

na área da genética médica e da saúde pública.

Assinalar este meio século é, sobretudo, prestar homenagem 

a todos aqueles que, com o seu trabalho, competência e 

visão, contribuíram para construir esta história e projetá-la no 

futuro.
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|Diagnóstico pré-natal: história, impacto e perspetivas futuras
Prenatal diagnosis: history, impact, and future prospects

Bárbara Marques; Hildeberto Correia

hi ldeber to.corre ia@insa.min-saude.pt

Unidade de Ci togenét ica. Depar tamento de Genét ica Humana, Inst i tuto Nacional de Saúde Doutor R icardo Jorge, L isboa, Por tugal
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      _Resumo

O diagnóstico pré-natal (DPN) engloba procedimentos destinados a avaliar a 

integridade estrutural e genética do feto, utilizando diferentes métodos com-

plementares de diagnóstico. Este trabalho apresenta a evolução histórica e a 

implementação do DPN genético em Portugal, com ênfase nos avanços tecno-

lógicos e nos resultados obtidos na Unidade de Citogenética do Departamento 

de Genética Humana (UCI-DGH), do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricar-

do Jorge (INSA), entre 1979 e junho de 2025.

Nesse período, foram analisadas 27464 amostras de líquido amniótico e vilo-

sidades coriónicas, com 1974 casos de anomalias cromossómicas: 1421 nu-

méricas e 553 estruturais. Foram ainda realizados, desde 2017, 5563 testes 

de rastreio pré-natal não invasivo (NIPS), tendo sido identificados 78 casos 

com risco aumentado para trissomia.

A progressiva implementação de metodologias de citogenética e citogenética 

molecular aumentou significativamente a precisão e rapidez do DPN genético. 

A transição de técnicas convencionais para abordagens moleculares de alta 

resolução - incluindo rastreios não invasivos - melhorou a taxa de deteção e 

reduziu a necessidade de procedimentos invasivos. Desde 1979, a UCI-DGH 

tem desempenhado um papel fundamental nesta área, contribuindo para a di-

minuição da mortalidade e morbilidade perinatal através de decisões clínicas 

mais informadas e aconselhamento genético eficaz.

      
      _Abstract

Prenatal diagnosis (PND) encompasses procedures designed to assess the 

structural and genetic integrity of the foetus, using dif ferent complementary 

diagnostic methods. This paper presents the historical evolution and imple-

mentation of genetic PND in Portugal, with an emphasis on technological 

advances and the results obtained at the National Institute of Health Doutor 

Ricardo Jorge (INSA), Cytogenetics Unit of the Department of Human 

Genetics, between 1979 and June 2025.

During this per iod, 27464 samples of amniotic f lu id and chorionic vi l l i were 

analyzed, with 1974 cases of chromosomal abnormal i t ies: 1421 numerical 

and 553 structural. Since 2017, 5563 non-invasive prenatal screening 

(NIPS) tests have been per formed, identi f y ing 78 cases with an increased 

r isk of tr isomy.

The progressive implementation of cytogenetic and molecular cytogenetic 

methodologies has signif icantly increased the accuracy and speed of gene-

tic PND. The transition from conventional techniques to high-resolution mo-

lecular approaches - including non-invasive screening - has improved the 

detection rate and reduced the need for invasive procedures. Since 1979, 

INSA has played a key role in this area, contributing to the reduction of 

perinatal mortal ity and morbidity through more informed clinical decisions 

and ef fective genetic counsell ing.

_Introdução

O diagnóstico pré-natal (DPN) engloba um conjunto de 

procedimentos destinados a avaliar a integridade morfológi-

ca e genética de um embrião ou feto, recorrendo a meios 

complementares de diagnóstico. A aplicação das técnicas 

de imagiologia, iniciada em 1958, e o seu aper feiçoamento 

ao longo dos anos permitem a deteção, não invasiva, de 

anomalias congénitas (AC) (1).

O diagnóstico pré-natal genético surgiu em 1966 e tem 

evoluído signif icativamente desde então. Paralelamente aos 

avanços nas técnicas invasivas de colheita de amostras 

fetais, os progressos nas áreas da citogenética e biologia 

molecular ampliaram a capacidade de diagnosticar doenças 

cromossómicas e monogénicas, permitindo a deteção de 

um maior número de alterações genéticas patogénicas. 

Atualmente, procedimentos como amniocentese e biopsia 

das vilosidades coriónicas (BVC) permitem o diagnóstico de 

quase todas as doenças genéticas conhecidas. Em casos 

com múltiplas anomalias, é possível realizar estudos por 

microarray cromossómico ou sequenciação do genoma ou 

do exoma, de forma a investigar a etiologia subjacente (2-4). 

Por sua vez, os métodos não invasivos de rastreio de DNA 

fetal l ivre (cfDNA) no sangue materno (NIPS), têm ganho des-

taque na deteção das aneuploidias mais comuns - tr issomias 

21, 18 e 13 (5) (figura 1).

_Diagnóstico prenatal e neonatal
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As AC afetam cerca de 3 a 6% das gravidezes, sendo muitas 

identif icadas ainda durante a gestação, nos exames ecográ-

f icos ou de rastreio (6). Nesse contexto, o DPN genético é 

fundamental, pois permite confirmar suspeitas ecográf icas 

/clínicas, planear intervenções pré e pós-natais, oferecer 

orientação reprodutiva e apoiar o aconselhamento genético 

ao casal, contribuindo para a redução da mortalidade e mor-

bil idade perinatais, assim como para a tomada de decisões 

devidamente fundamentada.

O Insti tuto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA), 

foi pioneiro em Por tugal ao real izar, em 1979, o pr imeiro 

car iótipo fetal, no então Laboratór io de Genética Humana 

(LGH). Este foi um marco relevante no campo do DPN, con-

sol idando o INSA como referência nacional no DPN citoge-

nético (f igura 2 ).

artigos breves_   n. 1

Figura 1:       Evolução das técnicas de citogenética e biologia molecular (abaixo da linha) e sua aplicação ao DPN (acima da linha).

Figura 2:       Primeiro cariótipo fetal, realizado na UCI, onde foi detetada a presença de três cromossomas 21, possibilitando assim o 

diagnóstico da primeira trissomia 21 em DPN.
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Durante as décadas de 1980 e 1990, o LGH evoluiu signif i-

cativamente, dando origem ao atual Departamento de Ge-

nética Humana (DGH), que inclui a Unidade de Citogenética 

(UCI). Este período foi caracterizado por importantes avan-

ços técnico-científ icos, nomeadamente a implementação de 

novos métodos de coloração cromossómica, como o ban-

deamento G, que permitiu uma análise mais detalhada dos 

cromossomas e facil itou a deteção de alterações estrutu-

rais. Em 1989, foi implementada a metodologia de Hibrida-

ção in situ Fluorescente (FISH), permitindo a visualização ao 

microscópio de sequências específ icas de ácidos nucleicos 

nos cromossomas. Com esta inovação, a UCI-DGH tornou-

-se o primeiro laboratório nacional a realizar o diagnóstico 

rápido de aneuploidias (DRA), com resultados em 24 a 48 

horas. Com o aumento da procura deste teste, foi necessá-

rio implementar metodologias com maior output, mantendo 

os tempos de resposta. Nesse sentido, em 2006 foi introdu-

zida a metodologia de Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplif ication (MLPA), substituída em 2012 pela Quantitative 

Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR), que col-

matou algumas l imitações da metodologia anterior.

Este avanço técnico-científ ico ocorreu simultaneamente com 

o aumento signif icativo da procura destes testes pelos Cen-

tros de Diagnóstico Pré-Natal (CDPN), refletindo uma maior 

sensibilização, tanto dos profissionais de saúde como da po-

pulação em geral, para a importância do rastreio pré-natal e 

do diagnóstico genético durante a gestação.

Como resultado da contínua evolução na área da genética, 

novas metodologias foram sendo implementadas, destacando-

-se o microarray híbrido de polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNParray), introduzido na UCI-DGH em 2013, e o NIPS (Non-

-Invasive Prenatal Screening Test), em 2017. O SNParray possi-

bilita uma análise de alta resolução de variações genéticas de 

número de cópia (CNV) e alterações de heterozigotia, aumen-

tando significativamente a frequência de deteção. Por se tratar 

de uma metodologia não invasiva, o NIPS revolucionou o DPN 

ao permitir o rastreio das aneuploidias mais comuns através da 

análise do DNA fetal livre circulante no sangue materno, a partir 

da 10.ª semana de gestação. Este apresenta uma sensibilidade 

e especificidade próximas de 100%, reduzindo a necessidade 

de procedimentos invasivos e melhorando significativamente a 

taxa de deteção destas aneuploidias.

A introdução destas metodologias no DPN permitiu diagnós-

ticos cada vez mais rápidos e precisos, além da deteção pre-

coce de condições genéticas no feto, contribuindo para um 

melhor acompanhamento das gestantes e para o desenvolvi-

mento de estratégias de prevenção mais ef icazes.

_Objetivo

Este trabalho apresenta a evolução histór ica e a implemen-

tação do diagnóstico pré-natal genético em Por tugal, com 

ênfase nos avanços tecnológicos e nos resultados obtidos 

na Unidade de Citogenética do Depar tamento de Genética 

Humana, do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 

Jorge, entre 1979 e junho de 2025.

_Resultados

Entre 1979 e junho de 2025, foram rececionadas 27464 amos-

tras de LA e BVC, provenientes de diversos CDPN de referên-

cia, para a realização de testes genéticos de diagnóstico, os 

quais, inicialmente, consistiam exclusivamente em cariótipo 

fetal. Com o tempo, foram sendo gradualmente implementa-

dos testes de citogenética molecular/citogenómica, os quais 

representam atualmente cerca de 95% das solicitações. 

Em 25490 das amostras (92,8%), foi observado um resulta-

do normal, sem alterações numéricas, estruturais ou CNVs. 

Entre as 1974 amostras com anomalia, 1421 apresentavam 

anomalias numéricas (72%) e 553 anomalias estruturais (28%). 

Relativamente ao NIPS, entre 2017 e junho de 2025, foram 

analisadas 5563 amostras, tendo sido detetado risco aumen-

tado em 78 (1,40%) (gráficos 1 e 2).

De forma a garantir o cumprimento dos padrões de qualidade 

exigidos, todos os testes realizados na UCI são submetidos, 

desde 1994, a programas de Avaliação Externa da Qualida-

de, tendo a UCI-DGH, demonstrado sempre um desempenho 

com classif icações entre Bom e Excelente.
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Gráfico 1:       Número de testes de DPN genético e NIPS realizados na UCI ao longo do tempo. 

O número de testes referentes a 2025 foi extrapolado a partir dos dados de janeiro a junho, inclusive (linha tracejada). Os testes de Hibridação in situ 

Fluorescente (FISH), Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) e Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR) foram 

realizados no âmbito do Diagnóstico Rápido de Aneuploidias (DRA), ao qual se seguiu teste de cariótipo ou SNParray. O NIPS, como teste de rasteio, 

não se encontra contabilizado no número total de amostras para DPN genético.

Gráfico 2:       Anomalias cromossómicas detetadas na UCI através das várias abordagens metodológicas implementadas. 
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_Discussão

Atualmente, a UCI-DGH realiza um conjunto de testes 

citogenéticos/citogenómicos, que incluem: cariótipo fetal, 

testes de diagnóstico das aneuploidias mais comuns, SNParray 

e NIPS, entre outros.

A análise do nosso universo de amostras revela um aumen-

to substancial dos testes pré-natais invasivos entre 1979 e 

2006, ref letindo não só os avanços tecnológicos signif icati-

vos no diagnóstico genético ao longo desse período, como 

também uma maior acessibil idade das gestantes aos servi-

ços de saúde. Para além disso, a recomendação clínica cres-

cente, impulsionada pela consciencialização dos benefícios 

do rastreio e diagnóstico precoce e pela evolução das prá-

ticas clínicas, contribuiu para o aumento da procura. Este 

aumento reforça a importância do DPN genético como uma 

ferramenta essencial para a deteção precoce de AC, contri-

buindo de forma signif icativa para a redução da mortalidade 

e morbilidade associadas. As AC representam atualmente 

a segunda causa de morte perinatal e infantil em Portugal, 

tendo ainda um impacto profundo na qualidade de vida dos 

doentes e das suas famílias.

A partir de 2006 observa-se uma tendência para um decrésci-

mo deste tipo de testes, resultante de vários fatores, de entre 

os quais se destaca, a normalização do rastreio ecográfico em 

gravidez de baixo risco (7), bem como o reconhecimento de 

que a idade materna, considerada isoladamente, não constitui 

um bom indicator de risco de trissomia 21. Podem ainda ter 

contribuído para esta tendência a implementação generaliza-

da do rastreio combinado (8) e o aumento da disponibilização 

deste tipo de testes. 

Os resultados obtidos na UCI-DGH mostram que as altera-

ções cromossómicas mais frequentes são numéricas (72%), 

em concordância com a literatura. A trissomia 21 foi a aneu-

ploidia mais comum (35,3%), seguida da trissomia 18 (14,1%). 

As aneuploidias de outros autossomas e dos cromossomas 

sexuais representaram 22,5% dos casos. As aneuploidias 

de outros autossomas estão frequentemente associadas a 

aborto espontâneo, morte fetal ou sobrevivência limitada 

devido a malformações, enquanto as dos cromossomas se-

xuais originam síndromes com variabilidade fenotípica e de-

senvolvimento geralmente normal. As alterações estruturais 

desequilibradas e as CNVs corresponderam a 13,6% dos 

casos, podendo afetar gravemente o desenvolvimento do 

feto e estar na origem de síndromes genéticas raras, com im-

pacto e risco de recorrência que variam conforme a natureza 

e localização da alteração.

O trabalho desenvolvido pela UCI-DGH, tanto ao nível do 

diagnóstico como do rastreio, tem contribuído para os bons 

resultados reportados ao longo dos anos relativamente à 

prevalência das AC na população portuguesa, conforme Re-

latório Nacional de Anomalias Congénitas, instrumento es-

tratégico na vigilância epidemiológica a nível nacional.

Por outro lado, a recente publicação da Orientação Técnica 

01/2024, de 1 de março de 2024 da Direção-Geral da Saúde, 

determina que o NIPS seja disponibilizado pelo INSA a todos 

os CDPN do Serviço Nacional de Saúde. O teste é acessível 

a grávidas com risco intermédio de aneuploidias no rastreio 

combinado do primeiro trimestre, com o objetivo de aumentar 

a acuidade do rastreio e reduzir o número de atos invasivos. 

Os dados disponíveis à data indicam que o NIPS contribui de 

forma significativa para uma redução de cerca de 70% dos 

procedimentos invasivos realizados (9), o que está em concor-

dância com a evolução do número e tipo de amostras rececio-

nadas na UCI-DGH.

Perspetivas para a próxima década

Na próxima década, o NIPS evoluirá do rastreio de aneuploi-

dias para incluir o rastreio/diagnóstico de alterações 

cromossómicas estruturais e variantes genéticas de doen-

ças monogénicas, tornando-se uma ferramenta mais abran-

gente. A integração da sequenciação genómica completa 

(NGS/WGS) permitirá diagnósticos mais precisos e rápidos, 

ampliando a deteção de doenças raras e complexas. A 

redução signif icativa nos custos dos testes genéticos com-

plexos democratizará o acesso ao diagnóstico, promovendo 

equidade nos cuidados materno-infantis. Neste âmbito, as 

parcerias internacionais serão essenciais para ampliar a 
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capacidade de diagnóstico e o acesso a tecnologias 

inovadoras. A inteligência ar tif icial e o big data melhorarão 

a análise dos dados genéticos, aumentando a precisão e 

personalização dos diagnósticos. O desenvolvimento de 

terapias in utero representa uma abordagem promissora 

para tratar doenças genéticas durante a gestação. Por f im, 

é de salientar a necessidade crucial de ampliar o quadro de 

especialistas em genética humana, na UCI-DGH, recrutando 

profissionais de diversas áreas, integrados numa carreira 

comum, para enfrentar os novos desafios emergentes na 

saúde materno-infantil.

Considerações éticas e desafios

Com o avanço da capacidade do diagnóstico genético, sur-

gem desaf ios éticos impor tantes, como a identi f icação de 

caracter ísticas genéticas não associadas a doenças, o que 

levanta questões sobre os l imites da intervenção genética 

e a seleção de caracter ísticas fenotípicas. É fundamental 

garantir que os casais, ao receber o resultado do teste 

genético relativo ao feto, tenham acesso a aconselhamento 

genético e apoio psicológico adequados, assegurando a 

compreensão dos resultados, das opções disponíveis e 

das implicações para a saúde e o desenvolvimento futuros 

da cr iança.

_Conclusão

O progresso do DPN genético na UCI, ao longo de 46 anos, 

ref lete uma trajetória marcada pela inovação e excelência. 

Desde a realização do primeiro cariótipo fetal, esta Unidade 

tem tido a capacidade de evoluir e adaptar-se aos avanços 

científ icos e tecnológicos incorporando novas metodologias, 

contribuindo de forma signif icativa para a melhoria da saúde 

materno-fetal em Portugal. Com os avanços previstos para a 

próxima década, a UCI-DGH encontra-se bem posicionada 

para continuar a l iderar esta área, mantendo um compromis-

so sólido com a ética, a equidade no acesso aos cuidados 

de saúde e a inovação científ ica.
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      _Resumo

A participação em programas de avaliação externa da qualidade (AEQ), com o 

apoio de uma (ou mais) entidade(s) externa(s), é um dos requisitos que os labo-

ratórios de genética médica devem ter sobre a gestão e controlo da qualidade 

das práticas laboratoriais. O principal objetivo dessa participação é minimizar 

as taxas de erro e proporcionar, tanto a doentes como a clínicos requisitantes, 

a garantia de que o diagnóstico laboratorial é efetuado de forma competente e 

produz resultados fiáveis e precisos. 

A Unidade de Citogenética do Departamento de Genética Humana do INSA 

participa em AEQ internacionais de Citogenética Clínica desde 1994, nomea-

damente na área do diagnóstico pré-natal de anomalias cromossómicas. esta 

participação regular envolveu desde o desempenho do laboratório, de acordo 

com padrões internacionalmente definidos, até à comparação do mesmo entre 

grupos de laboratórios internacionais. As avaliações incluíram uma componen-

te quantitativa (score numérico) e uma qualitativa (classificação global). 

O bom desempenho foi consistente, ao longo do período em estudo, com 

classificações entre Bom, Muito Bom e Excelente. As capacidades analíticas 

e de interpretação dos profissionais foram essenciais para as boas classifica-

ções e resultaram de um conhecimento profundo da etiologia das anomalias 

cromossómicas e cromossomopatias, bem como dos respetivos fatores de 

risco. Adicionalmente, o reconhecimento da qualidade científica dos profis-

sionais permitiu-nos contribuir para o desenho e definição das boas práticas 

internacionais atualmente em vigor nesta área científica.

A principal vantagem da participação regular nestes programas de AEQ inclui 

uma constante atualização e validação, bem como uma melhoria contínua nas 

abordagens analíticas, na forma de reportar os resultados dos testes e, conse-

quentemente, na qualidade global dos serviços prestados às utentes. 

      
      _Abstract

Ex terna l qual i t y assessment (EQA), suppor ted by one (or more) indepen-

dent provider(s), is a requi rement for c l in ica l laborator ies in te rms of 

qual i t y management and contro l. The main goal of par t ic ipat ing in an 

EQA is to min imize error rates and assure users and refer r ing physic ians 

that the laboratory is competent to provide resul ts and that these are 

accurate and re l iable. 

The Cytogenetics Unit of the Depar tment of Human Genetics of INSA 

has been par ticipating in international cl inical cy togenetics EQAs since 

1994, namely in prenatal diagnosis of chromosomal abnormal it ies. This 

par ticipation included the laboratory’s per formance against international ly 

set standards, as wel l as international inter laboratory comparisons. The 

assessments re l ied both on quantitative (numerical score) and on qual i tati-

ve components (global score).

Overa l l, our laboratory achieved consistent ly h igh per formances, ranging 

f rom Good, Very Good to Exce l lent c lassi f icat ions. The team’s analy t ica l 

and interpretat ion sk i l ls were essent ia l to achieve those per formances, 

and stem from a deep knowledge of both et io logy and r isk factors of 

chromosomal anomal ies and diseases.

Aditionally, the recognition of the high expertise of several team members 

al lowed us to co-coordinate, contribute, and bring for th the current interna-

tional best practice and guidelines in cl inical cytogenetics/cytogenomics.

The main advantage of our regular par t ic ipat ion in these EQAs inc ludes 

the constant update and va l idat ion, as we l l as cont inuous improvement 

in the laboratory’s analy t ica l approaches, in the repor t ing and, therefore 

in the overa l l qua l i t y of the heal th ser v ices provided.

_Introdução

A procura e disponibilização de testes genéticos na área da 

saúde tem aumentado nos últimos anos e é expectável que 

essa tendência se mantenha num futuro próximo. Dado que 

os testes genéticos são, geralmente, efetuados uma única vez 

na vida dos indivíduos, e podem também ter consequências 

na vida de vários familiares, é essencial garantir a qualidade 

no decurso das várias fases desses testes – fase pré-analítica, 

fase analítica e fase pós-analítica. Adicionalmente, é crucial 

que os testes efetuados, bem como os respetivos relatórios, 

sejam adequados aos casos específicos (1).

A Organização Mundial da Saúde define programa de Avalia-

ção Externa da Qualidade (AEQ) como um sistema retrospetivo 

de verificação de resultados laboratoriais através de uma 

entidade externa. Segundo esta definição, o principal objetivo 

de um AEQ é estabelecer uma compatibilidade interlaboratorial 

(2). Tal significa que um AEQ pode abranger uma ou mais fases 
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de um ciclo de testes, incluindo a interpretação de resultados 

(3). A entidade externa poderá existir dentro de um sistema na-

cional ou internacional.

Na ausência de AEQs nacionais na área da citogenética clí-

nica, nomeadamente do diagnóstico pré-natal de anomalias 

cromossómicas, a Unidade de Citogenética do Departamen-

to de Genética Humana do INSA (UCI-DGH) desenvolveu uma 

estratégia consistente de participação anual em AEQs inter-

nacionais. Uma das principais vantagens desta estratégia é o 

reconhecimento internacional do cumprimento de padrões de 

qualidade nesta área. Este reconhecimento foi reforçado com 

o convite para colaboradores da UCI integrarem comissões 

de avaliação de diferentes AEQs, na qualidade de peritos, e 

para a co-coordenação da equipa responsável pela elabora-

ção das guidelines internacionais em vigor na área da citoge-

nómica constitucional (4).

Inicialmente, a UCI-DGH integrou-se no grupo de participan-

tes do United Kingdom National Quality Assessment Scheme 

(UK-NEQAS; 1994-2014), um programa da responsabilidade 

do Reino Unido. Esta participação decorreu de 1994 a 2014. 

Posteriormente, esse programa estendeu-se oficialmente a 

vários países europeus com o consórcio Cytogenetics Quality 

Assessment Scheme (CEQAS; 2014-2017). A partir de 2018, o 

consórcio sofreu novo alargamento, sendo que nos EQAs do 

designado Genomics Quality Assessment Consortium (5) par-

ticipam, atualmente, laboratórios dos vários continentes.

Os resultados aqui incluídos descrevem apenas uma parte 

da par ticipação da UCI em programas de AEQ, a qual abran-

ge, ainda, as áreas de diagnóstico pós-natal e de citogenéti-

ca molecular.  

_Objetivo

Avaliar o contexto, as vantagens e desvantagens da participa-

ção em programas internacionais de avaliação externa da qua-

lidade em diagnóstico pré-natal citogenético, ao longo de 30 

anos (1994 a 2024).

_Materiais e métodos 

Foram consideradas as participações da UCI-DGH nos diver-

sos AEQs de diagnóstico pré-natal citogenético, de 1994 a 

2024.

Em termos de classif icações obtidas, o presente estudo cin-

ge-se ao período de 2003 a 2014 dado que, de 1994 a 2002, a 

participação no AEQ era conjunta, englobando todas as áreas 

da UCI à data e com avaliação global de dados estatísticos. 

Acresce, ainda, que o resultado dessa avaliação não era tra-

duzido numa classif icação final, pelo que não seria possível a 

comparação da evolução com os anos subsequentes.

A partir de 2003 até 2014, o AEQ passou a envolver a troca in-

terlaboratorial de 3 casos. O estudo era efetuado em prepara-

ções cromossómicas, obtidas após cultura celular e colheita, 

anonimizadas e acompanhadas das respetivas documenta-

ções, igualmente anonimizadas. Posteriormente, cada labora-

tório emitia um relatório final para cada caso, à semelhança 

dos que emitiria na sua atividade analítica diária. A avaliação 

final englobava, assim, a qualidade do trabalho técnico (fase 

pré-analítica), dos resultados (fase analítica) e da interpreta-

ção dos mesmos (fase pós-analítica).

A partir de 2014, os AEQs evoluíram para um controlo da qua-

lidade totalmente on-line. O estudo passou a ser realizado em 

2 casos-cenário por AEQ, com base em imagens (de casos 

reais), e respetiva documentação, disponibilizadas on-line. A 

avaliação passou, assim, a incidir sobre fase analítica e pós- 

analítica do teste.

As imagens estudadas correspondiam a cromossomas em me-

tafase, obtidos a partir de amostras de biópsias de vilosidades 

do córion (BVC) ou de líquido amniótico (LA). Dadas as particu-

laridades que o estudo de cada tipo de amostra envolve, exis-

tiam AEQs individualizados com 2 casos, para cada um deles.

Já sob a égide do GenQA, e desde 2018, os AEQs para BVC 

e LA passaram a estar englobados num só, consistindo em 3 

casos por EQA (dois de LA e um de BVC). As participações, 

anuais, são totalmente online, desde o registo até ao envio (u-

pload ) do relatório f inal.  
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As avaliações incidem sobre a capacidade de identificação da 

anomalia (se presente), a correção no uso da nomenclatura in-

ternacional (6) e a interpretação do resultado no contexto es-

pecífico do caso em estudo, tendo como base as guidelines 

internacionais em vigor (4).

Ao longo dos anos, a designação das classif icações sofreu 

alterações, deixando de haver distinção qualitativa corres-

pondente às pontuações médias e elevadas. Inicialmente, o 

desempenho do laboratório era classif icado numa escala de 

“excelente, muito bom, aceitável, fraco”. Posteriormente, a 

escala passou a ser apenas “satisfatória, não-satisfatória”.

_Resultados e discussão 

Desde 1994 até à data, a UCI-DGH par ticipou em 28 AEQs. 

De notar que não houve interrupções ao longo dos anos, in-

clusive em 2020, apesar das restr ições e constrangimentos 

provocados pela pandemia da COVID-19.

De 2003 a 2014, houve uma troca inter laboratorial de 33 

casos de LA (f igura 1). Destes, 14 correspondiam a fetos 

com anomalias cromossómicas numéricas (aneuploidias), 

18 a rearranjos estruturais, e um sem alterações. De notar 

que dois dos casos enviados pela UCI, foram uti l izados 

no programa de AEQ para efeitos educativos, já que, or igi-

nalmente, o laboratório de destino não detetou os rearran-

jos cromossómicos presentes. Por outro lado, no período 

compreendido entre 2014 e 2024, foram analisados exclusi-

vamente onl ine 25 casos. Destes 6 correspondiam a aneu-

ploidias, 17 a rearranjos estruturais desequil ibrados, e 2 a 

casos sem alterações cromossómicas.

No global do período aval iado, não houve falhas anal ít icas, 

isto é, a unidade identif icou não só as anomalias cromossó-

micas, quando as mesmas estavam presentes na amostra 

estudada, como a ausência de alterações em fetos cromos-

somicamente normais. 

A qual idade do desempenho da UCI-DGH tem sido consis-

tente, ao longo dos anos e nos diversos tipos de cenár ios 

aval iados.

artigos breves_   n. 2

Figura 1:       Cronologia da participação em Avaliação Externa da Qualidade em Diagnóstico Pré-Natal de Anomalias 

Cromossómicas na Unidade de Citogenética do INSA (1994-2024).

AEQ: Avaliação Externa da Qualidade; DPN: Diagnóstico Pré-Natal; UKNEQAS: United Kingdom National External Quality Assessment Scheme; 

CEQAS: Cytogenetics External Quality Assessment Scheme; GenQA: Genomics Quality Assessment.
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Em todas as participações nos AEQ de DPN citogenético, de 

2003 a 2024, a UCI obteve sempre uma classificação de Exce-

lente/ Muito Bom/ Satisfatório, e nota máxima (sem reparos ou 

penalizações) em 12 delas (gráfico 1). Nos anos em que houve 

penalizações, nenhuma envolveu qualquer falha grave, seja na 

qualidade das preparações, deteção de anomalias cromossó-

micas ou interpretação de resultados. De notar que a maioria 

dos comentários se referiu a pontos relacionados com o acon-

selhamento genético, específico para o cenário em causa e 

que, nos casos reais, em Portugal, seriam discutidos no âmbito 

de consultas da especialidade de Genética Médica.

Este ponto tem sido alvo de evolução ao longo dos anos 

na nossa Unidade. Inicialmente, os relatórios de casos com 

anomalia cromossómica apenas reportavam a presença da 

mesma remetendo a informação sobre o significado da mesma 

para as consultas de aconselhamento genético. No entanto, a 

escassez de especialistas implicava que esse aconselhamen-

to fosse tardio. Adicionalmente, a ausência dessa informação 

nos relatórios emitido constituía motivo de reparos consecuti-

vos nas avaliações do laboratório, já que não correspondia aos 

padrões internacionais.

Assim, a partir de 2010, todos os relatórios de Citogenética 

Clínica passaram a incluir uma interpretação e informação das 

potenciais consequências presentes e futuras da presença de 

anomalia cromossómica no feto. Esta alteração de estratégia 

proporciona uma fase inicial de informação, importante para a 

tomada de decisões clínicas atempadas e especialmente em 

contextos em que a Consulta de Aconselhamento Genético 

não está prontamente disponível, por escassez de recursos. 

A inclusão dessa informação nos relatórios de citogenética 

constitucional constitui, também, uma das recomendações 

das guidelines europeias para citogenómica constitucional, 

em vigor (4,7).
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Gráfico 1:       Classificações anuais da participação em programas de Avaliação Externa da Qualidade em Diagnóstico Pré-Natal de 

Anomalias Cromossómicas na Unidade de Citogenética do INSA, de 2003 a 2024. 

AEQ: Avaliação Externa da Qualidade; DPN: Diagnóstico Pré-Natal; UKNEQAS: United Kingdom National External Quality Assessment Scheme; 

CEQAS: Cytogenetics External Quality Assessment Scheme; GenQA: Genomics Quality Assessment; *alteração para avaliação exclusivamente online; 

**alteração da escala de classificação (máx.: Satisfatório, que inclui Bom e Muito Bom).
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_Conclusão

O objetivo principal de manutenção e de melhoria da qualida-

de, especialmente na fase pós-analítica, traduz-se numa cons-

tante atualização dos relatórios emitidos. A clareza e utilização 

da informação específica para cada cenário/caso em estudo 

tem sido uma preocupação constante na emissão de relatórios 

dos testes realizados.

Adicionalmente, a evolução das metodologias e abordagens 

utilizadas, tais como o diagnóstico rápido de aneuploidias e o 

teste genético de microarray, leva a que os relatórios emitidos 

reflitam uma perspetiva integrada dos resultados de vários 

testes prévios e/ou posteriores, e não apenas dos resultados 

de parâmetros isolados. Esta evolução traduz-se cada mais 

por ganhos em saúde, nomeadamente em termos de acompa-

nhamento e apoio à decisão terapêutica materno-fetal.
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|O impacto do diagnóstico pré-natal e da ecografia obstétrica na deteção de anomalias 
congénitas: uma análise nacional e regional entre 2011 e 2019
The role of prenatal diagnosis and obstetric ultrasound in the diagnosis of congenital anomalies: a national and 

regional analysis with data from 2011 and 2019

Paula Braz, Ausenda Machado, Carlos Aniceto, Carlos Matias Dias

paula.braz@insa.min-saude.pt

Depar tamento de Epidemiologia, Inst i tuto Nacional de Saúde Doutor R icardo Jorge, L isboa, Por tugal
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      _Resumo

O diagnóstico pré-natal, ao integrar um conjunto de procedimentos que permi-

tem determinar se um embrião ou feto é portador de uma anomalia congénita 

(AC), é um recurso essencial na deteção das gestações de alto risco de patolo-

gia fetal.

Uma vigilância adequada da gravidez, em Portugal, deve incluir a realização 

de ecografias obstétricas e de testes de rastreio, para além de exames invasi-

vos, testes genéticos ou outros, em gestações que tenham risco aumentado 

de patologia fetal.

Em Portugal, entre 2011 a 2019, foram reportados ao RENAC, 11931 casos 

com pelo menos uma AC major, 58,6% das quais foram detetadas na fase pré-

-natal. Esta deteção durante a gravidez evoluiu de 51,4% em 2011 para 62,9% 

em 2019, a nível nacional.

A nível regional, de acordo com o local de residência da grávida agregada por 

NUTS II, a identificação de casos com AC na fase pré-natal variou entre os 

71,1% da Região Norte e os 34,6% da Região Autónoma da Madeira (RAM), 

para o total dos anos em estudo. 

Em todo o país, a ecografia obstétrica foi o principal exame pré-natal a dete-

tar uma AC, tendo-se observado frequências superiores a 85% em todas as 

regiões. 

      
      _Abstract

Prenatal diagnosis, by integrat ing a set of procedures designed to identi f y 

congenita l anomal ies (CAs) in embryos or foetuses, plays a cr i t ical role 

in identi f y ing pregnancies at high r isk of foetal pathology.  Adequate 

pregnancy surve i l lance should include in Por tugal obstetr ic ul trasound 

and screening tests, in addit ion to invasive examinations, genetic or other 

tests, in pregnancies that have an increased r isk of foetal pathology.

In Por tugal, between 2011 and 2019, 11,931 cases wi th at least one CA 

were repor ted to RENAC, 58.6% of which were detected in the prenata l 

phase. This detect ion dur ing pregnancy increased f rom 51.4% in 2011 to 

62.9% in 2019, at a nat iona l leve l.

At reg ional leve l, according to the p lace of res idence of the pregnant 

woman aggregated by NUTS I I , the ident i f icat ion of cases wi th CA in the 

prenata l phase var ied between 71.1% in the Nor th Region and 34.6% in 

the Autonomous Region of Made i ra (RAM).

Across the country, obstetric ultrasound was the main prenatal examination 

to detect CA, with frequencies above 85% observed in al l regions.

_Introdução

Em Portugal nas últimas décadas, verificaram-se mudanças 

significativas na área da saúde materna e infantil, observando-

-se uma diminuição da mortalidade infantil por doenças evitá-

veis. As doenças genéticas e as anomalias congénitas (AC) 

surgiram então como importantes fatores de incapacidade a 

longo prazo, podendo ter um impacto significativo sobre os 

indivíduos, as famílias, os sistemas de cuidados de saúde e a 

sociedade.

Na área da vigilância da gravidez, o diagnóstico pré-natal, 

ao integrar um conjunto de procedimentos que permitem 

determinar se um embrião ou feto é portador de uma AC, é 

um essencial recurso na deteção das gestações com elevada 

probabilidade de patologia fetal.

Uma vigilância adequada da gravidez deve incluir a realização 

de ecografias obstétricas e de testes de rastreio. Podem 

também ser oferecidos exames invasivos, testes genéticos 

ou outros, a f im de aumentar e melhorar a taxa de deteção de 

AC, em gestações que tenham risco aumentado de patologia 

fetal.

Os exames ecográficos preconizados para a vigilância da 

gravidez permitem diagnosticar malformações major e concor-

rer para avaliar o risco de aneuploidias - ecografia do 1º 

trimestre; malformações potencialmente fatais, com tempo de 

vida limitado ou associadas a elevada morbilidade - ecografia 

do 2º trimestre; AC de aparecimento tardio – ecografia do 3º 

trimestre (1). 
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_Objetivo

Este estudo teve como f inalidade descrever a proporção de 

casos com anomalias congénitas diagnosticados na fase 

pré-natal em Portugal, a nível nacional e regional (NUTS II), 

para o período de 2011-2019.

_Material e métodos

Estudo descritivo, transversal que util izou dados notif icados 

no Registo Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC) entre 

2011 e 2019. 

A população em estudo foram os nascimentos com AC 

(nados-vivos, fetos mortos e interrupções médicas da 

gravidez), reportados no período em estudo. Foram calculadas 

frequências relativas a nível nacional e regional, distribuídas 

por área de residência da mãe durante a gravidez, segundo 

NUTS II.

_Resultados e discussão

Entre 2011 e 2019, foram notificados no RENAC 11931 casos 

com AC, tendo a gravidez terminado no nascimento de uma 

criança viva em 70,0% dos casos. Nos restantes houve a opção 

por interromper a gravidez devido a malformação fetal grave 

(27,5%) ou aconteceu a morte fetal (2,5%).

Quando se analisa o trabalho desenvolvido na área do 

diagnóstico pré-natal (DPN), a nível nacional, ao longo dos 

anos (gráfico 1), observa-se uma evolução da frequência de 

casos com AC detetadas na fase pré-natal, variando entre 

51,4% em 2011 e 62,9% em 2019.

No entanto, para o total dos anos em estudo, em 58,6% 

(n=6986) dos casos notificados a nível nacional, a identificação 

de pelo menos uma AC aconteceu durante a gravidez. A 

ecografia obstétrica foi o principal exame pré-natal a detetar 

uma AC (88,4%), seguida do rastreio bioquímico (5,7%) e dos 

exames invasivos (4,0%) (tabela 1).

A nível regional, a identif icação de casos com AC na fase 

pré-natal variou entre os 71,1% na Região Norte e os 34,6% 

na Região Autónoma da Madeira (RAM) (tabela 1). A ecografia 

obstétr ica foi o principal exame pré-natal a detetar uma 

AC em todas as regiões, tendo oscilado entre os 95,5% na 

RAM e os 86,3% na Região Autónoma dos Açores (RAA). O 

rastreio bioquímico foi o segundo exame a detetar uma AC 

nas Regiões Norte, Centro, Área Metropolitana de Lisboa e 

RAA, enquanto os testes invasivos foram o segundo exame 

nas Regiões Alentejo, Algarve e RAM (tabela 1).

A idade gestacional em que se observou uma maior frequência 

de diagnóstico ecográfico é diferente nas várias regiões 

geográficas. Na Região Norte a maior percentagem de casos 

com AC foi detetada antes das 14 semanas de gestação (31,4%), 

enquanto nas regiões Centro, AML e Alentejo foi na ecografia 

entre as 14 e as 22 semanas que essa deteção se verificou com 

maior frequência. Já nas RA dos Açores e da Madeira, a maior 

frequência de deteção observou-se na ecografia realizada após 

as 22 semanas de gestação. 
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https://www.omim.org/entry/300267 https://www.omim.org/entry/311800Gráfico 1:       Distribuição percentual do momento do diagnóstico de Anomalias Congénitas nos casos relativos aos anos 2011 a 2019, 

e notificados ao Registo Nacional de Anomalias Congénitas.

Tabela 1:       Número de notificações e distribuição percentual de casos com Anomalias Congénitas em Portugal e nas sete regiões 

geográficas (NUTS II), entre 2011 e 2019, de acordo com o momento de identificação da 1ª anomalia, o 1º exame 

pré-natal alterado, notificados ao Registo Nacional de Anomalias Congénitas.

* IG – Idade de gestação

Diagnóstico pré-natal

Ao nascer

Até 1 semana de vida

Entre 1 e 4 semanas de vida

Entre 1 mês e 12 meses

Pós-natal, idade desconhecida

Na autópsia

Desconhecido

Total

58,6

23,2

12,5

3,7

0,0

0,6

0,5

0,9

100,0

71,1

16,0

8,4

2,2

0,1

0,2

0,8

1,3

100,0

48,6

22,5

20,0

7,2

0,0

0,1

0,3

1,3

100,0

61,8

24,4

9,0

2,5

0,0

0,4

0,4

1,4

100,0

41,6

35,1

16,6

4,4

0,0

0,1

0,5

1,7

100,0

47,6

38,0

11,0

2,0

0,0

0,3

0,4

0,7

100,0

34,6

46,9

13,9

3,9

0,0

0,8

0,0

0,0

100,0

47,6

33,1

16,0

2,3

0,0

0,0

0,5

0,5

100,0

Ecograf ia, IG* < 14 semanas

Ecograf ia, IG* 14 - 22 semanas

Ecograf ia, IG* > 22 semanas

Ecograf ia, IG* desconhecida

Rastreio bioquímico

Amniocentese/Biópsia de 
vi losidades

Teste pré-natal não invasivo

Outros testes posit ivos

Desconhecido

Total

26,9

31,6

26,2

3,7

5,7

4,0

0,1

1,4

0,4

100,0

31,4

29,7

23,7

5,2

6,3

2,2

0,1

1,3

0,0

100,0

25,7

34,5

28,1

1,9

5,1

3,7

0,1

0,8

0,0

100,0

23,3

33,3

28,1

2,0

6,7

5,2

0,1

1,3

0,0

100,0

22,1

33,3

26,8

5,3

5,6

6,9

0,0

0,0

0,0

100,0

29,3

29,1

26,2

2,3

5,4

7,7

0,0

0,0

0,0

100,0

4,4

35,6

46,7

8,9

0,0

4,4

0,0

0,0

0,0

100,0

17,9

29,5

35,3

3,7

4,7

3,2

2,1

3,7

0,0

100,0

2011-2019

Momento de ident ificação 
da 1ª anomalia congénita

Por tugal
Região
Nor te

Região
Centro

Região
Alentejo

Região
Algarve

Região
Autónoma 
da Madeira

Região
Autónoma 
dos Açores

Área
Metropol i tana

Lisboa

% % % % % % % %

Primeiro exame pré -natal al terado % % % % % % % %

2011 2012 2013

DPN Autópsia DesconhecidoAo nascer No 1º mês de v ida

2014 2015 2016 2017 2018 2019
0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

51,4 52,5 58,4 59,5 57,5 58,3 61,3 63,3 62,9

25,4 27,6 21,0 21,8 23,1 25,2 19,5
22,2 23,7

18,8 16,7 18,1 16,9 17,8 14,6 17,4 12,7 12,7

%
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_Discussão 

Alguns estudos têm demonstrado que a vigilância ecográfica, 

associada ou não a outros testes, quando integrados em 

programas de DPN, são essenciais na detenção precoce de 

AC (2,3). O conjunto de exames util izados em DPN possibilita 

a estratif icação de risco e o aconselhamento genético, 

promovendo a autonomia dos pais na tomada de decisões 

informadas sobre a continuidade da gestação e o planeamento 

do cuidado neonatal. 

Do ponto de vista epidemiológico, a deteção pré-natal de 

AC permite a implementação de estratégias de intervenção 

multidisciplinares, com potencial para reduzir a morbi-mortalidade 

perinatal e minimizar as sequelas a longo prazo.

_Conclusões

A implementação de protocolos de diagnóstico pré-natal (DPN) 

configura-se como uma intervenção de saúde pública de elevada 

relevância, visando a otimização dos desfechos perinatais.

A implementação de redes de referência para o acompanhamen-

to de gestações de alto risco e a padronização de protocolos 

de intervenção neonatal são cruciais para a maximização dos 

benefícios do DPN, com impacto positivo na saúde individual e 

coletiva.
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|História do Programa Nacional de Rastreio Neonatal
History of the National Neonatal Screening Program in Portugal

Laura Vilarinho; Comissão Executiva do Programa Nacional do Rastreio Neonatal em Portugal

laura.vi lar inho@insa.min-saude.pt 
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      _Resumo

O Programa Nacional de Rastreio Neonatal teve o seu início em 1979 no Institu-

to de Genética Médica com o rastreio da Fenilcetonuria e atualmente rastreia 

universalmente 28+1 (estudo-piloto) doenças raras.

Este Programa, que possui uma taxa de cobertura superior a 99,5%, é coorde-

nado pelo Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, através da sua 

Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética, do Departamento de 

Genética Humana.

As campanhas de divulgação do PNRN (vulgarmente conhecido como “teste 

do pezinho”), aliadas a uma logística bem implementada e a um acesso univer-

sal e desburocratizado ao teste, explicam a enorme confiança dos pais e pro-

fissionais de saúde neste rastreio.

      
      _Abstract

The Nat ional Neonata l Screening Program began in 1979 at the Inst i tute 

of Medica l Genet ics wi th screening for Phenylketonur ia and current ly 

universa l ly screens for 29 rare d iseases.

This program has a coverage rate of over 99.5% and is coordinated by the 

Nat ional Inst i tute of Heal th Doutor R icardo Jorge, through i ts Neonata l 

Screening, Metabol ism, and Genet ics Uni t, wi th in the Depar tment of 

Human Genet ics.

The PNRN (commonly known as the "heel pr ick test") publ ic i ty campaigns, 

combined with wel l- implemented logist ics and universal, streaml ined 

access to the test, expla in the great conf idence parents and healthcare 

professionals have in this screening.

_Introdução

O rastreio neonatal teve início na década de 1960, quando o 

médico bacteriologista americano Robert Guthrie (Buf falo, 

New York) demonstrou que uma gota de sangue colhida no 

pezinho do bebé para um car tão de papel de f i ltro (Guthrie 

cards) podia ser uti l izada para quantif icação da fenilalanina 

que permitir ia o rastreio da Fenilcetonuria (PKU) através do 

Guthrie test (1).  

´

Desde os anos 50 que o tratamento para a PKU era conheci-

do, após o pediatra alemão, Horst Bickel, ter demonstrado 

que, se os doentes PKU efetuassem restrição do aminoácido 

fenilalanina na dieta desde os primeiros dias de vida, teriam 

um desenvolvimento normal. Provou ainda que, a deficiência 

cognitiva nestes doentes estava relacionada com valores ele-

vados de fenilalanina e que quanto mais cedo a doença fosse 

diagnosticada e iniciado o tratamento, melhor o prognóstico 

pelo que era fundamental efetuar o seu rastreio neonatal.

Deste modo, em 1963 Guthrie e colegas, após várias tentativas 

para convencer a comunidade científica da viabilidade de rastreio 

em massa para a PKU, foi o estado de Massachusetts (EUA) o 

primeiro a estabelecer uma lei obrigando a realização do teste 

de rastreio em todos os RN desse Estado. Assim, em 1964, já 

400.000 RN tinham sido testados em 29 Estados americanos e 

detetados 39 casos positivos de PKU (1/10.000 RN) (2).

Posteriormente, em 1972, o médico e investigador Jean 

Dussault (Quebec, Canadá) impulsionou o rastreio neonatal 

do hipotiroidismo congénito (HC) determinando a tiroxina total 

(T4) na mesma amostra (3).

_Objetivos

Este texto pretende par ti lhar a histór ia do rastreio neonatal 

em Por tugal e discutir os seus determinantes e desaf ios ao 

longo do tempo.
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_PNRN: da implementação até à atualidade

Em Por tugal, a estratégia para a implementação do rastreio 

neonatal foi iniciada em 1978 pelo Doutor Jacinto Magalhães, 

com a colaboração do Dr. Rui Vaz Osório que efetuou um 

estágio no Hôpital Necker-Enfants Malades, em Paris, com 

objetivo principal de identif icar as melhores práticas e 

estratégias uti l izadas na organização do rastreio neonatal, 

já iniciado em França no f inal da década de 60, de forma a 

implementar um programa similar em Por tugal.

Deste modo, o Programa Nacional de Diagnóstico Precoce 

(PNDP) teve início em 1979, por iniciativa do Instituto de 

Genética Médica, no Por to, tendo por objetivo diagnosticar, 

nas primeiras semanas de vida, doenças, quase sempre 

genéticas, que uma vez identif icadas, permitam o tratamento 

precoce que evite a ocorrência de atraso mental, doença 

grave irreversível ou a mor te da cr iança.

No âmbito deste programa são real izados testes de rastreio 

de algumas doenças raras em todos os recém-nascidos, o 

chamado “teste do pezinho”.

A infraestrutura laboratorial foi implementada e a pr imeira 

colheita para o rastreio é efetuada pelo Dr. Rui Vaz Osório 

a 14 de maio de 1979 na Maternidade Júl io Dinis, deslocan-

do-se este, diar iamente às instalações da Maternidade para 

efetuar a picada no pezinho aos bebés, bem como esclare-

cer as mães dos objetivos do teste. Dada a boa aceitação, 

foi decidido alargar o rastreio a outras regiões, começando 

pelo nor te do país. Rapidamente foi percebido que a colhei-

ta não deveria ser efetuada nos Hospitais, mas nos centros 

de saúde, uma vez que não deveria ser efetuada antes do 4º 

ou 5º dia de vida (4). 

Inicia-se a fase de formação e capacitação dos Centros de 

Saúde do país, de forma a esclarecer o procedimento e a 

finalidade do teste aos profissionais de saúde. Por cada Centro 

de Saúde visitado, mais uma área passava a ser coberta 

pelo rastreio, sendo desta forma progressivamente alargado 

a todo o país. Nesse ano de 1979, foi elaborado o primeiro 

folheto informativo para os pais (figura 1), que era entregue 

nas consultas de vigilância da gravidez e antes da recolha da 

amostra de sangue para o rastreio neonatal. “No pezinho do 

bebé pode estar o seu futuro” era o slogan da campanha de 

sensibilização lançada pela Comissão Nacional de Diagnóstico 

Precoce que foi transmitida diariamente pela Rádio e Televisão 

de Portugal (RTP) durante um ano.
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Figura 1:       Primeiro folheto informativo do PNDP para os pais (1979).

�Uma gota de sangue, obtida 
através de uma simples picada, 
pode mudar o rumo de uma vida�    

�No pezinho do bebé está o seu futuro�                                                                

Jacinto de Magalhães 
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Pelo despacho minister ial de 13 de abri l de 1981 foi cr iado, 

no Instituto de Genética Médica, a Comissão Nacional para 

o Diagnóstico Precoce.

Ainda no decurso de 1981, e após implementação de um labo-

ratório com a respetiva regulamentação para trabalhar com 

material radioativo, é iniciado o rastreio do Hipotiroidismo Con-

génito. Os casos positivos eram enviados para os Centros de 

Tratamento Especializados mais próximos da sua residência 

para a instituição precoce do tratamento com hormona tiroi-

deia, prevenindo assim as sequelas irreversíveis associadas 

ao Hipotiroidismo Congénito.

Nesse ano, foi criado em Lisboa o segundo Centro Regional 

de Rastreios, no sentido de alargar a área de inf luência do 

rastreio a todo o sul do País. Porém, em fins de 1983 esse 

Centro foi encerrado, passando todas as colheitas do “teste 

do pezinho” a ser enviadas para o Centro de Rastreios do Ins-

tituto de Genética Médica, no Porto, e começando assim a or-

ganização a estruturar-se em moldes semelhantes aos atuais, 

com um laboratório único a nível nacional (5,6). A taxa de co-

bertura a nível nacional era então de cerca de 70%, atingindo 

os 85% em 1986 (figura 2).

Após a implementação dos rastreios da PKU e do Hipotiroi-

dismo Congénito, procedeu-se ao rastreio experimental da 

Hiperplasia Congénita das Supra-renais em 100.000 recém-

-nascidos entre 1986 e 1987, no sentido de determinar o inte-

resse da institucionalização deste rastreio a nível nacional. 

O tempo médio de início de tratamento era então de 20-25 

dias, o que levou a concluir que o rastreio não deveria conti-

nuar, enquanto não fosse possível baixar esse tempo para 

10-12 dias (7,8).

Em 1988 conseguiu-se a comparticipação do Ministério da 

Saúde para o preço dos produtos dietéticos hipoproteicos 

uti l izados no tratamento dos doentes com aminoacidopatias 

e acidúrias orgânicas, o que permitiu avançar com o projeto 

"Escola de Cozinha" e com a publicação do primeiro l ivro de 

receitas de forma a facilitar a dieta hipoproteica para as crian-

ças fenilcetonúricas.

Em 1990/1992 procedeu-se ao rastreio-piloto da deficiência 

em biotinidase. Esse estudo processou-se em 100.000 recém-

-nascidos. Dada a baixa incidência desta patologia (1/50.000), 

optou-se pela não continuidade do rastreio sistemático, proce-

dendo-se, porém, com o rastreio seletivo baseado nos sinais 

clínicos da doença.
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Figura 2:       Taxa de cobertura do PNRN de 1980-2024.

Número de nascimentos versus recém-nascidos estudados desde o início do Programa (1980-2024).
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Em 1992 atingiu-se o 1º milhão de crianças rastreadas, e de-

ram-se os primeiros passos para a criação da Associação Por-

tuguesa de Fenilcetonúria (APOFEN), e do relacionamento dos 

pais e doentes PKU portugueses com os de outros países eu-

ropeus (European Society for PKU - ESPKU).

Entre 1992 e 1995 procedeu-se ao rastreio experimental da 

Fibrose Quística, nos Distritos do Porto e de Coimbra, em co-

laboração com os Hospital de Crianças Maria Pia e Hospital 

Pediátr ico de Coimbra. Esse rastreio não teve continuidade 

pelos seguintes motivos: falta de tratamento ef icaz, falta de 

especif icidade do marcador de tr ipsina imunoreativa (IRT ) 

com cerca de 1% de falsos positivos e baixa frequência da 

mutação Phe508del na população por tuguesa ( incidência 

menor do que a inicialmente esperada).

A f irme implantação do PNDP a nível nacional bem como a 

existência de uma organização segura e já estabilizada, permi-

tiu então voltar a atenção para a melhoria dos aspetos técni-

cos e assistenciais do programa. Assim, nos anos seguintes, 

foram revistos alguns indicadores do programa, nomeadamen-

te, os valores de chamada inicialmente estabelecidos (cut-o-

f fs), encurtando o tempo médio de início de tratamento. Foi 

melhorada a taxa de cobertura, estendida a ação da APOFEN 

a outras doenças metabólicas que também necessitam de 

dieta pobre em determinados aminoácidos, alargada a gama 

de alimentos disponíveis, treinados dietistas para a Madeira e 

Açores e reorganizado o rastreio nas Regiões Autónomas (9).

Efetuaram-se ainda estudos sobre a PKU que levaram à identi-

ficação das mutações causais nos doentes portugueses, pro-

cedeu-se ao estudo comparativo por Ressonância Magnética 

Nuclear cerebral de jovens com PKU com e sem dieta alimen-

tar rigorosa. Iniciou-se o estudo de cintilografia tiroideia siste-

mática dos recém-nascidos com Hipotiroidismo Congénito e 

estabeleceu-se o diagnóstico etiológico de todas as formas de 

Hipotiroidismo Congénito no grupo etário acima dos 3 anos 

de idade.

No decurso de 2002 recebemos a boa notícia de que o pro-

jeto para alargamento do rastreio das Doenças Hereditárias 

do Metabolismo submetido ao “Programa Operacional Saúde 

XXI” tinha sido f inanciado.

Após aquisição de dois espectrómetros de massa em tandem 

(tandem-mass - MS/MS) adquiridos neste âmbito e em cola-

boração com a Universidade de Aveiro, preparou-se um novo 

software especif icamente destinado ao rastreio neonatal. No 

ano seguinte implementou-se todas as condições estruturais 

e com recursos humanos especializados para o funcionamen-

to deste tipo de tecnologia inovadora sensível e específ ica 

para o rastreio de Doenças Raras.

Em finais de 2004 dá-se início à expansão do rastreio metabó-

lico (nessa altura no PNDP eram só rastreadas duas doenças). 

Foi iniciado um estudo-piloto na região Norte que, progressi-

vamente foi alargado às regiões do Centro e do Sul, f icando 

o país todo coberto a partir de junho de 2006, permitindo o 

rastreio de 18 Doenças Hereditárias do Metabolismo (10,11).

Em 2004 é criado o website (www.diagnósticoprecoce.org) 

onde os pais podem consultar o resultado do teste através 

da Internet. Após obtido o consentimento da Comissão Nacio-

nal de Proteção de Dados iniciou-se a distribuição de novos 

cartões (Guthrie cards), com um código de barras apenso ao 

cartão e outro destacável, que era entregue aos pais no ato 

da colheita para estes terem acesso ao resultado do seu bebé 

(figura 3). Na altura tratou-se de uma experiência pioneira na 

Europa. Os resultados negativos passaram a ser assim dispo-

nibilizados, enquanto os resultados positivos continuarão a 

ser comunicados através dos Centros de Referência para o 

Tratamento. 

Os cartões de recolha das amostras têm sofrido evolução ao 

longo dos anos, acompanhando a inovação técnica e legal 

exigíveis. Contam, no verso, com as instruções para recolha 

e envio das amostras.
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Em 2007 e por decisão do Conselho de Ministros, o Instituto 

de Genética Médica Jacinto de Magalhães foi integrado no Ins-

tituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA), o que 

originou também a integração do PNDP.

O processo de integração originou uma reforma profunda na 

organização do PNDP. Foi criada a Unidade de Rastreio Neo-

natal Metabolismo e Genética (URN), incluindo o Laboratório 

Nacional de Rastreio e o respetivo Secretariado. A Comissão 

Nacional foi substituída pela Comissão Executiva, e foi criada 

a Comissão Técnica Nacional, de carácter consultivo, que 

integra, além da Comissão Executiva, personalidades de re-

conhecido mérito científ ico e profissional e, eventualmente, 

representantes de Associações ou Sociedades Científ icas.

Por despacho de 6 de janeiro de 2010 (Despacho n.º 752/2010) 

do Secretário de Estado Adjunto e da Saúde, foi aprovado o 

PNDP, sob a responsabilidade do INSA, para dar enquadra-

mento institucional ao rastreio neonatal. Este Despacho esta-

belece o primeiro regulamento do Programa e os Órgãos de 

Coordenação do PNDP, compostos por um Presidente (por 

inerência, Presidente do Conselho Diretivo do INSA I.P.), uma 

Comissão Executiva e uma Comissão Técnica Nacional. Poste-

riormente, o Despacho n.º 4502/2012, atualizado pelo Despa-

cho n.º 7352/2015, nomeiam os Órgãos de Coordenação.

O leque das Doenças Hereditárias do Metabolismo a rastrear 

foi alargado a 24 patologias, seguindo o princípio base de que 

a doença a rastrear deve sempre ser passível de tratamento es-

pecífico.

Em finais de 2013 teve início um estudo-piloto para o rastreio 

da Fibrose Quística, a qual foi integrada no painel das doen-

ças rastreadas em 2018, após um estudo nacional que incluiu 

255.000 RN (12).

Foram criados Centros de Referência Nacionais de Tratamen-

to para as Doenças Hereditárias do Metabolismo pelo Despa-

cho n.º 3653/2016 e para a Fibrose Quística pelo Despacho 

n.º 6669/2017 com a f inalidade de acompanhar clinicamente 

os casos identif icados.

Em 2015, e no âmbito da política da qualidade do INSA, foi 

concedida a acreditação pelo Instituto Português de Acredita-

ção (IPAC) de acordo com a norma internacional NP EN ISO 

15189 a dois dos testes, executados pelo Departamento de 

Genética Humana (DGH), que fazem parte do PNDP: o Hipoti-

roidismo Congénito - T4 e TSH. O processo de acreditação la-

boratorial para o rastreio neonatal da Fibrose Quística (FQ) foi 

obtido em 2018. A acreditação assim obtida é o culminar de 

intensa atividade técnica e de gestão que decorreu ao longo 

de vários anos.
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Figura 3:       Cartão para recolha da amostra com os respetivos códigos de barras.
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Em 2019 é publicado no Diário da República o Despacho n.º 

7276/2019 que revê o PNDP, renomeia-o de Programa Nacional 

de Rastreio Neonatal (PNRN) e atualiza a composição da 

Comissão Técnica Nacional, para melhor refletir o âmbito do 

programa e a terminologia em uso no plano internacional.

No dia 5 de abri l de 2019, o Ministér io da Saúde, em sessão 

comemorativa do Dia Mundial da Saúde, homenageou o 

“Programa Nacional de Diagnóstico Precoce – Teste do 

Pezinho” com a Medalha de Serviços Distintos do Ministér io 

da Saúde – Grau Ouro.

Desde 2019, no website é apresentado a página onde os 

pais podem consultar a receção e o resultado do “Teste do 

Pezinho”, assim como descarregar o relatór io do rastreio 

neonatal do recém-nascido.

Em maio de 2021, o PNRN deu início ao estudo-piloto do 

rastreio neonatal da Drepanocitose (Anemia de Células 

Falciformes). Numa primeira fase rastrearam-se os 

recém-nascidos dos distr itos de Lisboa e Setúbal, onde 

se previa que a prevalência ao nascimento da doença 

fosse mais acentuada, tendo em conta as caracter ísticas 

sociodemográf icas desses distr itos, nomeadamente pela 

elevada percentagem de famí l ias or iundas de zonas de 

r isco. Em fevereiro de 2022 estavam reunidas todas as 

condições para que o estudo-piloto do rastreio neonatal da 

Drepanocitose fosse alargado a todos os recém-nascidos 

em Por tugal. Em 2023 esta doença foi integrada no painel 

das doenças universalmente rastreadas.

Em abril de 2021, a URN e o grupo de investigação associado, 

iniciaram um estudo prospetivo no âmbito do PNRN, com 

enfoque no Hipotiroidismo Congénito. O objetivo deste estudo 

foi identif icar as variantes genéticas ligadas ao Hipotiroidismo 

Congénito Familiar (disormonogénese) em doentes 

identif icados e referenciados pelos Centros de Tratamento, 

com o intuito de caracterizar molecularmente essa população 

a nível nacional. Deverá ter-se em consideração que só cerca 

de 10 a 15% dos casos de Hipotiroidismo Congénito tem 

causa genética.

Em outubro de 2022, procedeu-se ao início do estudo-piloto 

da Atrofia Muscular Espinal, o qual ainda se manteve em fase 

de estudo piloto até ao final de 2024. O teste utilizado de 

genética molecular consistia em pesquisar a deleção do exão 

7 em homozigotia, do gene SMN1 localizado no cromossoma 

5q13 dado que cerca de 95% dos casos são causadas por esta 

deleção. Após a deteção de um caso positivo, o recém-nascido 

seria referenciado a um Centro de Tratamento Especializado, 

para confirmação do diagnóstico clínico e determinação do 

número de cópias do gene SMN2 (protocolo com a Prof. Dra. 

Rosário Santos – Centro Hospitalar e Universitário do Porto).

A possibi l idade da deteção da Atrof ia Muscular Espinal na 

amostra do “teste do pezinho” e o aparecimento de novos e 

inovadores tratamentos, que mudam drasticamente o curso 

cl ínico da doença se iniciados precocemente, fazem com 

que esta patologia seja, atualmente, o pr incipal alvo dos 

programas de rastreio neonatal a nível mundial, no que diz 

respeito a novas patologias a rastrear.  

Em 2022 foi também iniciado um estudo pi loto de uma 

plataforma de redundância, a “Neocheck”. de forma a 

assegurar que todas as colheitas do “teste do pezinho” são 

rececionadas na URN do INSA. Esta plataforma informática 

permite que cada teste seja registado no local da recolha e 

que a receção da amostra seja conf irmada no laboratório. 

Assim se pretende detetar possíveis extravios de amostras. 

Os locais incluídos neste estudo-piloto foram o Centro de 

Saúde São João no Por to, o Centro Hospitalar Universitár io 

de Santo António, o Centro Hospitalar Universitár io de São 

João e o Centro Hospitalar de Vi la Nova de Gaia/Espinho. 

Aguarda-se que seja permitida, pelos Serviços Par ti lhados 

do Ministér io da Saúde - SPMS, a disponibi l ização desta 

plataforma a todos os locais de colheita do nosso país.

Em 2024, a Assembleia da República através da Resolução 

n.º 92/2024, publicada em Diário da República, 1.ª série, 

n.º 211, de 30 de outubro de 2024, recomenda ao Governo 

que, em ar ticulação com o INSA, estude a viabil idade da 

realização de rastreio da Imunodeficiência Combinada Grave 

(SCID-Severe Combined Immunodeficiency) a todos os bebés 

recém-nascidos em Portugal que efetuem o rastreio neonatal, 

ponderando a criação de um projeto-piloto.
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Em 1 de abril de 2025 deu-se início ao estudo piloto da SCID 

em 100 000RN que é realizado no sangue seco do teste do 

pezinho, através da quantif icação de T-cell Receptor Excision 

Circles (TREC). O transplante de células hematopoiéticas 

continua a ser a principal abordagem terapêutica. Este estudo 

foi iniciado após ter sido assegurado o tratamento de todos os 

doentes identif icados no rastreio neonatal com a colaboração 

do Instituto Português de Oncologia (IPO) do Porto e dos 

Centros Especializados para o Tratamento. 

Os casos positivos ou suspeitos são encaminhados, sempre 

que possível, para os Centros de Referência da sua área de 

residência, onde o diagnóstico é confirmado e o tratamento 

instituído por equipas multidisciplinares de profissionais de 

saúde. Os Centros de Referência Nacionais são reconhecidos 

pelo seu elevado padrão de competência na prestação 

de cuidados de saúde em situações clínicas complexas, 

que exigem recursos técnicos e tecnológicos altamente 

especializados, além de profundo conhecimento e experiência, 

devido à baixa prevalência dessas doenças. Os Centros para 

as Doenças Hereditárias do Metabolismo e para a Fibrose 

Quística foram estabelecidos pelos Despachos n.º 3653/2016 

e n.º 6669/2017, respetivamente. Também foram definidos 

Centros Especializados para tratamento do Hipotiroidismo 

Congénito, da Drepanocitose, da Atrofia Muscular Espinal e 

da SCID, atendendo à excelência e mérito nacional das suas 

consultas bem estruturadas.

Apesar do sucesso e da relação custo-efetiv idade dos 

programas de rastreio neonatal, muitos países ainda não 

conseguiram alcançar uma cober tura nacional universal: 

de acordo com o consenso publicado em 2021 e 2023, 

70% dos bebés em todo o mundo ainda não têm acesso ao 

rastreio metabólico, e a maior ia deles vive em áreas com 

def iciência de iodo, o que aumenta o r isco de def iciência do 

neurodesenvolvimento no período mais vulnerável da vida.  

Na Europa, embora com boa cober tura, a implementação e 

a abrangência desses programas variam signif icativamente 

entre os países, ref letindo diferentes prior idades de saúde 

pública, recursos disponíveis e pol ít icas nacionais (13).

_Considerações finais

Ao longo dos anos o PNRN tem mantido uma estreita 

colaboração com diversas Associações de Doentes, 

em particular com aquelas que representam os doentes 

diagnosticados através do “teste do pezinho”, dando a sua 

contribuição técnico-científ ica sempre que solicitada. Em 

2019 foi assinado o protocolo de colaboração entre o INSA e a 

APOFEN, em 2020, o protocolo de colaboração com as duas 

Associações de Doentes da Fibrose Quística: Associação 

Nacional de Fibrose Quística (ANFQ) e Associação Portuguesa 

de Fibrose Quística (APFQ), em 2024 o protocolo de 

cooperação com a Associação Portuguesa de Pais e Doentes 

com Hemoglobinopatias (APPDH) e em 2025 o protocolo com 

a Associação Portuguesa de Neuromusculares (APN).

Desde o início deste Programa que existe uma ligação estreita 

entre os Centros de Tratamento Especializados, os locais de 

colheita do “teste do pezinho” e a URN. 

As atividades de I&D estão também profundamente ligadas ao 

Programa com as características do PNRN que se traduzem em 

ganhos significativos em saúde pública e, consequentemente, 

conduzem a uma diminuição da morbilidade e mortalidade 

infantis.

Será ainda de sal ientar que, desde 2004, que a URN tem 

mantido, de forma permanente, um dos seus objetivos, que 

consiste em contribuir para a disseminação do conhecimento 

através do aumento da capacitação e da l i teracia no âmbito 

do rastreio neonatal, desenvolvendo ações de formação 

designadas “Um dia com o Rastreio Neonatal”, com 

periodicidade bianual, para além das inúmeras visitas de 

estudo à Unidade. 

O PNRN é um programa dinâmico, que se tem mantido atento 

às recomendações internacionais, a inovações tecnológicas 

e terapêuticas e às possibilidades de melhoria dos seus 

indicadores e que tem trazido um valor acrescido à deteção 

precoce de algumas patologias (14). Envolvendo profissionais 

de saúde das áreas laboratorial e clínica, bem como decisores 

políticos e associações de doentes, o PNRN mantém-se como 

um programa de referência a nível nacional e internacional. A 

taxa de cobertura nacional mantém-se próximo dos 100%, o 
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que constitui um excelente indicador de aceitação e adesão 

da população a este programa nacional, não obrigatório, de 

saúde pública. Anualmente a Comissão Executiva reúne com 

a Comissão Técnica Nacional do PNRN onde é discutido o 

relatório anual de atividades do ano anterior e assuntos de 

índole geral e particular. Entre os vários assuntos abordados, 

tem sido dado especial destaque à tomada de decisão da 

integração de mais doenças, no painel de doenças rastreadas 

e, eventualmente, de novos rastreios e o seu impacto, em 

termos de saúde pública. Sempre que é iniciado um rastreio é 

contactada a respetiva Associação de doentes que colabora 

e dá o seu apoio.

O rastreio neonatal é uma conquista de saúde pública que 

muda vidas e pode ajudar a reduzir a morbilidade e mortalidade 

de doenças raras tratáveis em todo o mundo.
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      _Resumo

O Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN) identifica doentes com do-

enças raras através de um rastreio de âmbito nacional. Atualmente, são iden-

tificadas 28 doenças, das quais 24 são doenças metabólicas, abrangendo 

aproximadamente 100% dos recém-nascidos, nascidos em Portugal. 

Em 2004, o PNRN implementou um novo método de rastreio, a espectrometria 

de massa em tandem (MS/MS) que possibilitou a deteção simultânea de 24 do-

enças metabólicas através da análise de aminoácidos e acilcarnitinas, dando 

origem ao que se designa por rastreio neonatal alargado. 

De forma a melhorar a eficácia da deteção laboratorial das patologias rastrea-

das foi implementado um grupo de provas de segundo nível (doseamento da 

succinilacetona, homocisteína total, ácido metilmalónico, deteção da propionil-

glicina e separação dos isómeros de C5-carnitina), e a sua incorporação nos 

fluxogramas de deteção, com ganhos significativos em sensibilidade e especi-

ficidade. Esta estratégia foi fundamental para o PNRN apresentar taxas de fal-

sos positivos e falsos negativos, para o rastreio de doenças metabólicas, muito 

baixas aumentando, desta forma, o valor que aporta em saúde pública. 

Desde a sua implementação, em 2004, foram analisados 1 755 043 recém-nas-

cidos por MS/MS o que permitiu a identificação de várias centenas de recém-

-nascidos afetados, resultando em intervenções clinicas precoces e melhoria 

clara nos resultados clínicos. 

      
      _Abstract

The Por tuguese Neonatal Screening Program (PNRN) identi f ies patients 

with rare diseases through nationwide screening. At present, 28 conditions 

are included, of which 24 are inborn errors of metabol ism, covering 

approximately 100% of newborns. 

In 2004, the PNRN introduced tandem mass spectrometr y (MS/MS), ena-

bl ing the s imul taneous detect ion of 24 metabol ic d isorders by measur ing 

amino ac ids and acy lcarn i t ines, thus establ ish ing expanded neonata l 

screening in Por tugal. 

To enhance diagnost ic accuracy, a pane l of second-t ier tests was subse-

quent ly incorporated, inc luding quant i f icat ion of succiny lacetone, tota l 

homocyste ine, and methylmalonic ac id, detect ion of propionylg lyc ine, 

and separat ion of C5-carni t ine isomers. Integrat ion of these assays into 

d isease-speci f ic d iagnost ic a lgor i thms s igni f icant ly improved both sensi-

t iv i ty and speci f ic i ty. This approach has been crucia l for mainta in ing very 

low fa lse-posi t ive and fa lse-negat ive rates in the screening of metabol ic 

d iseases, thereby increasing the program’s publ ic heal th impact.

Since the implementation of MS/MS in 2004, a total of 1,755,043 newborns 

have been screened, leading to the identi f ication of several hundred af fec-

ted infants. This has enabled timely cl inical interventions and contr ibuted 

to markedly improved health outcomes.

_Introdução

As doenças metabólicas são um grupo de doenças genéticas 

raras, onde o correto funcionamento do metabolismo celular 

está comprometido. Estima-se que, atualmente, sejam conhe-

cidas aproximadamente 1450 doenças metabólicas (1) que 

afetam as mais variadas vias metabólicas, incluindo defeitos 

em proteínas, transportadores, cofatores, etc.  Desde a sua 

origem, que o rastreio neonatal está invariavelmente associado 

às doenças metabólicas. O Rastreio Neonatal teve o seu início 

com os trabalhos pioneiros de Robert Guthrie (2), nos anos 

sessenta do século passado, que desenvolveu um método 

simples e económico para realizar uma avaliação semi-quanti-

tativa dos níveis de fenilalanina em sangue de recém-nascidos, 

colhido em papel de filtro, de forma a rastrear a fenilcetonúria. 

Foram as vantagens da utilização deste tipo de amostra, a 

simplicidade, eficiência e baixo custo do teste, associados 

aos excelentes resultados clínicos de um tratamento precoce 

da fenilcetonúria, que foram os grandes impulsionadores da 

expansão dos Programas de Rastreio Neonatal por todo o 

mundo (3). A seguinte grande revolução dos Programas de 

Rastreio Neonatal esteve, também ela, relacionada com as 

doenças metabólicas e foi a adaptação e introdução da espec-

trometria de massa em tandem nos laboratórios de rastreio 

neonatal. A adaptação desta metodologia ocorreu em meados 

dos anos noventa do século passado e ficou fundamentalmen-

te a dever-se aos trabalhos de David Millington (4) e Don Chace 
(5). Sendo uma tecnologia multianalítica, veio possibilitar o 

rastreio de mais de 20 doenças metabólicas simultaneamente, 

numa única análise, através da quantificação de aminoácidos 

e conjugados de carnitina, dando origem ao que se passou a 

chamar de Rastreio Neonatal Alargado.

_Diagnóstico prenatal e neonatal
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O Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN) é um pro-

grama de saúde pública que teve o seu início em 1979, com o 

rastreio da fenilcetonúria. O Programa sempre se caracterizou 

por uma forte dinâmica na procura de aumentar os ganhos 

em saúde que aporta à população, o que se traduziu na reali-

zação de vários estudos piloto para avaliação de exequibilida-

de e benefícios de novos rastreios (6,7). Em 2004 deu-se inicio 

a um estudo piloto para o rastreio alargado de doenças meta-

bólicas por espectrometria de massa (8) que, após avaliação 

positiva, resultou na incorporação de mais 23 doenças meta-

bólicas no painel do PNRN (tabela 1), em 2006 (9). O PNRN 

é um programa público de participação voluntária e que apre-

senta uma taxa de cobertura superior a 99,5%, o que é um re-

flexo da sua forte implementação e aceitação pela sociedade. 

Todas as análises laboratoriais de suporte ao funcionamento 

do PNRN são efetuadas num único laboratório, a Unidade de 

Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Departamento 

de Genética Humana do Instituto Nacional de Saúde Doutor 

Ricardo Jorge, onde são processadas aproximadamente 88 

000 amostras por ano (  350 amostras por dia). As colheitas 

das amostras são realizadas maioritariamente em centros de 

saúde ou unidades hospitalares e enviadas para o laboratório, 

fundamentalmente, por correio postal (7).

_Objetivo 

Neste trabalho apresenta-se os resultados de 20 anos 

(2004-2024) do rastreio neonatal alargado a doenças 

metaból icas na população por tuguesa.

_Material e métodos

Este estudo inclui 1 755 043 amostras de sangue em papel 

de f i l tro de recém-nascidos nascidos em Por tugal colhidas, 

maioritariamente, entre o 3º e o 6º dia de vida (garantindo 48 

horas de al imentação ajustada ao peso do recém-nascido), 

entre 2004 e 2024. As anál ises de aminoácidos e 

aci lcarnitinas foram efetuadas por espectrometr ia de massa 

em tandem (MS/MS) (9), sendo rastreadas as 24 doenças 

metaból icas indicadas na tabela 1, per tencentes ao grupo 

das aminoacidopatias, déf ices do ciclo da ureia, acidúr ias 

orgânicas e déf ices da β-oxidação mitocondrial dos ácidos 

gordos.
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+-

Fenilcetonúria / Hiper fenilalaninemias

Tirosinemia tipo I

Tirosinemia tipo II/II I

Leucinose (MSUD) 

Homocistinúria clássica

Hipermetioninemia (déf. MATI/III)

Citrul inemia tipo I

Acidúria Arginino-succínica

Hiperargininemia

Acidúria Propiónica (PA)

Acidúria Meti lmalónica (déf. em meti lmalonil CoA mutase/cobalaminas)

Acidúria Isovalérica (IVA)

Acidúria 3-Hidroxi-3-Meti lglutárica (3-HMG)

Acidúria Glutárica tipo I (GA I)

3-Meti lcrotonilgl icinúria (3-MCC)

Acidúria Malónica

Défice da desidrogenase de 3-hidroxi-acil CoA de cadeia cur ta (SCHAD)

Défice da desidrogenase dos ácidos gordos de cadeia média (MCAD)

Défice da desidrogenase de 3-hidroxi-acil CoA de cadeia longa (LCHAD/TFP)

Déf ice da desidrogenase dos ácidos gordos de cadeia muito longa (VLCAD)

Défice da carnitina-palmitoi l transferase I (CPT I)

Déf ice da carnitina-palmitoi l transferase II (CPT II / CACT)

Déf ice múltiplo das desidrogenases dos ácidos gordos (MADD / Acidúria glutárica tipo II)

Déf ice primário em carnitina (CUD)

Aminoacidopatias

Doenças do Ciclo da Ureia

Acidúrias Orgânicas

Doenças da β-Oxidação 
Mitocondrial
dos  Ácidos Gordos

Tabela 1:       Painel de doenças metabólicas rastreadas no âmbito da atividade do PNRN.
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_Resultados

Desde 1979, já foram rastreados 4 309 181 recém-nascidos 

para a fenilcetonúria e 1 755 043 para as restantes 23 doenças 

metabólicas (desde 2004), tendo sido identif icados mais de 

1000 recém-nascidos afetados, em que foi possível intervir, 

alterando positivamente o curso clínico da doença.

artigos breves_   n. 5

Tabela 2:       Resultados cumulativos do rastreio neonatal de doenças metabólicas em Portugal.

Doenças hereditárias do metabolismo Positivos Prevalência

Aminoacidopatias

Fenilcetonúria (PKU)*

Hiperfenilalaninemia/DHPR **

Leucinose (MSUD) **

Tirosinemia tipo I (Tyr I) **

Tirosinemia tipo II/III (Tyr II/III) **

Homocistinúria clássica (Hcy) **

Deficiência em Metionina Adenosiltransferase II/III (MAT II/III) **

Doenças do Ciclo da Ureia

Citrulinemia tipo I (Cit I) **

Acidúria Argininosuccínica (AAS) **

Argininemia (Arg) **

Acidúrias Orgânicas

3-Metilcrotonilglicinúria (3-MCC) / Deficiência em Holocarboxilase Sintetase (Def. HCS) **

Acidúria Isovalérica (IVA) **

Acidúria Propiónica (PA) **

Acidúria Metilmalónica tipo mut- (MMA  mut-) / Défices do Metabolismo das Cobalaminas **

Acidúria Glutárica tipo I (GA1) **

Acidúria 3-Hidroxi-3-Metilglutárica  (3-HMG) **

Acidúria Malónica (MA) **

Défices da β-Oxidação Mitocondrial dos Ácidos Gordos

Deficiência da Desidrogenase dos Ácidos Gordos de Cadeia Média (MCAD) **

Deficiência da Desidrogenase de 3- Hidroxi-Acil-CoA de Cadeia Longa (LCHAD) /  

Deficiência da Proteína Tifuncional Mitocondrial (TFP) **

Deficiência Múltipla das Acil-CoA Desidrogenases dos Ácidos Gordos (MADD) **

Deficiência primária em carnitina (CUD) **

Deficiência da Desidrogenase dos Ácidos Gordos de Cadeia Muito Longa (VLCAD) **

Deficiência da Carnitina-Palmitoil Transferase I (CPT I) **

Deficiência da Carnitina-Palmitoil Transferase I (CPT II) / Deficiência da Carnitina-acilcarnitina 

translocase (CACT) **

Deficiência da Desidrogenase de 3- Hidroxi-Acil-CoA de Cadeia Curta (SCHAD) **

Total  

509

376

45

22

6

9

7

44

29

12

9

8

127

43

9

5

35

21

11

3

344

273

18

13

15

14

4

5

2

1.009

1: 6.134

1: 11.461

1: 37.964

1: 79.775

1: 292.507

1: 195.005

1: 250.720

1: 39.887

1: 60.519

1: 146.254

1: 195.005

1: 219.380

1: 13.819 

1: 40.815 

1: 195.005

1: 351.009

1: 50.144

1: 83.573

1: 159.549

1: 585.014

1: 5.102

1: 6.429

1: 97.502

1: 135.003

1: 117.003

1: 125.360

1: 438.761

1: 351.009

1: 877.522

1: 2.232

Recém-nascidos rastreados: *4309181; **1755043
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Das doenças metabólicas rastreadas, a que apresenta uma 

maior prevalência em Portugal é a deficiência na desidrogenase 

dos ácidos gordos de cadeia média (MCAD), com uma 

prevalência de 1:6429 recém-nascidos, uma das mais elevada 

reportada em todo o mundo (10). Isto deve-se ao facto da 

maioria dos doentes (mais de 95%) ser de etnia cigana, uma 

comunidade com um elevado grau de consanguinidade e 

prevalência de doenças genéticas (11). Globalmente, as 

doenças metabólicas rastreadas (considerando os dados 

do rastreio da fenilcetonúria desde 1979) apresentam uma 

prevalência ao nascimento de 1: 2232 recém-nascidos, tendo 

sido identif icados mais de 1000 crianças afetadas onde foi 

possível instituir uma intervenção terapêutica precoce. Para 

além das doenças incluídas no painel de rastreio, foram 

igualmente detetados doentes com outras patologias, através 

de diagnósticos diferenciais das rastreadas, nomeadamente 

deficiência em holocarboxilase sintetase, deficiência em 

β-cetotiolase, síndroma de Brown-Vialetto-Van-Laere, 

deficiência total da proteína trifuncional mitocondrial e 

deficiência na translocase da carnitina/acilcarnitina. Durante 

este período foram igualmente identif icadas situações de 

doenças/condições maternas que tiveram efeito no resultado 

do rastreio neonatal dos seus filhos. Foram identif icadas, 

através de alterações no rastreio neonatal dos filhos, mães 

com MCAD (n=1), com acidúria glutárica tipo I (n=5), com 

deficiência primária em carnitina (n=9), 3-metilcrotonilglicinúria 

(n=18) e deficiências maternas em vitamina B12 (n=35). Embora 

a deteção de doenças/condições maternas não seja um dos 

objetivos primários do rastreio neonatal, a verdade é que ela 

aporta vantagens em saúde, não apenas para as mães como 

também, em algumas situações, para os recém-nascidos.  O 

melhor exemplo são as deficiências maternas em vitamina B12, 

muitas vezes associadas a desequilíbrios alimentares, e que 

podem comprometer de forma significativa o desenvolvimento 

dos recém-nascidos, sendo importante uma deteção e 

correção precoces nos recém-nascidos (12).

Os Programas de Rastreio Neonatal devem garantir o 

máximo de ganhos em saúde para a população a que se 

dir igem. De forma a atingir este objetivo é necessário, do 

ponto de vista laboratorial, que estejam implementados 

sistemas de melhoria contínua e de controlo de indicadores 

relevantes, como é o caso da sensibil idade, especif icidade, 

falsos positivos ou falsos negativos. Após, em 2004, se ter 

procedido ao maior alargamento da sua história, no que 

a doenças rastreadas diz respeito, verif icou-se que para 

algumas das patologias então rastreadas a sensibil idade 

e/ou especif icidade eram melhoráveis, nomeadamente no 

caso da tirosinemia tipo I, acidúria isovalérica, homocistinúria 

clássica, acidúria propiónica, acidúria metilmalónica e défices 

do metabolismo das cobalaminas. De forma a colmatar essas 

situações, a abordagem definida passou por implementar 

provas de segundo nível (testes mais específ icos, realizados 

sobre a amostra inicial de rastreio, quando se detetam 

alterações no rastreio inicial), nomeadamente o doseamento 

da succinilacetona, homocisteína total, ácido metilmalónico, 

deteção da propionilglicina e separação dos isómeros de 

C5-carnitina, e a sua incorporação nos f luxogramas de 

deteção das patologias (13,14). Esta estratégia traduziu-se na 

melhoria dos indicadores do PNRN para o rastreio de doenças 

metabólicas, nomeadamente no valor preditivo positivo e na 

taxa de falsos positivos. Efetuando-se a comparação dos 

indicadores do ano de 2016 com o ano de 2017 (ano em que 

foram adotadas as provas de segundo nível, com exceção do 

doseamento da succinilacetona, que o havia sido em 2006), o 

valor preditivo positivo passou de 21% para 31% (um aumento 

de 48%) e a taxa de falsos positivos diminuiu de 0,17% para 

0,10% (uma diminuição de 41%) (gráfico 1). Estas melhorias 

não ref letem o impacto do doseamento da succinilacetona, 

o que faria com que a melhoria nos indicadores tivesse 

uma magnitude ainda mais expressiva. No entanto, as 

vantagens da adoção destas provas de segundo nível não se 

esgotam na redução dos falsos positivos, manifestando-se 

também num aumento de sensibil idade na identif icação das 

patologias. Neste contexto, é relevante salientar que foi a 

implementação destas provas que possibilitou a identif icação 

de deficiências de vitamina B12 que resultam em fenótipo 

bioquímico detetável nos recém-nascidos, cuja intervenção 

precoce é reconhecidamente vantajosa e importante para o 

normal desenvolvimento do individuo.

artigos breves_   n. 5

_ _ 
2ª série

2025

especial 17
número

2ª série

_Doenças genéticas

 

Doutor Ricardo Jorge

Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

_ www.insa.pt

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP



31

De forma a garantir a qualidade analítica, o laboratório tem 

implementado um sistema de qualidade com procedimentos 

de controlo interno, participando também em vários programas 

de avaliação externa de qualidade, no âmbito do rastreio de 

doenças metabólicas, nomeadamente do CDC – Center for 

Disease Control and Prevention, UKNEQAS - external quality 

assessment laboratories e SIMMESN - Italian Society for the 

Study of Inherited Metabolic Diseases and Neonatal Screening, 

sempre com ótimos resultados.

_Discussão e conclusão

Ao longo de toda a sua existência, o PNRN sempre se 

caracter izou por uma dinâmica contínua em busca de 

aumentar o impacto positivo que apor ta à população 

por tuguesa. Esta dinâmica inclui, não apenas a procura 

permanente de melhores e mais ef icazes abordagens ao 

rastreio das patologias, mas também a realização de estudos 

piloto para avaliar da possibilidade de rastrear mais doenças, 

a melhoria da informação prestada aos pais e prof issionais 

de saúde e a otimização da comunicação/ar ticulação entre 

todos os envolvidos no processo de rastreio neonatal, desde 

a real ização da colheita até à disponibi l ização do melhor 

tratamento e acompanhamento possíveis.

Pese embora algumas dúvidas iniciais, o rastreio neonatal 

alargado de doenças metabólicas revelou-se extremamente 

vantajoso e permitiu a intervenção clínica precoce em centenas 

de recém-nascidos em Portugal, com uma influência muito 

positiva no seu curso clínico e uma diminuição significativa 

das morbilidade e mortalidade associadas às patologias 

rastreadas. A incorporação deste rastreio num programa 

solidamente implementado e integrado nas políticas de saúde 

pública do país, traduz-se em diagnósticos atempados, 

intervenções clínicas precoces e de acordo com as melhores 

práticas internacionais, culminando num melhor prognóstico 

e qualidade de vida dos recém-nascidos e das suas famílias.
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Gráfico 1:       Variação da taxa de falsos positivos no rastreio de doenças metabólicas, antes e depois da implementação 

das provas de segundo nível. 
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|Rastreio neonatal da fibrose quística em Portugal: etapas de uma história de sucesso 
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      _Resumo

A Fibrose Quística (FQ) é uma doença genética com transmissão autossómica 

recessiva, resultante da deficiência na proteína CFTR (Cystic Fibrosis Trans-

membrane Conductance Regulator). Associada a esta patologia, está descrita 

uma mutação prevalente, presente em mais de 90% dos alelos dos doentes 

do Norte da Europa (p.Phe508del), mas foram identificadas mais de 2000 ou-

tras variantes no gene CFTR. 

O rastreio neonatal desta patologia é possível desde 1979, baseado na determi-

nação de elevadas concentrações de Tripsinogénio Imunorreativo (IRT) sanguí-

neo, nos recém-nascidos (RN) afetados. Atualmente, são utilizadas diferentes 

combinações de marcadores bioquímicos e vários níveis de análise genética, 

em algoritmos de rastreio neonatal complexos.

Em Portugal, este rastreio decorre a nível nacional desde 2013, após um pri-

meiro estudo-piloto regional. Foram rastreados 949 624 RN e identificados 

92 doentes, o que se traduz numa prevalência de 1:10 322 RN.

Este trabalho descreve a implementação do rastreio neonatal da FQ em Portu-

gal, desde os estudos-piloto (1991-1995 e 2013-2016) até à sua integração ofi-

cial no Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN), em 2018, salientando 

a importância dos fatores epidemiológicos, económicos e ético-legais na imple-

mentação e otimização do rastreio neonatal.

      
      _Abstract

Cyst ic F ibros is (CF ) is a genet ic d isorder wi th autosomal recessive 

inher i tance, resu l t ing f rom a def ic iency in the CFTR prote in (Cyst ic 

F ibros is Transmembrane Conductance Regulator). A preva lent mutat ion, 

p.Phe508de l, is present in over 90% of a l le les in pat ients of Nor thern Eu-

ropean descent, but more than 2,000 other var iants have been ident i f ied 

in the CFTR gene.

Neonata l screening for th is d isease has been possib le s ince 1979, based 

on the detect ion of e levated leve ls of immunoreact ive tr ypsinogen, in 

the b lood of af fected newborns. Current ly, var ious combinat ions of 

b iochemica l markers and mul t ip le leve ls of genet ic analys is are used in 

complex newborn screening a lgor i thms.

In Por tugal, nat ionwide screening has been in p lace s ince 2013, fo l lowing 

an in i t ia l reg ional p i lot study. A tota l of 949,624 newborns have been 

screened, wi th 92 pat ients ident i f ied, corresponding to a prevalence of 1 

in 10,322 l ive bi r ths.

This paper describes the implementation of neonatal CF screening in Portu-

gal, from the pilot studies (1991–1995 and 2013–2016) to its of f icial integra-

tion into the National Neonatal Screening Program in 2018, highlighting the 

importance of epidemiological, economic, and ethical-legal factors in the 

implementation and optimization of neonatal screening.

_Introdução

A Fibrose Quística (FQ) foi descrita, pela primeira vez, em 

1938 por Dorothy Andersen, como uma doença do pâncreas, 

sendo posteriormente reconhecido o envolvimento pulmonar. 

As primeiras, e mais frequentes, manifestações clínicas desta 

patologia são infeções respiratórias recorrentes e baixo peso, 

devido à insuficiência pancreática, e surgem habitualmente 

nos primeiros meses de vida. A qualidade de vida dos doentes 

é gravemente afetada, podendo ocorrer a morte muito preco-

ce. A perda excessiva de sal no suor é uma característica da 

doença e a descoberta de elevadas concentrações de iões 

cloreto (Cl-) no suor destes doentes levou ao desenvolvimento 

do “teste do suor”, ainda hoje o teste mais utilizado na confir-

mação do diagnóstico da FQ. Muitas outras manifestações 

clínicas surgem associadas a esta patologia (1).

A FQ é uma doença genética com transmissão autossómica 

recessiva e resulta da deficiência na proteína Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), um canal 

iónico responsável pelo transporte dos iões Cl- e bicarbona-

to (HCO3-) através da membrana apical das células epiteliais, 

e codificada pelo gene CFTR (2). Mais de 2000 variantes 

foram identif icadas neste gene, e o prognóstico clínico a par-

tir das mutações identif icadas é limitado, devido à fraca cor-

relação genótipo-fenótipo, especialmente para os sintomas 

pulmonares. Apesar de estar presente na generalidade das 

populações, a prevalência da FQ é superior nas populações 

de origem europeia, onde apresenta um valor médio de 1:3 

500 RN. Esta elevada frequência está associada a uma muta-

ção prevalente (p.Phe508del, gene CFTR), presente em mais 

de 90% dos alelos dos doentes do norte da Europa (3,4).
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O tratamento da FQ inclui a suplementação com enzimas 

pancreáticas lipossolúveis, o que permite a melhoria significati-

va do estado nutricional destes doentes, e a utilização de 

potentes antibióticos e mucolíticos na resolução das infeções 

respiratórias persistentes (5,6). Recentemente, a utilização 

de moduladores genéticos altamente eficientes que atuam 

corrigindo, a nível molecular, as alterações estruturais ou de 

função da proteína CFTR, teve um elevado impacto na melhoria 

da saúde e qualidade de vida dos doentes com FQ (5,7-9).

O aumento do Tripsinogénio Imunorreativo (IRT) sanguíneo, ao 

nascimento, permite efetuar o rastreio neonatal da FQ, desde 

1979 (10). A identif icação do gene e proteína envolvidos na 

FQ, em 1989 (2), e a demonstração, em 2005 (11), de valores 

sanguíneos elevados para a Proteína Associada à Pancreatite 

(PAP), nos RN com FQ, vieram permitir a introdução de testes 

de segunda linha nos algoritmos de rastreio, permitindo uma 

melhoria signif icativa do seu desempenho. Muitos programas 

de rastreio neonatal utilizam atualmente algoritmos complexos, 

combinando a util ização de marcadores bioquímicos (IRT 

e PAP), e também vários níveis de análise genética (12). Os 

doentes com quadros clínicos de í leo meconial apresentam, 

frequentemente, valores normais de IRT ao nascimento, pelo 

que não são identificados no rastreio neonatal, com as estraté-

gias habituais. Estas crianças devem realizar o teste do suor, 

ou efetuar o estudo do gene CFTR, mesmo que o resultado 

do rastreio neonatal seja negativo.

_Objetivo

A integração da fibrose quística num programa de rastreio 

neonatal exige a otimização do algoritmo de rastreio a utilizar, 

atendendo às condições peculiares de cada população. 

Este trabalho descreve a implementação desse rastreio em 

Portugal, que decorre a nível nacional desde 2013, salientando 

a importância dos fatores epidemiológicos, económicos e 

ético-legais, particulares da nossa população, e que condicio-

naram quer a implementação, quer a otimização do algoritmo 

de rastreio.

_Recém-nascidos rastreados e metodologia

Foi efetuado um estudo-piloto regional no Grande Porto, 

entre 1991 e 1993, incluindo 40 000 RN. Em 1994, este 

estudo passou a ser efetuado na região centro, tendo sido 

estudados 4 533 RN (PNDP- relatório 1993 (13) ). Foi uti l izada 

uma estratégia IRT/ IRT, e o IRT foi determinado util izando 

o método DELFIA® da PerkinElmer. Em 2013, iniciou-se um 

estudo-piloto a nível nacional, que se prolongou até 2016, e 

incluiu 255 000 RN. Foi uti l izada uma estratégia IRT/PAP/IRT, 

e a quantif icação do IRT e da PAP foram, respetivamente, 

efetuadas pelo sistema AutoDELFIA® da PerkinElmer e pelo 

kit MucoPAP-F da Dynabio (14).

Os casos positivos foram referenciados para o Centro de Trata-

mento (CT) da FQ mais próximo da área de residência dos pais. 

No CT, é efetuada a avaliação clínica, realizado o teste do suor, e 

solicitado o consentimento informado dos pais, para realização 

do estudo do gene CFTR, nos casos positivos ou duvidosos. O 

estudo genético foi efetuado a dois níveis: pesquisa da mutação 

mais frequente (p.Phe508del) por PCR alelo-específico (método 

adaptado de Ferrie, et al. 
(15) ), e pesquisa de 62 mutações mais 

frequentes na Península Ibérica, utilizando um kit da Elucigene® 

(CF-EU2v1 e CF Iberian Panel kit).

Entre 2017 e 2022, este rastreio prosseguiu baseado na estra-

tégia IRT/PAP/IRT, com ligeiras alterações ao algoritmo (16). 

Em 2022, o estudo genético passou a ser efetuado com o kit 

CFTR68 da Devyser®, que permite a pesquisa de 68 mutações 

consideradas significativas na população europeia atual.

Em 2023, foi alterada a estratégia de rastreio neonatal da 

FQ, que passou a ser do tipo IRT/PAP/DNA, considerando-se 

positivos, e passíveis de referenciação, todos os casos com, 

pelo menos, uma mutação identif icada. Os casos com IRT≥

150 ng/mL na amostra de rastreio, que mantiveram um valor 

aumentado na amostra de repetição (IRT≥100 ng/mL), foram 

também referenciados. Desde o início de 2024, passou a 

ser também solicitada uma amostra de repetição, para o 

doseamento do IRT, em todos os casos com apenas uma 

mutação identif icada, isto é, uma estratégia IRT/PAP/DNA/IRT 

(figura 1). A quantif icação do IRT é efetuada pelo sistema 

GSP® da Rewity, desde 2024. Os doseamentos do IRT e da 
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PAP estão acreditados pelo Instituto Português de Acreditação 

(IPAC), segundo a Norma NP EN ISO 15189 (Laboratórios 

clínicos: Requisitos para a qualidade e competência), desde 

2019.

Globalmente, desde 2013, foram rastreados 949 624 RN, a 

nível nacional.

_Resultados e discussão

No primeiro estudo-piloto realizado em Portugal para o rastreio 

neonatal da FQ (1991-1993), foram identificados 4 casos 

positivos na região do Grande Porto, daqui resultando uma 

prevalência de 1: 10 000 RN. Na região Centro (1994-1995) não 

foi identificado nenhum doente. Os resultados obtidos ficaram 

muito aquém do esperado: o número de doentes identificados 

indicava uma prevalência ao nascimento para a FQ de metade 

do previsto, e o método de rastreio utilizado resultava num 

elevado número de casos falsos positivos, com necessidade 

de convocar um grande número de RN para efetuar o teste 

do suor, afetando, negativamente, muitas famílias. Estes resul-

tados, associados ao questionável benefício clínico que a iden-

tificação precoce dos doentes trazia nessa altura, resultaram 

na suspensão desse rastreio (PNDP - relatório 1995 (17) ).

Em 2013, surgiu a oportunidade de realizar um segundo 

estudo-piloto com o projeto “Rastreio, Diagnóstico e 

Tratamento Precoce da Fibrose Quística”, f inanciado pelo Alto 

Comissariado para a Saúde e envolvendo várias Associações 

de Doentes, o Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 

Jorge (INSA), e os hospitais com consulta especializada na 

FQ. A continuidade deste projeto que, inicialmente, previa 

incluir 80 000 RN, foi assegurada pelo INSA até 2016, e foram 

estudados 255 000 RN. Foram referenciados setenta e oito 

casos e 32 foram confirmados como positivos. Os resultados 

deste estudo-piloto foram publicados em 2018 (15). Identif ica-

ram-se, neste período, três casos falsos negativos, um deles 

com í leo meconial,  por suspeita clínica. Considerando os 35 

casos identif icados, observou-se uma prevalência de 1:7 285 

RN. A introdução da determinação da PAP, na estratégia de 
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Figura 1:       Algoritmo do rastreio neonatal da fibrose quística desde 2024.
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rastreio, possibilitava um custo-benefício aceitável para a 

comunidade, e permitia contornar a questão do rastreio genéti-

co, legalmente e economicamente não aceitável em Portugal, 

nessa altura. Em 2017, foram criados os Centros de Referência 

Nacionais (CR) para a área da FQ (Despacho n.º 6669/2017), 

passando todos os casos com rastreio neonatal positivo a ser 

referenciados para estes centros. No final de 2018, a FQ foi ofi-

cialmente integrada no painel nacional do PNRN. A estratégia 

de rastreio IRT/PAP/IRT manteve-se até final de 2022, com 

ligeiros ajustes nos valores de cut-off da PAP e IRT. 

Em 2023, foi alterada a estratégia de rastreio da FQ, passan-

do a incluir-se o estudo genético no algoritmo de rastreio 

[estratégia IRT/PAP/DNA (2023) e IRT/PAP/DNA/IRT (2024)], 

com um valor de segurança para valores muito elevados 

de IRT (≥150ng/mL). Todas as alterações no algoritmo de 

rastreio neonatal da FQ foram efetuadas após reunião com 

os CR. A análise genética efetuada inclui apenas a pesquisa 

de mutações comprovadamente causais de FQ, de acordo 

com a base de mutações CFTR2, e frequentes na população 

europeia. Com a introdução do estudo genético no algoritmo 

de rastreio, o número de pedidos de novas amostras diminuiu 

significativamente, de 0,3% (2017-2022) para 0,04% (2024), e 

o valor preditivo positivo (VPP) para os casos referenciados 

passou de 30 para 50% (tabela 1). A diminuição do número 

de casos falsos positivos referenciados é especialmente 

importante, por vários motivos: 1) representam uma sobrecar-

ga desnecessária para os CR, 2) diminuem a confiança dos 

profissionais de saúde no rastreio neonatal, e 3) representam 

uma enorme ansiedade para as famílias.

Desde 2013, foram rastreados 949 624 RN e identif icados 92 

doentes, o que se traduz numa prevalência de 1:10 322 RN 

(PNRN- relatório 2024 (18) ). Foram identif icados oito casos 

falsos negativos, quatro dos quais apresentando quadros clí-

nicos sugestivos de í leo meconial. Oito casos referenciados 

apresentaram valores de teste do suor intermédios ou varian-

tes genéticas de signif icado incerto, e mantêm-se em vigilân-

cia clínica (casos CFSPID, Cystic Fibrosis Screening Positive 

Inconclusive Diagnosis). O doseamento da PAP apresenta 

uma dupla vantagem: é economicamente mais vantajoso, 

pois permite diminuir o número de estudos genéticos, e reduz 

signif icativamente o número de casos CFSPID e portadores 

identif icados, relativamente a algoritmos em que o estudo ge-

nético é utilizado como teste de segunda linha (19). Por outro 

lado, a introdução do estudo genético, como teste de terceira 

linha, permite uma melhoria considerável do desempenho 

deste rastreio, com uma diminuição signif icativa da taxa de 

pedidos de segundas amostras e um aumento signif icativo 

do VPP (20). A análise dos resultados genéticos de todos os 

doentes identif icados desde 2013, mostra que a mutação 
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Tabela 1:       Comparação dos resultados do rastreio neonatal da FQ com a estratégia IRT/PAP/IRT e IRT/PAP/DNA/IRT.

Estratégia de rastre io
IRT/PAP/IRT 

(2017-2022)

IRT/PAP/DNA /IRT 

(2024)

Nº de RN rastreados

Pedidos de novas amostras (%)

Va lor predi t ivo pos i t ivo (VPP)* 

Sens ib i l idade* 

Especi f ic idade

Va lo r p red i t i vo pos i t i vo ( VPP)* para os 

casos re fe renc iados

Preva lênc ia ao nasc imento 

524 200

0,3

2,9

95,3%

99,7%

30

1: 11 649

84 631

0,04

18

100%

99,9%

50

1: 12 090

*Cá lcu los efetuados sem contab i l i zar casos com í l eo meconia l.
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p.Phe508del está presente em 65% dos alelos. Cinco 

mutações adicionais foram identificadas com uma frequência 

alélica de mais de 2% (p.Gly542X, p.Arg334Trp, p.Ala561Glu, 

p.Gly85Glu e p.Asn1303Lys), apresentando todas as restantes 

mutações uma frequência inferior. 

A prevalência da FQ ao nascimento mantém, desde o início do 

rastreio nacional, uma tendência decrescente. Esta diminuição, 

que acompanha o que acontece em outros países europeus, 

pode dever-se ao aconselhamento genético e ao diagnóstico 

pré-natal, mas também à alteração das características da 

população europeia em idade fértil. Fenómenos globais de 

migração, trouxeram para a Europa ocidental muitos indivíduos 

jovens, oriundos de populações com menor prevalência ao 

nascimento da FQ.

_Conclusão

A otimização da estratégia do rastreio neonatal da f ibrose 

quística (FQ) em Portugal, de acordo com os aspetos éticos, 

sociais, económicos e epidemiológicos da população 

portuguesa, tem-se revelado fundamental para a melhoria 

contínua do desempenho deste rastreio. 

Cumprindo com as orientações internacionais e com os 

objetivos do Programa Nacional de Rastreio Neonatal, este 

rastreio tem contribuído para a excelência dos cuidados de 

saúde oferecidos aos doentes portugueses com FQ.
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      _Resumo

As hemoglobinopatias são um conjunto de anemias hereditárias relacionadas 

com alterações quantitativas ou qualitativas da hemoglobina, associadas a ele-

vada morbilidade e mortalidade. São das doenças genéticas mais prevalentes 

no mundo, destacando-se as talassemias e a anemia das células falciformes ou 

drepanocitose.

No contexto das comemorações dos 50 anos do Departamento de Genética 

Humana (DGH), este artigo visa revisitar a trajetória dos estudos das hemoglo-

binopatias neste departamento, realçando-se o desenvolvimento dos estudos 

moleculares e funcionais e as consequentes contribuições científicas e sociais 

mais relevantes.

No âmbito do diagnóstico pós e pré-natal, o DGH assegura a identificação de 

casais em risco de transmitirem hemoglobinopatias graves, oferecendo testes 

moleculares e tornando possível o aconselhamento genético. Por outro lado, 

o diagnóstico neonatal, permite a deteção precoce de recém-nascidos afeta-

dos por doença das células falciformes, proporcionando o início atempado do 

acompanhamento clínico. 

No domínio da investigação, salientam-se os estudos de pesquisa e validação 

de biomarcadores genéticos que permitem delinear estratégias preventivas e 

terapêuticas personalizadas. Paralelamente, a investigação de formas muito 

raras e complexas de hemoglobinopatias tem contribuído para o conhecimen-

to da fisiopatologia da doença e revelado novos mecanismos de regulação 

génica. Destaca-se, ainda, o contributo para o desenvolvimento de uma abor-

dagem inovadora de terapia génica dirigida à beta-talassemia.

Assim, ao longo das últimas décadas, o DGH tem sido uma referência nacional 

na área das hemoglobinopatias, integrando diagnóstico altamente especializado, 

investigação científica, referência laboratorial, apoio técnico a políticas de saúde 

pública, sensibilização e formação. Esta atuação integrada tem contribuído de 

forma decisiva para a mitigação do impacto destas doenças em Portugal.

      
      _Abstract

Hemoglobinopath ies are a group of heredi tar y anemias re lated to 

quant i tat ive or qual i tat ive a l te rat ions of hemoglobin, associated wi th 

h igh morbid i ty and mor ta l i t y. They are among the most common genet ic 

d isorders wor ldwide, wi th tha lassemia and s ick le ce l l anemia be ing the 

most preva lent.

In the context of the 50th anniversary of the Department of Human Genetics 

(DGH), this ar ticle aims to revisit the history of hemoglobinopathy studies at 

the department, highlighting the molecular and functional studies, and the 

more signif icant scientif ic and social contributions.

Regarding prenatal and postnatal diagnosis, the DGH ensures the identi f i-

cation of couples at r isk of transmit t ing severe hemoglobinopathies by 

providing molecular testing and enabl ing genetic counsel l ing. Addit ional ly, 

neonatal diagnosis al lows the early detection of newborns af fected by 

sick le cel l disease, permit t ing t imely init iat ion of cl inical fol low-up.

In the f ie ld of research, emphasis is placed on studies for the identi f ication 

and val idation of genetic biomarkers that faci l i tate the development of 

personal ized preventive and therapeutic strategies. Concurrently, research 

on very rare and complex forms of hemoglobinopathies has contr ibuted 

to understanding the disease’s pathophysiology and revealed new 

mechanisms of gene regulation. Notably, there has also been a signif icant 

contr ibution to the development of an original gene therapy approach 

targeting beta-thalassemia.

Thus, over the past decades, the DGH has establ ished i tse l f as a nat ional 

reference center in the f ie ld of hemoglobinopathies, combining highly 

specia l ized diagnosis, sc ient i f ic research, laboratory reference services, 

technical suppor t for publ ic heal th pol ic ies, awareness-ra is ing, and 

tra in ing. This integrated approach has played a decis ive ro le in mit igat ing 

the impact of these diseases in Por tugal.

_Introdução

As hemoglobinopatias são um conjunto de doenças genéticas 

que se caracterizam por alterações na estrutura ou na síntese 

da hemoglobina, sendo esta a proteína responsável pelo 

transporte do oxigénio no sangue. Estas doenças hereditárias 

apresentam transmissão autossómica recessiva e são, 

geralmente, causadas por alterações patogénicas nos genes 

que codificam as cadeias de globina, constituintes da molécula 

da hemoglobina, ou nas suas regiões regulatórias proximais e 

distais. Podem ser classificadas em duas categorias principais, 
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as talassemias e as variantes de hemoglobina. As primeiras 

resultam da redução ou ausência de síntese de uma cadeia 

globínica (sendo as mais predominantes a beta-talassemia 

e a alfa-talassemia), enquanto as segundas resultam na sín-

tese de uma hemoglobina estruturalmente anómala (sendo a 

mais comum a “hemoglobina S”, na origem da drepanocitose, 

também designada como anemia das células falciformes).

Os indivíduos portadores (heterozigóticos) de hemoglobinopa-

tia são, geralmente, clinicamente assintomáticos, mas podem 

possuir risco genético reprodutivo para hemoglobinopatia 

grave o que torna indispensável o aconselhamento genético 

em consulta de genética médica. Por outro lado, os indivíduos 

doentes apresentam elevada morbilidade e mortalidade. Nas 

formas mais graves de talassemia (major) os doentes apresen-

tam anemia grave, são dependentes de transfusões sanguí-

neas, e têm complicações graves, tais como sobrecarga de 

ferro e endocrinopatia (1). Na drepanocitose, é de salientar a 

anemia hemolítica, inflamação crónica e infeções recorrentes. 

Nestes doentes, pode ocorrer falciformação dos glóbulos ver-

melhos, episódios vaso-oclusivos, crises de dor muito intensa, 

isquémia e lesões multiorgânicas (2).

As hemoglobinopatias destacam-se também por serem as 

doenças monogénicas mais prevalentes no mundo. São ori-

ginárias de populações da África subsariana, da orla do Me-

diterrâneo, Médio Oriente, Sudeste Asiático e subcontinente 

Indiano (3). Contudo, múltiplos movimentos populacionais, 

forçados ou voluntários, conduziram à sua disseminação pelo 

mundo, levando a uma distribuição geográfica atualmente 

alargada a todos os continentes. Consequentemente, as he-

moglobinopatias têm representado um importante desafio 

para a saúde pública mundial, devido à sua elevada prevalên-

cia, relevância clínica e impacto sobre os sistemas de saúde.

_Objetivo 

No contexto das comemorações dos 50 anos do DGH, este 

ar tigo pretende revisitar a trajetór ia dos estudos das hemo-

globinopatias neste depar tamento, iniciados em 1984, des-

tacando os pr incipais contr ibutos para a ciência e para a 

sociedade resultantes das ativ idades de diagnóstico alta-

mente especial izado, investigação cientí f ica, referência la-

borator ial, apoio a pol í t icas de saúde públ ica, bem como 

ações de sensibi l ização e formação.

_Métodos

Para a elaboração deste artigo histórico foram consultados 

os arquivos institucionais do departamento, incluindo 

bases de dados e artigos científ icos. Foram também 

consultadas bases de dados públicas: Globin Gene Server 

(https://globin.bx.psu.edu/), ITHANET (https://www.ithanet.eu/) 

e PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov).

_Resultados e discussão  

Contexto histórico, fundação e primeiros marcos

O ano de 1984 marcou o iníc io dos estudos de genética 

molecular humana no INSA, com a cr iação do Laboratór io 

de Biologia Molecular (LBM), sob a coordenação do Doutor 

João Lavinha. Este laboratór io foi pioneiro na introdução 

de diversas metodologias de biologia molecular na área 

da genética humana, tendo impulsionado a investigação 

e a implementação de testes moleculares de diagnóstico 

em vár ias doenças genéticas hereditár ias, incluindo as 

hemoglobinopatias. 

Dois anos mais tarde, em 1986, foi criado em Portugal o 

Programa Nacional de Controlo das Hemoglobinopatias 

(PNCH), em cooperação com a Organização Mundial de 

Saúde e coordenação do INSA e, inevitavelmente, contribuir 

para o referido programa foi um dos objetivos do LBM. 

Desde o f inal dos anos 80 até ao início dos anos 90 realiza-

ram-se os primeiros estudos de epidemiologia molecular 

das hemoglobinopatias em Portugal que complementaram o 

conhecimento anterior, baseado em parâmetros hematológi-

cos e bioquímicos, no âmbito da prevalência da beta-talas-

semia e a da drepanocitose no país (4). Os resultados da 

referida investigação contribuíram para a publicação dos 

primeiros ar tigos científ icos de epidemiologia molecular 
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revelando a identif icação das principais lesões moleculares 

que constituem a base genética destas doenças no nosso 

país e o seu padrão de distribuição geográfica (5-8). Por con-

seguinte, o DGH passou a oferecer serviços de diagnóstico 

molecular de âmbito nacional para estas doenças genéticas 

e salienta-se, em 1990, a realização do primeiro diagnóstico 

molecular pré-natal de drepanocitose e, em 1991, o primeiro 

diagnóstico molecular pré-natal de talassodrepanocitose.

Os avanços tecnológicos e metodológicos, a 

acreditação e a referência

Desde então, os estudos na área das hemoglobinopatias 

desenvolvidos no DGH têm envolvido um investimento cons-

tante na inovação tecnológica e metodológica. De lembrar 

que as primeiras técnicas laboratoriais usadas no LBM eram 

morosas, requeriam o uso de radioatividade e de quantida-

des avultadas de material biológico para análise. A partir da 

implementação da polymerase chain reaction (PCR) e de ou-

tros métodos nela baseados, da sequenciação de Sanger e 

da Multiplex Ligation-dependent Probe Amplif ication (MLPA) 

passaram a obter-se diagnósticos com tempos de resposta 

muito mais curtos, menos dispendiosos e mais completos.

Em paralelo com a inovação tecnológica e metodológica, e 

primando sempre pela qualidade, o DGH foi o primeiro labo-

ratório no país a obter acreditação pelo IPAC no âmbito da 

Norma ISO 15189 para diversos testes genéticos, incluindo 

os das hemoglobinopatias (http://www.ipac.pt/pesquisa/f i-

cha_15189.asp?id=E0015).

Consequentemente ao acima exposto, e também graças à 

colaboração ativa e complementar entre dois depar tamen-

tos técnico-cientí f icos, DGH e Depar tamento de Promoção 

da Saúde e Prevenção de Doenças Não Transmissíveis 

(DPS), o INSA diferenciou-se como o Laboratór io de 

Referência na área do diagnóstico das hemoglobinopatias 

em Por tugal, albergando a prestação de serviços altamente 

especial izados, tanto de âmbito hematológico e bioquímico 

(real izada no DPS), como de genética molecular (real izada 

no DGH) e o adequado apoio da investigação.

Como refer ido, no iníc io dos anos 90 o DGH identi f icou 

as pr incipais lesões moleculares que consti tuem a base 

genética das hemoglobinopatias no nosso país (5-8). No 

entanto, nos últ imos anos temos ver i f icado que, embora 

estas continuem a ser as predominantes, tem havido um 

alargamento considerável do espectro mutacional sendo 

este facto, cer tamente, resultado de f luxos migratór ios 

recentes. A t í tu lo de exemplo, apresenta-se na tabela 1 

uma compilação (referente aos últ imos 15 anos) da diversi-

dade de alterações identi f icadas no gene da beta-globina 

(gene HBB ) ou nas suas regiões regulatór ias, associadas 

a beta-talassemia. A negr i to destacam-se as quatro altera-

ções mais f requentes na população por tuguesa (7), as 

quais têm a sua or igem ancestral/geográf ica na or la do 

Mediterrâneo ou em Por tugal.
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Tabela 1:       Exemplo da diversidade de alterações identi f icadas no gene beta-globina associadas a beta-talassemia, 

diagnosticadas no Depar tamento de Genética Humana do INSA nos últ imos 15 anos

HBE - gene ε-globina, HBG2 - gene Gγ-globina, HBG1 - gene Aγ-globina, HBD - gene δ-globina, HBB - gene β-globina; del - deleção; 
(a) segundo Globin Gene Server ou ITHANET; beta+ = diminuição da síntese de cadeias beta-globina; betaº = ausência de síntese de cadeias beta-globina

Localização no gene ou

natureza da al teração

Consequência 

funcional

Região do Globo com maior 

prevalência / Origem da al teração  (a)
Alteração no DNA

Deleções extensas 
que removem o 
gene HBB ( tota l ou 
parc ia lmente)

Cr iação de codão 
de terminação 
prematuro / 
desfasamento da 
gre lha de le i tura

Alteração do 
processamento do 
RNA 

Promotor do gene 
HBB

c.[-78A>C]

c.[-92C>G]

c.[-133G>A]

c.[-138C>T]

c.[-140C>T]

[(HBD ,  HBB )del ]

[(HBE,  HBG1,  HBG2,  HBD,  HBB)del]

[ (HBG1 ,  HBG2 ,  HBD  e HBB )del ]

c.[316-149_*342del insAAGTAGA]

c.[316-339_*7130del]

c.[20delA]

c.[25_26delAA]

c.[27dupG]

c.[47G>A]

c.[48G>A]

c.[126_129delCTTT]

c.[118C>T]

c.[235delC]

c.[75T>A]

c.[92G>C]

c.[92+1G>A]

c.[92+1G>T]

c.[92+5G>C]

c.[92+6T>C]

c.[93-21G>A]

c.[315+1G>A]

c.[316-197C>T]

Azerbei jão

Não definida

Não descrita

Áfr ica

Portugal

Não descrita

Não descrita

Índia

Paquistão

Cabo Verde

Mediterrâneo

Rússia

Índia/Paquistão

Índia

Portugal

Ásia

Mediterrâneo

México

Negros Americanos

Líbia/Tunísia/Índia

Mediterrâneo

Punjab

Índia/Bangladesh

Portugal/Mediterrâneo

Mediterrâneo

Médio Oriente

Ásia

beta+

betaº

betaº

betaº

beta+

beta+

beta+
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Os avanços no conhecimento científ ico e contribuições 

para delinear novas estratégias terapêuticas

A investigação na área da genética molecular das hemoglo-

binopatias no DGH tem, ao longo dos anos, contribuído 

para desvendar a f isiopatologia destas doenças, ou seja, 

tem permitido compreender a nível estrutural e funcional as 

lesões moleculares que dão origem às doenças da hemoglo-

bina e os modif icadores genéticos da sua expressividade. 

A investigação dos mecanismos de controlo da expressão 

génica nas hemoglobinopatias contribuiu com avanços 

pioneiros para o conhecimento científ ico. Aponta-se, como 

exemplo, o estudo do mecanismo nonsense-mediated 

mRNA decay (NMD) na beta-talassemia que demonstrou 

que a posição do codão de terminação prematuro no gene 

da beta-globina e a ação de fatores de tradução inf luenciam 

a ativação do NMD e a síntese residual da proteína, ajudan-

do a explicar a variabil idade clínica entre doentes e a propor 

novas vias terapêuticas (9,10). Outro exemplo corresponde 

à identif icação de um mecanismo de regulação génica a 

longa distância dos genes da alfa-globina, anteriormente 

considerado ausente em humanos. Este avanço possibil i-

tou, no contexto de uma colaboração internacional, o 

desenvolvimento de uma estratégia terapêutica inovadora 

para a beta-talassemia, baseada na edição genómica com 

CRISPR/Cas9, demonstrando o seu potencial como terapia 

génica para a atenuação dos sintomas da doença (11,12).

Impor ta ainda destacar a investigação no âmbito da 

drepanocitose, que tem contr ibuído signi f icativamente 

para a descober ta e val idação de modif icadores genéticos 

de alguns subfenótipos da doença, como por exemplo, 

a vasculopatia cerebral e a gravidade da anemia e das 

cr ises vaso-oclusivas, em idade pediátr ica. A identi f icação 

destes biomarcadores e sua val idação é de elevada uti l ida-

de cl ín ica pois este conhecimento permite a estrati f icação 

dos doentes pelo grau de r isco e a apl icação de medicina 

personal izada preventiva (13,14). 

Os avanços nas políticas públicas de prevenção

Recentemente, o DGH, através da sua Unidade de Rastre io 

Neonatal, conduziu um estudo pi loto para a integração do 

rastre io da doença das células fa lc i formes no Programa 

Nacional de Rastre io Neonatal (PNRN). Os resultados 

evidenciaram que, devido aos movimentos populacionais, 

esta doença tem aumentado de re levância em Por tugal, 

ref letindo assim a mesma tendência observada a nível 

europeu. Em janeiro de 2024, procedeu-se à inclusão 

def ini t iva desta patologia no painel do PNRN, permitindo, 

desde então, a deteção precoce destes doentes e o seu 

acompanhamento cl ín ico nos centros de referência do 

Serviço Nacional de Saúde (15).

Ações de formação, capacitação e colaboração 

No âmbito das hemoglobinopatias, o DGH tem desempe-

nhado um papel relevante na formação pré- e pós-gradua-

da, contr ibuindo signif icativamente para a obtenção de 

graus académicos, como mestrados e doutoramentos. 

Destaca-se também a promoção contínua de ações de 

formação e capacitação de prof issionais de saúde, com 

relevância para os estágios de genética molecular humana 

integrados nos Internatos Médicos de Patologia Clínica e de 

Genética Médica, assim como na Residência Farmacêutica, 

bem como a divulgação de informação junto do público em 

geral. Paralelamente, o DGH tem mantido uma colaboração 

sólida e duradoura com os PALOP, abrangendo a formação, 

a colaboração em projetos de I&D (16,17) e a par ticipação 

em programas de capacitação.

_Conclusões

O percurso do DGH, na área das hemoglobinopatias 

representa um excelente exemplo de integração entre 

investigação cientí f ica, inovação tecnológica, prestação 

de serviços, referência e formação. Desde a fundação 

da genética molecular no INSA, até à implementação de 

programas nacionais de rastreio, os avanços alcançados têm 

tido um impacto signif icativo na melhoria do conhecimento e 

do diagnóstico destas doenças em Por tugal. A capacidade 
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de gerar conhecimento novo, com relevância internacional, 

aliada ao desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

inovadoras e à aposta na medicina personalizada, consolidou 

o papel do INSA como referência nacional e internacional 

nesta área. O compromisso com a formação contínua e com 

a cooperação com países de expressão portuguesa reforça 

ainda mais o seu contributo para a mitigação destas doenças.

Desafios e perspetivas futuras

O futuro da investigação e diagnóstico das hemoglobino-

patias no DGH aponta para uma crescente aposta na 

inovação dos processos laborator ia is com a apl icação das 

tecnologias de sequenciação de nova geração em larga 

escala, associada à anál ise de grandes volumes de dados, 

o que permit i rá uma caracter ização mais abrangente dos 

doentes e a identi f icação de novos biomarcadores com 

valor prognóstico e terapêutico.

Para le lamente, prevê-se a continuação da investigação 

translacional, com foco no desenvolv imento de novas 

terapias inovadoras de precisão e personal izadas.

A níve l internacional, o DGH continuará a investi r em 

colaborações com centros de excelência e também na 

capacitação de técnicos de países de l íngua por tuguesa, 

contr ibuindo para uma resposta global mais equitat iva a 

estas doenças genéticas hereditár ias. Estas perspetivas 

reforçam o compromisso do INSA em manter-se na 

vanguarda c ientí f ica, tecnológica e socia l, contr ibuindo 

para a melhor ia da saúde da população.
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      _Resumo

Reconhecendo a importância e o impacto das patologias hemorrágicas heredi-

tárias na saúde humana, o Departamento de Genética Humana (DGH) do INSA 

foi o primeiro laboratório em Portugal a realizar a abordagem molecular destas 

doenças, com o objetivo inicial de identificar portadoras e possibilitar a realiza-

ção de diagnósticos pré-natais (DPNs) em famílias com hemofilias A e B. Desde 

os primeiros estudos dedicados à identificação do alelo de risco, passando 

pela caracterização de variantes patogénicas através da análise exaustiva dos 

genes, pelo estabelecimento de correlações genótipo-fenótipo e pelo esclareci-

mento de mecanismos patogénicos, a investigação tem acompanhado os avan-

ços metodológicos. Concomitantemente, o âmbito das patologias estudadas 

foi alargado à doença de von Willebrand e às deficiências dos fatores VII, XI e, 

mais tarde, à deficiência de fator V. A investigação passou também a abranger 

trombofilias hereditárias, nomeadamente as deficiências de proteína C, proteína 

S e antitrombina III, incluindo ainda os fatores genéticos de predisposição para 

trombose.

O trabalho desenvolvido no DGH nesta área foi pioneiro na caracterização mo-

lecular de patologias hemorrágicas e trombóticas hereditárias na população 

portuguesa, tendo permitido a determinação da etiologia e caracterização mo-

lecular destas patologias em cerca de 1.000 famílias da nossa população, bem 

como o conhecimento do espectro de variantes nos diferentes genes e a ado-

ção, em cada caso, das estratégias de análise mais adequadas. Foi determina-

do o estado de portador em mais de 1.600 familiares e realizaram-se 75 DPNs. 

Com o constante acompanhamento dos avanços científicos e tecnológicos, 

incluindo o recurso à sequenciação de nova geração, alargamento das patolo-

gias e respetivos genes, bem como das famílias estudadas, o DGH continua a 

ser uma referência nacional nesta área.

      
      _Abstract

Recognising the importance and impact of hereditary bleeding disorders on 

human health, the Department of Human Genetics (DGH) of INSA was the 

f irst laboratory in Portugal to undertake the molecular approach to these 

diseases, with the initial objective of identifying carriers and enabling the 

per formance of prenatal diagnoses (PNDs) in famil ies with haemophil ia A 

and B. From the earl iest studies dedicated to identifying the risk al lele, 

through the characterisation of pathogenic variants via exhaustive gene 

analysis, the establishment of genotype-phenotype correlations, and the 

elucidation of pathogenic mechanisms, the research has accompanied the 

methodological advances. Concurrently, the scope of studied pathologies 

was expanded to include von Wil lebrand disease and deficiencies of factors 

VII, XI, and later, factor V deficiency. Research also came to encompass 

hereditary thrombophil ias, namely deficiencies of protein C, protein S, and 

antithrombin III, as well as genetic factors predisposing to thrombosis.

The work carr ied out by the DGH in this f ie ld was pioneering in the molecu-

lar characterisation of hereditary bleeding and thrombotic disorders within 

the Por tuguese population, enabl ing the determination of the aetiology and 

molecular characterisation of these conditions in around 1,000 famil ies 

from our population, as wel l as providing knowledge of the spectrum of 

variants across dif ferent genes and the adoption, in each case, of the 

most appropriate analy tical strategies. Carr ier status was determined in 

more than 1,600 relatives, and 75 PNDs were per formed. With constant 

monitoring of scienti f ic and technological advances, including the use of 

next-generation sequencing, expansion of the range of disorders and their 

respective genes, as wel l as the famil ies studied, the DGH continues to be 

a national reference in this area.

_Introdução

As doenças hemorrágicas e trombóticas hereditárias, ainda 

que raras, representam um desafio clínico e de saúde pública 

devido ao risco de complicações graves e à necessidade 

de tratamento especializado e prolongado. De entre as 

doenças hemorrágicas, destacam-se as deficiências de 

Fator VIII (hemofil ia A) e de Fator IX (hemofil ia B), associadas, 

respetivamente, aos genes F8 e F9. A hemofil ia A apresenta 

uma incidência de cerca de 1/5.000 indivíduos do sexo mas-

culino, enquanto a hemofil ia B ocorre em aproximadamente 

1/25.000. A doença de von Willebrand, associada ao gene 

VWF, ainda que mais frequente, manifesta-se muitas vezes 

de forma ligeira e é subdiagnosticada. Outras deficiências 

hemorrágicas, mais raras, incluem as dos fatores VII e XI 

(genes F7 e F11, respetivamente). No grupo das trombofil ias 

hereditárias, salientam-se as deficiências de Antitrombina III 
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(SERPINC1), Proteína C (PROC) e Proteína S (PROS1), 

com prevalência infer ior a 0,5%. As var iantes FVLeiden 

(NM_000130.4:c.1601G>A, p.(Arg534Gln)) e Protrombina 

G20210A (NM_000506.5:c.*97G>A), mais comuns na popu-

lação, estão ambas associadas a um r isco aumentado de 

eventos trombóticos.

O diagnóstico precoce destas patologias é essencial para 

prevenir complicações, como hemorragias espontâneas ou 

tromboses recorrentes. Neste contexto, o diagnóstico mo-

lecular assume um papel determinante, permitindo a identi-

f icação das var iantes genéticas associadas a cada quadro 

cl ínico, or ientando a estratégia terapêutica e permitindo a 

identi f icação de por tadoras e um aconselhamento genético 

mais preciso às famí l ias em r isco. O diagnóstico pré-natal 

(DPN), quando cl inicamente indicado, representa um recur-

so val ioso para famí l ias com estas patologias, permitindo 

decisões informadas e um planeamento atempado dos cui-

dados médicos. 

Desde 1987, o Departamento de Genética Humana (DGH) 

do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA), 

através da implementação de diversas metodologias de 

diagnóstico e de investigação molecular aplicada, incluindo 

a abordagem inovadora da sequenciação de nova geração 

(NGS), e em estreita colaboração com centros cl ínicos de 

referência, tem possibil i tado a identif icação da base genéti-

ca e da patologia molecular destas doenças na população 

por tuguesa, bem como a melhoria dos cuidados de saúde 

prestados a doentes com patologias trombo-hemorrágicas.

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivos principais: i) a revisão dos 

estudos moleculares desenvolvidos no Departamento de Ge-

nética Humana do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricar-

do Jorge no âmbito da identificação da base e da patogénese 

molecular das patologias hemorrágicas e trombóticas heredi-

tárias da população portuguesa; ii) a análise do impacto dos 

resultados nos cuidados de saúde e na prevenção da doença; 

e iii) a identificação das especificidades de cada patologia, 

sempre num contexto de investigação aplicada e na perspeti-

va de alargamento ao estudo de outras patologias.

_Materiais e métodos

A extração de DNA genómico a partir de amostras de sangue, 

de líquido amniótico ou de vilosidades coriónicas foi realizada 

por métodos manuais ou automatizados.

A identificação da base molecular das patologias acompa-

nhou a evolução tecnológica. Nos primeiros estudos, a restri-

ção enzimática e o Southern blotting foram as metodologias 

mais usadas para os estudos de l inkage e estabelecimento de 

estados de portadora, tendo sido também a primeira metodo-

logia utilizada na deteção das inversões envolvendo o intrão 

22 do gene F8 (INV22).

Até à automatização da sequenciação de Sanger, a análise de 

conformação de DNA em cadeia simples (SSCP) (1) foi utiliza-

da em larga escala como método de rastreio de variantes, e 

constituiu-se como método de diagnóstico direto no caso de 

variantes conhecidas; a análise por DHPLC foi também utiliza-

da nalguns casos como método de rastreio.

A amplificação enzimática de DNA (PCR) das regiões 

codificantes, intrónicas adjacentes e reguladoras relevantes dos 

genes, seguida de sequenciação de Sanger, tem sido o método 

mais utilizado na identificação e confirmação de variantes 

de nucleótido único (SNVs) e pequenas inserções/deleções 

(indels), continuando como gold standard. A PCR é usada na 

pesquisa das inversões INV22 (PCR longo) e INV1 do F8 (2,3). 

A PCR específica de alelo (ARMS, amplification refractory 

mutation system) é utilizada em contextos específicos para 

deteção de variantes, incluindo a versão ARMS fluorescente.

A Multiplex Ligation-dependent Probe Ampli f ication (MLPA) 

é uti l izada para identif icação e conf irmação de deleções ou 

duplicações.

Recentemente, foi desenvolvido e val idado um painel 

customizado de sequenciação de nova geração (NGS) 

permitindo de forma mais célere e com custos infer iores, a 

análise simultânea de vários genes, incluindo os associados 

a patologias hemorrágicas e trombóticas.
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_Resultados e discussão

No seguimento da publicação da estrutura dos genes F8 e F9 

(4,5), o Centro de Genética Humana (atual DGH) foi o primeiro 

laboratório, a nível nacional, a realizar estudos moleculares em 

famílias com hemofilia A, inicialmente efetuando a genotipagem 

de polimorfismos extragénicos e, posteriormente, intragénicos 

(6). Esta abordagem permitiu a determinação do alelo de 

risco, a identificação de portadoras em familiares de casos 

índex e a realização dos primeiros DPNs. Dadas as limitações 

metodológicas de então, o desconhecimento das sequências 

intrónicas e a grande extensão das regiões funcionalmente 

importantes do gene F8 (constituído por 26 exões, sendo que 

o maior, exão 14, tem mais de 3000 nucleótidos), só após a 

identificação das sequências dos intrões adjacentes, realizada 

em colaboração internacional, foi possível o desenvolvimento 

de primers para amplif icação das sequências essenciais 

do F8, incluindo as junções exões/intrões, tendo então sido 

publicados os primeiros diagnósticos diretos em famílias 

de hemofilia A, com análise por SSCP (7).  Foram também 

identificadas as primeiras variantes do F9 em famílias com 

hemofilia B (8,9).

Uma das primeiras conf irmações do efeito molecular de 

uma variante de splicing no F8, uti l izando RNA de expressão 

ectópica de sangue total, foi real izada por nós (10).

A introdução da pesquisa das inversões INV22 e INV1 do F8, 

a primeira associada a cerca de 50% dos casos graves de 

hemofilia A, permitiu identif icar a base molecular num número 

signif icativo de famílias. Em 2006, o laboratório publicou 

o seu primeiro grande estudo descrevendo o espetro de 

variantes e a patogénese molecular num número relevante 

de doentes com hemofil ia A, correlações genótipo-fenótipo, 

incluindo a associação de variantes aos diferentes fenótipos 

CRM (cross-reacting material-negative) e à presença de 

inibidores, bem como especif icidades da patologia na 

população portuguesa (11). A gráfico 1A mostra a distribuição 

de variantes do F8 identificadas em 435 famílias da população 

portuguesa estudadas até ao presente.

Progressivamente, alargou-se o diagnóstico molecular a outras 

patologias hemorrágicas hereditárias relevantes, nomeadamen-

te doença de von Willebrand (o tipo 2 foi o primeiro alvo de 

estudo, associado a um número limitado de exões do VWF, de 

um total de 52), bem como deficiências de Fator VII e de Fator 

XI da coagulação (12). Observam-se diferenças notórias na dis-

tribuição do tipo de variantes genéticas associadas a cada pa-

tologia (gráfico 1, B-E ), implicando a adoção de estratégias 

analíticas particulares em cada caso.

A distribuição dos pedidos de análise molecular para as prin-

cipais patologias hemorrágicas e trombóticas mostra-se na 

gráfico 2. Os estudos moleculares das pr incipais trombof i-

l ias hereditár ias, nomeadamente, def iciências de Proteína 

S (13), Antitrombina II I (14) e Proteína C (15), foram iniciados 

em 1993, sendo fundamentais para o estabelecimento da 

sua etiologia em cada famí l ia e contr ibuindo também para 

a caracter ização molecular destas patologias na população 

por tuguesa (gráfico 1, F-H ).

Em 1999, foi iniciada a pesquisa de FVLeiden em famílias com 

história de patologia trombótica sem causa aparente, tendo-se 

confirmado esta variante como fator genético predisponente a 

trombose na nossa população, tal como a variante Protrombina 

G20210A (16). Atualmente, são também pesquisadas as variantes 

MTHFR 677T e 1298A (NM_005957.5:c.677C>T, p.(Ala222Val); 

NM_005957.5:c.1298A>C, p.(Glu433Ala)) e a variante SERPINE1 

5G/4G (NM_000602.5:c.-675_676insG (5G) / c.-675delG (4G). 

Dada a elevada frequência das patologias trombóticas na nossa 

população e o facto destas variantes estarem também descritas 

em associação a outras condições clínicas, foram analisadas 

até agora cerca de 10.000 amostras neste âmbito. 
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Gráfico 1:       Representação das variantes genéticas consideradas patogénicas identificadas em famílias portuguesas com patologias 

hemorrágicas e trombóticas hereditárias.

Indicam-se: número de famílias aparentemente não relacionadas, tipo e número de variantes únicas; percentagem das famílias com um tipo de 

variante. indel – inserção/deleção até 50 nucleótidos; grande del./ grande dup. – deleção/duplicação >50 nucleótidos, podendo envolver um a vários 

exões, ou a totalidade do gene; regulação – variante em região reguladora; INV1 e INV22 – inversões envolvendo o intrão 1 e o intrão 22 do F8, 

respetivamente; conversão génica – variante resultante de conversão génica do VWF com o seu pseudogene; polimorfismo Heerlen – variante 

NM_000313.4(PROS):c.1501T>C, p.(Ser501Pro).
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O registo das variantes identif icadas em bases de dados in-

ternacionais contribuiu para a partilha global de conhecimen-

to, permitindo uma melhor caracterização destas patologias. 

O DGH tem também acompanhado a harmonização interna-

cional da nomenclatura (20) e a classificação de variantes, no-

meadamente através de aplicação dos critérios ACMG/AMP 

(American College of Medical Genetics and Genomics and 

the Association for Molecular Pathology) (21), e participa em 

programas internacionais de avaliação externa de qualidade 

relativamente a estes grupos de patologias, os quais têm com-

provado a f iabilidade e qualidade dos resultados obtidos.

Globalmente, foram analisadas um total de cerca de 13.000 

amostras, incluindo cerca de 1.000 doentes com patologias 

hemorrágicas e trombofil ias hereditárias e mais de 1.600 fa-

miliares, tendo sido realizados 75 DPNs, demonstrando o im-

pacto relevante destes estudos no diagnóstico e prevenção 

destas doenças. Os resultados obtidos têm contribuído signifi-

cativamente para aprofundar o conhecimento da base molecu-

lar e especif icidades das patologias estudadas, não apenas 

através da identif icação das variantes genéticas causais, mas 

também com o esclarecimento dos mecanismos patogénicos 

subjacentes (10,17-19).

Gráfico 2:       Número de testes genéticos solicitados ao DGH-INSA para estudo de casos índex e de familiares para as principais 

(A) Patologias hemorrágicas hereditárias; (B) Trombofilias hereditárias. 

Os dados de 2025 são uma estimativa, com base nas amostras recebidas de janeiro a junho. Para facilitar a análise da figura, 

agruparam-se os dados das patologias Hemofilia A e Hemofilia B (HMA + HMB), Deficiência de Fator VII e Deficiência de Fator XI (Def. 

FVII + Def. FXI); Def. PS – Deficiência de Proteína S; Def. ATIII – Deficiência de Antitrombina III.  Def. PC – Deficiência de Proteína C.
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O desenvolvimento de um painel NGS customizado permitiu o 

estudo simultâneo de vários genes, simplificando a análise mo-

lecular, reduzindo custos e tempos de resposta. Com esta me-

todologia, passou a realizar-se o estudo de todos os exões e 

regiões intrónicas adjacentes do VWF, tendo também iniciado 

o estudo completo do F5 em famílias com deficiência de Fator 

V. O DGH encontra-se na fase final de validação da metodolo-

gia de sequenciação de Exoma, o que permitirá o alargamento 

da investigação e do diagnóstico molecular a todos os genes 

relevantes na área da trombose e hemostase.

_Conclusões

No balanço dos 50 anos de ativ idade do DGH do INSA, a 

análise retrospetiva real izada no presente estudo i lustra o 

papel pioneiro deste laboratório na caracter ização molecu-

lar das patologias hemorrágicas e trombóticas hereditár ias 

em Por tugal. Com o constante acompanhamento dos avan-

ços cientí f icos e metodológicos, o DGH tem contr ibuído 

de forma signif icativa para o esclarecimento da etiologia e 

patogénese molecular destas patologias, possibi l i tando o 

acompanhamento cl ínico e aconselhamento genético mais 

adequados, fundamentais na prevenção e na personaliza-

ção dos cuidados de saúde, com ref lexo na saúde pública, 

continuando uma referência nacional nesta área.
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      _Resumo

As citopatias mitocondriais (CM) são causadas por disfunções ao nível do sis-

tema da fosforilação oxidativa originando, consequentemente, uma deficien-

te produção de energia. No seu conjunto representam um grupo de doenças 

genética e fenotipicamente heterogéneas com uma incidência estimada de 

1:5000 nados-vivos. Estas doenças raras podem surgir em qualquer idade, 

sendo mais frequentes em crianças, e podem ser causadas por defeitos ge-

néticos no genoma mitocondrial, no genoma nuclear ou na interação entre os 

dois genomas. As vias metabólicas envolvidas na comunicação mito-nuclear 

são complexas e, segundo a literatura, o proteoma mitocondrial possui cerca 

de 1500 proteínas com um número de genes candidatos equivalentes.

O estudo destas patologias em Portugal foi implementado em 1993 pela Uni-

dade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética (URN), e, até à data, foram 

investigados mais de 4000 doentes. O objetivo deste trabalho foi esclarecer a 

etiologia molecular destes doentes suspeitos de CM. A investigação das CM 

tem sido um grande desafio, uma vez que é necessária uma abordagem multi-

disciplinar ao nível clínico, histológico, bioquímico e genético para se atingir 

um diagnóstico definitivo destes doentes. 

Na última década, o desenvolvimento da tecnologia de sequenciação de nova 

geração revolucionou o diagnóstico molecular das doenças genéticas raras, de 

difícil diagnóstico, tais como as CM e proporcionou a caraterização molecular 

de mais de 30% dos doentes estudados. A atualização da abordagem molecu-

lar ao longo dos anos tem vindo a reforçar a URN como laboratório nacional de 

referência para o diagnóstico das CM.

      
      _Abstract

Mitochondrial cytopathies (MC) most of ten refer to the dysfunction of the 

mitochondrial oxidative phosphorylation system leading to deficiency in the 

ATP production. They represent a group of genetically and phenotypically 

heterogeneous disorders with an estimated incidence of 1:5000 l ive bir ths. 

These rare diseases can occur at any age, being more frequent in children, 

and can be caused by genetic defects in the mitochondrial genome, in 

the nuclear genome or in the interplay between the two genomes. The 

pathways involved in the nucleus-mitochondria communication are complex 

and over 1500 proteins are l isted in the mitochondrial proteome with a 

corresponding number of candidate genes. 

S ince 1993 the Newborn Screening, Metabol ism & Genet ics Uni t (URN) 

has been involved in the study of MC, and to date more than 4,000 

pat ients have been invest igated. The a im of th is work was to c lar i f y the 

molecular et io logy of these pat ients, suspected of MC. The research 

of these patholog ies is a great chal lenge because a mul t id isc ip l inar y 

approach at the c l in ica l, h isto log ica l, b iochemica l, and genet ic leve ls is 

requi red to achieve a def in i t ive d iagnosis of these pat ients. 

In the last decade, the development of next-generation sequencing techno-

logy has revolutionized the molecular diagnosis of rare, dif f icult-to-diagnose 

genetic diseases, such as MC, and has enabled the molecular characteriza-

tion of over 30% of the studied patients. URN has been recognized as a 

reference laboratory for the study of these pathologies in Portugal.

_Introdução

As citopatias mitocondriais (CM) integram um grupo de 

doenças genéticas raras de expressão clínica e genética 

heterogénea que afetam, maioritariamente, órgãos e tecidos 

com alta dependência energética, podendo os sintomas 

clínicos surgir quer na infância quer na idade adulta (1).

A prevalência estimada destas patologias situa-se entre 

1 em 4000 a 1 em 5000 indivíduos, tornando-as uma das 

doenças metabólicas hereditárias mais comuns (2,3). Apesar 

disso, continuam a ser uma causa relevante de morbil idade 

e mortalidade crónica, não existindo ainda terapias ef icazes 

para a maioria dos casos.

As funções mitocondriais são reguladas pelo duplo envolvi-

mento do genoma mitocondrial (mtDNA) e do genoma nuclear 

(nDNA), estando associadas, respetivamente, a hereditarieda-

de materna e mendeliana (4).

Sob o ponto de vista médico, a suspeita de CM é muitas vezes 

efetuada com base em apresentações clínicas peculiares, 

no entanto o diagnóstico destas patologias é muitas vezes 

complexo e difícil, exigindo uma ampla avaliação clínica e 

laboratorial (5).
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Aproximadamente 15-30% das mutações causais destas 

doenças encontram-se descritas no DNA mitocondrial (6,7), 

mas a maioria dos casos são causados por mutações no 

"mitoma", o grupo de mais de 1500 genes nucleares que co-

dif icam proteínas necessárias para a i) função e manutenção 

mitocondrial (replicação e expressão do mtDNA), i i ) forma 

e dinâmica mitocondrial (f issão e fusão), i i i ) biossíntese da 

Coenzima Q10 e iv) rede complexa que controla a formação 

e atividade da cadeia respiratória mitocondrial (8,9). Em prin-

cípio, todos esses genes devem ser considerados candida-

tos potenciais para CM, embora, até ao momento, tenham 

sido descritas mutações causais em aproximadamente 400 

destes genes. 

A Unidade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética (URN) 

foi pioneira na investigação das CM em Portugal e tem-se dedi-

cado, nos últimos 30 anos, ao estudo bioquímico e molecular 

de mais de 4000 doentes clinicamente suspeitos destas pato-

logias, com o objetivo de esclarecer a sua respetiva etiologia 

molecular.

O diagnóstico das CM teve início em 1993 na URN, no Porto 

(figura 1) e baseava-se essencialmente na determinação da 

atividade enzimática dos complexos da cadeia respiratória 

mitocondrial (CRM) em biópsia muscular. Em 1995, os primei-

ros estudos moleculares realizados permitiram diagnosticar 

alguns destes doentes. No entanto, a maioria continuou sem 

a identif icação da mutação causal. 

O diagnóstico definitivo das CM é efetuado com recurso a estu-

dos moleculares, sendo um grande desafio por se tratar de um 

grupo heterogéneo de patologias com um curso de doença ra-

pidamente progressivo e devastador na infância ou na primeira 

infância, onde as opções terapêuticas são escassas. 

A sequenciação de nova geração (NGS) revolucionou o diag-

nóstico molecular destas doenças, uma vez que tem capaci-

dade de gerar uma enorme quantidade de dados num curto 

espaço de tempo a um custo acessível, tornando esta abor-

dagem ideal para uma vasta gama de aplicações, tais como: 

a sequenciação de um conjunto de genes previamente se-

lecionados (painéis de NGS) ou a sequenciação do exoma 

humano completo (WES) ou do genoma humano completo 

(WGS) (10,11).

A introdução da tecnologia de NGS na URN possibilitou a se-

quenciação do mtDNA completo, assim como a implementação 

de um painel personalizado de genes nucleares associados a 

CM que, após a validação, foi utilizado   num grupo de doentes 

com etiologia molecular desconhecida. Nos últimos anos ini-

ciamos também a sequenciação do exoma clínico e WES em 

alguns doentes que continuavam sem diagnóstico molecular. 

A abordagem multidisciplinar bem como a adoção das novas 

tecnologias tem-nos permitido efetuar o diagnóstico das CM 

de forma cada vez mais eficaz ao longo dos anos tornando a 

URN uma referência a nível nacional. 
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Figura 1:       Cronograma da implementação do diagnóstico das citopatias mitocondriais no INSA (1993-2024).

NGS – Next Generation Sequencing; WES – Whole Exome Sequencing
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_Objetivo

Este trabalho apresenta os resultados, de 1993 a 2004, da 

investigação de cerca de 4000 doentes suspeitos de doenças 

mitocondriais selecionados por cl ínicos especializados 

nas áreas de Neurologia, Pediatr ia, Neuropediatr ia, entre 

outras, com o objetivo de esclarecer a sua respetiva etiologia 

molecular.

Doentes e métodos

Ao longo destes 30 anos foram estudados mais de 4000 

doentes com suspeita c l ín ica e h isto lógica de CM, em 

que cerca de 2500 real izaram biópsias musculares e os 

restantes real izaram colhe i ta de sangue em EDTA.

O estudo bioquímico envolveu a determinação das at iv ida-

des enzimáticas dos complexos I- IV e do complexo I I+I I I 

da CRM, em homogeneizados de biópsia muscular, por 

espetrofotometr ia.

As mutações mais frequentes do mtDNA foram inicialmente 

pesquisadas pelas metodologias tradicionais de PCR/RFLP 

e sequenciação de Sanger. As grandes deleções do mtDNA 

foram investigadas por Southern-Blot e, posteriormente, 

por Long-Range PCR e NGS. Estes rearranjos foram pesqui-

sados em DNA extraído a partir de biópsia muscular, à exce-

ção dos casos com suspeita de Síndrome de Pearson e em 

alguns casos de síndrome de Kearns-Sayre, caraterizados 

por um número elevado de deleções no sangue. Inicialmente 

os estudos genéticos de genes nucleares associados a CM 

foram efetuados pelos procedimentos standard de Sequen-

ciação de Sanger. 

O NGS foi implementado na URN em 2014 para a sequencia-

ção do mtDNA completo e um painel de genes nucleares 

associado a CM, tendo sido efetuado no sequenciador MiSeq 

(Il lumina). Para capturar os genes nucleares, foi util izado 

um painel personalizado com 213 genes associados a CM, 

de acordo com a metodologia SureSelect XT HS (Agilent 

Technologies). Para o mtDNA completo, util izou-se a metodo-

logia Nextera XT (Il lumina). Para a análise procedeu-se como 

descrito anteriormente (12).

_Resultados

Desde 1993 este estudo envolveu cerca de 4000 doentes pro-

venientes de sete hospitais nacionais, localizados no norte, 

centro e sul de Portugal. A idade de início da doença foi muito 

variável, dos 4 dias aos 78 anos de vida. Os sintomas neuro-

lógicos foram os mais frequentes, seguidos dos musculares, 

oftalmológicos, cardíacos e auditivos. O grupo pediátrico foi 

o mais representado apesar deste estudo inicialmente ter en-

volvido um grupo de adultos previamente selecionados com 

base em alterações histológicas na biópsia muscular.

Nos ~2500 doentes que realizaram biópsia muscular foram 

identif icados 511 com alterações histológicas características 

ou com défices isolados ou combinados da CRM, 87 doentes 

com deleções simples do mtDNA, 111 com deleções múltiplas 

do mtDNA, 25 com depleção do mtDNA e 62 com mutações 

descritas no mtDNA. 

Mais recentemente, dos ~1500 doentes estudados por NGS 

e/ou sequenciação de Sanger a partir do DNA de células 

sanguíneas, 66 apresentaram as mutações descritas no mtDNA 

e 117 mutações em genes nucleares associados às CM.

Este estudo permitiu identificar em biópsia muscular uma 

causa molecular em 10,4% dos doentes estudados (169/2500), 

todos com variantes no genoma mitocondrial, sendo a maioria 

adultos com grandes deleções. Nos 1500 doentes em que o 

estudo foi efetuado numa amostra de sangue a percentagem de 

casos positivos foi de 12,2%. De realçar que a maioria destes 

diagnósticos moleculares resultaram da abordagem por NGS 

em 450/1500 doentes, criteriosamente selecionados, e eram 

crianças em que se identificaram essencialmente mutações nos 

genes nucleares. Se considerarmos apenas os 450 doentes, 

como grupo de estudo, a percentagem de casos positivos é de 

30% conforme publicado no estudo anterior (13). Neste grupo de 

450 doentes identificamos 72 variantes patogénicas descritas 

na literatura, 20 novas variantes provavelmente patogénicas e 

62 variantes de significado indeterminado (VUS), segundo os 

critérios do American College of Medical Genetics and Genomics 

(ACMG) (14), algumas já previamente descritas pela Unidade de 

Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Instituto Nacional 

de Saúde Doutor Ricardo Jorge (URN-INSA) (12,13,15).
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_Discussão

O diagnóstico das CM evoluiu de métodos tradicionais como 

o PCR/RFLP e Sanger, para a NGS, o que permite analisar 

rapidamente quer o mtDNA completo e quer o painel de 

genes nucleares associados a CM. Atualmente o sangue é 

considerado a amostra de primeira l inha em vez da biópsia 

muscular, sendo esta utilizada apenas para confirmar grandes 

deleções/depleção do mtDNA, avaliar a patogenicidade de 

VUS e determinar a percentagem de heteroplasmia.

Na URN a adoção da NGS permitiu efetuar um número 

crescente de diagnósticos tendo possibil itado, no caso do 

mtDNA, alargar o estudo para além das mutações pontuais 

mais comuns, e, relativamente aos genes nucleares foi 

fundamental uma vez que se passou da investigação de “gene 

a gene” para centenas de genes nucleares simultaneamente.

Os resultados apresentados permitiram demonstrar que na 

população adulta as grandes deleções no mtDNA constituem 

a alteração molecular mais comum e que para a identif icação 

destes rearranjos é necessário dispor de uma biópsia 

muscular. Na população pediátrica as mutações no nDNA são 

as mais frequentes e uma abordagem por NGS numa amostra 

sangue, através de um painel de genes associados a CM, 

permite uma investigação mais célere e com uma taxa de 

positividade 15-25% superior. A sequenciação da molécula 

de mtDNA completa por NGS é igualmente uma vantagem 

uma vez que tem permitido alargar o espetro de mutações 

neste genoma bem como a diversidade de fenótipos a que 

estão associadas.

_Conclusões

Os resultados de três décadas de estudo e investigação das 

doenças mitocondriais (1993-2024), na URN do INSA-Porto, 

demonstram o contr ibuto da tecnologia de NGS para escla-

recer a etiologia molecular de doentes suspeitos destas pa-

tologias, alargar o espetro mutacional e oferecer em alguns 

casos um diagnóstico pré-natal e aconselhamento genético 

aos casais em risco.

Apesar deste avanço tecnológico, muitos doentes permane-

ceram sem caraterização molecular, pelo que a aplicação de 

WES ou WGS será, no futuro, fundamental para permitir uma 

maior ef icácia no diagnóstico das CM.
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      _Resumo

As doenças de sobrecarga lisossomal (DLSs) são um grupo de doenças meta-

bólicas hereditárias caracterizado pela acumulação de substratos no interior do 

lisossoma. Em Portugal, a prevalência descrita das DLS é de 25 por 100 000 

nados vivos, notavelmente elevada, quando comparada com outros países. 

Este trabalho tem por objetivo fornecer uma visão global dos aspetos bioquími-

cos, genéticos e epidemiológicos das DLSs em Portugal, destacando novas me-

todologias e os potenciais avanços neste domínio.

A prevalência elevada de certas patologias, assim como a existência de mu-

tações frequentes, sugerem a necessidade de protocolos de alerta, de novos 

métodos de diagnóstico e monitorização eficazes, tais como o uso de novos 

biomarcadores. As direções futuras da investigação incluem uma pesquisa 

mais aprofundada sobre a base genética das DLS em Portugal, estudos fun-

cionais e o desenvolvimento de terapias mais eficazes e personalizadas.

      
      _Abstract

Lysosomal Storage Disorders (LSDs) are a group of inherited metabol ic di-

seases characterized by the accumulation of substrates within lysosomes. 

In Por tugal, the described prevalence of LSDs is 25 per 100,000 l ive bir ths, 

which is notably high compared to other countr ies.

This work aims to provide an overview of the biochemical, genetic, and epi-

demiological aspects of LSDs in Por tugal, highl ighting new methodologies 

and potential advances in this f ie ld.

The e levated preva lence of cer ta in d iseases, a long wi th the ex istence of 

f requent mutat ions, suggests a need for awareness protocols and new, 

ef fect ive d iagnost ic and moni tor ing methods, such as the use of nove l 

b iomarkers. Future research d i rect ions inc lude a deeper invest igat ion 

into the genet ic basis of LSDs in Por tugal, funct ional studies, and the 

deve lopment of more ef fect ive and personal ized therapies.

_Introdução

As Doenças Lisossomais de Sobrecarga (DLSs) são um grupo 

de cerca de 50 doenças, caracterizadas por deficiências 

de enzimas lisossomais, transportadores de membrana ou 

outras proteínas, levando a uma acumulação de substratos 

específicos dentro dos lisossomas (1). A acumulação progres-

siva destes compostos resulta numa disfunção generalizada 

das células e dos tecidos, provocando uma ampla gama 

de manifestações clínicas, incluindo organomegalias, neuro-

degeneração, alterações esqueléticas e mortalidade precoce 
(2). As DLSs representam um desafio significativo para a 

saúde pública, devido às manifestações clínicas variadas re-

sultantes da heterogeneidade genética e às diferentes formas 

de evolução (3). Em 1980, surgiu em Portugal, o Instituto 

de Genética Médica Doutor Jacinto Magalhães (IGMJM) dedi-

cado ao estudo das Doenças Hereditárias do Metabolismo, 

onde estava integrada a única unidade dedicada ao estudo e 

diagnóstico das DLSs, em Portugal. Assim, o estudo singular 

da prevalência de DLS em Portugal, remonta a 2004, tendo 

sido relatada uma prevalência de 25 por 100 000 nados-vivos 

no norte de Portugal, entre 1982 e 2001 (4). Em 2005, surgiu a 

Unidade do Lisossoma e do Peroxissoma (UniLipe) dedicada, 

essencialmente, à investigação das DLSs. Posteriormente, a 

Unidade de I&D e a Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolis-

mo e Genética (URN), ambas fazendo parte do Departamento 

de Genética Humana do Instituto Nacional de Saúde Doutor 

Ricardo Jorge (DGH-INSA), tornaram-se um dos principais 

centros de referência no estudo e investigação deste grupo 

de patologias. Consequentemente, as bases genéticas das 

DLSs e a frequência das respetivas mutações observadas na 

população portuguesa têm sido extensivamente estudadas, 

melhorando a compreensão das manifestações clínicas, 

assim como da história natural destas patologias (5-7).  

Apesar destes avanços, persistem desafios significativos no 

diagnóstico atempado e tratamento das DLSs, exigindo uma 

investigação contínua e o desenvolvimento de abordagens 

inovadoras.
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_Objetivo

Este trabalho tem por objetivo fornecer uma visão global 

dos aspetos bioquímicos, genéticos e epidemiológicos das 

doenças lisossomais de sobrecarga em Portugal, destacando 

novas metodologias e os potenciais avanços neste domínio.

_Abordagem bioquímica

A implementação de novos ensaios para determinação de 

atividade enzimática, util izando amostras de sangue seco 

(DBS), simplif icou a colheita, o transporte, a análise e o 

armazenamento das amostras. Esta metodologia simples e 

rentável, permitiu o estudo de populações de risco, análise 

de grupos de patologias em simultâneo, exigindo apenas 

um pequeno volume de amostra de sangue (8). Assim, em 

muitos casos, tornou-se possível o estabelecimento de um 

diagnóstico num curto espaço de tempo. A util ização de 

biomarcadores ganhou importância fulcral no diagnóstico 

e monitorização de DLSs com tratamento específ ico. Os 

biomarcadores,tais como LisoGb3 (globotriaosilesfingosina), 

LisoGl1 (glucosilesfingosina), LisoSM (liso-esfingomielina), e 

LisoSM-509 (l iso-esfingomielina-509), foram implementados 

na URN, de modo a permitir um diagnóstico atempado, 

possibil itar uma monitorização da eficácia do tratamento 

e compreender a progressão da doença (tabela 1) (9). O 

facto de se poder analisar estes compostos em simultâneo, 

permite o estudo de doenças com sobreposição fenotípica e 

a realização de diagnósticos diferenciais (9). 

A deteção de excreção anómala de ol igossacarídeos assim 

como a anál ise de fragmentos específ icos de gl icosamino-

gl icanos, em amostras de ur ina, são impor tantes metodolo-

gias para o diagnóstico bioquímico de, respetivamente, 

ol igossacaridoses e mucopolissacaridoses. Assim, ao 

longo dos anos tem-se assistido a um crescente número 

de diagnósticos de doentes com patologia l isossomal e, 

consequentemente, do número de doentes em tratamento, 

permitindo assim diminuir\retardar os efeitos mais graves 

da doença (gráfico 1).
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Tabela 1:       Biomarcadores para as diferentes Doenças Lisossomais de Sobrecarga.

Gráfico 1:       Número de doentes em tratamento, por ano, por patologia. 

Doença Gaucher Fabry Niemann-Pick
A\B

Niemann-Pick
C

Krabbe
Leucodistrofia
Metacromática

Gangliosidoses

Biomarcador L isoGl1 L isoGb3 L isoSM LisoSM-509 Psicos ina
L iso

Sul fat ídeos
L iso

Ganglos ídeos

GD – Doença de Gaucher; FD – Doença de Fabry; MPS – Mucopolissacaridose; C – Niemann-Pick, tipo C; Pompe – Doença de Pompe; 
LAL – Deficiência em Lipase ácida; X-manosidae – Alfa-manosidose

Fonte: Relatórios de atividades da Comissão Coordenadora do Tratamento das Doenças Lisossomaisde Sobrecarga (CCTDLS) 2006-2022

GD

MPS IVA

Pompe

FD

MPS VI

L AL
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X-manosidase

MPS I I

C

_ _ 
2ª série

2025

especial 17
número

2ª série

_Doenças genéticas

 

Doutor Ricardo Jorge

Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

_ www.insa.pt

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP



Tabela 2:       Biomarcadores para as diferentes Doenças Lisossomais de Sobrecarga.

57

_Abordagem bioquímica

A população por tuguesa apresenta um amplo espetro de 

mutações nas DLSs, no entanto, ex istem cer tas patologias 

que apresentam mutações mais f requentes (tabela 2) (4).

Para a doença de Fabry, o estudo de populações de 

r isco, conduziu à identif icação de vários doentes com a 

mutação p.Phe113Leu, devido ao efeito fundador (8).  Estes 

resultados enfatizam a importância da georeferenciaçao, 

para compreensão da epidemiologia e diversidade genética 

destas doenças. Atualmente, com recurso à Sequenciação 

de Nova Geração (NGS), a identif icação da base molecular 

responsável pelas doenças tornou-se mais acessível pois, 

agrupando doenças com base no fenótipo apresentado, 

é possível desenhar painéis com diferentes números de 

genes, ou realizar o estudo de exomas clínicos por NGS 
(10). Estas novas abordagens, permitiram a identif icação da 

patologia de sobrecarga l isossomal, em doentes que foram 

rececionados no laboratório com suspeita de outra Doença 

Hereditária do Metabolismo. O recurso a NGS, permitiu 

ainda a identif icação de novas variantes, em que o estabele-

cimento de uma correlação com o fenótipo clínico e a apre-

sentação bioquímica, são essenciais para a compreensão 

destas doenças multissistémicas e para o desenvolvimento 

de abordagens terapêuticas personalizadas.

_Epidemiologia

A prevalência ao nascimento de 29 DLSs diferentes na popu-

lação do norte de Portugal é de 25 por 100.000 nados-vivos, 

sendo o dobro da prevalência descrita nas populações 

holandesa (14 por 100.000 nados-vivos) e australiana (12,9 por 

100.000) (4). A população portuguesa apresentava, igualmen-

te, maior prevalência de gangliosidoses GM2, Niemann-Pick 

tipo C e Leucodistrofia Metacromática, MucolipidosesII\III 

e menor prevalência das doenças de Pompe e Fabry em com-

paração com as populações holandesa e australiana (4). Entre 

1982 e 2001, estavam identificados cerca de 353 doentes com 

DLSs (4). Atualmente, devido à aplicação de métodos mais 

sensíveis e específicos, assim como um melhor conhecimento 

da população portuguesa, a doença de Fabry e a doença de 

Gaucher, são das doenças mais prevalentes em Portugal, a 

par da Gangliosidose GM2, variante B1. Para alguns destes 

casos, foram reconhecidos fenómenos de “efeito fundador”, 

com uma origem ancestral comum, cujo background genético 

se foi transmitindo através da descendência, criando focos lo-

cais de incidência, em particular, daquela doença (8). No caso 

da doença de Fabry, por exemplo, foi até possível identificar 

o primeiro casal portador da doença: as origens da patologia 

remontam a 1650, a uma freguesia de Guimarães com 1500 

habitantes. Só em Guimarães existem mais de 300 casos 

identificados (8).
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Doença (Gene) Mutações frequentes na população por tuguesa

Gangl iosidose GM2 —  

var iante B1  (HEXA)

Doença de Gaucher (GBA)

Leucodistrof ia Metacromática

(MLD;  ARSA)

Niemann–Pick disease type C 

(NPC1  / NPC2 )

p.Arg178His  — mui to f requente em casos juvenis

p.Asn370Ser  — a le lo mais f requente ( 60% dos a le los ident i f icados) 
p.Leu444Pro, p.Gly377Ser, p.Asn396Tht , 1066+1G>A  
outras mutações f requentes na população por tuguesa

IVS2+1 G→A  a le lo mais f requente
p.Cys300Phe, p.Pro425Thr, 1190_1191insC, g.2408delC  
outras mutações f requentes na população por tuguesa

p.Ala1035Val  no NPC1

Doença de Fabr y (GLA) p.Phe113Leu 
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_Abordagem terapêutica

As intervenções terapêuticas para as DLSs avançaram signi-

f icativamente nos últimos 25 anos. Foram desenvolvidas 

várias abordagens, incluindo a terapia de substituição 

enzimática (ERT), a terapia de redução de substrato, o trans-

plante de células estaminais hematopoiéticas, a terapia com 

chaperones farmacológicos e a terapia génica (11-13) A ERT 

tornou-se a terapia de eleição para várias DLSs, embora 

exija administrações múltiplas e dispendiosas e tenha eficá-

cia limitada para algumas manifestações, nomeadamente as 

neurológicas, uma vez que as enzimas administradas, não 

atravessam a barreira hemato encefálica (12). 

Nos últimos anos, têm-se registado um aumento no número 

de doentes em tratamento, devido à disponibilização de novas 

terapias, assim como a um melhor conhecimento da história 

natural destas doenças. Recentemente, tem-se assistido a 

avanços na terapia génica para a DLSs, com estudos pré- 

clínicos e clínicos a demonstrarem eficácia. Esta abordagem 

é de particular interesse na correção dos sintomas neurológi-

cos, que não era conseguido com as demais terapias (12). No 

entanto, apesar destes avanços, muitas DLSs permanecem 

intratáveis ou inadequadamente tratadas, destacando a 

necessidade de uma investigação contínua e desenvolvimento 

de novas abordagens terapêuticas.

_Investigação e as DLSs

A translação da investigação para a área de prestação de 

serviços tem sido gradual, havendo uma sediação histórica 

destas competências na região Norte, IGMJM, UniLiPE e 

atualmete na URN (DGH-INSA) estendendo a sua ação de 

forma a abranger todo o país. As implicações dos nossos 

estudos estendem-se a informar as decisões das políticas 

de saúde, melhorar a precisão do diagnóstico e orientar 

o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas. Os 

programas de sensibil ização para populações pediátricas de 

risco, permitem uma maior consciencialização para certos 

grupos de patologia, disponibil izando um diagnóstico atem-

pado, uma intervenção precoce e uma melhor compreensão 

da história natural de certas patologias (14). No caso do 

projeto LINCE, que visa o estudo de um grupo de doenças 

lisossomais, as Ceroide Lipofuscinoses Neuronais, permitiu 

a identif icação de um caso de NCL tipo I, enquanto o projeto 

dedicado às mucopolissacaridoses, o projeto FIND, já 

permitiu o estudo de 14 doentes, que beneficiaram de uma 

intervenção atempada (figura 1) (14). O modelo Zebrafish 

surgiu como um modelo vertebrado valioso para estudar as 

DLSs, assim como outras Doenças Hereditárias do Metabo-

lismo, permitindo uma melhor compreensão da patogénese 

da doença aliados a diferentes modelos para realização de 

estudos funcionais e esclarecimento da patogenicidade das 

Variants of Uncertain Signif icance (VUS) (15). As terapêuticas 

baseadas em oligonucleótidos são uma área promissora, 

com um amplo leque de aplicação, nomeadamente em 

doenças neurológicas (16).
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Figura 1:       Folhetos informativos do projeto LINCE (A) e 

do projeto FIND (B).

Si sos-
pechas... 
NO ESPE-
RES!

A

B

www.spdm.org.pt/recursos/recursos-para-profissionais/projeto-lince-diagnóstico-rápido/
 

www.projetofind.pt  
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_Conclusões

As doenças l isossomais de sobrecarga em Portugal são ca-

racterizadas por um per f i l epidemiológico e genético distin-

to, com cer tas doenças e mutações sendo mais prevalentes 

devido a efeito fundador e contextos genéticos regionais. 

Os avanços na investigação bioquímica, genética e clínica, jun-

tamente com a implementação de estratégias inovadoras de 

diagnóstico e tratamento, continuam a melhorar a compreen-

são e o “gestão” desses distúrbios complexos. 

A determinação de atividade enzimática residual e os perfis de 

biomarcadores, associados à caracterização molecular, são 

importantes para um diagnóstico preciso e para a compreen-

são da fisiopatologia das DLSs, fornecendo dados importantes 

à Comissão Coordenadora do Tratamento das Doenças Lisos-

somais de Sobrecarga (CCTDLS), sediada no INSA, nas suas 

decisões. 

É crucial prosseguir a investigação sobre os aspetos bioquími-

cos e genéticos destas doenças, a fim de melhorar as estraté-

gias de diagnóstico e as abordagens, progressivamente, mais 

personalizadas.
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      _Resumo

As doenças lisossomais de sobrecarga (DLS) são um grupo heterogéneo de 

cerca de 70 doenças metabólicas hereditárias raras, causadas por deficiên-

cias enzimáticas que comprometem a função do lisossoma, resultando em 

manifestações clínicas multissistémicas graves. Embora estejam disponíveis 

algumas abordagens terapêuticas, muitas DLS continuam sem opções efica-

zes de tratamento, e a validação funcional de variantes genéticas mantém-se 

um desafio na era da sequenciação de nova geração.

Neste trabalho, descrevemos a criação e caracterização de modelos experimen-

tais inovadores para várias DLS, incluindo as Mucopolissacaridoses (MPS) I, II, 

IIIB, IIIC, IIID e VI e a Mucolipidose (ML) tipo II. Foram geradas linhas de células 

estaminais da polpa dentária de dentes decíduos (SHEDs) e células estaminais 

pluripotentes induzidas (iPSCs), bem como modelos de peixe-zebra editados 

por CRISPR/Cas9. Estes sistemas recapitularam fenótipos típicos das doenças, 

como acumulação de glicosaminoglicanos e colesterol, défice enzimático e dis-

função lisossomal.

Destacam-se a obtenção das primeiras linhas SHED para várias MPS, uma 

linha iPSC de ML II oficialmente registada (INSAi003-A) e a validação de mo-

delos animais para MPS IIIB e ML II. Estes modelos constituem ferramentas 

complementares para estudar mecanismos patológicos, avaliar variantes de 

significado incerto e desenvolver terapias personalizadas, reforçando o papel 

do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge na investigação transla-

cional de doenças raras.

      
      _Abstract

Lysosomal storage diseases (LSDs) are a heterogeneous group of about 70 

rare inherited metabol ic disorders, result ing from enzymatic def iciencies 

that impair lysosomal function, leading to severe multisystemic cl inical 

manifestations. 

Although some therapeutic approaches exist, many LSDs sti l l lack ef fective 

treatment options, and the functional val idation of genetic variants remains 

a chal lenge in the era of next-generation sequencing. In this work, we 

describe the creation and characterization of innovative experimental 

models for several LSDs, including Mucopolysaccharidoses (MPS) I, I I, I I IB, 

II IC and VI, and Mucolipidosis (ML) type II. 

Stem cel l l ines from the dental pulp of ex fol iated deciduous teeth (SHEDs) 

and induced pluripotent stem cel ls ( iPSCs) were generated, and zebraf ish 

models were engineered using CRISPR/Cas9. These systems recapitulated 

typical disease phenotypes, such as glycosaminoglycan and cholesterol 

accumulation, enzymatic def iciency, and lysosomal dysfunction. Highl ights 

include the establ ishment of the f irst SHED l ines for several MPSs, the 

f irst of f icial ly registered ML II iPSC l ine (INSAi003-A), and the val idation of 

animal models for MPS II IB and ML II. 

These mode ls represent complementary tools to study pathogenic 

mechanisms, eva luate var iants of uncer ta in s igni f icance, and deve lop 

personal ized therapies, re inforc ing the Nat ional Heal th Inst i tute Dr 

R icardo Jorge ro le in t ranslat iona l research on rare d iseases.

_Introdução

As Doenças Lisossomais de Sobrecarga (DLS) constituem um 

grupo de doenças metabólicas hereditárias raras, causadas 

por variantes patogénicas que afetam a função do lisossoma 

e resultam na acumulação progressiva de substratos não 

degradados (1). Estão descritas cerca de 70 DLS, todas 

monogénicas, maioritariamente autossómicas recessivas, 

embora três apresentem modo de transmissão ligado ao X. 

São, em geral, causadas por variantes patogénicas em genes 

que codificam hidrolases ácidas, proteínas de membrana do 

lisossoma, ou transportadores, levando à acumulação de 
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substratos não degradados no inter ior do l isossoma e 

comprometendo processos essenciais como a regulação 

do seu pH, a autofagia, a endocitose e a homeostasia do 

cálcio, entre outros (2,3).

A apresentação clínica destas doenças é altamente variável, 

podendo ir de formas neonatais graves a manifestações 

tardias ou assintomáticas. Em geral, são doenças 

multissistémicas, com envolvimento neurológico nas formas 

mais severas, levando a neurodegeneração, défice cognitivo, 

epilepsia e morte precoce. Outros sinais frequentes incluem 

hepatoesplenomegalia, alterações esqueléticas e cardiopatias 
(4). Apesar de individualmente raras (1:50.000–1:250.000), 

a sua prevalência conjunta varia entre 1:5.000–1:5.500 

nados-vivos, sendo mais elevada em Portugal (cerca de 

1:4.000), com incidências ainda superiores em algumas 

populações devido a efeitos fundadores (1,5-7). Dada a 

heterogeneidade clínica destas doenças e sobreposição de 

sintomas com outras patologias, o diagnóstico continua a 

ser um desafio. Isto é particularmente relevante uma vez que 

a ausência de diagnóstico atempado pode comprometer a 

eficácia das intervenções terapêuticas atualmente disponíveis. 

Embora ainda não exista cura, têm sido desenvolvidas várias 

abordagens terapêuticas, incluindo terapia de substituição 

enzimática (ERT), terapia de redução de substrato, chaperones 

farmacológicos e transplante de células hematopoiéticas (1,8). 

Estão também em desenvolvimento estratégias terapêuticas 

de base genética como terapia génica, terapias de RNA e 

edição genética (1,8,9). Atualmente, estão disponíveis em 

Portugal múltiplas terapias aprovadas para diferentes DLS, 

nomeadamente para a Doença de Fabry, Doença de Gaucher, 

Deficiência de Lipase Ácida Lisossomal, MPS I, II, IVA, VI 

e VII, Niemann-Pick tipo C e Doença de Pompe. Para a 

Alfa-Manosidose e para a Deficiência da Esfingomielinase 

Ácida também estão disponíveis no nosso país duas 

abordagens de ERT na modalidade de autorização de 

utilização especial. No entanto, a maioria das DLS continua 

sem tratamento eficaz, e as opções existentes não garantem 

resposta clínica sustentada.

O Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) 

tem um papel central no diagnóstico bioquímico e molecular 

destas doenças, incluindo testes enzimáticos, doseamento 

de biomarcadores e diagnóstico molecular por sequenciação 

de Sanger e de nova geração (NGS), e tem contr ibuído, ao 

longo dos anos, com diversos estudos de caracter ização 

de doentes por tugueses (10-16). O INSA coordena ainda 

a Comissão Coordenadora do Tratamento das Doenças 

Lisossomais de Sobrecarga (CCTDLS), responsável pela 

aval iação e acompanhamento dos doentes com DLS em 

tratamento no nosso país. Segundo os dados publicados 

no relatór io da CCTDLS de 2022, cerca de 350 doentes 

encontravam-se em tratamento em Por tugal (17).

No domínio da investigação, o INSA, através do seu 

Departamento de Genética Humana (DGH), tem liderado 

vários projetos centrados nas DLS. Para além da investigação 

translacional, tem dado particular enfoque ao desenvolvimento 

de novos modelos in vitro e in vivo, com o objetivo de melhor 

compreender os mecanismos patológicos e testar terapias 

inovadoras. Embora os fibroblastos de doentes continuem a 

ser amplamente utilizados como modelo celular, permitindo o 

estudo da acumulação lisossomal e a avaliação de terapias, a 

sua limitação em replicar fenótipos de tecidos complexos, como 

o sistema nervoso central, tem motivado o desenvolvimento 

de abordagens mais avançadas. Nesse sentido, têm sido 

estabelecidos modelos neuronais a partir de células estaminais 

da polpa dentária de dentes decíduos exfoliados (SHED, do 

inglês Stem Cells from Exfoliated Deciduous Teeth) e de células 

estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglês induced 

Pluripotent Stem Cells) derivadas de fibroblastos de doentes, 

possibilitando o estudo direto dos efeitos das variantes 

patogénicas em tipos celulares mais relevantes. Paralelamente, 

estão a ser estabelecidos modelos animais de peixe-zebra 

com variantes específicas, gerados por CRISPR/Cas9. Estas 

ferramentas permitem avaliar a patogenicidade de variantes 

de significado incerto (VUS, do inglês Variants of Uncertain 

Significance) detetadas por NGS, estudar os mecanismos 

moleculares associados a cada doença e desenvolver terapias 

personalizadas, como as chamadas terapias N-of-few, 

direcionadas a variantes específicas.
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_Objetivo e metodologia

Os pr incipais objetivos deste ar tigo foram: ( i ) Divulgar 

a geração e caracter ização de modelos in vi tro de DLS, 

incluindo cinco modelos de SHEDs para MPS I, I I, I I IB, I I IC e 

VI, e três modelos de iPSCs para MPS II IC e I I ID e ML II; ( i i ) 

Apresentar o desenvolv imento de modelos in vivo de peixe- 

zebra para MPS II IB e ML II, obtidos por edição genética via 

CRISPR/Cas9 knock-out (KO) e knock-in (KI); ( i i i ) Aval iar a 

relevância destes modelos para o estudo dos mecanismos 

f is iopatológicos, val idação de var iantes genéticas e teste 

de novas estratégias terapêuticas. Para isso foi aval iado o 

fenótipo associado à respetiva doença l isossomal nestes 

modelos; ( iv) Enquadrar o contr ibuto destas metodologias 

para o avanço da medicina de precisão em doenças raras, 

com potencial impacto na melhor ia dos cuidados de saúde 

prestados aos doentes em Por tugal.

Todos os estudos aqui refer idos foram conduzidos em 

conformidade com a Declaração de Helsínquia e aprovados 

pela Comissão de Ética do INSA [datas de aprovação: 28 

de junho de 2020; 18 de maio de 2023 e 9 de outubro de 

2023], bem como pela Comissão de Ética do Cel l L ine and 

DNA Biobank from Patients Af fected by Genetic Diseases 

do Ist i tuto Giannina Gasl ini (quando apl icável).

Foi obtido consentimento informado por escrito dos 

indivíduos que forneceram as suas amostras para o estabe-

lecimento de l inhas celulares, e seu estudo subsequente.

_Resultados e discussão

A Unidade de Investigação e Desenvolv imento do DGH do 

INSA tem vindo a consol idar uma l inha de investigação 

robusta e estratégica na área das DLS, centrada não só 

na caracter ização bioquímica e genética dos doentes, 

mas também no desenvolv imento de modelos funcionais 

inovadores, com vista à val idação de var iantes genéticas e 

à exploração de novas abordagens terapêuticas.

O presente trabalho representa um avanço signif icativo 

neste contexto, i lustrando a geração de modelos celulares 

e animais específ icos para vár ias DLS, nomeadamente MPS 

I, I I, I I IB, I I IC, I I ID e VI e ML II.

Geração de células estaminais da polpa dentária de 

dentes decíduos exfoliados (SHEDs)

Foram estabelecidas, pela primeira vez, l inhas SHEDs de 

vários doentes com MPS, nomeadamente: I, I I, I I IB, II IC 

e VI. Para isso, as SHEDs foram estabelecidas a par tir 

de fragmentos de polpa dentária isolados de dentes de 

doentes com estas patologias de acordo com (18). Em geral, 

estas células apresentaram mor fologia típica de células 

estaminais mesenquimais (MSCs) e viabil idade adequada. 

Conf irmou-se a expressão de marcadores de MSCs (CD105, 

CD73 e CD90) e a capacidade de diferenciação nas três 

camadas germinativas reforçando o potencial inigualável 

destas células para modelar doenças neurodegenerativas. 

A caraterização destas células permitiu verif icar a presença 

dos defeitos moleculares esperados bem como a ausência 

de atividade das enzimas em causa. Conseguimos também 

conf irmar que apresentaram fenótipos típicos de doença 

l isossomal, como, por exemplo, acumulação signif icativa de 

glicosaminoglicanos (GAG), o que é indicativo de disfunção 

l isossomal. Poderão encontrar-se detalhes dos resultados 

observados para MPS II em (18), estando outros trabalhos 

em preparação (ver na figura 1 os resultados obtidos numa 

l inha de MPS VI). Estes resultados são par ticularmente 

relevantes, pois demonstram que, apesar da sua elevada 

taxa de divisão celular e consequente nível de proli feração, 

estas células preservam o fenótipo de doença, o que as pode 

tornar adequadas para estudos iniciais de f isiopatologia e 

rastreio de terapias, dispensando, numa primeira fase, a 

diferenciação em tipos celulares específ icos.
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Figura 1:       Representação esquemática das análises efetuadas in vitro para cada uma das linhas estaminais 

estabelecidas para MPS III e análise crít ica comparativa dos métodos que nos permitiram estabelecê-las.

A rosa estão representados os blocos relativos aos estudos em SHEDs, e a verde em iPSCs. Nesta ilustração, usámos apenas linhas MPS, por serem mais 
comparáveis entre si, e selecionámos linhas cuja caraterização não foi ainda publicada a não ser no âmbito de teses. Para ilustrar os resultados obtidos em 
SHEDs, escolhemos apresentar imagens da linha MPS VI, enquanto que os resultados apresentados para iPSCs foram obtidos em linhas MPS IIIC e MPS 
IIID. 1) Confirmação da estaminalidade por vários métodos. Em ambos os casos, o fenótipo estaminal foi confirmado através da presença de marcadores 
standard de estaminalidade: NANOG, SOX2 e OCT3/4. A sua presença foi avaliada tanto quantitativa como qualitativamente, por RT-qPCR e imunofluo-
rescência, respetivamente. No caso das SHEDs, avaliamos também um painel de outros marcadores de superfície, por RT-qPCR, para melhor validar o 
fenótipo de MSC. 2) Confirmação da presença de marcadores de doença lisossomal de sobrecarga/MPS. Para além da habitual confirmação da presença 
das variantes causais, e do seu defeito enzimático associado (défice em arilsulfatase B em SHEDs MPS VI, e em HGSNAT e GNS, em iPSCs MPS IIIC e IIID, 
respetivamente), confirmamos também, por LC-MS/MS, a presença de sulfato de heparano acumulado, e, por imunofluorescência, a alteração do padrão 
de distribuição da LAMP. 
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Geração de iPSCs

As l inhas de iPSCs de ML II, MPS II IC e I I ID foram geradas 

a par tir de f ibroblastos de doentes com estas patologias, 

obtidos a par tir de um biobanco (Insti tuto Giannina Gasl ini ).

Foi uti l izada uma abordagem não integrativa seguindo 

o workf low previamente estabelecido pela equipa para 

a geração das primeiras iPSCs no INSA (19,20). Após 

adquir irem mor fologia típica de células estaminais 

embrionárias humanas, realizaram-se várias análises visando 

a sua caracterização, incluindo a ausência de vetores 

de reprogramação, expressão endógena de fatores de 

transcrição e marcadores de super f ície de pluripotência, 

bem como a capacidade de diferenciação nas três camadas 

germinativas. A caracterização genética validou a sua 

identidade por análise de Short Tandem Repeats (STR), 

estabil idade do cariótipo e presença da variante causadora 

da doença. Foi também excluída a contaminação por 

micoplasma. A nível bioquímico, para as linhas MPS IIIC e IIID 

confirmou-se a deficiência enzimática associada a cada uma 

das doenças, e avaliaram-se dois marcadores fenotípicos 

chave da MPS III, a acumulação de sulfato de heparano e 

o padrão de distr ibuição da LAMP, ambos alterados em 

comparação com os controlos, em concordância com o 

observado nas linhas parentais de f ibroblastos (ver na figura 

1, MPS IIIC e II ID). Relativamente à ML II, foi gerada, pela 

primeira vez, uma l inha de iPSCs para esta doença, a par tir 

de f ibroblastos de um doente homozigótico para a variante 

causal mais comum (c.3503_3504del no gene GNPTAB). A 

l inha de iPSCs ML II apresentou todas as características de 

pluripotência, tendo sido of icialmente registada no Human 

pluripotent stem cel l registry como INSAi003-A, e com 

preservação do fenótipo da doença. Os resultados obtidos 

nesta l inha, estão já publicados (21). 

Apesar de ainda não terem sido diferenciadas em tipos 

celulares relevantes para as respetivas doenças (ex: 

condrócitos, neurónios ou cardiomiócitos), o seu valor como 

modelo in vitro para estudos fenotípicos é enorme dado o 

seu potencial para futuras aplicações em investigação e 

desenvolvimento pré-clínico de terapias dir igidas. Exemplos 

são os oligonucleótidos antissense, ou outras moléculas 

de RNA com potencial terapêutico, aos quais a nossa 

unidade tem também dedicado muita atenção ao longo dos 

últimos anos (22-26). A geração destes modelos celulares 

reforça o compromisso do INSA com a criação de recursos 

reprodutíveis e partilháveis para a comunidade científ ica, com 

potencial para apoiar projetos de investigação colaborativos 

e desenvolvimento pré-clínico de terapias.

Geração de modelos de peixe-zebra 

Paralelamente, através da edição genética dirigida aos genes 

ortólogos naglu e gnptab por tecnologia CRISPR/Cas9, foram 

gerados modelos de peixe-zebra para a MPS IIIB e ML II, os 

quais apresentam impacto fenotípico mensurável, incluindo 

acumulação precoce de sulfato de heparano, alterações 

morfológicas e do comportamento locomotor.

Relativamente ao modelo de peixe-zebra para a MPS 

II IB, a nível genético conf irmou-se o KO do gene naglu, 

e a caracter ização mor fológica e bioquímica na fase de 

desenvolv imento embrionár io revelou que este mimetiza o 

fenótipo observado nos doentes. 

Quanto ao modelo de peixe-zebra para a ML II, foi introduzida a 

mutação ortóloga mais comum em humanos (c.3503_3504delTC) 

com uma elevada taxa de KI (54%). No entanto, a maioria 

dos embriões apresentou mosaicismo, sendo objetivo futuro 

otimizar a estratégia para gerar uma linha estável de fundadores 

heterozigóticos modelo para ML II.

_Conclusões

Os modelos experimentais desenvolvidos neste estudo, 

baseados em células do próprio doente ou em organismos 

geneticamente modif icados, não apenas mimetizam 

aspetos fundamentais da patologia humana, como também 

constituem uma plataforma versáti l para o teste de novas 

terapias e para a tr iagem de var iantes genéticas. Este 

último ponto é par ticularmente relevante face a um dos 

principais desaf ios da medicina genómica atual, o aumento 

exponencial da deteção de VUS resultante da expansão 

das tecnologias de NGS. Estes modelos contr ibuem, assim, 

para colmatar esta l imitação cr ít ica e acelerar a translação 

dos resultados para a prática cl ínica.
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Adicionalmente, o trabalho aqui descrito posiciona o INSA 

como uma referência nacional na aplicação de estratégias de 

medicina de precisão às doenças raras, alinhando-se com as 

orientações estratégicas do European Joint Programme on 

Rare Diseases (EJP RD) e da nova European Rare Diseases 

Research Alliance (ERDERA). A participação ativa nestas redes 

reforça o papel do INSA enquanto entidade de interface entre 

diagnóstico, investigação e políticas de saúde.

Em suma, os resultados obtidos demonstram que os modelos 

desenvolvidos (SHEDs, iPSCs e peixe-zebra) são ferramentas 

ef icazes e complementares para o estudo das DLS. Estes 

modelos não só permitem aprofundar os mecanismos 

moleculares subjacentes à doença, como abrem caminho à 

identif icação de alvos terapêuticos, ao rastreio de fármacos 

e ao desenvolvimento de terapias personalizadas, como as 

abordagens N-of-few. O trabalho realizado constitui, por isso, 

um contributo relevante para a investigação em doenças 

raras, com impacto potencial na melhoria dos cuidados de 

saúde prestados aos doentes em Portugal e além-fronteiras.

Financiamento:

Estes trabalhos foram f inanciados através de fundos nacio-

nais e internacionais. A nível nacional destacamos três 

projetos FCT—Fundação para a Ciência e a Tecnologia, I.P. 

[EXPL/BTM-SAL/0659/2021 (ht tp://doi.org/10.54499/EXPL/BT-

M - S A L / 0 6 5 9 / 2 0 2 1) ; A S O S 2 c u r e M P S I I I - 2 0 2 2 . 0 4 6 6 7. P T D C 

(ht tps://doi.org/10.54499/2022.04667.PTDC) e Model l ingMLII-

-2022.03836.PTDC (ht tps://doi.org/10.54499/2022.03836.PT-

DC)] bem como os fundos anualmente distr ibuídos pelo própr io 

INSA e o apoio da Unidade de I&D CECA (UIDB/00211/2020) e 

do LA à qual per tence, o AL4AnimalS (LA /P/0059/2020). A nível 

internacional, destacamos o apoio recebido pela Sanf i l ippo Chi l-

dren’s Foundation (2019DGH1656/SCF2019I&D). 
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      _Resumo

As porfirias são um grupo de oito doenças metabólicas raras, resultantes de di-

ferentes deficiências enzimáticas na biossíntese do grupo heme. Cada uma des-

sas deficiências resultará na acumulação e excreção de precursores do heme, 

nomeadamente o ácido delta-aminolevulínico, o porfobilinogénio e as porfirinas. 

Cada porfiria tem um perfil característico de acumulação de biomarcadores, que 

será utilizado na diferenciação das diferentes porfirias. Estas doenças raras têm 

atingimento multisistémico (podendo mimetizar outras doenças) e apresentam 

uma heterogeneidade de sintomas, o que torna desafiante o seu diagnóstico. 

O papel do laboratório é preponderante no diagnóstico de porfiria. O conhe-

cimento acerca da casuística nacional e da história natural das porfirias é es-

casso, devido à inexistência de critérios para o diagnóstico, dificuldade na 

interpretação dos resultados bioquímicos e a inexistência de um laboratório 

de referência para o diagnóstico bioquímico e molecular.

Desde 2022, tem vindo a ser desenvolvido e implementado, na URN-INSA, um 

laboratório de referência nacional para o diagnóstico bioquímico e molecular de 

porfirias, agudas e cutâneas, de modo a dar resposta a este grupo de doenças. 

Este trabalho é pioneiro no estabelecimento do diagnóstico bioquímico de porfi-

rias utilizando, respetivamente, dois algoritmos no diagnóstico de porfirias agu-

das e cutâneas. Através destes algoritmos, num total de cerca de 200 amostras 

testadas, caracterizamos 9 porfirias agudas e 21 porfirias cutâneas.

Desta forma, e comparativamente com o descrito na literatura, os algoritmos 

desenvolvidos demonstraram uma boa sensibilidade, especificidade e robus-

tez no diagnóstico de porfirias. 

      
      _Abstract

Porphyrias are a group of eight rare metabolic diseases resulting from different 

enzyme deficiencies in heme biosynthesis. Each of these deficiencies will result 

in the accumulation and excretion of heme precursors, namely delta-aminolevu-

linic acid, porphobilinogen, and porphyrins. Each porphyria has a characteristic 

biomarker accumulation profile, which will be used to differentiate between 

the different porphyrias. These rare diseases have multisystem involvement 

(may mimic other diseases) and present a heterogeneity of symptoms, which 

makes their diagnosis challenging. The role of the laboratory is paramount in 

the diagnosis of porphyria. Knowledge about national case studies and the 

natural history of porphyrias is scarce, probably due to a lack of diagnostic 

criteria, difficulty in interpreting biochemical results, and the lack of a reference 

laboratory for performing biochemical and molecular diagnosis. 

Since 2022, the URN-INSA has been developing and implementing a national 

reference laboratory for the biochemical and molecular diagnosis of acute and 

cutaneous porphyrias, in order to respond to this group of diseases. 

This work is pioneering in establ ishing biochemical diagnosis of porphyrias, 

using two algorithms for diagnosing acute and cutaneous porphyrias, 

respectively. Using these algorithms, we characterised 9 acute porphyrias 

and 21 cutaneous porphyrias in a total of around 200 samples tested. 

Compared to what is described in the l i terature, the developed algorithms 

demonstrated good sensit ivi ty, specif ic ity, and robustness in diagnosing 

porphyrias.

_Introdução

As porfirias são um grupo de doenças raras, maioritariamente 

hereditárias do metabolismo da via da biossíntese do heme, e 

resultam de uma deficiência de uma das 8 enzimas que fazem 

parte desta via metabólica. 

As porfirias são classif icadas, fisiopatologicamente, em 

hepáticas ou eritropoiéticas (relativamente ao local onde se 

acumulam os intermediários do heme) ou, clinicamente, em 

agudas (anteriormente hepáticas agudas) e cutâneas, sendo 

esta última categoria ainda subdividida em bolhosas e não 

bolhosas (ou tendo fragilidade cutânea quando exposta à 

luz solar). A primeira e as últimas três reações enzimáticas 

da via metabólica, ocorrem na mitocôndria, enquanto as 

outras quatro localizam-se no citoplasma (figura 1). Assim, 

temos quatro porfirias agudas: Porfiria Aguda Intermitente 

(PAI, OMIM #176000), Porfiria Variegata (PV, OMIM#176200), 

Coproporfiria Hereditária (CPH, OMIM#121300) e a Porfiria 

por Deficiência do Ácido Delta Aminolevulínico Desidratase 

(ADP, OMIM# 612740, também conhecida por porfiria de 

Döss), e quatro porfirias cutâneas: Protoporfiria Eritropoiética 

(PPE; OMIM# 17000), Protoporfiria Eritropoiética ligada ao X 

(PPE-XL OMIM# 300752), Porfiria Cutanea Tarda (PCT; OMIM# 

176100) e a Porfiria Eritropoiética Congénita (PEC; OMIM# 

263700) (figura 1 e tabela 1). 
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Cada uma destas deficiências enzimáticas resulta na 

acumulação específica das porfirinas e dos seus precursores, 

imediatamente anteriores ao bloqueio enzimático. Enquanto 

os precursores das por f ir inas (o ácido delta-aminolevulínico 

- ALA e o por fobil inogénio-PBG), são moléculas l ineares 

não f luorescentes, as por f ir inas (Uropor f ir inas -Uro, 

Heptaporfirinas -Hepta, Hexaporfirinas -Hexa, Pentaporfirinas 

-Penta, copropor f ir inas -Copro, protopor f ir inas -Proto) são 

moléculas circulares e que emitem f luorescência quando 

excitadas com luz a um determinado comprimento de onda. 

É com base nestes biomarcadores que se estabelece o 

diagnóstico bioquímico de uma por f ir ia (1-3). A maioria das 

por f ir ias tem um padrão de hereditariedade autossómico 

dominante (PAI, PV, CPH), à exceção de PPE, PEC, PHE 

(Por f ir ia Hepato Eritropoiética) e ADP, cuja hereditariedade 

é autossómica recessiva. De salientar, que no caso da PCT, 

podemos ter uma PCT familiar (ou tipo 2), por deficiência na 

enzima URO-descarboxilase de hereditariedade autossómica 

dominante, ou PCT adquirida (ou tipo 1). Uma terceira 

condição ocorre, quando no gene UROD, os 2 alelos 

encontram-se afetados. Neste caso, trata-se da PHE, uma 

forma mais grave da PCT. Por outro lado, as variantes que 

afetam a forma eritróide da ALAS (ALAS2) estão, regra geral, 

associadas ao cromossoma X, como é o caso da PPE-XL, 

onde em vez de haver uma deficiência enzimática, ocorre um 

ganho de função.  

Relativamente à PCT adquir ida, esta, está regra geral, 

associada a um consumo abusivo de álcool. Outros fatores 

desencadeantes podem ser também as infeções v ír icas, 

nomeadamente pelo v írus da hepati te C (VHC) e a infeção 

pelo v írus da imunodef ic iência humana (VIH), o tabagismo, 

a exposição prolongada a pestic idas, a sobrecarga em 

ferro ( indiv íduos com var iantes patogénicas no gene da 

Hemocromatose – HFE têm um r isco acrescido) e a toma de 

estrogénios (4). Apenas 25% dos casos de PCT são do tipo 

famil iar (5).

Nos casos de ADP, as variantes só estão descritas num número 

reduzido de famílias (6), enquanto noutras porfirias, o efeito 

fundador leva a que algumas variantes tenham sido amplamente 

distribuídas por algumas populações. O caso mais comum é 

o da variante c.175C>T (p.Arg59Trp) no gene PPOX, com uma 

prevalência de 3:1000 habitantes, na população caucasiana 

da Africa do Sul (95% dos casos de PV). Este efeito fundador 

foi originado por um casal de colonos holandeses que se 

instalaram na cidade do Cabo, no séc. XVII (7). O efeito fundador 

também está descrito para o gene HMBS, na Suécia e Noruega, 

para a variant8 (c.593G>A) (p.Trp198*) (8), estimando-se que seja 

responsável por 50% dos casos de PAI, no norte da Suécia. As 

porfirias apresentam também diferentes penetrâncias clínicas e, 

para a mesma mutação, podem apresentar diferentes fenótipos, 

mesmo em indivíduos da mesma família.

As porfirias são conhecidas há mais de 150 anos. A primeira 

porfiria descrita na literatura médica remonta a 1874 (9). Também 

ao longo da história existem relatos da presença de porfiria, 

como por exemplo o retratado no filme The Madness of King 

George III, de Alan Bennett, assim como em Portugal, a loucura 

e o delirium de Maria I, em 1766. A loucura do pintor Vincent 

Van Gogh (1853-1890), provavelmente atribuídos a uma porfiria 

aguda intermitente (PAI) e desencadeada por fatores porfirinogé-

nicos como a má nutrição e essencialmente pelo abuso de 

substâncias aditivas (ex.: álcool-absinto, as tintas – tinha por 

hábito “mordisca-las”) (10) e, por último, o folclore em torno dos 

“lobisomens” e dos vampiros, este último associado ao conde 

Drácula, Vlad III (1431-1476).

Não existem dados sobre a prevalência das por f ir ias em 

Portugal. Na década de 70, os estudos de Palma-Carlos & 

Palma-Carlos (1974) (11) identif icaram 12 casos de Por f ir ia 

Variegata, num total de 64 casos de porfirias, o que de acordo 

com aqueles autores, daria uma prevalência da ordem dos 

19% (12-14). Em 2015, Guerreiro e Amado (15), publicaram 

sobre “por f ir ias cutâneas em idade pediátrica” e, em 2023 

foi publicado um “Consenso Português de Por f ir ias Agudas: 

Diagnóstico, Tratamento, Monitorização e Referenciação” (16), 

por um painel multidisciplinar de especialistas.

Epidemiologicamente, considera-se que a PAI é o tipo de 

por f ir ia mais comum das por f ir ias agudas, a PCT a por f ir ia 

mais comum das cutâneas (1:10 000), e a por f ir ia ADP, a mais 

rara das porfirias (<0,001:1 000 000). Estima-se que na Europa 

a prevalência sintomática de PAI seja de 5,9:1 000 000, no 

entanto, a prevalência de indivíduos com variantes no gene 
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Figura 1:       Via de biossíntese do heme.

Caixas verdes – porfirias cutâneas, caixas cinzento claro – porfirias agudas, (-)Pb – enzima inibida pelo chumbo, (+) compostos que estimulam a via de síntese 

do heme) (modificado de: de Souza PVS, et al., 2021)  (17).

Tabela 1:       Tipos de porfiria de acordo com a deficiência enzimática, hereditariedade, sintomatologia, idade ao diagnóstico e 

prevalência por género (modificado IPNET).

ADP – porfiria por défice do ácido delta aminolevulínico; PAI – porfiria aguda intermitente; PV – porfiria variegata; PCT – porfiria cutanea tarda; PHE – porfiria 
hepatoeritropoiética; PEC – porfiria eritropoiética congénita; PPE – protoporfiria eritropoiética; PPE-XL – protoporfiria eritropoiética ligada ao cromossoma X;   
AR – autossómica recessiva, AD – autossómica dominante; ALAS2 – ALA sintetase 2; ALAD – ácido delta aminolevulínico desidratase; CPOX – coproporfironogénio 
oxidase; FECH – ferroquelatase; HMBS – hidroximetilbileno sintetase; PPOX – protoporfirinogénio oxidase; UROD – uroporfirinogénio descarboxilase;   
UROS – uroporfirinogénio III sintetase, F – feminino; M – masculino; XL – ligado ao cromossoma X; 1 podem ocorrer simultaneamente sintomas neuroviscerais e 
leões cutâneas; 2 cerca de 80% dos casos são devido a causas exógenas, fatores ambientais; 3 quando ocorre em mulheres, o fenótipo pode ir desde 
assimtomático até muito grave, como acontece no homem, devido à inativação do cromossoma X. * Human Gene Mutation Database (HGMD®); 
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php; OMIM – Online Mendelian Inheritance in Man 

Tipo de porfir ia

(OMIM)
Enzima afetada Hereditar iedade

Casos

neuroviscerais

Fragi l idade

cutânea, 

pele bolhosa

Fotossensi -

bi l idade aguda

N º mutações

(HGMD*)
Idade ao diagnóst ico, género

ADP (#612740) ALAD AR + — — 15
Extremamente rara, infância, 
adolescência

PAI (#176000) HMBS AD + — — 546 Adolescência, adultos, > ♀  

PCT (PCT,t ipo I )  
(#176090)

Adquir ida 2 
(80%)

+—— — — Adultos 

PCT (PCT,t ipo I I ;  
f -PCT) (#176100)

+— — Porf ir ia mais comum, adultos, M>F

CPH (#121300) CPOX

UROD

AD

AD (20%)

— 94

PV (#121300) PPOX AD + 1 + 1

+ 1 + 1

— 211

149

PHE (#176100) +— — Extremamente rara, infância, M=FUROD AR 16

PPE (#177000) +: —
Comum, infância, adolescência 
(1-6a) ; M=FFECH AD/AR 231

PPE-XL (#300752) +: — Infância, adolescência, M>FALAS2 Ligado X 3 2

PEC (#263700) +—
Menos comum, porf i r ia cutânea mais 
grave, infância, M=FUROS AR 61

Adolescência, adul tos, lesões 
cutâneas em 60%; > ♀ 

Adolescência, adul tos, lesões 
cutâneas em 30%; > ♀ 
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HMBS será de 1:1 782, com uma penetrância clínica de 1-10% 
(6,18,19). Para a PV estima-se que a prevalência seja de cerca de 

3,2:1 000 000 (4) e para a CPH de 1:10 000 000. A PAI sintomáti-

ca é muito rara e manifesta-se usualmente depois da puberdade, 

entre a segunda e a quinta década de vida (15-45 anos) (20,21). 

As crises são mais comuns nas mulheres do que nos homens, 

sendo desencadeadas maioritariamente por fatores hormonais, 

relacionados com o ciclo menstrual, medicamentos, drogas, 

dietas restritas, jejum prolongado, condições de stress extremo 

ou mesmo processos infeciosos (22). Na Suécia e Noruega, 

devido ao efeito fundador, a prevalência é mais elevada (1:1 000) 
(2,23,24). A PPE é a porfiria mais comum em crianças (9,2:1 000 

000) (6). Nas restantes porfirias, a prevalência é muito baixa; 

<1:1 000 000.

_Objetivo

O facto das porfirias se encontrarem subdiagnosticadas em 

Portugal, deve-se provavelmente, entre outras limitações, à 

inexistência de critérios para o diagnóstico e de um laboratório 

especializado neste tipo de patologias. Apresenta-se, neste 

artigo, a experiência da Unidade de Rastreio Neonatal, Metabo-

lismo e Genética, do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 

Jorge (URN-INSA) no desenvolvimento de um laboratório de 

referência para o diagnóstico bioquímico e molecular de porfirias 

de modo a aprofundar o conhecimento neste grupo de doenças, 

a sua real incidência, bem como a caracterização bioquímica e 

genética de casos suspeitos, mas sem diagnóstico definitivo.

_Material e métodos

Desde que iniciámos as ações de sensibilização para a neces-

sidade de pensar e diagnosticar porfirias, recebemos desde 

2022, cerca de 200 amostras (constituídas por amostras de 

urina, fezes e sangue).

Diagnóstico bioquímico de por fir ias 

O diagnóstico das por f i r ias é baseado em testes bioquími-

cos que ut i l izam três matr izes bio lógicas: ur ina, sangue e 

fezes, de preferência colh idas s imultaneamente.

De acordo com a suspeita cl ínica, o tipo de amostra 

biológica será preponderante no diagnóstico (tabela 2). 

Uma amostra não adequada, quer por não cumprimento 

dos requisitos de acondicionamento e/ou armazenamento, 

quer pela não colheita da amostra apropriada, poderá 

induzir a falsos negativos. A ur ina, deverá ser uma ur ina 

ocasional e nunca uma ur ina de 24 horas (24h). Atualmente, 

a determinação da ativ idade enzimática residual associada 

a estas patologias, raramente é uti l izada no diagnóstico, 

recorrendo-se preferencialmente ao estudo genético.

Assim, do que foi explanado, e após a implementação e 

validação das técnicas de cromatograf ia de alta pressão 

(HPLC) com deteção de f luorescência, da cromatograf ia 

l íquida de troca iónica e de espectrofotometria (tabela 2) na 

deteção e quantif icação dos precursores do heme, surgiu 

a necessidade de elaboração de algoritmos de diagnóstico 

bioquímico que, de uma forma intuitiva, permitissem auxil iar 

no diagnóstico de por f ir ias.

Desenvolvimento de algoritmos para o diagnóstico 

bioquímico de por f ir ias

Porfir ias agudas

Testes de 1ª l inha

A anál ise laborator ia l dos precursores das por f i r inas (ALA 

e PBG) em amostras de ur ina ocasional, é o pr imeiro passo 

no diagnóstico de uma por f i r ia aguda (tabela 2 e f igura 2 ). 

Se houver suspeita c l ín ica de uma por f i r ia aguda, o teste 

de Hoesch (teste screening do PBG) deverá ser efetuado. 

Se o teste screening do PBG for posit ivo, é necessár io 

então quanti f icar o PBG, o ALA e as por f i r inas tota is ur iná-

r ias (PTU). Se persist i r a suspeita c l ín ica, devemos passar 

para os testes de 2ª l inha caso haja uma elevação do ALA, 

isoladamente (PBG normal ou l ige iramente aumentado), 

dever-se-á suspeitar da por f i r ia por déf ice ADP, sempre 

após excluir outras causas, como a t i rosinemia t ipo I e 

intoxicação por chumbo (Saturnismo) (f iguras 1 e 2 ). 

No caso de todos os parâmetros terem sido negativos e 

pers ist i r a suspeita de uma por f i r ia, devemos efetuar o 

estudo genético.
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Tabela 2:       Marcadores bioquímicos mais relevantes, nas diferentes matrizes biológicas, consoante o tipo de porfiria.

Figura 2:       Algoritmo de diagnóstico para as porfirias agudas.

ALA – ácido delta aminolevulínico, PBG – porfobilinogénio, Copro – coproporfirina, Uro – uroporfirina, Hepta – heptaporfirina, Isocopro – 
isocoproporfirina, Proto – protoporfirina, ZnPP – protoporfirina zincada, PPIX – protoporfirina livre, N – normal, ↑ – aumentado, >>> – muito 
aumentado. 1 podem ocorrer simultaneamente sintomas neuroviscerais e leões cutâneas; 2 As porfirinas urinárias são úteis numa suspeita de PCT em 
presença de lesões cutâneas típicas (bolhosas), 3 O pico máximo de emissão de fluorescência plasmática é o teste bioquímico de eleição numa 
suspeita de PPE juntamente com as lesões cutâneas após exposição solar; 3,4 Acumulação de protoporfirina na bílis, pele, fígado e dentes.

Porfiria

Urina Fezes Sangue

PBG/AL A Porfirinas 
ur inárias

Porfir inas 
er i t roci tár ias

Pico de flurescência 
plasmática

Porfir inas 
fecais

ADP   ↑↑ALA Copro I I I  

Copro I I I  

N

N

ZnPP

λ=619-620nm

—

PAI  PBG>>>ALA Uro I+Copro I I I

Uro I,  Copro I

N/↑

N

N

λ=626-628nmPV  PBG>ALA 1 Proto>>Copro I I I

↑ZnPP, Copro I , 
Uro I ,  Proto

↑PP IX (Proto 
l ivre 80%>> 

ZnPP)

λ=619-620nmPEC 4 N Copro I

↑Uro I+Hepta λ=619-620nmPCT 2/PHE N Isocopro, Hepta

λ=634-636nmPPE 3 N N Proto

↑PP IX (ZnPPIX 
40%) λ=634-636nmPPE-XL N N Proto
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Diagnóstico diferencial de por f ir ias agudas – 2ª l inha

Com um teste de PBG positivo (o ALA normal ou ligeiramen-

te aumentado), o passo seguinte é identif icar o tipo de porf i-

ria, através da diferenciação e quantif icação dos diferentes 

isómeros das porf ir inas, em amostras urinárias e fecais 

(tabela 2). Outro teste bioquímico essencial é a medição 

do pico máximo de emissão de f luorescência plasmática 

Este teste é essencial no diagnóstico de PV, uma vez que 

esta porf ir ia é a única que apresenta um pico máximo de 

emissão de f luorescência plasmática entre os comprimentos 

de onda de 626 e 628nm. (tabela 2) (25). O estudo deve ser 

complementado com a determinação das porf ir inas totais 

nas fezes, e do seu fracionamento por HPLC, à semelhança 

do que acontece com a amostra de urina. 

Porfir ias cutâneas

Nas porf ir ias cutâneas (figura 3), o ALA e o PBG não são 

informativos. Neste caso havendo uma suspeita, dever-se-á 

efetuar a análise das porf ir inas plasmáticas (através da 

determinação do pico máximo de emissão de f luorescência 

plasmática) e quantif icação das porf ir inas urinárias totais 

na urina e do seu fracionamento (26). A determinação de 

um pico máximo de emissão de f luorescência plasmática e 

a quantif icação da protoporf ir ina eritrocitária, deverão ser 

realizadas sempre que ocorram manifestações agudas dolo-

rosas de fotossensibil idade. De salientar que, em ambas as 

porf ir ias (agudas e cutâneas) o contacto do laboratório com 

o clínico é muito importante, pois dependendo da existência 

dos sintomas, diferentes estratégias de diagnóstico poderão 

ser adotadas (figuras 2 e 3).

Quer nas por f ir ias, agudas e cutâneas, após a conf irmação 

bioquímica do tipo de por f ir ia devemos considerar uma 3ª 

l inha de diagnóstico: a caracterização molecular através da 

realização por sequenciação de nova geração (NGS) de um 

painel de 9 genes (ALAD, ALAS2, CPOX, FECH, HFE, HMBS, 

PPOX, UROD, UROS) associado a por f ir ias e sequenciado 

na plataforma Il lumina, identif icando assim a mutação 

causal no caso índex, e o respetivo estudo famil iar.

_Resultados e discussão

Com a metodologia implementada e validada em consonância 

com as diretrizes dos laboratórios internacionais, especializados 

no diagnóstico de porfirias (https://new.porphyrianet.org/en/con-

tent/ipnet-working-groups, International Porphyria Network-IP-

NET), e através da utilização dos algoritmos apresentados 

(figuras 2 e 3), num total de cerca de 200 amostras estudadas, 

caracterizamos do ponto de vista bioquímico e molecular, 9 

porfirias agudas e 21 porfirias cutâneas (gráfico 1). 

Atualmente, já podemos assumir que Portugal tem casuística 

relativamente às porfir ias agudas uma vez que são já 

conhecidos (incluindo as porfir ias diagnosticadas neste 

trabalho), 19 casos (dados não publicados), distribuídos por 

PAI (N=5+5*), PV (N=2+5*) e 2 casos de CPH. Relativamente 

às porfir ias cutâneas, identif icamos 18 PCT e 3 PPE, embora 

devam existir, ainda muitos casos não diagnosticados no 

nosso país (gráfico 1)  (* Casos já diagnosticados, anteriores 

ao estudo). 

Provavelmente, existirão mais casos, mas os resultados de-

verão estar dispersos pelos diversos hospitais ou unidades 

de saúde. De salientar que, para a PAI, o tratamento já foi 

aprovado em 2023, pelo INFARMED - Autoridade Nacional 

do Medicamento e Produtos de Saúde. Dos dados obtidos, 

a PCT é a mais comum das porf ir ias. Relativamente às 

amostras testadas, não se obteve nenhum falso positivo 

(confirmadas pelo estudo molecular). No que concerne aos 

falsos negativos, uma vez que o diagnóstico das porf ir ias é 

essencialmente realizado através da análise dos precursores 

do heme, bioquimicamente, não havendo um incremento 

destes, e cumprindo todas as normas de colheita das 

amostras e matrizes biológicas, os resultados negativos 

permitiram excluir o diagnóstico de porf ir ia. Apesar da 

caracterização molecular ser a ferramenta de referência 

para a confirmação do diagnóstico, não deverá ser util izada 

como único teste, principalmente nas porf ir ias agudas, dada 

a baixa penetrância clínica destas. O facto de se confirmar 

uma variante patogénica, não é indicador de que a doença 

está activa. No entanto, o estudo molecular é extremamente 

importante, quer na caracterização do caso index, quer no 

estudo de familiares (portadores assimtomáticos, de modo a 

evitarem os compostos porf ir inogénicos). Parece não existir
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Figura 3:       Algoritmo de diagnóstico para as porfirias cutâneas.

uma correlação linear entre o genótipo e o fenótipo, de 

modo a prever a gravidade da doença ou o prognóstico. Do 

que se encontra descrito na literatura, existem certas varian-

tes genéticas que são associadas a crises recorrentes, no 

caso de PAI, e outras variantes que parecem ter um efeito 

protector, l imitando o número de crises nas porf ir ias agudas 
(27). De qualquer forma, estes testes deverão sempre ser 

realizados em laboratórios especializados e com experiência 

neste tipo de diagnóstico (19). 

Em regra geral, dever-se-á pensar num diagnóstico de por f i-

r ia aguda quando o ALA, PBG e as PTU estão aumentadas, 

juntamente com a presença de um pico de emissão de 

f luorescência plasmática. A diferenciação do tipo de por f ir ia 

terá de ter em conta todos estes parâmetros (tabela 2), 

juntamente com a análise do per f i l das diferentes isoformas. 

Dada a heterogeneidade de sintomas, o diagnóstico de 

por f ir ia pode ser desafiante (figuras 2 e 3). Também se 

deve ter em atenção, aquando do diagnóstico diferencial de 

uma por f ir ia, que os resultados dos biomarcadores (ALA, 

PBG, PTU, f luorescência plasmática e fracionamento das 

Gráfico 1:       Número de casos de porfirias diagnosticadas 

desde 2022.
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por f ir inas), devem ser analisados sempre em conjunto, e 

não isoladamente (tabela 2), uma vez que determinadas pa-

tologias podem originar aumentos inespecíf icos de cer tas 

por f ir inas (por f ir inúria) e se individualmente se valorizar, 

incorre-se no erro de diagnosticar erradamente uma por f ir ia 
(3).  A hiperbil irubinemia é um exemplo de diagnóstico dife-

rencial de por f ir ia, onde pode existir uma copropor f ir inúria 

(neste caso, a razão dos isómeros da copropor f ir ina será 

uti l izada como diagnóstico diferencial). Outro exemplo 

é a síndroma de Dubin-Johnson (SDJ), sendo que neste 

caso, verif ica-se um aumento da copropor f ir ina I, enquanto 

na doença de Gilber t ocorre um aumento em ambos os 

isómeros de copropor f ir ina I e III. A por f ir inúria também 

pode ocorrer nas disfunções hepáticas, no consumo de 

estupefacientes e medicamentos, no consumo excessivo de 

álcool ou de outros compostos metabolizados pelo citocro-

mo P450. O total das por f ir inas fecais também pode estar 

aumentado devido à degradação bacteriana da amostra, 

quando as condições de armazenamento não tiverem sido 

cumpridas. Um laboratório especializado deverá ser capaz 

de reconhecer e/ou avaliar a hipótese de estarmos perante 

estas causas secundárias de aumento de produção de 

por f ir inas. Por exemplo, também pode ocorrer aumentos 

secundários de protopor f ir ina no sangue, em resultado de 

anemias ou mesmo intoxicação por metais pesados, e estes 

aumentos não são exclusivos de uma por f ir ia. 

Apesar de se terem diagnosticado 19 porf ir ias agudas, com-

parativamente com o que se encontra descrito na literatura, 

o número ainda f ica aquém do esperado, considerando o 

que está descrito para a Europa, através dos países que 

participam na IPNET.

Um diagnóstico atempado é a chave essencia l para o 

sucesso do tratamento, diminuição da morbi l idade e 

aumento de qual idade v ida do doente por f í r ico. A otimiza-

ção dos procedimentos laborator ia is, dos algor i tmos de 

diagnóstico bioquímico, das ações de sensibi l ização, da 

intervenção em inúmeros fóruns médicos, e uma resposta 

rápida e a l icerçada com os padrões internacionais, 

atestam a capacidade técnica e cientí f ica da Unidade de 

Rastre io Neonatal, Metabol ismo e Genética, do Insti tuto 

Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (URN-INSA) para 

diagnosticar todos os t ipos de por f i r ia. A execução das 

metodologias necessár ias, a interpretação dos resultados 

e a par t ic ipação nos esquemas de qual idade da IPNET 

(ht tps://new.porphyr ianet.org /en/content /wor ldwide-ne-

twork), tem contr ibuído para a consol idação do laboratór io 

de referência no estudo destas patologias.

Pensar por f i r ia, será sempre o pr imeiro passo para 

direcionar o diagnóstico, e o facto destas doenças serem 

mult is istémicas (podendo mimetizar outras doenças) e 

apresentarem uma heterogeneidade de s intomas, leva a 

que o diagnóstico de uma por f i r ia se ja desaf iante, onde o 

papel do laboratór io é preponderante na conf i rmação do 

diagnóstico bioquímico de por f i r ia ou na exclusão deste. 

A publ icação do Consenso Por tuguês de Por f i r ias Agudas 
(16), ve io reforçar o papel da URN-INSA, no diagnóstico 

bioquímico e molecular de por f i r ias. 

_Considerações finais

Do nosso conhecimento e até à presente data, este trabalho 

é pioneiro no estabelecimento do diagnóstico bioquímico 

de porfirias, util izando os algoritmos apresentados, e um la-

boratório, a nível nacional, que disponibiliza para as porfirias 

agudas e cutâneas um diagnóstico integrado (bioquímico e 

molecular). A não existência, até recentemente, de casuística 

em Portugal relativamente às porfirias, era essencialmente 

devido à baixa suspeita clínica para o diagnóstico e a 

complexidade inerente à confirmação do mesmo.

Presentemente, com todas as ações de sensibil ização e 

formação junto da comunidade médica e demais profissionais 

de saúde, relativamente ao tipo de amostras a estudar, o 

seu acondicionamento, e o facto de existir neste momento 

um laboratório de referência para o estudo bioquímico desta 

doença (URN-DGH), tem contribuído para contrariar esta 

tendência. Ações de sensibil ização para pensar por f ir ia 

(brochura informativa http://hdl.handle.net/10400.18/10544), 

testar e referenciar, tem sido determinante para o 

conhecimento e diagnóstico deste grupo de doenças raras.

artigos breves_   n. 12

_ _ 
2ª série

2025

especial 17
número

2ª série

_Doenças genéticas

 

Doutor Ricardo Jorge

Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

_ www.insa.pt

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP



75

Agradecimentos:

Os autores agradecem aos médicos pelo envio das amostras dos 

doentes, nomeadamente Dra Sónia Moreira, Dra Anabela Oliveira, 

Dr Patrício Aguia, Dr Luís Brito-Avô, Dra Fátima Ferreira, Dra Joana 

Araújo, Dra Carolina Pavão, Dra Fátima Oliveira, Dr Rui Pimenta, Dra 

Luz Brasão, Dr Nuno Ladeira, Dra Ema Freitas, Dra Graça Araújo, 

Dr Fábio Murteira, Dra Bárbara Soeiro, Dra Patrícia Queirós, Dr 

António Mesquita, Dra Conceição Viegas, Dra Eduarda Couto, Dr 

João Madaleno, Dra Teresa Campos, Dra Joana Araujo, Dra Márcia 

Pereira e aos doentes pela sua colaboração. 

artigos breves_   n. 12

Referências bibliográficas:

(1) Floderus Y, Sardh E, Möl ler C, et al. Var iations in porphobi l inogen and 5-aminole-

vul inic acid concentrations in plasma and ur ine from asymptomatic carr iers of the 

acute intermit tent porphyr ia gene with increased porphyr in precursor excretion. 

Cl in Chem. 2006 Apr;52(4):701-7. ht tps://doi.org/10.1373/cl inchem.2005.058198

(2) Puy H, Gouya L, Deybach JC. Porphyr ias. Lancet. 2010 Mar 13;375(9718):924-37. 

ht tps://doi.org/10.1016/S0140-6736(09)61925-5

(3) Di Pierro E, De Canio M, Mercadante R, et a l. Laboratory Diagnosis of Porphyr ia. 

Diagnostics (Basel ). 2021 Jul 26;11(8):1343.  

ht tps://doi.org/10.3390/diagnostics11081343

(4) Lefever S, Peersman N, Meersseman W, et a l. Deve lopment and va l idat ion of 

d iagnost ic a lgor i thms for the laborator y d iagnosis of porphyr ias. J Inher i t Metab 

Dis. 2022 Nov;45(6):1151-62. ht tps://doi.org/10.1002/ j imd.12545

(5) Badminton MN, Whatley SD, Sardh E, et a l. Porphyr ins and the porphyr ias. In: Ri fa i 

N, Horvath AR, Wit twer CT (eds). T ietz Textbook of Cl in ical Chemistr y and Molecu-

lar Diagnostics. 6th ed. Elsevier, 2018, pp. 776-99.

(6) Elder G, Harper P, Badminton M, et al. The incidence of inherited porphyrias in 

Europe. J Inherit Metab Dis. 2013 Sep;36(5):849-57. Epub 2012 Nov 1.  

https://doi.org/10.1007/s10545-012-9544-4

(7) Meissner PN, Corr igall AV, Hif t RJ. Fif ty years of porphyria at the University of Cape 

Town. S Afr Med J. 2012 Mar 2;102(6):422-6. https://doi.org/10.7196/samj.5710

(8) T jensvol l K, Bruland O, Floderus Y, et a l. Haplotype analysis of Norwegian and 

Swedish patients with acute intermit tent porphyr ia (AIP): Extreme haplotype he-

terogeneity for the mutation R116W. Dis Markers. 2003-2004;19(1):41-6.  

ht tps://doi.org/10.1155/2003/384971

(9) Schultz JH, 1874. A case of Pemphigus Leprosus, complicated by visceral leprosy. 

(Disser tation. Greifswald, 1874).

(10) Lof tus LS, Arno ld WN. V incent van Gogh's i l lness: acute intermi t tent porphyr ia? 

BMJ. 1991 Dec 21-28;303(6817):1589-91.  

ht tps://do i.org/10.1136/bmj.303.6817.1589

(11) Palma-Carlos ML, Palma-Carlos AG. Diagnóstico laboratorial das porfir ias humanas. 

J Soc Czenc Mid Lisboa. 1974;138:353.

(12) Palma-Carlos AG, Candeias O. Porf ir ias. Mcd de Hoje. 1969;2:9.

(13) Si lva JAM, Manso C. Padrões ur inár ios e fecais dos precursores do Heme em al-

gumas doenças hepáticas. Rei Cicnc Med Lourenco Marques. 1971;4:121.

(14) Palma-Car los AG. Por f i r ias hepáticas. Aspectos cl ín icos. Soc Cienc Med Lisboa. 

1974;138:365.

(15) Guerre iro A, Amado C. Por f i r ias cutâneas em idade pediátr ica. SPDV. 

2015;73(3):331-40. ht tps://doi.org/10.29021/spdv.73.3.456

(16) Brito-Avô L, Pereira L, Oliveira A, et al. Consenso Português de Por f ir ias Agudas: 

Diagnóstico, Tratamento, Monitorização e Referenciação. Acta Med Port. 2023 Nov 

2;36(11):753-64. https://doi.org/10.20344/amp.20323

(17) de Souza PVS, Badia BML, Farias IB, et al. Acute Hepatic Porphyria: Pathophysio-

logical Basis of Neuromuscular Manifestations. Front Neurosci. 2021;15:715523. 

https://doi.org/10.3389/fnins.2021.715523

(18) Anderson KE, Sassa S, et a l. X- l inked s ideroblast ic anemia and the porphyr ias. 

In: Scr iver CR, Beaudet AL, S ly WS, et a l. (eds). The Metabol ic and Molecu-

lar Bases of Inher i ted D isease. 8th ed. New York: McGraw Hi l l , 2001. pp. 2991-

-3062.  ht tps://do i.org/10.1036/ommbid.153

(19) Chen B, Solis-Vil la C, Hakenberg J, et al. Acute Intermittent Porphyria: Predicted 

Pathogenicity of HMBS Variants Indicates Extremely Low Penetrance of the Auto-

somal Dominant Disease. Hum Mutat. 2016 Nov;37(11):1215-22.  

https://doi.org/10.1002/humu.23067

(20) Elder GH. Hepatic porphyr ias in chi ldren. J Inher i t Metab Dis. 1997 Jun;20(2):237-

-46. ht tps://doi.org/10.1023/a:1005313024076

(21) Hultdin J, Schmauch A, Wikberg A, et a l. Acute intermit tent porphyr ia in chi l-

dhood: a population-based study. Acta Paediatr. 2003 May;92(5):562-8.  

ht tps://doi.org/10.1111/ j.1651-2227.2003.tb02507.x

(22) Bonkovsky HL, Dixon N, Rudnick S. Pathogenesis and cl in ical features of the 

acute hepatic porphyr ias (AHPs). Mol Genet Metab. 2019 Nov;128(3):213-18.  

ht tps://doi.org/10.1016/ j.ymgme.2019.03.002

(23) Thunell S, Floderus Y, Henrichson A, et al. Porphyria in Sweden. Physiol Res. 

2006;55(Suppl 2):S109-118. https://doi.org/10.33549/physiolres.930000.55.S2.109

(24) Rossetti MV, Granata BX, Giudice J, et al. Genetic and biochemical studies in Argen-

tinean patients with variegate porphyria. BMC Med Genet. 2008 Jun 20;9:54.  

https://doi.org/10.1186/1471-2350-9-54

(25) Sz lendak U, Bykowska K, L ipn iacka A. Cl in ica l, B iochemica l and Molecu lar 

Character is t ics of the Main Types of Porphyr ia. Adv Cl in Exp Med. 2016 Mar-

-Apr;25(2):361-8. ht tps://do i.org/10.17219/acem/58955

(26) To-Figueras J, Erwin AL, Aguilera P, et al. Congenital erythropoietic porphyria. Liver 

Int. 2024 Aug;44(8):1842-1855. https://doi.org/10.1111/liv.15958

(27) Andersson C, Floderus Y, Wikberg A, et al. The W198X and R173W mutations in the 

porphobil inogen deaminase gene in acute intermit tent porphyria have higher cl inical 

penetrance than R167W. A population-based study. Scand J Clin Lab Invest. 2000 

Nov;60(7):643-8. https://doi.org/10.1080/003655100300054891

_ _ 
2ª série

2025

especial 17
número

2ª série

_Doenças genéticas

 

Doutor Ricardo Jorge

Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

_ www.insa.pt

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP



76

|Diagnóstico molecular das síndromes de cancro hereditário da mama-ovário e 
colorretal: a experiência do Departamento de Genética Humana do INSA (1994-2025)
Molecular genetic diagnosis of hereditary breast and ovarian cancer and colorectal cancer syndromes: experience 

from the Department of Human Genetics of INSA (1994-2025)

Patrícia Theisen1, Pedro Rodrigues1, Glória Isidro2, João Gonçalves1

joao.goncalves@insa.min-saude.pt

(1) Unidade de Genét ica Molecular. Depar tamento de Genét ica Humana, Inst i tuto Nacional de Saúde Doutor R icardo Jorge, L isboa, Por tugal

(2) Depar tamento de Genét ica Humana, Inst i tuto Nacional de Saúde Doutor R icardo Jorge, L isboa, Por tugal

artigos breves_   n. 13
_ 

      _Resumo

O cancro é uma das principais causas de morte a nível mundial, sendo respon-

sável por quase 10 milhões de mortes. Os dados mais recentes da Organização 

Mundial de Saúde indicam que o cancro da mama é o 2º tipo mais frequente 

de cancro e a 4ª causa de mortalidade, enquanto o cancro colorretal é o 3º tipo 

mais comum e a 2ª causa de mortalidade. 

Considerando que os casos de cancro são na sua grande maioria de origem es-

porádica, cerca de 5 a 10% correspondem a síndromes de cancro hereditário, 

as quais estão associadas a variantes germinativas patogénicas, em diferentes 

genes, que conferem predisposição para cancro. A identificação de uma varian-

te germinativa causal num indivíduo com cancro pode ter importantes consequ-

ências, desde o seu tratamento, à implementação de protocolos personalizados 

de vigilância e prevenção da doença oncológica, bem como à disponibilização 

do teste genético preditivo aos respetivos familiares em risco.

Por ocasião do 50º aniversário do Departamento de Genética Humana (DGH) 

do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, sintetiza-se a atividade 

de diagnóstico genético molecular desenvolvida neste departamento de 

1994 a junho de 2025, no contexto das síndromes hereditárias de cancro da 

mama-ovário e de cancro colorretal, compreendendo a análise de mais de 

1800 indivíduos.

Constatou-se, desde 1994, um aumento do número de testes genéticos para 

síndromes de cancro hereditário realizados no DGH, demonstrando a importân-

cia que estes têm para os doentes e seus familiares. A implementação da se-

quenciação de nova geração, em 2015, permitiu aumentar o número de genes 

de predisposição para cancro analisados, com a concomitante melhoria dos 

tempos de resposta e da taxa de diagnóstico. Face à estimativa de aumento 

da incidência de cancro nas próximas décadas, especialmente de cancro da 

mama e colorretal, é fundamental continuar a oferta deste diagnóstico, em con-

sonância com a evolução do conhecimento e com a atualização tecnológica.

      
      _Abstract

Cancer is one of the leading causes of death wor ldwide, account ing for 

near ly 10 mi l l ion deaths. The most recent data f rom the Wor ld Heal th 

Organizat ion ind icate that breast cancer is the 2nd most f requent type of 

cancer and the 4th leading cause of mor ta l i t y, whi le colorecta l cancer is 

the 3rd most common type and the 2nd leading cause of mor ta l i t y.

Although most cancer cases are sporadic in or igin, about 5 to 10% 

correspond to hereditary cancer syndromes, which are associated with 

pathogenic germl ine var iants in di f ferent genes that confer cancer predis-

posit ion. The identi f ication of a causal germl ine var iant in an individual 

with cancer can have impor tant consequences, ranging from treatment to 

the implementation of personal ized survei l lance and prevention protocols, 

as wel l as the avai labi l i ty of predict ive genetic testing for at-r isk fami ly 

members.

On the occasion of the 50th anniversary of the Depar tment of Human 

Genet ics (DGH) of the Nat ional Inst i tute of Heal th Doutor R icardo Jorge, 

we summar ize the molecular genet ic d iagnost ic act iv i t y carr ied out in 

th is depar tment f rom 1994 to June 2025, in the contex t of heredi tar y 

breast-ovar ian cancer and colorecta l cancer syndromes, cover ing the 

analys is of more than 1,800 indiv iduals.

Since 1994, there has been an increase in the number of genetic tests for 

hereditary cancer syndromes per formed in this department, demonstrating 

their importance for patients and their relatives. The implementation of 

next-generation sequencing in 2015 made it possible to expand the number 

of cancer predisposition genes analyzed, while also improving turnaround 

times and diagnostic yield. Given the expected increase in cancer inciden-

ce in the coming decades, especial ly breast and colorectal cancer, it is 

essential to continue providing this type of diagnosis, in l ine with advances 

in knowledge and technological progress.

_Introdução

Os testes de diagnóstico molecular para as síndromes 

hereditárias de cancro da mama-ovário (HBOC – Hereditary 

Breast and Ovarian Cancer) e de cancro colorretal (HCRC 

– Hereditary Colorectal Cancer) foram implementados no 

Departamento de Genética Humana (DGH) do Instituto 

Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge a partir de 1994, 

constituindo um marco relevante em saúde pública, quer no 

apoio aos doentes quer aos seus familiares. Para além da sua 

importância na identif icação da alteração genética associada 

à doença em indivíduos afetados – podendo contribuir para a 

definição de uma estratégia terapêutica personalizada e para 
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implementação de medidas de v igi lância e prevenção de 

novos tumores - estes testes possibi l i tam, igualmente, 

a identi f icação de famil iares com r isco acrescido de 

desenvolv imento de neoplasias. Os testes de diagnóstico 

genético de síndromes de cancro hereditár io assumem, 

deste modo, um papel central enquanto instrumentos de 

medicina preventiva, sustentando a gestão do r isco em 

famí l ias afetadas, num contexto de elevada prevalência 

destas doenças com impacto signif icativo na saúde públ ica 

e na sociedade.

O cancro é uma das principais causas de morte a nível 

mundial, tendo sido responsável por quase 10 milhões de 

mortes em 2022. Considerando os dados mais recentes 

disponibilizados pela Organização Mundial de Saúde (2022), 

relativamente à incidência de novos casos de cancro, o cancro 

da mama destacou-se como o segundo mais frequente (2 296 

840; 11,5%), seguindo-se o cancro colorretal com 1 926 425 

(9,6%) casos. Foram ainda registados 324 603 novos casos 

(1,6%) de cancro do ovário, sendo o 18º tipo de cancro mais 

frequente. Relativamente à mortalidade, o cancro colorretal 

foi a segunda causa mais frequente (9,3%), o da mama a 4ª 

(6,8%) e o do ovário a 14ª causa (2,1%) (1).

Embora a maior ia dos tumores ocorra de forma esporádica, 

estima-se que cerca de 5 a 10% estejam associados a 

síndromes de cancro hereditár io resultantes de var iantes 

germinativas patogénicas que conferem um r isco acrescido 

para o desenvolv imento de um ou mais tumores. Estes 

surgem, frequentemente, numa idade precoce quando 

comparados com os casos de cancro esporádico (2). 

Estima-se que o HBOC corresponda a cerca de 5-10% 

da totalidade dos casos de cancro da mama, de 15% dos 

casos de cancro do ovário e, ainda, a cerca de 3% dos 

casos de cancro da próstata e pâncreas. Estes casos 

resultam de alterações germinativas patogénicas num gene 

de predisposição para cancro, entre mais de duas dezenas 

de genes que têm vindo a ser identif icados ao longo dos 

anos. Destacam-se os genes BRCA1 e BRCA2, descritos 

pela primeira vez, respetivamente, em 1994 e em 1995 

(3,4). Trata-se de genes supressores tumorais envolvidos na 

reparação de danos no DNA por recombinação homóloga, 

sendo responsáveis por cerca de metade dos casos de 

HBOC. Na população portuguesa, foi identificada uma variante 

patogénica fundadora no gene BRCA2 (c.156_157insAlu), que 

deverá ser sempre pesquisada nos casos suspeitos de HBOC 

(5). Para além de BRCA1/2, outros genes de risco elevado para 

HBOC incluem PALB2, TP53, STK11, CDH1 e PTEN, enquanto 

que genes como ATM, CHEK2, BRIP1, BARD1, RAD51C e 

RAD51D estão associados a risco moderado/reduzido (6).

No contexto do cancro colorretal, 5 a 6% dos casos têm 

origem hereditária, destacando-se a síndrome de Lynch 

(LS – Lynch Syndrome) e a Polipose Adenomatosa Familiar 

(FAP – Familiar Adenomatous Polyposis), correspondendo, 

respetivamente,a cerca de 3% e 1%  da totalidade dos 

casos de cancro colorretal (7).  A LS, designada inicialmente 

como cancro colorretal hereditário sem polipose, está 

associada a alterações nos genes de reparação de erros 

de emparelhamento/mismatch repair (MLH1, MSH2, MSH6, 

PMS2) ou a grandes deleções na região terminal do gene 

EPCAM que afetam a expressão de MSH2 (8). A instabilidade 

de microssatélites (MSI – Microsatell ite Instabil ity), uma das 

características moleculares do cancro colorretal associadas 

a LS, é relevante para a orientação dos estudos moleculares 

nos referidos genes, para a compreensão da origem do tumor 

e para o eventual tratamento dos doentes. A FAP, causada 

por alterações no gene APC, apresenta penetrância elevada e 

caracteriza-se pelo desenvolvimento de dezenas a milhares de 

pólipos adenomatosos no cólon e reto. A polipose associada 

ao gene MUTYH (MAP – MUTYH Associated Polyposis) é a 

segunda síndrome de polipose mais frequente, seguindo-se 

outras mais raras como a síndrome de polipose juvenil (genes 

SMAD4 e BMPR1A), a síndrome de Peutz-Jeghers (gene 

STK11) e as síndromes de hamartomas associadas ao gene 

PTEN (7). 

Atendendo ao modo de herança, as síndromes de cancro 

hereditár io refer idas apresentam um padrão autossómico 

dominante, com r isco de 50% de transmissão da alteração 

à descendência, com exceção da MAP, que apresenta um 

padrão autossómico recessivo (7).  
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A implementação da sequenciação de nova geração (NGS – 

Next Generation Sequencing) no DGH, constituiu um marco no 

diagnóstico molecular das síndromes em causa, caracterizadas 

por elevada heterogeneidade genética, ao permitir a análise 

simultânea de múltiplos genes em painéis dirigidos à predisposi-

ção para diferentes tipos de cancro, proporcionando maior cele-

ridade e custos substancialmente inferiores aos da abordagem 

convencional.

O diagnóstico genético destas síndromes hereditárias constitui 

uma ferramenta essencial para a prevenção do cancro. Conhe-

cendo-se a variante germinativa patogénica associada à predis-

posição para cancro, tal pode ter profundas implicações para 

o doente e seus familiares. Neste contexto, o doente poderá 

beneficiar de medicina personalizada e da implementação de 

protocolos clínicos de vigilância/prevenção adequados à sua 

situação. Os familiares em risco de herdarem a variante patogé-

nica poderão, após aconselhamento genético, realizar o teste 

genético preditivo, permitindo atuar na prevenção da patologia 

em causa.

_Objetivo

Pretende-se, com este trabalho, apresentar de forma sucinta, 

os resultados globais obtidos, de 1994 a 2025, no âmbito 

do diagnóstico genético molecular das síndromes de cancro 

hereditário, nomeadamente cancro da mama/ovário e cancro 

colorretal.

_Material e métodos

Foram estudados 1825 indivíduos com história pessoal e/ou 

familiar sugestiva/confirmada de HCRC ou de HBOC. Esses 

casos compreenderam 1200 casos de HCRC (de 1994 a junho 

de 2025) e 625 casos no contexto de HBOC (de 2002 a junho 

de 2025), maioritariamente referenciados por médicos das 

especialidades de Oncologia ou de Genética Médica. 

Após obtenção do consentimento informado, foi extraído DNA 

genómico de amostras de sangue periférico ou de amostras 

(tumor e tecido normal) f ixadas em formol e embebidas em 

parafina (FFPE). O DNA extraído das amostras FFPE foi usado 

exclusivamente para pesquisa de MSI (144 amostras). Entre 

os casos de HCRC, 1091 foram submetidos a sequenciação 

de um ou mais genes, incluindo 35 amostras para as quais foi 

realizada adicionalmente a pesquisa de MSI. Em 109 casos, 

foi somente pesquisada a MSI.

Até 2014, os genes BRCA1 e BRCA2 (HBOC), e os genes APC, 

MUTYH, MLH1, MSH2 e STK11 (HCRC), foram analisados 

recorrendo à abordagem convencional – PCR seguida de 

sequenciação de Sanger. A pesquisa de MSI foi realizada por 

PCR para os loci D2S123, BAT25, BAT26, D53S46 e D17S250 

(painel de Bethesda) seguida de eletroforese em gel de polia-

crilamida.

A partir de 2015, o diagnóstico molecular destas síndromes 

passou a ser realizado por NGS com um painel de genes de 

predisposição para cancro (Trusight Cancer Panel - 94 genes, 

substituído em 2022 pelo TruSight Hereditary Cancer Panel - 

113 genes, Illumina), a partir do qual foram definidos diversos 

sub-painéis para HBOC e HCRC contemplando, os mais 

alargados, respetivamente, 25 e 27 genes (tabela 1).  A análise 

bioinformática de variantes, sua anotação e classificação, 

incluindo a previsão in silico de consequências funcionais, foi 

realizada com recurso a diferentes softwares, destacando-se 

os programas da Illumina (p. ex. BWA Enrichment, DRAGEN 

Enrichment e Variant Interpreter), Exomiser e Franklin by 

Genoox. entre outros. Realizou-se também a consulta a 

bases de dados populacionais (p. ex. gnomAD) ou clínicas 

(ClinVar, HGMD Professional, LOVD, BRCA Exchange, entre 

outras). As variantes foram classificadas como patogénicas 

(VP), provavelmente patogénicas (VPP), de significado clínico 

incerto (VUS – Variant of Unknow Significance), provavelmente 

benignas ou benignas, de acordo com os critérios da 

ACMG-AMP (American College of Medical Genetics and 

Genomics-Association for Molecular Pathology) (9,10) e com as 

recomendações gerais e específicas de genes da CanVIG-UK 

da ACGS (Association for Clinical Genomic Science) (11) e da 

ClinGen (12).
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A pesquisa de alterações do número de cópias (CNV – Copy 

Number Variant) foi implementada no DGH em 2012, recorrendo 

ao MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification, 

MRC-Holland ), para os genes BRCA1, BRCA2, MLH1 e MSH2, 

e foi alargada a outros genes de predisposição para cancro, 

em função das solicitações. A pesquisa da variante patogénica 

BRCA2: c.156_157insAlu (mutação fundadora na população 

portuguesa), realizou-se por PCR específica de alelo ou por 

MLPA.

A análise in silico de CNV foi implementada no DGH em 2019, 

usando a pipeline panelcn.MOPS (13,14) e, desde 2022, também 

o software DRAGEN Enrichment. 

Todas as variantes patogénicas/ provavelmente patogénicas 

(VP/VPP) identificadas por NGS foram confirmadas por sequen-

ciação de Sanger (variantes pontuais) ou por MLPA (CNV). 

A pesquisa de variantes familiares causais em indivíduos saudá-

veis (testes genéticos preditivos) realizou-se por sequenciação 

de Sanger ou MLPA, em função da natureza das mesmas.

_Resultados

As amostras biológicas recebidas para diagnóstico molecular 

de síndromes hereditárias de cancro até junho de 2025, 

corresponderam a um total de 1825 indivíduos analisados, 

625 para HBOC e 1200 para HCRC (gráfico 1).

A maioria dos testes genéticos realizados para HBOC consistiu 

em testes de diagnóstico em indivíduos afetados (550/625), 

maioritariamente, com cancro de mama (74,6%), ovário (4,8%), 

próstata (3,2%) e pâncreas (2,1%). Os restantes testes (n=75) 

corresponderam a testes preditivos em indivíduos saudáveis 

que apresentavam história familiar comprovada (n=41, pesqui-

sa da variante familiar) ou sugestiva de HBOC (n=34, painel de 

genes por NGS). 

Nos indivíduos afetados, foram identif icadas VP/VPP em 

11,3% dos casos, distr ibuídas por vários genes (gráfico 2), e 

VUS em 17,1%. No contexto dos testes genéticos preditivos, 

dos 41 famil iares saudáveis analisados, 24 eram portadores 

da variante pesquisada. Adicionalmente, não foi identif icada 

nenhuma variante causal nos 34 indivíduos com teste preditivo 

prescrito apenas com base na história familiar sugestiva de 

HBOC.

Das 64 VP/VPP identificadas nos 62 indivíduos afetados 

(gráfico 2), mais de metade (53,2%) ocorreram em BRCA1/2 

(36,0% em BRCA2 e 17,2% em BRCA1). A variante BRCA2: 

c.156_157insAlu, com efeito fundador na população portugue-

sa, foi detetada em 3 indivíduos afetados, correspondendo a 

13,0% das VP/VPP identificadas em BRCA2. Adicionalmente, 

foram identificadas variantes causais noutros genes de repara-

ção do DNA por recombinação homóloga como ATM (14,1%), 

CHEK2 (7,8%), PALB2 e BRIP1 (ambos com 6,2%) e RAD51C 

(4,7%) (gráfico 2).  Salientam-se dois indivíduos com história 

pessoal e familiar de cancro da mama e/ou ovário, ambos du-

plos heterozigóticos para variantes patogénicas em BRCA1/2 e 

ATM. 
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Tabela 1:       Painéis de genes de predisposição para cancro da mama-ovário hereditário (HBOC) e cancro colorretal hereditário (HCRC).

1 - Inclui a pesquisa da inserção Alu em BRCA2 e MLPA para BRCA1 e BRCA2; *- inclui a pesquisa in silico de grandes deleções na região 3’ deste gene.

Painel Genes

HBOC1

HCRC

ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDKN2A, CHEK2, EPCAM*, ERCC4, MLH1, MRE11A, MSH2, 

MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD50, RAD51C, RAD51D, RINT1, STK11, TP53

AKT1, APC, ATM, BLM, BMPR1A, CDKN2A, CHEK2, EPCAM*, GREM1, MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, MUTYH, 

NTHL1, PIK3CA, PMS2, POLD1, POLE, PTEN, RINT1, SDHB, SDHC, SDHD, SMAD4, STK11, TP53
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No contexto do HCRC, foram analisados por sequenciação de 

Sanger/NGS, 1091 indivíduos, dos quais 621 afetados (teste 

diagnóstico) e 470 familiares saudáveis (teste preditivo). Dos 

621 indivíduos, 359 tinham suspeita de síndromes de polipose, 

232 de LS e os restantes 30 indivíduos com suspeita de HCRC 

indefinido (informação clínica não disponibilizada).

Foram identificados 202 indivíduos afetados com uma ou 

mais variantes das classes VP/VPP/VUS, designadamente 175 

indivíduos com uma variante, 25 com duas variantes e dois 

com três variantes. Entre as 230 variantes, a maioria (219) foi 

classificada como VP/VPP (gráfico 3), tendo sido identificadas, 

maioritariamente, nos genes APC (37,6%) e MUTYH (34,4%), 

seguidos de MSH2 (12,8%) e MLH1 (10,6%). As VP/VPP no gene 

MUTYH foram detetadas em homozigotia (n=23), heterozigotia 

composta (n=21) ou heterozigotia (n=10), destacando-se as 

variantes p.Y179C e p.G396D como as mais frequentes. Foram 

ainda detetadas, nos indivíduos afetados, 11 VUS (APC n=1; 

MLH1 n=3; MSH2 n=4; MUTYH n=2 e NTHL1 n=1). Foram identi-

ficadas VP/VPP em 23,7% dos indivíduos com suspeita de LS 

(55/232), em 37,0% dos doentes com polipose (133/359), e em 

16,7% (5/30) dos casos com suspeita de HCRC indefinido.

Considerando os 470 casos familiares de HCRC, as variantes 

pesquisadas foram identificadas em 109 de 260 casos associa-

dos a poliposes e em 73 de 208 casos de LS (nos dois casos 

familiares com HCRC indefinido, a variante familiar não foi 

identif icada).

Relativamente aos indivíduos para os quais foi realizada a pes-

quisa de MSI, foram identificadas 27 amostras com instabilida-

de elevada (MSI-H, instabilidade em dois ou mais loci ), 7 com 

instabilidade baixa (MSI-L, instabilidade em apenas um locus) 

e 110 sem instabilidade. Entre as 35 amostras para as quais 

foram sequenciados os genes MSH2 e/ou MLH1, detetaram-se 

VP/VPP em 10 casos (9 casos com MSI-H e 1 com MSI-L) e 

uma VUS, em MSH2, num caso com MSI-H. 
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Gráfico 1:       Distribuição das amostras analisadas no DGH em contexto de síndromes de cancro hereditário no período 

de 1994 a junho de 2025. 
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_Discussão

A implementação, em 2015, de painéis de sequenciação de 

genes de predisposição para cancro por NGS veio possibilitar 

um diagnóstico molecular mais abrangente, rápido e económi-

co, relativamente às metodologias convencionais anteriormente 

utilizadas no DGH (15).

Considerando os casos de HBOC, a análise molecular permitiu 

confirmar o diagnóstico clínico presuntivo, com identificação 

de VP/VPP em 11,3% dos indivíduos afetados, em concordân-

cia com a proporção esperada de cerca de 10% de tumores 

hereditários. Cerca de metade dos indivíduos afetados 

(54,8%) apresentaram variantes patogénicas em BRCA1/2, 

confirmando estes dois genes como os principais genes de 

predisposição para HBOC (gráfico 2). A identif icação das 

variantes patogénicas nos restantes indivíduos afetados só 

foi possível com a implementação de painéis de NGS, uma 

vez que estas ocorreram noutros genes de predisposição 

para HBOC cuja análise por metodologia convencional não 

era então realizada. O teste genético preditivo, realizado em 

41 famil iares saudáveis, permitiu identif icar 24 portadores da 

variante famil iar pesquisada.
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Gráfico 2:       Distribuição por gene das variantes germinativas classfficadas como patogénicas/ provavelmente 

patogénicas identificadas nos indivíduos afetados com cancro da mama-ovário hereditário. 

Total de 64 indivíduos, incluindo 2 duplos heterozigóticos (BRCA1/BRCA2 e ATM ).

Gráfico 3:       Distribuição por gene das variantes germinativas classificadas como patogénicas/ provavelmente 

patogénicas identificadas nos indivíduos afetados com cancro colorretal hereditário.
Total de 193 indivíduos, incluindo 23 homozigóticos, 21 heterozigóticos compostos e 10 heterozigóticos para variantes em MUTYH.
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Este resultado possibilitou, por um lado, disponibilizar aos 

referidos portadores protocolos personalizados de vigilância 

e prevenção de tumores, visando reduzir a morbilidade e a 

mortalidade associadas ao cancro e, por outro, dispensar os 

não portadores de uma vigilância mais frequente por possuírem 

um risco de desenvolvimento de tumores equivalente ao da 

população em geral. 

Apesar de os painéis de NGS terem aumentado consideravel-

mente a taxa de diagnóstico molecular, não foi possível 

identificar nenhuma VP/VPP em 88,7% dos indivíduos afetados 

no contexto de HBOC. Vários fatores podem explicar este 

resultado, incluindo as limitações conhecidas da metodologia 

de NGS, variantes em genes não analisados ou, mais provavel-

mente, o facto de muitos destes indivíduos possuírem tumores 

esporádicos e não hereditários. Em 19,3% destes indivíduos, 

foram identificadas VUS em genes de predisposição para 

HBOC as quais, por não poderem ser associadas à patologia 

em causa, não são clinicamente acionáveis, embora possam 

ser alvo de investigação adicional. As VUS devem, no entanto, 

ser devidamente avaliadas em consulta de Genética Médica 

face à história pessoal e familiar dos indivíduos em questão, 

independentemente da síndrome de cancro hereditário.

No contexto de HBOC, o aumento do número de VUS identif i-

cadas, ref lexo do maior número de genes analisados, foi um 

dos maiores desafios que resultaram da introdução da NGS, 

cabendo aos laboratórios de diagnóstico genético a tarefa de 

reclassif icação periódica dessas variantes, mediante novas 

evidências de estudos funcionais, dados da literatura e/ou 

critérios de classif icação.

Relativamente aos casos de HCRC, a identificação de VP/VPP 

em cerca de 31,1% dos indivíduos afetados (193 em 621), 

permitiu confirmar o diagnóstico clínico presuntivo. Esta taxa, 

superior à obtida para os casos de HBOC, poderá ser explica-

da, em parte, pela existência de características fenotípicas 

específicas de algumas síndromes de HCRC, particularmente 

nos casos de poliposes, ou pela realização de testes genéticos 

de rastreio em casos suspeitos de SL, como a pesquisa de 

MSI. O número de VUS identificadas (n=11) foi bastante inferior 

comparativamente às detetadas nos casos de HBOC, o que 

poderá dever-se ao número reduzido de casos analisados por 

NGS (apenas cerca de 10% da totalidade dos casos suspeitos 

de HCRC foram analisados por esta metodologia).  

Considerando os genótipos mais raros, em que foram identif i-

cadas duplas heterozigotias, nomeadamente de VP nos genes 

BRCA1/2 e ATM (HBOC), estes evidenciam a importância da 

utilização de painéis de genes no diagnóstico molecular em 

causa. A realização da análise molecular convencional, com-

preendendo apenas os genes BRCA1/2, não teria permitido a 

identif icação das variantes patogénicas no gene ATM, privan-

do as duas famílias em causa do adequado aconselhamento 

genético (16). Com a utilização da NGS prevê-se, assim, um 

aumento na deteção do número de indivíduos duplos heterozi-

góticos com síndromes de cancro hereditário (17).

Por f im, constata-se que o número de amostras, recebidas 

no DGH, relativas a casos de cancro de mama, tem vindo a 

aumentar signif icativamente nos últimos anos. Este aumento 

poderá, em parte, dever-se à elegibil idade de doentes porta-

dores de VP/VPP germinativas em BRCA1/BRCA2, para a 

terapêutica personalizada com inibidores da poli-ADP-ribose 

polimerase (PARP) (2).

_Conclusões

O aumento do número de testes realizados no DGH desde 

1994 ref lete, por um lado, a evolução das metodologias 

aplicadas ao diagnóstico molecular das síndromes de cancro 

hereditário, e por outro, a importância que os mesmos têm 

para os doentes e seus famil iares. 

A implementação da NGS permitiu aumentar o número de 

genes de predisposição para cancro analisados, com o con-

comitante aumento das taxas de diagnóstico, redução dos 

tempos de resposta dos testes genéticos e dos respetivos 

custos. Paralelamente, a NGS colocou como maior desaf io, o 

aumento do número de alterações classif icadas como VUS, 

o qual é proporcional ao número de genes analisados. 

A reclassificação das VUS, mediante novas evidências resul-

tantes de estudos funcionais, populacionais ou de segregação 

em famílias afetadas com síndromes de cancro hereditário,
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pode ter um impacto clínico e psicológico signif icativo para 

os indivíduos em questão. A reclassif icação de uma VUS 

como variante causal (VP/VPP) converte-a numa variante 

acionável, com a consequente implementação de medidas de 

vigilância/prevenção de tumores no indivíduo afetado e a pos-

sibilidade de oferecer o teste genético preditivo aos familiares 

em risco. Por outro lado, se uma VUS for reclassif icada como 

variante benigna ou provavelmente benigna (como sucede 

na maioria dos casos), os indivíduos portadores deixam de 

apresentar risco de desenvolver cancro associado à variante 

reclassif icada (18,19).

Neste contexto, compreende-se o vasto impacto que o 

diagnóstico molecular em causa tem na saúde pública, pelo 

que face à estimativa de aumento da incidência de cancro 

nas próximas décadas, especialmente de cancro da mama e 

colorretal, é fundamental a constante formação de recursos 

humanos especializados, acompanhada da devida atualização 

tecnológica. 
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      _Resumo

As patologias do desenvolvimento sexual (PDS) cujos primeiros estudos foram 

iniciados no Departamento de Genética Humana (DGH) em 1991, constituem 

um grupo heterogéneo de doenças congénitas caracterizadas por alterações no 

sexo cromossómico, gonadal e/ou anatómico. A sua incidência global é estima-

da em 5/1.000 nascimentos, variando, contudo, em função de características 

fenotípicas, desde a presença de hipospádias (cerca de 1/250 nascimentos do 

sexo masculino), a manifestações muito raras, como a disgenesia gonadal com-

pleta (1/50.000). A marcada sobreposição fenotípica e a heterogeneidade gené-

tica destas patologias dificultam o diagnóstico clínico e a orientação adequada 

dos doentes. 

Esta sinopse de revisitação de doentes com PDS, sumariza os resultados 

do estudo molecular da hiperplasia suprarrenal congénita (CAH – Congenital 

Adrenal Hyperplasia), iniciado em 2002, num total de 411 doentes (em idade 

pediátrica), e reflete sobre o impacto da recente implementação, em 2019, de 

uma abordagem molecular multigénica por sequenciação de nova geração (NGS) 

na Unidade de Genética Molecular, no estudo mais alargado de outras PDS, 

comparativamente à metodologia clássica sequencial gene-a-gene. Atualmente, 

são analisados 40 genes, organizados em sete subpainéis: determinação primária 

do sexo, diferenciação sexual, esteroidogénese, infertilidade masculina ou 

feminina associadas a hipogonadismo hipogonadotrópico, e falência ovárica 

prematura. Até à data, foram estudados por NGS 58 doentes com manifestações 

fenotípicas e endocrinológicas características destas doenças raras (excluindo 

a CAH, não estudada por NGS). Foram identificadas 18 variantes patogénicas 

em 15 doentes, em 10 genes diferentes, e uma variante de significado clínico 

incerto no gene AR. 

Concluímos que a NGS aumentou a taxa de deteção de variantes patogénicas 

e reduziu o tempo de resposta, potenciando significativamente o diagnóstico 

molecular das PDS, contribuindo assim para uma orientação clínica mais pre-

cisa, incluindo o aconselhamento genético e apoio na tomada de decisões re-

produtivas.

      
      _Abstract

Disorders of sexual development (DSD), whose ini t ia l studies began at the 

Depar tment of Human Genetics (DGH) in 1991, are a heterogeneous group 

of congenital condit ions character ised by alterations in chromosomal, 

gonadal and/or anatomical sex. Their overal l incidence is estimated at 5 

per 1,000 bir ths; however, the incidence di f fers according to phenotypic 

character ist ics — ranging from the presence of hypospadias (approxima-

te ly 1 in 250 male bir ths) to very rare manifestations such as complete 

gonadal dysgenesis (1/50,000). The signi f icant phenotypic over lap and 

genetic heterogeneity of these disorders make the cl inical diagnosis and 

appropriate patient management chal lenging.

This synopsis revis i ts the pat ients studied with DSD and, besides br ief ly 

summar iz ing the molecular studies of congeni ta l adrenal hyperplasia 

(CAH), in i t iated in 2002, involv ing a tota l of 411 pediatr ic pat ients, a ims 

to ref lects on the impact of the recent implementat ion, in 2019, of a mult i-

gene molecular approach using nex t-generat ion sequencing (NGS) in the 

Molecular Genet ics Uni t, which has expanded the study into other DSD, 

when compared to the tradi t ional sequent ia l gene-by-gene methodology.

Currently, 40 genes are analyzed, arranged into seven sub-panels: primary 

sex determination, sexual dif ferentiation, steroidogenesis, male or female 

infer ti l i ty associated with hypogonadotropic hypogonadism, and premature 

ovarian fai lure. To date, 58 patients with phenotypic and endocrinological 

features characteristic of these rare disorders (excluding CAH, not studied 

by NGS) have been studied using NGS. Eighteen pathogenic variants were 

identif ied in 15 patients, involving 10 dif ferent genes, along with one variant 

of uncer tain cl inical signif icance in the AR gene.

We concluded that NGS increased the detect ion rate of pathogenic 

var iants and reduced turnaround t ime, s igni f icant ly enhancing the mole-

cular d iagnosis of PDS, thereby contr ibut ing to more accurate c l in ica l 

management, inc luding genet ic counse l l ing and suppor t for reproduct ive 

decis ion-mak ing.

_Introdução

O desenvolvimento sexual normal, essencial em múltiplas ver-

tentes do Homem, caracteriza-se por um processo sequencial 

e altamente regulado, iniciando-se após a fertilização do óvulo 

pelo espermatozoide, com o estabelecimento do sexo cromos-

sómico. Compreende a diferenciação das gónadas primordiais 

em testículos ou em ovários, o desenvolvimento dos órgãos 

genitais internos e externos e a diferenciação sexual secundá-

ria, culminando na formação completa do fenótipo sexual do
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indivíduo (masculino ou feminino). Alterações genéticas que 

perturbem qualquer uma destas etapas — seja em genes que 

desencadeiam ou regulam o desenvolvimento das gónadas, os 

restantes órgãos genitais internos ou externos, ou as vias de 

biossíntese ou a ação hormonal ou endocrinológica — podem 

comprometer o desenvolvimento sexual normal, originando 

manifestações patológicas designadas por patologias do 

desenvolvimento sexual (PDS).

Assim, as PDS constituem um grupo bastante heterogéneo 

de manifestações clínicas nas quais o sexo cromossómico, 

gonadal e/ou anatómico pode ser atípico. Estas patologias 

possuem elevada sobreposição fenotípica e a possibilidade de 

ocorrerem em diferentes fases do desenvolvimento humano, 

desde o período embrionário até à idade adulta – podendo 

ocorrer genitais externos ambíguos, disgenesia gonadal, virili-

zação e masculinização antecipadas, puberdade precoce, tar-

dia ou ausente, ginecomastia, infertilidade (sem manifestações 

fenotípicas aparentes), entre outras – o que dificulta o diagnós-

tico clínico, mas torna o diagnóstico molecular essencial, tanto 

para a orientação clínica adequada, como para uma melhor 

integração social e familiar, e até para a decisão reprodutiva de 

cada indivíduo. A sua prevalência global é estimada em cerca 

de 5 por 1000 nascimentos, embora varie significativamente 

entre os diferentes fenótipos: por exemplo, as hipospádias 

ocorrem em cerca de 1/250 nascimentos do sexo masculino, 

enquanto outras condições clínicas raras, como a disgenesia 

gonadal, podem variar de 1/20.000 a 50.000 nascimentos (1,2).

O estudo molecular das PDS, iniciou-se em 1991 no Departa-

mento de Genética Humana (DGH) do Instituto Nacional de 

Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA), e, num primeiro período, 

compreendeu a caracterização de cromossomas Y estrutural-

mente anormais, presentes, predominantemente, em doentes 

com órgãos genitais externos indefinidos, em homens inférteis 

ou em doentes com síndrome de Turner. Posteriormente, e 

mantendo-se a abordagem anterior nos casos aplicáveis, a 

análise molecular expandiu-se para o estudo de diversos genes, 

refletindo à data a sua descoberta (ex. SRY, AR, KAL1/ANOS1, 

GNRHR), em doentes cujos fenótipos típicos de PDS careciam 

de identificação da sua causa primária, proporcionando um 

diagnóstico clínico mais objetivo.

Embora esta sinopse não aborde os estudos moleculares em 

homens inférteis, que compreendem a análise das regiões 

AZF do cromossoma Y implicadas na espermatogénese, 

realizados no DGH desde 1992, importa destacar os desenvol-

vimentos subsequentes da caracterização de deleções nestas 

regiões, nomeadamente o contributo pioneiro, em 2002, na 

identificação de microdeleções parciais em AZFc associadas a 

oligozoospermia e a subsequente caracterização da diversida-

de genómica das mesmas cujos resultados foram publicados 

em 2007 (3,4).

Merece ainda particular ênfase, o estudo molecular da hiper-

plasia suprarrenal congénita (CAH), associada a def iciência 

em 21-hidroxilase, iniciado pela primeira vez em Portugal no 

DGH em 2002, cujos primeiros resultados foram publicados 

a nível internacional em 2006 (5).  

Nos últimos anos, a implementação da Sequenciação de Nova 

Geração (NGS – Next Generation Sequencing), a qual propor-

ciona o estudo simultâneo de múltiplos genes e de diferentes 

doentes com diferentes fenótipos, tem impulsionado de forma 

significativa o aprofundar do conhecimento sobre as causas 

genéticas que constituem a base molecular das doenças raras 

em causa, proporcionando tempos de resposta e custos signi-

ficativamente inferiores, comparativamente às metodologias 

anteriormente usadas.

_Objetivos

Neste trabalho, pretendeu-se resumidamente contextualizar os 

estudos moleculares realizados no Departamento de Genética 

Humana (DGH) do INSA  desde 1991 para diferentes patologias 

do desenvolvimento sexual (PDS), com incidência concisa nos 

resultados da análise molecular da hiperplasia suprarrenal 

congénita associada à deficiência em 21-hidroxilase, e analisar 

o impacto da implementação, em 2019, na Unidade de Genéti-

ca Molecular do DGH, de uma abordagem multigénica por 

NGS no estudo mais alargado das PDS, em comparação com 

a metodologia clássica sequencial gene-a-gene.
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_Abordagem metodológica

Ao longo das diferentes décadas, acompanhando o 

conhecimento científico internacional e a evolução tecnológica, 

recorreu-se sempre às metodologias que proporcionavam os 

melhores resultados, entre as quais o Southern blotting, muito 

usado nos estudos iniciais, a PCR, a sequenciação de Sanger 

e o MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), 

que, embora numa abordagem monogénica de estudo dos 

principais genes, conduziram a resultados clinicamente 

relevantes e definitivos para muitos doentes.  

A recente implementação da NGS, usando um painel 

multigénico customizado, o qual inclui 40 genes associados 

a PDS (excluindo o gene CYP21A2 associado a CAH), 

organizados em subpainéis específicos (tabela 1), visou 

caracterizar, a nível molecular e, de forma abrangente, as 

doenças raras em causa. Esta nova metodologia tem sido 

realizada de acordo com o protocolo AmpliSeq (Illumina®). A 

validação inicial da mesma foi baseada no uso de 61 amostras 

controlo com a deteção de múltiplas variantes presentes nas 

mesmas e em diferentes genes, variantes essas previamente 

identif icadas pelas metodologias tradicionais acima referidas, 

tendo-se obtido uma sensibilidade e especificidade de 

100%. Nos doentes estudados (58 casos índex) as variantes 

detetadas por NGS foram confirmadas por sequenciação de 

Sanger, assim como todas as regiões com cobertura <20x. 

No âmbito da CAH realça-se o estudo, de âmbito nacional, de 

doentes maioritariamente diagnosticados desde o nascimento 

até antes de atingirem 18 anos, cuja genotipagem do gene 

CYP21A2, iniciada por Southern-blotting, PCR e sequenciação 

de Sanger evoluiu com a substituição da primeira metodologia 

pelo MLPA, mantendo-se as restantes duas. Estes doentes 

foram clinicamente classificados de acordo com as três formas 

da CAH, ou seja, CAH com perda de Sal (CAH-PS, n=83), 

forma simplesmente virilizante (CAH-SV, n=61) e forma não 

clássica (CAH-NC, n=267), totalizando 411 doentes.

artigos breves_   n. 14

Painel de genes

Determinação pr imár ia do 
sexo

Diferenciação sexual

Esteroidogénese

Hipogonadismo 
hipogonadotróf ico 

Falência ovárica prematura

Infert i l idade mascul ina 
e Hipogonadismo 
hipogonadotróf ico

Infert i l idade feminina 
e Hipogonadismo 
hipogonadotróf ico

ATRX, DHH, DMRT1, LHCGR, MAP3K1, NR0B1, NR5A1, SOX9, SRY, WNT4, WT1

AMH, AMHR2, AR, ATRX, BMP15, CYP17A1, CYP19A1, DHH, DMRT1, FSHR, HSD17B3, INSL3, LHCGR, 

MAMLD1, MAP3K1, NR0B1, NR5A1, RXFP2, SRD5A2, SRY, STAR, WT1

ANOS1, CHD7, FGFR1, GNRHR, IL17RD, LHCGR, NR0B1(DAX1), PROKR2, SOX10, SPRY4, TAC3

BMP15, FOXL2, FSHR, LHCGR, NOBOX, NR5A1, WNT4

CHD7, FGFR1, FSHR, GNRHR, IL17RD, LHCGR, NR5A1, PROKR2, SOX10, SPRY4, TAC3

ADGRG2, ANOS1, CFTR, CHD7, DMRT1, FGFR1, FSHR, GNRHR, IL17RD, INSL3, LHCGR, NR0B1, 

NR5A1, PROKR2, RXFP2, SOX10, SPRY4, TAC3, TEX11

CYP11A1, CYP11B1, CYP17A1, CYP19A1, HSD3B2, HSD17B3, NR0B1, NR5A1, POR, STAR

Tabela 1:       Painéis de genes para as patologias do desenvolvimento sexual concebidos para análise por sequenciação de nova geração. 

Designação da patologia 
ou do painel
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_Resultados

Conforme referido anteriormente, esta sinopse compreende os 

resultados da análise molecular, por NGS, de 58 doentes com 

diferentes diagnósticos clínicos compatíveis com as patologias 

do desenvolvimento sexual mais raras, e de 411 doentes com 

CAH diagnosticada em idade pediátrica. 

Dos 58 doentes, 18 tinham sido previamente estudados na 

Unidade de Genética Molecular (UMO), por PCR e sequencia-

ção de Sanger, para os principais genes associados a PDS, 

não tendo então sido identif icadas variantes patogénicas nos 

seguintes genes: ANOS1, AR, GNRHR, SRY e CYP21A2.

Com a NGS foi possível estabelecer o diagnóstico genético em 

8 destes 18 doentes (44,4%), em 10 genes distintos: ANOS1, 

AR, CYP17A1, FGFR1, GNRHR, HSD17B3, LHCGR, NR0B1, 

NR5A1 e SRD5A2 (tabela 2). Destes genes, seis não eram 

previamente estudados na UMO. Excetuando três variantes 

patogénicas e a variante de significado clínico incerto no AR 

(tabela 2), as restantes, embora raras, encontram-se descritas 

na literatura associadas a fenótipos semelhantes aos dos 

doentes em causa. A análise global levou à identificação de al-

terações associadas às doenças raras em causa em 16 dos 58 

doentes (27,6%), resultado equivalente aos dados da literatura 

internacional (tabela 2). 
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Tabela 2:       Principais característ icas clínicas e variantes patogénicas identi f icadas em doentes com PDS estudados por 

sequenciação de nova geração. 

ID Cariot ipo GenótipoDados cl ínicos
Idade
(anos)

Sexo
Fen.

PDS-NGS1

PDS-NGS2

PDS-NGS3

PDS-NGS4

PDS-NGS5

PDS-NGS6

PDS-NGS7

PDS-NGS8

PDS-NGS9

PDS-NGS10

PDS-NGS11

PDS-NGS12

PDS-NGS13

PDS-NGS14

PDS-NGS15

PDS-NGS16

22m

29

48

31

48

2

13m

16

42

5m

21

15

50

38

16

48

F

F

F

F

F

F

F

M

M

M

M

M

F

F

M

F

46,XY

46,XY

46,XY

46,XX

46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

46,XY

46,XX

Testículos nas pregas escrotais, genitais externos 

femininos

Genitais externos femininos, parcialmente virilizados, 

cliteromegalia. Testículos no canal inguinal. Possível 

PAIS 

Genitais externos femininos. Histerectomia e 

anexectomia bilateral aos 28A. Episódio de hiponatremia 

com internamento hospitalar

HH com anosmia e fenda lábio-alvéolo-palatina bilateral

Genitais externos femininos, cliteromegalia, vagina 

encurtada e agenesia mülleriana. Orquidectomia (9A)

Genitais externos femininos. Agenesia uterina. Atraso 

DP. Retiradas gonadas bilaterais compatíveis com 

testículos e retiradas estruturas wolffianas.

Genitais externos femininos, testículos intra-abdominais

Hipospadia penoescrotal, micropenis, testículos nos 

canais inguinais, criptoquidismo bilateral. Atraso DP

Criptorquidia (6A) com orquidectomia bilateral, 

ginecomastia, HH

Hipospadias, micropénis, gónadas nas bolsas

HH, criptorquidia bilateral operada na infância

Atraso DP. Perda de sal

Irmã mais velha 46,XY SRY+ sem estudos moleculares. 

Pais consanguíneos

PAIS

HH, órgãos genitais masculinos pré-púberes. Irmã com 

amenorreia primária e HH

Atraso DP e amenorreia primária. Ovário e útero 

presentes. HTA diagnosticada aos 27A. Pais 

consanguíneos

HSD17B3:c.[c.645A>T];[876_877dup]

HSH17B3:c.[277+4A>T];[277+4A>T]

LHCGR:c.[1660C>T];[1660C>T]

AR:c.[1174C>T];[0]

FGFR1:c.[2174G>A];[=]

LHCGR:c.[55_56insN[33]];[55_56insN[33]] (a)

NR5A1:c.[251G>A];[=] 

 AR: c.[2599G>A];[0]

NR5A1: c.[443_456del];[=] 

GNRHR:c.[851A>G];[851A>G]

AR: c.[1826G>A];[0]

ANOS1: c.[34dup];[0] 

NR0B1: c.[1292del];[0] 

SRD5A2: c.[377A>G];[377A>G] 

AR:c.[2082G>T];[0]    VUS

GNRHR: c.[317A>G];[401T>G] 

CYP17A1: c.[286C>T];[286C>T] 

Sexo Fen. - Sexo fenotípico; m - meses; PAIS - Síndrome de Insensibilidade parcial aos androgénios; HH - Hipogonadismo hipogonadotrófico; 

Atraso DP - Atraso do desenvolvimento pubertário; HTA - Hipertensão arterial; VUS - variante de significado clínico desconhecido.

(a) LHCGR:c.[55_56insTGCTGAAGCTGCTGCTGCTGCTGCAGCTGCAGC];[55_56insTGCTGAAGCTGCTGCTGCTGCTGCAGCTGCAGC]
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Os resultados do estudo molecular dos doentes com CAH 

revelou uma enorme diversidade de genótipos, a qual é 

característica do gene em causa. Neste âmbito, as três altera-

ções mais frequentes detetadas em CYP21A2, associadas 

às três formas da doença, foram: c.293-13C>G, associada 

a CAH-PS, c.518T>A, associada a CAH-SV, e c.844G>T, 

associada a CAH-NC. Estas alterações coincidem com os 

dados da literatura internacional para a população de origem 

caucasiana, tendo-se obtido também uma elevada taxa de 

correlação genótipo/fenótipo, similar ao descrito na literatura 

(CAH-PS: 87,9%; CAH-SV: 60,7% e CAH-NC: 71,9%).

_Discussão

A aplicação da NGS às PDS referidas, resultou numa melhoria 

substancial da taxa de diagnóstico molecular nos doentes 

em causa e evidenciou uma grande diversidade na natureza 

das variantes patogénicas identif icadas (frameshif t, missense, 

nonsense, splicing, inserção, deleção), confirmando a hetero-

geneidade genética subjacente a estas patologias, reflexo 

também da diversidade de genes analisados.

Um caso particularmente relevante foi o da doente PDS-NGS3, 

que apresentou um genótipo não descrito na literatura e asso-

ciado a dois genes com modos de herança distintos, ou seja, 

a presença de duas variantes patogénicas: uma variante em 

homozigotia no gene LHCGR (autossómico recessivo) e uma 

variante em hemizigotia no AR (recessivo ligado ao cromosso-

ma X). Ambas as alterações, isoladamente, seriam suficientes 

para explicar o fenótipo clínico apresentado. A concomitância 

destas alterações refletiu não só a complexidade genética 

envolvida, mas também a relevância de uma abordagem multi-

génica, que permitiu a sua identificação.

A NGS possibilitou também a avaliação de risco em familiares 

dos doentes. No caso da doente 7, o padrão de hereditarieda-

de, recessivo ligado ao cromossoma X, motivou o estudo fami-

liar em contexto de consulta de genética médica, conduzindo 

à identificação da variante na mãe, não afetada, bem como a 

ausência da alteração familiar na tia materna. Também para a 

doente 6, cuja variante identificada no gene NR5A1 está igual-

mente descrita em indivíduos 46,XX com menopausa precoce 

(PMID: 34095474), foi sugerido o estudo familiar, com vista à 

vigilância clínica preventiva dos seus familiares.

Considerando os resultados globais relativos a CAH, para além 

das alterações graves associadas de zero a ~3% de atividade 

enzimática identificada nas formas clássicas (CAH-PS e -SV), 

evidenciou-se que 30% dos doentes com CAH-NC possuem, 

num dos seus alelos, alterações graves, pelo que, quando 

pretenderem ter descendência, o respetivo casal (sendo 

essencial a genotipagem do gene CYP21A2 no outro elemento 

do casal) poderá ter um risco de 25% de ter, em cada gravidez, 

descendentes afetados com as formas mais graves da doença. 

Nestes casos, com a contribuição da genética médica, poderá 

ser disponibilizado atempadamente ao casal o respetivo acon-

selhamento genético, assim como o diagnóstico pré-natal para 

identificação do sexo cromossómico e eventual genotipagem 

do feto para as alterações parentais. No caso do mesmo ser 

46,XX e afetado para CAH-PS ou CAH-SV, a terapêutica endo-

crinológica, desde a idade embrionária adequada, é essencial 

para evitar a virilização dos seus órgãos genitais externos. 

_Conclusões

A NGS constitui uma metodologia de primeira linha no contexto 

do diagnóstico molecular da diversidade das PDS, permitindo 

a análise simultânea de múltiplos genes, com aumento da taxa 

de deteção de variantes patogénicas, incluindo em genes não 

estudados por rotina numa primeira abordagem gene-a-gene. 

Permite, inclusivamente, a identificação de genótipos mais 

complexos, em que diversas alterações podem contribuir para 

o fenótipo, proporcionando, de forma célere, o estudo de 

doenças hereditárias digénicas e oligogénicas.

Comparativamente à análise sequencial gene-a-gene, a NGS 

oferece resultados mais rápidos e a custos inferiores, aumen-

tando a probabilidade de se identif icar a causa genética des-

tas doenças e, consequentemente, estabelecer ou confirmar 

o diagnóstico clínico. Tal facto é determinante para reduzir o 

período de indefinição do diagnóstico a que estes doentes 

e famílias frequentemente são sujeitos, possibilitando a sua 

orientação clínica relativa a tratamento, opções reprodutivas 

e aconselhamento genético. Assim, a integração da NGS na 

prática clínica representa um avanço signif icativo na aborda-

gem das patologias do desenvolvimento sexual, com impacto 

direto na gestão clínica dos doentes e seu aconselhamento, 

bem como na avaliação do risco familiar.
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|Genómica funcional � a investigação do RNA mensageiro e da proteína dele resultante 
no âmbito da missão do Departamento de Genética Humana do INSA
Functional genomics – the investigation of messenger RNA and its resulting protein within the scope of the Department 

of Human Genetics’s mission at INSA

Peter Jordan, Luísa Romão

peter.jordan@insa.min-saude.pt ; lu isa.romao@insa.min-saude.pt

Unidade de Invest igação. Depar tamento de Genét ica Humana, Inst i tuto Nacional de Saúde Doutor R icardo Jorge, L isboa, Por tugal

artigos breves_   n. 15
_ 

      _Resumo

Os avanços dos últimos 50 anos na área da Genética Molecular permitiram 

um diagnóstico de doenças genéticas cada vez mais rápido e eficaz; no en-

tanto, revelaram também que nem sempre pode a patogenicidade de varian-

tes genéticas ser concluída somente pela análise da sequência do DNA. As 

consequências funcionais de uma variante genética são analisadas pela ge-

nómica funcional que inclui a análise do respetivo RNA mensageiro (mRNA).

Neste artigo é descrito como o Departamento de Genética Humana do INSA 

desenvolveu linhas de investigação em genómica funcional, nomeadamente 

sobre o papel da degradação específica de mRNAs nas hemoglobinopatias, 

e sobre alterações no splicing do RNA pré-mensageiro associadas ao desen-

volvimento do cancro.  

A atividade destas linhas de investigação foi publicada em mais de 100 artigos 

em revistas científicas internacionais, e trouxe, ao longo destes anos, várias 

mais-valias para o DGH e as missões do INSA, incluindo know-how técnico, 

equipamentos inovadores, e resolução de problemas técnico-científicos no 

apoio à prestação de serviços diferenciados. Atualmente, a inovação tecnoló-

gica está a gerar cada vez maior capacidade de sequenciar genomas e leva a 

novas descobertas sobre a organização do genoma e o seu funcionamento. A 

genómica funcional continua a ser essencial para validar muitas destas desco-

bertas ou as previsões computacionais do efeito de variantes genéticas. 

      
      _Abstract

Advances in molecular genet ics over the last 50 years have enabled 

increasing ly rapid and ef fect ive d iagnosis of genet ic d iseases; however, 

they have a lso revealed that the pathogenic i ty of genet ic var iants cannot 

a lways be determined by DNA sequence analys is a lone. The funct ional 

consequences of a genet ic var iant are analyzed through funct ional 

genomics, which inc ludes analys is of i ts messenger RNA (mRNA). 

Here we descr ibe two l ines of funct ional genomics research deve loped 

at Depar tment of Human Genet ics (DGH) of INSA, namely the ro le of 

speci f ic mRNA degradat ion in hemoglobinopath ies, and a l te rat ions in 

pre-messenger RNA spl ic ing associated wi th cancer deve lopment.

The resul ts f rom these research l ines have been publ ished in over 100 

ar t ic les in internat ional sc ient i f ic journals and, over the years, has provi-

ded added value to the DGH and INSA's missions, inc luding technical 

know-how, innovat ive equipment, and the resolut ion of technica l and 

sc ient i f ic problems to suppor t the provis ion of d i f fe rent iated services. 

Current ly, technologica l innovat ion is generat ing ever- increasing genome 

sequencing capaci ty and leading to new discover ies about genome 

organizat ion and funct ion. Funct ional genomics remains essent ia l for 

va l idat ing many of these discover ies or the computat ional predict ions of 

the ef fect of genet ic var iants.

_Introdução e enquadramento histórico da genómica 

funcional

Regressemos a 1975, o ano da fundação do Departamento 

de Genética Humana (DGH) do Instituto Nacional de Saúde 

Doutor Ricardo Jorge (INSA). A nível mundial, a área da gené-

tica humana encontra-se ainda fortemente sustentada na 

citogenética, ou seja, num nível microscópico da análise de 

alterações genéticas que causam doença. A nível molecular, 

são analisadas apenas variações no padrão de fragmentos 

de DNA gerados por digestão com enzimas de restrição. No 

entanto, já estão em curso diversos esforços na comunidade 

para isolar e obter a sequência de genes individuais associa-

dos a doenças e, entre outros, são publicados a sequência 

do gene da beta-globina em 1980 (1), do primeiro oncogene, 

HRAS, em 1982 (2), ou dos genes supressores de tumores 

APC em 1991 (3) e MSH2 em 1993 (4). Cresceu, assim, de 

forma decisiva a era da genética molecular, a qual o DGH 

também abraçou, reunindo investigadores e técnicos para 

desenvolver esta competência técnica pioneira em Portugal.

_Doenças genómicas e genómica funcional 
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A necessidade de identif icar e sequenciar genes na área bio-

médica culminou, em 1990, na implementação ambiciosa do 

projeto internacional de sequenciar todo o genoma humano. 

Como fruto deste esforço, incluindo muita inovação tecnoló-

gica em sequenciação genómica, grande parte da sequência 

do genoma humano ficou disponível em bases de dados 

públicas até 2004 (5). Enquanto o projeto de sequenciação 

do genoma ainda estava a ser concluído, as sequências, en-

tretanto obtidas, foram sendo disponibilizadas publicamente, 

e o DGH também as util izou para diagnosticar e investigar 

doenças genéticas; porém, no laboratório tornou-se evidente 

uma importante limitação: nem sempre era possível estabele-

cer, apenas com base na leitura da sequência de DNA, o 

caráter patogénico de alterações encontradas nos genes 

dos doentes. Nasceu, assim, a genómica funcional, ou seja, 

a análise dos produtos dos genes, nomeadamente o RNA 

mensageiro (mRNA) e a proteína por este codif icado, para 

poder validar o impacto funcional das alterações genéticas 

observadas em amostras de doentes.

Com base neste quadro, o DGH investiu, já durante a década 

dos anos 90, em desenvolver a investigação em genómica 

funcional. Foram criadas linhas de investigação para estudar o 

papel do mRNA e da proteína na patogenicidade de doenças 

genéticas, incluindo por exemplo, as hemoglobinopatias e o 

cancro.

_Objetivo 

Neste ar tigo são descr itos l inhas de investigação em genó-

mica funcional que o Depar tamento de Genética Humana 

do INSA desenvolveu, nomeadamente sobre o papel da de-

gradação específ ica de mRNAs nas hemoglobinopatias, e 

sobre alterações no spl ic ing do RNA pré-mensageiro asso-

ciadas ao desenvolv imento do cancro.

_A investigação em genómica funcional desenvolvida nas 

hemoglobinopatias

Ainda durante os anos 80, o DGH iniciou a progressiva tran-

sição das suas ativ idades da anál ise bioquímica e citoge

nética para a biologia molecular, transição esta fomentada 

pelo investigador João Lavinha. Neste contexto, começou 

por investigar a base molecular das hemoglobinopatias na 

população Portuguesa. As hemoglobinopatias estão entre as 

doenças genéticas mais comuns no mundo e são prevalen-

tes na costa do Mediterrâneo, sudeste Asiático, África e sul 

da China. Hemoglobinopatias são doenças hereditárias cau-

sadas por mutações nos genes das globinas que resultam na 

síntese anormal, ou ineficiente, da hemoglobina (Hb). Esta é 

responsável pelo transporte de oxigénio nos glóbulos verme-

lhos, sendo composta por cadeias alfa- e beta-globina. Um 

dos primeiros estudos das hemoglobinopatias no DGH foi 

o de uma família açoriana com doença da Hb H, na qual há 

uma produção deficiente de cadeias alfa-globina, resultando 

num excesso de cadeias beta-globina que agregam em tetrâ-

meros instáveis e levam à destruição prematura dos glóbu-

los vermelhos. Os primeiros estudos que se realizaram no 

DNA da doente com Hb H sugeriram que a base molecular da 

doença Hb H nesta família seria diferente daquelas descritas 

anteriormente (6). Com o objetivo de melhor compreender a 

base molecular deste caso atípico de Hb H, a investigadora 

Luísa Romão foi, no início de 1990, para o Howard Hughes 

Medical Institute, School of Medicine, University of Pennsyl-

vania (Philadelphia, USA), para o laboratório do Prof. Steve 

Liebhaber, onde lhe foi possível demonstrar que este caso 

era devido à deleção de sequências reguladoras localizadas 

a montante dos genes da alfa-globina, levando ao silencia-

mento do gene apesar de este não ter sofrido nenhuma mu-

tação (7). 

Em 1992, Luísa Romão regressou ao INSA, onde alargou 

esta investigação às consequências funcionais de mutações 

nonsense nos genes da beta-globina associadas à 

beta-talassémia. Este projeto contou com o apoio f inanceiro 

da Fundação para a Ciência e a Tecnologia (FCT) e permitiu 

concluir que as mutações nonsense podem afetar a 

estabil idade do mRNA dos correspondentes genes e, deste 

modo, induzir a sua degradação prematura (8). Estava assim 

implementada, no DGH, a era dos estudos funcionais e a 

criação de uma nova l inha de investigação dedicada ao 

estudo do metabolismo do mRNA e doenças associadas. 
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O metabolismo do mRNA engloba uma série de processos 

pós-transcricionais —processamento (inclui o capping, splicing 

e poliadenilação), transporte, tradução e degradação — que 

determinam o destino funcional de cada mRNA. Sabe-se hoje 

que os vários passos envolvidos no metabolismo do mRNA são 

altamente regulados na célula, o que permite maior controlo 

espácio-temporal da expressão génica. Para além disso, 

existem mecanismos de controlo de qualidade que asseguram 

a fidelidade da expressão génica, pois rapidamente detetam 

e degradam mRNAs aberrantes, incapazes de codificarem 

proteínas funcionais. Um dos interesses da investigadora 

Luísa Romão tem sido o estudo destes mecanismos de 

controlo de qualidade, nomeadamente o mecanismo de 

nonsense-mediated mRNA decay (NMD; figura 1). O NMD 

permite à célula eliminar, seletiva e rapidamente, mRNAs 

derivados de genes portadores de mutações nonsense 

(que sinalizam o fim prematuro da tradução deste mRNA 

em proteína) e, desta forma, permite à célula prevenir a 

síntese e acumulação das respetivas proteínas truncadas 

potencialmente tóxicas. 

Um dos resultados recentemente obtidos no estudo do NMD, 

pelo grupo da investigadora, com a colaboração do grupo 

do investigador Peter Jordan, mostrou que uma das enzimas 

envolvidas neste processo – a ribonuclease DIS3L2 (figura 1) 

– é também necessária para sustentar a proliferação e invasão 

das células de cancro colorretal (9). Este trabalho exemplif ica 

como a identif icação e caracterização dos mecanismos 

envolvidos no metabolismo do mRNA em associação 

com determinada doença genética, ou em processos de 

tumorigénese, permitem avançar no esclarecimento da 

etiopatofisiologia dessas doenças. Por outro lado, possibilitam 

o estabelecimento de novos biomarcadores com potencial 

aplicabilidade no rastreio, diagnóstico, prognóstico e/ou 

terapia deste tipo de doenças que, em muitos casos, são um 

problema de Saúde Pública. 

Tal como acima referido, o metabolismo do mRNA também 

inclui a tradução da informação genética em proteína. 

Sabe-se hoje que, em condições de stress celular, como 

aquele que ocorre em células de cancro, este mecanismo 

geral é inibido; no entanto, alguns mRNAs são traduzidos por 

meios alternativos, permitindo a sobrevivência das células. 

Estes processos ocorrem em mRNAs com características 

específicas, como internal ribosome entry sites (IRESs) ou 

upstream open reading frames (uORFs), elementos reguladores 

que mais de metade dos mRNAs humanos apresentam. A 

descoberta de alterações genéticas que criam ou interrompem 

estes elementos como causa de doença humana, ilustra a 

sua importante função na regulação da expressão génica. 

Neste contexto, é também objetivo da investigadora Luísa 

Romão estudar a função destes elementos em mecanismos de 

doença genética, ou em processos de tumorigénese. Um dos 

exemplos estudados é o do mRNA que codifica para a proteína 

humana oncogénica mTOR (10), que é sintetizada através dum 

IRES, para manter o seu nível de expressão em condições de 

stress celular, o que pode promover o desenvolvimento de 

diversas formas de cancro.
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Figura 1:       Representação simplificada do modelo de nonsense-mediated mRNA decay (NMD).

(a) Quando o ribossoma encontra um codão nonsense localizado a montante do último complexo proteico EJC depositado no mRNA, é estimulada 

a interação das proteínas UPF1 e eRF3 que induz a terminação prematura da síntese proteica. 

(b) Após essa interação, o complexo SURF é formado por várias proteínas (eRF1, eRF3, SMG1, SMG8, SMG9, DHX34 e UPF1). 

(c) Em seguida, UPF1 interage com UPF2-UPF3B, forma o complexo DECID e induz a dissociação das subunidades ribossomais. 

(d) O UPF1 desencadeia depois a degradação do mRNA, recrutando endonucleases (SMG6), desadenilases (CCR4-NOT), e o complexo de decapping (DCPC). 

(e) Finalmente, o mRNA é degradado pelas exoribonucleases DIS3L2 ou o complexo Exossoma para evitar que mRNAs portadores de mutações nonsense 

possam gerar proteínas disfuncionais e potencialmente tóxicas para a célula. Figura adaptada de (11)
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_A investigação em genómica funcional desenvolvida na 

área do cancro

O DGH foi pioneiro em lançar um estudo sobre a genética do 

cancro hereditário em Portugal, para identif icar famílias afe-

tadas pelo cancro familiar do cólon. O objetivo principal foi 

de poder oferecer um teste genético pré-sintomático a fami-

liares e, assim, identif icar indivíduos com risco aumentado 

de desenvolver cancro. O primeiro estudo multicêntrico, f i-

nanciado em 1995 pelo programa PRAXIS XXI da JNICT/FCT, 

envolveu gastroenterologistas de vários hospitais nacionais 

que identif icaram doentes com suspeita de história familiar 

e enviaram amostras de sangue para o estudo genético. A 

pesquisa de mutações focou inicialmente os genes APC, 

MSH2 e MLH1, já identif icados na literatura como causas 

de cancro hereditário. Eis que se tornou realidade no DGH 

a limitação metodológica referida acima: a dif iculdade em 

determinar se algumas das alterações de sequência encon-

tradas tinham de facto um caráter patogénico, nomeadamen-

te quando a alteração encontrada no gene tinha o potencial 

para afetar o correto processamento do respetivo mRNA. Em 

princípio era simples: bastava verif icar por análise dos respe-

tivos mRNAs, se estes apresentavam um tamanho anormal; 

inesperadamente, porém, indivíduos saudáveis, que serviram 

de controlo experimental, também apresentavam padrões 

de mRNAs com diversos tamanhos (12). A análise molecular 

destas formas de mRNA revelou que a informação codifican-

te de um gene poderia ser reunida de forma modular, como 

combinar peças individuais de Lego®. Este processo deve-se 

à estrutura dos genes humanos conterem a informação do 

código genético dividida em blocos (exões), interrompidos 

por sequencias não-codificantes (intrões). Ambos são primei-

ro copiados do gene para formar o pré-mRNA, o qual de se-

guida, e ainda no núcleo da célula, sofre um processamento 

para juntar as regiões codificantes, designado por splicing. A 

observação experimental de que um gene poderá dar origem 

a diversos tamanhos de mRNA, culminou numa nova área 

de investigação, chamada splicing alternativo, ou seja, a ca-

pacidade inata dos nossos genes de gerar mais do que um 

mRNA em condições fisiológicas. Quais as funções, numa 

célula normal, destas diversas isoformas de mRNA (designa-

dos como variantes de splicing)? Poderia este processo ex-

plicar porque é que os genes dos organismos multicelulares, 

ao contrário das bactérias, se apresentam subdivididos em 

regiões codificantes e não-codificantes? 

A linha de investigação criada no DGH pelo investigador 

Peter Jordan tem revelado, ao longo dos últimos anos, duas 

consequências distintas devido ao splicing alternativo, que 

permitam uma maior f lexibilidade de regulação do genoma de 

organismos multicelulares. Primeiro, há variantes de splicing 

que apresentam uma estabilidade diferente e são rapidamen-

te degradadas, provocando rapidamente uma redução efeti-

va do produto funcional do gene. Trata-se de outra camada 

na regulação complexa dos nossos genes e os seus níveis 

de atividade. Segundo, há variantes que geram isoformas da 

proteína, codificadas pelo mesmo gene, mas estas agora di-

ferem na sua atividade, regulação ou localização subcelular, 

por causa da inclusão ou omissão de uma parte da sequên-

cia codificante. O caso mais estudado no DGH, é a variante 

RAC1B que se encontra sobre-expressa num subtipo genéti-

co de tumores do cólon, nomeadamente os que apresentam 

uma mutação no oncogene BRAF (13). Este subtipo represen-

ta cerca de 15% de todos os casos de cancro do cólon espo-

rádico. O trabalho desenvolvido no DGH identif icou primeiro 

que a região do mRNA que determina qual é a variante pro-

duzida, está localizada diretamente na sequência destinada a 

ser incluída na variante RAC1B. De seguida, a equipa identif i-

cou qual a sequência de nucleótidos envolvida e pelo menos 

duas proteínas reguladoras de splicing que reconhecem 

estas sequências no núcleo da célula (14). A figura 2 resume 

os resultados desta investigação e ilustra as regras molecu-

lares que regulam o processo do splicing alternativo em cé-

lulas humanas. Este conhecimento permitiu ainda investigar 

quando, e como, estas proteínas reguladoras do splicing são 

ativadas na célula cancerígena: foi concluído que a célula tu-

moral do cólon aumenta a expressão destas variantes pró-tu-

morais em resposta a estímulos inflamatórios provindos do 

microambiente celular que rodeia o tumor (15,16).
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Os resultados mais relevantes destes estudos serviram dois 

propósitos principais: por um lado, o aumento geral do co-

nhecimento científ ico, pois os trabalhos foram internacional-

mente citados como exemplos de alterações no processo do 

splicing alternativo que podem promover o desenvolvimen-

to tumoral. Por outro lado, o know-how adquirido, permitiu 

desenhar experiências em células humanas, cultivadas em 

laboratório, para investigar a patogenicidade de uma dúzia 

de mutações de signif icado incerto que foram encontradas 

em famílias com síndrome de cancro hereditário. Com base 

nesta investigação, foram classif icados como patogénicas 

alterações encontradas nos genes MLH1 (17) e APC (18). Os 

estudos permitiram ainda identif icar e disseminar pela comu-

nidade cientif ica, através de publicações científ icas, limita-

ções técnicas nas metodologias util izadas na prestação de 

serviços de rotina, e sugerir potenciais melhorias (12,19).

_Conclusões e perspetivas futuras

A ativ idade de investigação destes dois grupos resultou em 

130 ar tigos publ icados em revistas internacionais, e trouxe, 

ao longo destes anos, vár ias mais-val ias para o DGH e as 

missões do INSA: (1) know-how de ponta em técnicas de 

biologia molecular e celular, (2) equipamentos inovadores, 

(3) pensamento cr ít ico e capacidade de resolução de pro-

blemas técnico-cientí f icos, (4) desenvolv imento de testes 

funcionais para ajudar a prestação de serviços diferencia-

dos a determinar a patogenicidade de algumas alterações 

genéticas observadas em doentes.

A inovação tecnológica na anál ise de sequências nucleotí-

dicas que ocorreu nos últ imos 10 anos, levou à cr iação de 

uma unidade laborator ial de apoio especial izado, com pes-

soal dedicado e capacidade de gerar grandes quantidades 

Figura 2:       Regulação molecular do splicing alternativo do pre-mRNA do gene RAC1.

A regulação do splicing alternativo do exão 3b depende de fatores de splicing. Estes ligam-se a elementos curtos de sequência no RNA que intensificam (SE) ou 

silenciam (SS) o splicing e podem estar presentes no exão (ESE, ESS) ou nas regiões intrónicas adjacentes (ISE, ISS). No caso do RAC1B, um destes ESEs é reconhecido 

pelo fator de splicing SRSF1 que promove (parte superior do esquema) a junção produtiva do spliceossoma junto ao exão alternativo. Caso predomine o fator de splicing 

SRSF3 nas células, este irá ligar-se ao elemento silenciador (ESS) do exão 3b e inibir a formação do spliceossoma neste exão (parte inferior), resultando na sua exclusão do 

mRNA maduro e a ligação direta do exão 3 ao exão 4. A competição entre os fatores antagonistas SRSF1 ou SRSF3 depende dos seus níveis relativos de expressão na célula, 

ou da sua quantidade localizada no núcleo da célula, regulável por modificações transientes e reversíveis destes fatores proteicos, como a fosforilação, em resposta a sinais 

exteriores que a célula recebe (p.ex., estímulos inflamatórios). Abreviaturas: U1 = partícula pequena de ribonucleoproteína nuclear (snRNP) U1, U2 = snRNP U2, U2AF = fatores 

auxiliares de snRNP U2, pPyT = trato de polipirimidina, bpA = adenina de conexão com a extremidade do intrão liberto, ESS/ISS = silenciador de splicing exónico/intrónico, 

ESE/IES = intensificador de splicing exónico/intrónico, SR = proteína da família SR. 
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de dados de sequenciação do DNA ou RNA em pouco tempo. 

A maior capacidade de sequenciar revelou novas descober-

tas sobre a organização do genoma e sobre o seu funciona-

mento. No entanto, será sempre necessário validar muitas 

das previsões computacionais através da genómica funcional 

e do desenvolvimento de ensaios funcionais com células em 

cultura ou organismos modelo. Fruto também das atividades 

de investigação, o DGH estará apto e preparado para enfren-

tar os novos desafios na área da Genética Humana.
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      _Resumo

A sequenciação do exoma é, hoje em dia, um teste de primeira linha para um 

espectro alargado de doenças genéticas. No entanto, a natureza multidisciplinar 

deste teste requer o envolvimento de técnicos especializados em sequenciação, 

bioinformáticos, especialistas de genética laboratorial clínica e médicos geneti-

cistas, que raramente se encontram numa mesma instituição de saúde. Neste 

sentido, desenvolveu-se um modelo de colaboração entre o Instituto Nacional 

de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) e a Unidade Local de Saúde de Santa 

Maria (ULSSM), com o objetivo de implementar um fluxo de trabalho completo 

para a análise rápida das variantes patogénicas no exoma. 

A validação deste modelo envolveu a sequenciação e análise do exoma com-

pleto de 6 casos de doença genética, cujas alterações patogénicas tinham 

sido previamente determinadas por laboratórios externos acreditados.

Os resultados agora obtidos, sem conhecimento prévio dos anteriores, mostra-

ram uma concordância total. Este modelo incorpora uma análise bioinformática 

totalmente automatizada e um algoritmo de seleção rápida das variantes priori-

zadas, o que aumenta a eficiência do processo de análise de dados e reduz o 

tempo de resposta.

A junção da capacidade de sequenciação massiva e bioinformática do INSA 

aos recursos especializados de interpretação e validação clínica de variantes 

da ULSSM, constitui um protótipo para uma integração ampla da sequencia-

ção do exoma no Serviço Nacional de Saúde.

      
      _Abstract

Exome sequencing is currently a f irst-l ine test for a broad spectrum of 

genetic diseases. However, the multidiscipl inary nature of this test requires 

the involvement of special ized sequencing technicians, bioinformaticians, 

cl inical laboratory genetics special ists, and medical geneticists, who are 

rarely found in the same healthcare institution. To this end, a collaborative 

model was developed between the National Institute of Health Doutor 

Ricardo Jorge (INSA) and the Local Health Unit of Santa Maria (ULSSM), 

aiming to implement a complete workf low for the rapid analysis of pathoge-

nic variants in the exome. 

Val idation of this model involved the sequencing and analysis of the whole 

exome of six cases of genetic disease, whose pathogenic alterations had 

been previously determined by accredited external laborator ies. 

The results obtained now, without pr ior knowledge of the previous results, 

showed complete agreement. This model incorporates fu l ly automated 

bioinformatic analysis and a rapid se lect ion algor i thm for pr ior i t ized 

var iants, which increase the ef f ic iency of the data analysis process and 

reduce turnaround t ime.

The combination of INSA's massive sequencing and bioinformatics capabi-

l i t ies with special ized resources for interpretation and cl inical val idation of 

variants by ULSSM constitutes a prototype for broad integration of exome 

sequencing into the National Health Service.

_Introdução

Durante as últimas duas décadas e meia, os métodos molecu-

lares utilizados para o diagnóstico de patologias de base gené-

tica sofreram uma evolução muito significativa. Isto deveu-se 

ao desenvolvimento de tecnologias que possibilitaram transitar 

da análise de genes individuais para uma análise genómica 

global. A sequenciação do exoma é uma das principais aplica-

ções da tecnologia de sequenciação de nova geração, e é 

atualmente utilizada como teste genético de primeira linha em 

condições clínicas muito diversas (1-3). 

O exoma é formado pelo conjunto de genes que contêm infor-

mação para a produção de proteínas. Apesar da sequência 

completa do exoma humano constituir somente 1-2% da 

sequência genómica total, estima-se que contenha cerca 

de 85% das variantes genéticas associadas a doença. No 

entanto, atualmente, mais de 50% dos casos de suspeita de 

doença Mendeliana carecem de um diagnóstico molecular 

mesmo após a sequenciação do exoma. Alguns dos fatores 
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que contribuem para este insucesso parcial incluem limitações 

técnicas e metodológicas, compreensão incompleta da 

patogenicidade das variantes, ausência de associações 

genótipo-fenótipo, e a existência de interações complexas 

entre genes e ambiente (4). 

A taxa de sucesso da sequenciação do exoma depende 

também do grau de otimização das várias etapas do f luxo de 

trabalho, nomeadamente dos procedimentos laboratoriais, 

das análises de dados (bioinformática) e da interpretação 

das variantes genéticas no contexto clínico. Além disso, 

o tempo de resposta é um aspeto de grande relevância 

no contexto assistencial, pelo que a automatização de 

algumas tarefas de elevada complexidade, como as relativas 

à análise bioinformática, é fundamental para encurtar o tempo 

necessário para um diagnóstico.

_Objetivo

Neste artigo descrevemos um modelo de trabalho colaborativo 

para a sequenciação, análise e interpretação de dados do 

exoma completo, e a sua validação através do estudo de 6 

casos distintos de doença genética.

_Material e métodos

Neste trabalho foram incluídos 6 casos clínicos (HSM1-6) 

com etiologias genéticas distintas, acompanhados no Serviço 

de Genética da Unidade Local de Saúde de Santa Maria (ULS-

SM), para os quais tinham sido anteriormente determinadas 

as respetivas variantes causais por laboratórios externos acre-

ditados. Para cada caso clínico foi definido um conjunto de 

termos da Human Phenotype Ontology (HPO), por um clínico 

sénior, especialista em Genética Médica, e independente ao 

estudo. 

As tarefas de preparação de bibliotecas de exoma, sequen-

ciação e bioinformática, foram realizadas na Unidade de Tec-

nologia e Inovação do Departamento de Genética Humana, 

do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA). 

As bibliotecas de DNA foram preparadas util izando um kit da 

Twist Bioscience e sequenciadas no sistema NextSeq 2000 

(I l lumina). A análise de dados foi automatizada e estruturada 

em análise primária (qualidade dos dados), secundária 

(chamada de variantes) e terciária (anotação e priorização de 

variantes), conforme representado na figura 1. A chamada de 

variantes foi efetuada usando o DRAGEN (Il lumina) e a priori-

zação foi efetuada util izando o Exomiser (5), com inclusão 

dos termos HPO para cada caso clínico. Os f icheiros das 

diferentes etapas da análise bioinformática foram carregados 

no portal INSa_genetics, de acesso restrito aos autores 

deste estudo. 

A interpretação e validação das variantes foi efetuada pela 

equipa do Serviço de Genética da ULSSM. Para tal, foi 

uti l izada uma checklist metodológica estruturada para f i ltrar 

a l ista de variantes priorizadas pelo Exomiser, tendo por base 

a qualidade de genótipo, o gene combined score, os valores 

dos preditores de patogenicidade das variantes, e o modo de 

hereditariedade. Finalmente, procedeu-se à curadoria clínica 

para correlacionar os fenótipos previamente associados às 

variantes identif icadas com o fenótipo clínico dos 6 doentes.

Na figura 2 ilustram-se as várias etapas do fluxo de trabalho 

e alguns dos principais parâmetros laboratoriais, métricas de 

qualidade dos dados, e critérios de interpretação de variantes 

e clínicos, que foram analisados por ambas as equipas em 

cada etapa.
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https://www.omim.org/entry/311800Figura 1:       Representação esquemática da pipeline de análise bioinformática automatizada, desde a obtenção das leituras de 

sequenciação até à disponibilização dos resultados no portal INSa_genetics.       
    Os programas utilizados e tipos de ficheiros principais estão indicados à direita.

Figura 2:       Diagrama representativo das etapas do modelo de trabalho colaborativo para a sequenciação e análise do exoma. 
    Nas respetivas etapas estão identificados alguns dos principais parâmetros laboratoriais, métricas de qualidade dos dados e critérios de interpretação 

de variantes e clínicos, cuja avaliação é relevante para garantir o sucesso final do diagnóstico. 
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_Resultados

O tempo de duração do f luxo de trabalho foi inferior a 4 

dias desde o início da etapa de preparação das bibliotecas, 

até à disponibil ização de todos os resultados da análise 

bioinformática no portal INSa_genetics. As várias fases da 

análise de dados foram totalmente automatizadas, desde a 

geração dos f icheiros de leituras (fastq) até à obtenção das 

variantes priorizadas e anotadas, o que permitiu completar 

este processo num período de tempo inferior a 24 horas para 

todas as amostras em simultâneo. A tabela 1 sumariza algu-

mas das métricas de qualidade e de chamada de variantes 

obtidas nas 6 amostras.

O Exomiser priorizou uma média de 1482 variantes por caso 

clínico ( intervalo: 1372-1821). A aplicação da checklist meto-

dológica estruturada permitiu obter uma lista constituída 

por apenas 1 variante em 4 casos, 3 variantes num caso e 4 

variantes noutro caso. Nos casos HSM1 e HSM2 foi identif i-

cada uma variante, em heterozigotia, com signif icado clínico 

incer to, associada a um gene com modo de hereditariedade 

autossómica dominante (AD). Nos casos HSM3 e HSM5, 

foi identif icada uma variante, em heterozigotia, classif icada 

como patogénica, num gene com modo de hereditariedade 

AD. No caso HSM6, foi identif icada uma variante, em hetero-

zigotia, com signif icado clínico incer to, associada a um 

gene com modo de hereditariedade l igada ao X dominante. 

No caso HSM4, assumiu-se a possibil idade de um fenótipo 

composto, reportando-se uma variante, em heterozigotia, 

com signif icado clínico incerto, associada a um modo de 

hereditariedade AD e duas variantes em heterozigotia, no 

mesmo gene, com hereditariedade autossómica recessiva 

(AR), uma com signif icado clínico incerto e outra patogénica.

Estes resultados tiveram uma correspondência de 100% com 

o que havia sido reportado previamente pelos laboratórios 

externos acreditados. Em quatro casos, a variante identificada 

correspondeu àquela priorizada em primeiro lugar pelo 

Exomiser. Num quinto caso, a variante reportada encontrava-se 

priorizada na posição 2. No caso com fenótipo composto, 

a variante associada a hereditariedade AD foi priorizada 

em primeiro lugar, enquanto as variantes com modo de 

hereditariedade AR apenas surgiram na posição 27.
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Tabela 1:       Descrição das principais métricas de qualidade e de chamada de variantes nos 6 casos estudados.

Número inicial de leituras (mi lhões)

Leituras mapeadas (%)

Enriquecimento de sequências-alvo (X)

Cobertura média nas regiões-alvo dos autossomas (X)

Número de leituras para a chamada de variantes (mi lhões)

Rácio transições/transversões (T i/Tv)

Rácio variantes heterozigotia/homozigotia (Het/Hom)

Total de variantes do t ipo SNV e indel

Total de variantes estruturais - DRAGEN

Total de variantes do t ipo CNV - OFF-PEAK

132,9

99,2

35

174

93

2,5

1,6

47842

289

109 

95,7

99,1

33

125

69,6

2,6

2,1

54280

324

213

98,7

99,2

33

128

69,7

2,6

1,6

47329

282

104

119,6

99,1

33

154

83,5

2,6

1,7

47263

288

111

106,3

99,2

34

137

76,4

2,5

1,7

48129

267

124

98,5

99,2

34

127

70,5

2,6

1,6

47225

249

95

HSM1 HSM2 HSM3 HSM4 HSM5 HSM6

SNV - single nucleotide variant ;  CNV - copy number variant
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_Discussão

O modelo de trabalho colaborativo para a sequenciação 

do exoma envolveu 3 etapas principais, que incluíram (i) a 

preparação de bibliotecas e sequenciação, (ii) o tratamento 

dos dados desde os ficheiros primários até à disponibilização 

dos resultados no portal INSa_genetics, e (ii i) a interpretação 

clínico-patológica das variantes priorizadas. As primeiras 

duas etapas foram concluídas em apenas 4 dias, incluindo 

um período inferior a 24 horas para a obtenção de todos os fi-

cheiros de resultados. A rapidez desta última etapa deveu-se 

à automatização completa da pipeline bioinformática, que 

usou os recursos de hardware e software do sequenciador 

para produzir os resultados da análise secundária, os quais 

foram automaticamente transferidos para um servidor local 

que completou a análise terciária e disponibilizou todos os 

ficheiros de resultados num portal dedicado.

No entanto, o tempo necessário para a interpretação e valida-

ção clínica dos resultados pode ser variável em função das 

variantes encontradas, da complexidade fenotípica e do grau 

de (in)certeza do diagnóstico clínico. Neste sentido, implemen-

támos um algoritmo de seleção de variantes causais, após 

a priorização, com o objetivo de reduzir significativamente 

o número de variantes candidatas. Com base na correlação 

entre os fenótipos clínicos e as variantes filtradas, foi possível 

identificar as variantes causais nos 6 casos clínicos e demons-

trar uma concordância total com os resultados obtidos previa-

mente por laboratórios externos acreditados.

Contudo, apesar dos resultados promissores, é importante 

destacar que o Exomiser deve ser considerado como ferra-

menta complementar à análise clínica especializada, sendo 

indispensável a integração com dados fenotípicos detalhados, 

a revisão de bases de dados clínicas e da literatura científica, 

e a consulta da evidência funcional disponível.

Os casos incluídos neste estudo apresentam um viés de sele-

ção, uma vez que a maioria (5/6) se enquadra numa categoria 

fenotípica, a das síndromes complexas (6), que na literatura 

está associada a um elevado rendimento diagnóstico, e 

beneficiou de uma caracterização clínica detalhada por um 

especialista sénior em Genética Médica. Esta circunstância 

não é representativa da potencial população prescritora, 

habitualmente menos familiarizada com a utilização de termos 

HPO e com menor experiência na fenotipagem de síndromes 

complexas. Assim, perspetivamos alargar este modelo de 

trabalho a uma maior variedade de indicações clínicas e a um 

maior número de casos, fenotipados por diferentes clínicos.

_Conclusões 

Este modelo colaborativo inédito entre o INSA e o Serviço 

de Genética da ULSSM constitui um marco na integração 

da sequenciação de exomas no Serviço Nacional de Saúde, 

aliando capacidade de sequenciação massiva e análise 

bioinformática e genómica aos recursos especializados de 

interpretação e validação clínica de variantes.

Representa, assim, um primeiro passo decisivo para tornar os 

diagnósticos genéticos mais rápidos, integrativos e multidisci-

plinares, em linha com os princípios da medicina de precisão 

e com a Estratégia Nacional para a Medicina Genómica.
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      _Resumo

As doenças genómicas (DGs), resultantes de variantes estruturais (SVs) ou 

genómicas, apresentam diagnóstico clínico complexo. Podem ser simples ou 

complexas, equilibradas ou desequilibradas, associadas a doenças conheci-

das ou a patologias ainda não descritas, constituindo recurso essencial para 

a anotação do genoma humano. A sua caracterização no DGH INSA acompa-

nhou a evolução tecnológica, do mapa físico do genoma e arrays genómicos 

à sequenciação genómica (SG), culminando na medicina genómica de preci-

são (MGP).

A caracterização de SVs permitiu identificar genes afetados como: ARHGEF6, 

TGFβ2, GLI2, TRPS1, PGK1, OAF, NECTIN1, FOXC1, ANKS1B, WDR26, YIPF5 

e CAMK2B. Os mecanismos patogénicos mais comuns foram a disrupção géni-

ca e o efeito de posição.

A SG permitiu identificar, o espectro completo de variantes genómicas e gené-

ticas, sendo a interpretação da patogenicidade o principal desafio. A implemen-

tação da MGP numa coorte de 28 casos simples e 13 complexos, integrando 

dados genómicos, expressão diferencial, análise de vias, correlação fenótipo-

-genótipo e fenotipagem reversa, permitiu o diagnóstico de mais de 80% dos 

casos, maioritariamente DGs, incluindo patologias ainda não descritas e meca-

nismos patogénicos adicionais. Esta abordagem poderá ser aplicada a todas as 

doenças raras e contribui para encurta a odisseia do diagnóstico e para a me-

lhoria dos cuidados de saúde dos doentes.

      
      _Abstract

Genomic disorders (GDs) ar ise from structural variants (SVs) or genomic 

variants, detectable or not by cytogenomic analysis, and pose signif icant 

cl inical diagnostic chal lenges. They can be simple or complex, balanced 

or unbalanced, associated with OMIM diseases or previously undescribed 

pathologies, and constitute an essential resource for human genome anno-

tation. Their characterization at the DGH has evolved with technological 

advances, from the physical genome map and genomic array painting 

to genome sequencing (GS), culminating in Precision Genomic Medicine 

(PGM).

Character izat ion of SVs ident i f ied the fo l lowing genes as af fected: 

ARHGEF6, TGFβ2, GLI2, TRPS1, PGK1, OAF, FOXC1, NECTIN1, ANKS1B, 

WDR26, Y IPF5, SPATC1L and CAMK2B. Gene d isrupt ion and posi t ion 

ef fect were the most f requent pathogenic mechanisms.

The GS enabled nucleot ide-resolut ion detect ion of the fu l l spectrum 

of genomic and genet ic var iants, wi th interpretat ion of pathogenic i ty 

remain ing the main chal lenge. Implementat ion of PGM in a cohor t of 

28 s imple and 13 complex cases, integrat ing genomic data, d i f fe rent ia l 

expression, pathway analys is, phenotype–genotype corre lat ion, and 

reverse phenotyping, a l lowed diagnosis in >80% of cases, most ly GDs, 

inc luding previously undescr ibed condi t ions and addi t iona l pathogenic 

mechanisms. Shor t- inser t GS captured a l l pathogenet ica l ly re levant 

breakpoints and var iants. This approach could be ex tended to a l l rare 

d iseases and contr ibutes to improving pat ient care.

_Introdução

As doenças genómicas (DGs) raras resultam de variantes cro-

mossómicas estruturais (CSVs) ou de variações no número de 

cópias (CNVs), detetáveis ou não através de análise citogenó-

mica. Estas variantes podem ser simples, com dois pontos de 

quebra, ou complexas, com múltiplos pontos de quebra, po-

dendo apresentar-se de forma equilibrada ou desequilibrada. 

Frequentemente, estão associadas a doenças mendelianas 

e a síndromes clínicas descritas na base de dados OMIM 

(Online Mendelian Inheritance in Man), ou a condições ainda 

não descritas. O diagnóstico, sobretudo nos casos de CSV 

complexas ou de variantes potencialmente relacionadas com 

doenças até agora caracterizadas, continua a ser um desafio 

quando baseado apenas na avaliação clínica.

As variantes estruturais (SVs), nomeadamente as transloca-

ções recíprocas equil ibradas, constituem recursos valiosos 

para a identif icação de elementos genómicos patogénicos 

e dos fenótipos associados, contribuindo de forma signif ica-

tiva para a anotação do genoma humano mórbido, incluindo 

regiões codif icantes e não codif icantes. Durante décadas, a 

_Doenças genómicas e genómica funcional 
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cariotipagem convencional foi a abordagem de referência para 

deteção de CSVs e respetivos pontos de quebra, embora com 

resolução limitada (>5 Mb).

Antes da conclusão do Projeto Genoma Humano e do 

desenvolvimento das tecnologias de sequenciação de nova 

geração (NGS), a caracterização das CSVs baseava-se 

principalmente na hibridação f luorescente in situ (FISH ), com 

sondas de dimensão variável. (1) Após o desenvolvimento 

dos microarrays cromossómicos, em amplicões genómicos 

de derivados e microarray painting. (2)

Na ausência de resolução nucleotídica dos pontos de quebra 

e de per f is genómicos abrangentes capazes de integrar 

CNVs, variantes de nucleotídeo único (SNVs) e pequenas 

inserções/deleções ( indels), a interpretação clínica das 

SVs é l imitada. A introdução de diferentes bibliotecas de 

sequenciação genómica (SG) - incluindo de inser tos longos 

( l i ), pares mate-pair (mp) e inser tos cur tos (si) - possibil itou 

a deteção em larga escala de variantes estruturais com 

resolução nucleotídica, abrindo caminho ao desenvolvimento 

da medicina genómica personalizada (MGP). (3 -5)

_Objetivo

Este trabalho descreve a evolução da investigação em doenças 

genómicas (DGs) no Departamento de Genética Humana do 

INSA, antes e após a disponibilização da sequência completa 

do genoma humano e da sequenciação genómica (SG). Esta 

linha de investigação teve como objetivo contribuir para a 

anotação do genoma mórbido, através da identificação de 

elementos genómicos patogénicos, culminando na abordagem 

atual de medicina genómica de precisão baseada em SG, que 

encurta a odisseia do diagnóstico e contribui para a melhoria 

dos cuidados de saúde de indivíduos com DGs e das respetivas 

famílias.

_Material e métodos

Para a implementação da MGP foi estudada uma coorte 

composta por 41 probandos e respetivos familiares com 

diagnóstico clínico de DGs, caracterizados predominantemente 

por alterações do neurodesenvolvimento e anomalias 

congénitas, com ou sem dismorfismos craniofaciais. Estas 

condições estavam associadas a variantes estruturais simples 

(n=28) ou complexas (n=13).

A análise genómica incluiu três tipos de bibliotecas de sequen-

ciação - l i, mp e si - complementadas com a sequenciação 

de mRNA e lncRNA obtidos a partir de sangue periférico. 

Os métodos util izados seguiram protocolos padronizados, 

de acordo com as instruções dos fabricantes. A informação 

detalhada sobre as metodologias encontra-se resumida na 

tabela 1 e descrita nas publicações referenciadas.

_Resultados e discussão

A investigação desenvolvida acompanhou os avanços 

tecnológicos, evoluindo da identif icação de genes candidatos 

através de abordagem baseada no mapeamento f ísico para 

as estratégias assentes na SG e na medicina personalizada.

Investigação de genes candidatos baseada no mapeamento 

físico

Na era do mapa físico genómico, os pontos de quebra nos 

cromossomas envolvidos em rearranjos associados a doença 

foram mapeados por FISH, recorrendo a cromossomas 

artif iciais e a amplicões de PCR de longo alcance, específicos 

para cada marcador STS (Sequence Tagged Sites) (figura 1A). 

A identif icação com resolução nucleotídica foi realizada por 

sequenciação de Sanger (tabela 1). Com esta abordagem foi 

possível identif icar os seguintes genes:
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— ARHGEF6 (OMIM *300267) – Identificado como interrompido 

no IVS 10 pelo ponto de quebra em Xq26, sendo responsável 

pela perturbação do desenvolvimento intelectual ligada ao X 

tipo 46 (XLID46; OMIM #300436). (6) 

— TGFβ2 (OMIM *190220) – Identificado como provavelmente 

sujeito a um efeito de posição no ponto de quebra em 1q41, 

resultante da translocação familiar t(1;7)(q41;p21) associada à 

Anomalia de Peter familiar. Por seu turno, o gene interrompido 

pelo ponto de quebra em 7p21 foi o HDAC9 (OMIM *606543), 

atualmente associado à síndrome aurículo-condilar autossómica 

dominante (AD), tipo 4 (ARCND4, OMIM #620457). (1)

— GLI2 (OMIM *165230) – Num feto com ectrodactilia, foi 

identif icada uma translocação t(2;11)(q14.2;q14.2)dn, com o 

ponto de quebra na região intergénica entre INHBB (OMIM 

*147390) e GLI2. Este último está associado à síndrome AD 

Culler-Jones (CJS, OMIN #615849), caracterizada, entre outros 

por polidactil ia pós-axial dos pés, e à HPE9 (OMIM #610829). 

O mecanismo proposto foi um efeito de posição sobre GLI2, 

com impacto na regulação espácio-temporal. (7)

Posteriormente, a separação dos cromossomas derivados por 

citometria de f luxo, seguida da amplif icação dos mesmos e 

do mapeamento dos pontos de queba através de pintura de 

microarrays cromossómicos, facilitou o mapeamento destes 

CSVs (figura 1B e tabela 1). 

Esta abordagem permitiu identif icar os seguintes genes 

afetados (tabela 1):

— TRPS1 (OMIM *604386) – Primeiro caso descrito de 

síndrome trico-rino-falângica, tipo I (TRPSI, OMIM #1903501) 

associada a t(8;13)(q23.3;q21.31)fam. Propôs-se como 

mecanismo patogénico a relocação de um elemento regulador 

em cis proveniente da região do cromossoma 13 para a região 

5’ do TRPS1, conduzindo à sua sobre-expressão. A gravidade 

e expansão fenotípica no doente índice permanecem por 

esclarecer. (2)

— PGK1 (OMIM *311800) – Foram necessárias análises 

moleculares e funcionais detalhadas para demonstrar que 

o fenótipo anteriormente atribuído à t(3;14)(q26.33;q12) e à 

disrupção do NUBPL (OMIM *613621) se devia, na realidade, a 

uma nova SNV no gene PGK1 (ENST00000373316.5: c.358G>A, 

p.E120K), causadora de deficiência de PGK1 (OMIM #300653). 

Este caso evidencia as dificuldades do diagnóstico clínico de 

uma forma grave da deficiência e a complexidade em distinguir 

as manifestações diretamente associadas à deficiência de PGK1 

daquelas resultantes da evolução clínica da doença. (8)

— OAF (OMIM *621070) e NECTIN1 (OMIM *600644) – Foi 

identificada uma translocação equilibrada t(11;18)(q23.3;q11.2)dn, 

num indivíduo com anomalias oculares e défice neurológico 

(disgenesia queratolenticular e ectopia lentis). O ponto de quebra 

em 11q23.3 resulta numa redução da expressão deste regulador 

transcricional OAF. Já a NECTIN1 ligada a defeitos oculares 

congénitos e localizada 500 kb a montante deste ponto de 

quebra, apresenta níveis de expressão aumentada. (9)

— FOXC1 (OMIM *601090) – O cromossoma 6 em anel [r(6)], 

que resulta numa microdeleção de 1880 kb em 6p25.3, 

está associado a disgenesia do segmento anterior e outras 

anomalias. O fenótipo observado é principalmente atr ibuível 

a haploinsuf iciência de FOXC1. (10)
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Tabela 1:       Variantes estruturais associadas a doenças genómicas descritas nos últimos 25 anos.

a Variantes identificadas no decurso de diagnóstico pré-natal convencional; 
b A infertilidade é atribuível à translocação, enquanto a perturbação do desenvolvimento intelectual resulta disrupção da disrupção de CAMK2B; 
c Corresponde a uma trans-heterozigotia fenotípica digénica, decorrente da disrupção de ODAD2 em associação com uma SNV em CFTR; 
d Manuscrito em processo de revisão

WES - Sequenciação do exoma completo; CMA - Análise de microarray cromossómico; dn - de novo; fam - familar; FISH - Hibridaçao in situ Fluorescente; 

Array CGH - Hibridação Genómica Comparativa por Array;  der - cromossoma derivado; IiGS - sequenciação genómica de insertos longos; 
siGS - sequenciação genómica de insertos curtos; mpGS - sequenciação made-pair; CNV - Variação do número de cópias; RNA seq - sequenciação de RNA; NA - não aplicável.
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Case Metodologias Patologia

Baseada em mapeamento f ís ico

Baseada na SG e na MGP

MGP — SVs, CNVs, SNVs, indels , expansões de repet ições e genoma mitocondr ia l

Gene(s) candidatos / efe i to Ref.

t (12;17)(q23.1;q21.33)dna

t (1;3)(q24.11;p25.3)dna

t (16;17)(q24;q21.3)dna

t (2;19)(p13;q13.1)dna

t (17;19)(p13;p13.3)

t(5;9)(q31.3;p13)

t(4;21)(p14;q21.3)

t(7;22)(p13;q13.1)dn

CHD4  – c.4442delG, 

p. (G1481Vfs*21)

YIPF5  – efeito de posição

SPATC1L  – efeito de posição

CAMK2B  – disrupção do gene

SIHIWES (OMIM #617159)

Infert i l idade

Infert i l idade

Infert i l idade; MRD54 

(OMIM #617799)b

l iGS, Sequenciação Sanger

l iGS, Sequenciação Sanger

l iGS, Sequenciação Sanger

l iGS, Sequenciação Sanger

l iGS, Sequenciação Sanger, 

Array CGH, WES

l iGS, s iGS; Sequenciação 

Sanger

l iGS, SIGS, Sequenciação 

Sanger

mpGS, Sequenciação 

Sanger

Síndrome de haplo insuf ic iencia 

do ANKS1B

SKDEAS (OMIM #617616)

KBGS (OMIM #148050)

Assintomático

ANKS1B  – disrupção do gene

WDR26  – disrupção do gene

ANKRD11  – disrupção do gene

NA

t(X;21)(q26;p11)dn

t(1;7)(q41;p21)fam

t(2;11)(q14.2;q14.2)dn

t(8;13)(q23.3;q21.31)fam

t(3;14)(q26.33;q12)fam

t(11;18)(q23.3;q11.2)dn

r(6)(p24q25)

FISH, Sequenciação Sanger

Citogenética, FISH

Citogenética, FISH

Isolamento de der, Pintura 

de array

Isolamento de der, Pintura 

de array, WES, Estudo 

funcional

FISH, Isolamento de der, 

Estudos de expressão em 

humanos e murganhos, 

TADs 

CMA

XLID46 (OMIM #300436)

Anomalia de Peter

Ectrodacti l ia

TRPSI (OMIM #190350)

Def ic iência de PGK1 (OMIM 

#300653)

Anomal ias oculares e déf ice 

neurológico

ASGD3 (OMIM #601631)

ARHGEF6  – d isrupção do 

gene

TGFβ2  – efeito de posição

GLI2  – efeito de posição

TPRS1  – efeito de posição

PGK1  c.358G>A, p.E120K 

OAF  – d isrupção; NECTIN1 

– efe i to de posição 

FOXC1  – deleção

11 CSVs simples,

5 inversões simples,

1 cromossoma supranumerário

siGS, l iGS, RNA-Seq, 

Anál ise fenotípica 

comparativa e reversa 

Alterações do 

neurodesenvolvimento e 

Anomalias congénitas 

trans-heterozigosidade  
c

variantes genéticas

(6)

(1)

(7)

(2)

(8)

(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14  
d

 )
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Figura 1:       Identificação dos pontos de quebra por diferentes abordagens.

Figura 2:       Exemplos de mecanismos patogénicos.
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A) Mapeamento por FISH com base no 
mapa físico genómico. 

A.1) Cariótipo parcial da 
t(11;18)(q23.3;q11.2)dn. 

A.2) Mapeamento do ponto de quebra 
no cromossoma 11 por FISH utilizando 
o clone RP11-784K23. 

A.3) Esquema do mapa físico da região 
com marcadores STS e clones BAC 
utilizados em FISH.

B) Mapeamento por isolamento de 
derivados e microarrays. 

B.1) Cromossomas derivados isolados 
por citometria de fluxo. As setas 
indicam os grupos de cromossomas e 
os derivados, separados principalmente 
de acordo com os tamanhos dos 
mesmos. 

B.2) Ideograma do cromossoma 
der(11), com os pontos de quebra 
indicados por setas. 

B.3) Identificação dos pontos de 
quebra (losango) com amplicon 
genómico do der(11) de 175,8 Mb, 
utilizado como sonda para chromosome 
painting.

C) Sequenciação genómica. 

C.1) Ideograma do der(6). 

C.2) Pares de leitura que definem o 
ponto de quebra ao nível da sequencia 
genómica, com a sequencia de junção 
em negrito, enquanto a posição do 
ponto de quebra está indicada por 
dois-pontos duplos (::). 

C.3) Localização do ponto de quebra 
ao nível nucleotídico e designação de 
acordo com o sistema ISCN 2020. 

C.4) Disrupção do ARID1B no intrão 12.

A) Efeito de posição cromossómica 

em SATB2. Mapa físico da região com 

genes codificantes e não codificantes, 

pontos de quebra da t(1;2) e da inv(2) 

identificados neste estudo e os 

previamente publicados.

B) Transcritos quiméricos entre o exão 

13 de ZYG11A e o exão 1b de lncRNA 

AC190330.1, presumivelmente não 

funcionais.
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Medicina genómica personalizada baseada em sequenciação 

genómica

Com as metodologias de SG que aplicamos, o número médio 

de CSVs e CNVs por caso, nas bibliotecas liGS, mpGS e siGS, 

foi de 371389 e 1632, respetivamente, num total de 1851 CSVs 

e 17732 CNVs entre todos os indivíduos analisados; enquanto 

o número médio de SNVs e indels nas bibliotecas siGS e mpGS 

foi de 4162 milhões e 3808 milhões, respetivamente. Devido 

sobretudo à anotação ainda insuficiente do genoma humano 

mórbido, à sobreposição fenotípica de variantes genómicas 

e genéticas distintas que co-segregam no mesmo indivíduo e 

a potenciais efeitos cumulativos, a principal dificuldade atual 

não se encontra na identificação destas variantes, mas sim na 

interpretação da sua patogenicidade e relevância clínica.

A abordagem desenvolvida integrou dados genómicos e 

de expressão génica diferencial, análise de vias KEGG de 

interações moleculares, fenotipagem abrangente - incluindo 

a comparação sistemática dos fenótipos clínicos -, bem 

como dados genómicos convergentes e a correlação 

fenótipo–genótipo, culminando na confirmação através de 

fenotipagem reversa.

Dos 28 probandos analisados, 19 foram diagnosticados 

com doenças descritas na OMIM e cinco apresentaram 

patologias humanas ainda não descritas. Dois terços dos 

casos diagnosticados correspondem a DGs, enquanto os 

restantes foram atribuídos a variantes genéticas do tipo SNV 

e indels ou a outros mecanismos.

Os mecanismos patogénicos identificados (figura 1C, 2A e 2B) 

incluem: i) disrupção génica causada por pontos de quebra; 

ii) efeitos de posição, incluindo o causado por uma inversão 

críptica; iii) transcritos quiméricos ou de fusão presumivelmente 

não funcionais; iv) trans-heterozigotia digénica composta por 

diferentes tipos de variantes; e v) efeito de posição associado 

a inativação não aleatória, com expansão da inativação para a 

região autossómica. (11,14)

Entre os casos complexos, cinco foram reclassif icados, tendo 

inicialmente sido considerados citogeneticamente simples; os 

restantes foram confirmados como complexos. Estes casos 

apresentaram, na sua maioria, desequilíbrios genómicos, 

envolvendo múltiplos tipos de variantes cromossómicas, 

diferentes pontos de quebra e genes afetados. Dada a sua 

complexidade e os potenciais efeitos cumulativos, a correlação 

fenótipo-genótipo revelou-se particularmente desafiante.

_Conclusões

Os objetivos deste trabalho consistiram em identificar genes 

candidatos associados a doenças e os respetivos mecanismos 

patogénicos, contribuindo simultaneamente para a anotação 

do genoma humano mórbido e para a otimização dos cuidados 

de saúde de indivíduos com DG e dos seus familiares.

Através da abordagem de MGP, implementámos a identificação 

do espectro completo de variantes estruturais e pequenas 

variantes genéticas, subjacentes aos fenótipos observados, 

elucidámos os seus mecanismos moleculares e avaliámos a 

utilidade diagnóstica de uma abordagem integrativa, incluindo 

RNA-Seq.

Os resultados demonstram que a abordagem de MGP 

proporciona uma taxa de diagnóstico elevada das DGs 

(acima de 80%), reduz a ”odisseia diagnóstica” e contribui 

para a anotação funcional das regiões codif icantes e não 

codificantes do genoma mórbido. Para além disso, a estratégia 

implementada é aplicável a outros grupos de patologias, 

nomeadamente doenças raras não diagnosticadas.
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      _Resumo

A exposição a agentes químicos, físicos e biológicos é ubiquitária e pode ter im-

pacto na saúde humana. A biomonitorização humana (BMH) tem assumido um 

crescente papel de relevo na avaliação da exposição humana a esses xenobió-

ticos, na medida em permite quantificar a exposição interna aos agentes em es-

tudo, bem como avaliar precocemente os seus efeitos. Desde a sua formação 

no Departamento de Genética Humana que o grupo de investigação em Toxico-

logia Genética tem conduzido estudos de BMH, maioritariamente em ambiente 

ocupacional. Os diversos estudos, revisitados neste trabalho, têm fornecido su-

porte para a recomendação de medidas de mitigação, dado que têm permitido 

identificar precocemente efeitos genotóxicos associados à exposição, efeitos 

esses que se poderão traduzir em doença, a longo prazo. Contudo, conside-

rando a sua logística complexa, morosidade e custos, a investigação paralela 

recorrendo a modelos experimentais in vitro ou in vivo tem sido crucial para a 

caracterização da genotoxicidade de químicos e para elucidar os mecanismos 

associados, para além de alicerçar o desenvolvimento de novos biomarcadores 

de efeito, baseados em abordagens mecanísticas e com recurso a tecnologias 

mais avançadas. Globalmente, a investigação nesta área tem progredido no 

sentido de uma crescente capacidade preventiva e preditiva, indissociável das 

prioridades da Genética Humana, encontrando tradução em regulamentação e 

no apoio a novas políticas de saúde e ambiente, com ganhos em saúde pública.

      
      _Abstract

Exposure to chemical, physical, and biological agents is ubiquitous and 

can impact human health. Human biomonitor ing (HBM) has assumed 

an increasingly impor tant role in assessing human exposure to those 

xenobiotics, as i t al lows for the quanti f ication of internal exposure to the 

agents under study and the assessment of their ear ly ef fects. Since its 

formation in the Depar tment of Human Genetics, the Genetic Toxicology 

research group has conducted HBM studies, pr imari ly in occupational 

sett ings. The var ious studies, reviewed in this work, have suppor ted the 

recommendation of mit igation measures, as they have al lowed for the early 

identi f ication of genotoxic ef fects associated with exposure, which may 

translate into long-term disease. However, given its complex logistics, 

t ime-consuming nature, and cost, paral le l research using in vitro or in vivo 

experimental models has been crucial for character iz ing the genotoxicity 

of chemicals and elucidating the associated mechanisms, in addit ion to 

suppor ting the development of new biomarkers of ef fect, based on mecha-

nistic approaches and uti l iz ing more advanced technologies. Global ly, 

research in this area has progressed towards a growing preventive and 

predictive capacity, inseparable from the pr ior i t ies of Human Genetics, 

f inding translation into regulation and suppor t for new health and environ-

mental pol icies, with gains in publ ic health.

_Introdução

Em Portugal, tal como em toda a Europa, a saúde da popula-

ção é inf luenciada por determinantes ambientais, de entre 

os quais se destacam a poluição atmosférica, os produtos 

químicos, o ruído e as mudanças climáticas (1). A exposição a 

produtos químicos provenientes do ambiente, ou veiculados 

pelos alimentos e pelos variados produtos de consumo que 

util izamos (por ex. medicamentos, têxteis, artigos de higiene 

ou limpeza) poderá ter um impacto negativo na saúde, 

desde efeitos agudos, tais como intoxicações e problemas 

respiratórios agudos, até efeitos a longo prazo, contribuindo 

para o desenvolvimento de diversas doenças crónicas. 

Convém ainda salientar o impacto crescente de alguns 

poluentes emergentes, tais como os materiais à escala nano, 

ou nanomateriais (NMs), e os micro/nanoplásticos que, pelo 

seu tamanho diminuto aliado a uma geral insolubilidade e 

persistência no ambiente e no organismo dos seres vivos, 

constituem uma preocupação para a saúde humana (2). De 

acordo com a Organização Mundial de Saúde, as doenças do 

foro cardiovascular, respiratório e oncológico (especialmente 

cancros do pulmão, fígado e bexiga) são as principais 

doenças com causas predominantemente relacionadas 

com o ambiente; 23% do total de mortes, a nível mundial, 

são atribuíveis a causas ambientais (3). Essa morbilidade 

e mortalidade afeta mais fortemente as pessoas ou grupos 

vulneráveis, incluindo crianças, idosos, doentes crónicos e 

grupos socialmente mais desfavorecidos. 
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Visando controlar e minimizar o impacto da exposição a 

substâncias químicas na saúde humana, importa seguir dois 

tipos de abordagem complementares: a monitorização da 

exposição humana às substâncias químicas e a monitorização 

dessas substâncias em matrizes ambientais e nos alimentos. É 

inegável que a abordagem mais direta e fidedigna para identificar 

e quantificar a exposição humana a químicos, quaisquer que 

sejam as fontes e vias de exposição, é através da utilização da 

biomonitorização humana (BMH). Trata-se de uma abordagem 

que permite a caracterização da exposição de cada indivíduo 

a um ou vários compostos químicos através da medição 

desse(s) composto(s) ou dos seus metabolitos em amostras 

biológicas, bem como a deteção de efeitos biológicos precoces 

que precedem o aparecimento de doença (biomarcadores 

de exposição e de efeito) (4). A estimativa da exposição a um 

químico, conjuntamente com a caracterização e quantificação da 

sua perigosidade com recurso a estudos de toxicidade, contribui 

para a avaliação de risco dessa substância. Essa avaliação tem 

por objetivo a compreensão e estimativa da natureza, magnitude 

e probabilidade de ocorrer um potencial efeito adverso, para a 

saúde ou para o ambiente, decorrente da exposição ao químico 

e é realizada, essencialmente, pelas entidades regulamentares, 

ao nível Nacional e Internacional.

Os efeitos lesivos do genoma, ou efeitos genotóxicos, estão 

entre os mais relevantes para a caracterização da perigosidade 

dos químicos, pois são considerados como determinantes de 

processos cancerígenos. Para a identificação da genotoxicidade 

utilizam-se, desejavelmente, ensaios em sistemas experimentais 

in vitro, complementados com estudos in vivo, apenas quando 

essenciais para esclarecer os achados in vitro. Não existe um 

único ensaio de genotoxicidade ou mutagénese que dê resposta 

aos eventos-chave de iniciação do processo cancerígeno, 

isto é, a indução de mutações no DNA e/ou de anomalias 

no número ou estrutura dos cromossomas que constituem 

o genoma das células somáticas. Como tal, a estratégia em 

geral utilizada para esse fim consiste no uso de uma bateria 

de ensaios complementares (5,6). Para além da caracterização 

da genotoxicidade, os modelos experimentais permitem a 

elucidação dos mecanismos subjacentes e permitem a medição 

de outros parâmetros complementares, tais como citotoxicidade 

e stress oxidativo. O reconhecimento de que outros efeitos, 

que não apenas os efeitos genotóxicos, contribuem para o 

efeito cancerígeno de certas substâncias, conjuntamente 

com a inovação tecnológica no campo da sequenciação 

de nova geração, tem conduzido ao desenvolvimento de 

estudos baseados em abordagens mais abrangentes e de alto 

rendimento, as chamadas “ómicas”, entre as quais se salientam 

a transcritómica e a epigenómica. Por sua vez, estas novas 

abordagens metodológicas (NAMs, do inglês New Approach 

Methodologies) desenvolvidas em sistemas experimentais in 

vitro poderão vir a ser usadas como futuros biomarcadores de 

efeito em estudos de BMH (figura 1).
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Figura 1:       Integração dos estudos de Biomonitorização Humana com os estudos de genotoxicidade e epigenómica in vitro e in vivo. 

(a) Ensaio do micronúcleo (MN); 
(b) anomalias cromossómicas;  
(c) ensaio do cometa;   
(d) análise de mutações num 
gene marcador em células de 
mamífero;  
(e) epigenómica;   
(f) análise de MN em reticulóci-
tos de ratinho;  
(g) análise de frequência e 
espetro mutacional no gene 
LacZ (ratinho transgénico). 
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_Objetivo

Neste ar tigo pretende dar-se uma visão global sobre a 

investigação levada a cabo no Departamento de Genética 

Humana (DGH) sobre a interação gene-ambiente e seus 

potenciais efeitos na saúde humana, incluindo os estudos 

de biomonitorização humana e a investigação realizada em 

modelos celulares e em modelos animais. Com esta revisão 

pretende-se ainda fazer uma ref lexão sobre a relevância 

desta área da Genética relativamente à tradução dos dados e 

conhecimento produzidos para a proteção da saúde humana 

e, consequentemente, em ganhos em saúde pública.

_Quatro décadas de investigação em Toxicologia Genética 

no DGH  

O DGH foi pioneiro na investigação em Toxicologia Genética no 

INSA. Os primeiros passos foram dados com a implementação 

de um biomarcador de efeito, a análise de trocas de 

cromatídeos irmãos (SCE) em linfócitos sanguíneos humanos (7), 

com vista à sua integração em estudos de saúde ocupacional. 

Em paralelo, iniciaram-se os estudos de mutagénese e de 

genotoxicidade recorrendo a modelos experimentais, de que é 

exemplo o ensaio do micronúcleo (MN) em células de mamífero 
(8) e, posteriormente, os modelos de ratinhos transgénicos para 

estudos in vivo de mutagénese e de reparação do DNA (9,10). 

Desde então a investigação realizada pelo Grupo de Toxicologia 

Genética tem contribuído para a caracterização do potencial 

genotóxico e carcinogénico de vários xenobióticos, entre eles, 

a radiação ionizante, os nanomateriais, as toxinas naturais e os 

bisfenóis, para a identificação de efeitos biológicos precoces em 

indivíduos a eles expostos e também para o desenvolvimento 

de biomarcadores baseados em tecnologias mais avançadas.

_Estudos de biomonitorização humana

Sintetizam-se, na tabela 1, os principais estudos de BMH 

realizados ao longo das quatro décadas de existência 

da Toxicologia Genética, bem como o seu impacto, em 

termos de proteção da saúde humana. O denominador 

comum da intervenção do Grupo nesses estudos tem sido 

a caracterização de biomarcadores precoces de efeito 

genotóxico. Os resultados da análise desses biomarcadores, 

ao refletirem instabilidade genética observável   precocemente 

em células somáticas, contribui para o estabelecimento 

de uma relação entre exposição e o potencial r isco de 

desenvolvimento de malignidades, a longo prazo. Ao serem 

integrados nos estudos de BMH, a informação que fornecem 

contribui para a implementação de intervenções mais 

ef icazes, preventivas ou mitigadoras do risco. Em alguns dos 

estudos realizados analisaram-se também biomarcadores 

de suscetibil idade genética, recorrendo-se à identif icação 

de polimor f ismos em genes críticos para a metabolização 

de xenobióticos ou para a reparação do DNA, com o intuito 

de identif icar genótipos mais suscetíveis aos químicos em 

estudo e, por conseguinte, proteger grupos em maior r isco 

de vir a desenvolver doença.

O estudo pioneiro de BMH focou-se em trabalhadores expostos 

a um solvente orgânico utilizado na indústria de plástico 

reforçado, o estireno, substância essa que, curiosamente, foi 

recentemente reavaliada pela Agência Internacional para a 

Investigação do Cancro como provavelmente carcinogénica 

para o homem (grupo 2A; 11). De entre outros estudos de BMH 

salienta-se, pela sua relevância e impacto na comunidade 

visada e no ambiente, a participação no Projeto MinUrar – Minas 

de Urânio e seus Resíduos: efeitos na saúde da população, 

coordenado pelo Departamento de Epidemiologia do INSA. 

Na sua globalidade, os resultados da análise de anomalias 

cromossómicas estáveis em linfócitos foram sugestivos de uma 

associação entre alguma instabilidade genética observada nas 

células dos indivíduos do grupo exposto (residentes da área de 

influência da exploração do urânio) e a exposição prolongada 

a baixas doses de radiação e metais pesados (tabela 1). Os 

resultados foram também sugestivos da existência de uma 

resposta adaptativa à radiação ionizante nesse mesmo grupo da 

população. Com base na globalidade dos resultados do estudo 

foram emanadas recomendações para seguimento clínico 

e epidemiológico da população afetada, bem como para a 

realização de uma requalificação ambiental (12), recomendações 

essas que foram posteriormente concretizadas. 
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










































































































































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












































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

























































  



















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Tabela 1:       Síntese dos estudos de biomonitorização humana mais relevantes.

(1) Re latór io apresentado às indústr ias par t ic ipantes; (2) Re latór io apresentado ao ser v iço de medic ina ocupac iona l com pedido de in formação aos par t ic ipantes.   

*Traba lho vencedor do Prémio R ica rdo Jorge de Saúde Púb l i ca (ex-aequo )  e do Prémio de Inves t igação sobre Amb iente e Saúde A lo ís io Coe lho no âmb i to dos Prémios C ient í f i cos do 
I Centená r io do Ins t i tu to Nac iona l de Saúde Dr. R ica rdo Jorge, L isboa, 2001. 

HBM4EU - In ic iat i va Europe ia em Biomoni tor ização Humana;  HFC - cé lu las com a l ta f requênc ia de SCE; PARC - Parcer ia para Ava l iação dos R isco de Químicos;    
SCE - t rocas entre cromat ídeos i rmãos.
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A participação recente na Iniciativa Europeia em Biomonitoriza-

ção Humana (HBM4EU, https://www.hbm4eu.eu/) e na Parceria 

Europeia para a Avaliação dos Riscos de Químicos (PARC, 

https://www.eu-parc.eu/) abriu a oportunidade de participação 

em estudos de BMH ocupacional multicêntricos, visando 

a exposição ao crómio hexavalente em várias atividades 

industriais e a exposição a misturas de substâncias químicas 

perigosas, incluindo metais pesados e compostos orgânicos, 

em indústrias de gestão de resíduos de aparelhos elétricos e 

eletrónicos,  nos quais o Grupo tem tido um papel de relevo 

na análise de biomarcadores de efeito.

_Investigação em genotoxicidade e reparação do DNA em 

modelos in vitro ou in vivo  

Os estudos de mutagénese e de genotoxicidade em modelos 

experimentais usando estirpes bacterianas e, principalmente, 

células de mamífero, tais como o teste de mutação no gene 

hprt (hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase) em células 

V79 e o ensaio do MN em variadas linhas celulares humanas 
(8,13), têm constituído ferramentas importantes para investigar 

as propriedades genotóxicas e mutagénicas de agentes físicos, 

químicos e suas misturas, bem como para elucidar os seus 

mecanismos de ação. Os estudos de mutagénese in vivo, com 

recurso a modelos murinos transgénicos e, principalmente, a 

criação no INSA de um modelo único de ratinho transgénico 

com inativação de um gene de reparação do DNA, permitiram 

avançar a investigação em mecanismos de reparação do DNA 

e o seu papel na formação de mutações somáticas e germinais 

após exposição a agentes químicos (9,10).

Na tabela 2, são indicados os principais projetos nestas áreas 

bem como os ensaios uti l izados, incluindo NAMs. O trabalho 

mais recentemente desenvolvido pelo Grupo tem-se focado 

nos ensaios considerados mais relevantes para decisões em 

saúde pública, por revelarem efeitos em dois acontecimentos 

fundamentais na carcinogénese: mutações génicas e perda 

total/parcial de cromossomas. Nesse sentido, existem linhas 

orientadoras para uti l izar estes ensaios anteriormente à 

colocação no mercado de novas substâncias químicas, tais 

como as orientações da Organização para a Cooperação 

e Desenvolvimento Económico (OCDE). Relativamente às 

abordagens inovadoras, como a análise epigenética, apesar 

de não existirem ainda linhas de orientação, muitos destes 

dados são considerados na avaliação global da evidência, 

conforme o mecanismo subjacente.

De entre as temáticas investigadas, salientam-se os estudos 

na área da nanotoxicologia, iniciados em 2010, na medida 

em que surgiram em resposta a uma preocupação emergente 

sobre a segurança dos NMs - cuja produção e aplicação tem 

sofrido um crescimento exponencial -  para a saúde humana 

(tabela 2). Esta linha de investigação tem prosseguido até 

ao presente, com a utilização de abordagens experimentais 

integradas para testagem e avaliação, tendo em vista a garantia 

de que os NM usados, por exemplo, na tecnologia alimentar 

- Projeto INGESTnano - são seguros e de que a potencial 

exposição ocupacional a esses NMs não constitui um risco 

para a saúde dos trabalhadores - Projeto ToxApp4nanoCELFI 

(tabela 2). Qualquer destes estudos tem uma forte componente 

translacional, tendo em vista a integração da informação 

gerada para a avaliação do risco associado à exposição 

a esses materiais, como apoio à sua regulamentação, por 

forma a assegurar o progresso seguro e sustentável das 

nanotecnologias e da nanomedicina.

_Abordagens inovadoras na investigação em 

genotoxicidade e no desenvolvimento de novos 

biomarcadores

Considerando a evolução da ciência nestas últimas décadas, 

são atualmente privi legiadas abordagens alternativas in vitro 

com maior aproximação aos sistemas vivos, tais como o uso 

de modelos celulares complexos, ou a inclusão de processos 

f isiológicos, como seja a digestão (simulada in vitro), na 

testagem da genotoxicidade de substâncias ingeridas (14,15). 

Também os estudos toxicogenómicos têm adquir ido cada 

vez maior protagonismo, seguindo os recentes avanços 

tecnológicos. Tem-se ainda assistido a um progressivo 

interesse no papel da epigenética - modif icações no genoma 

que causam alterações na expressão dos genes - na resposta 

biológica à exposição a agentes ambientais. Entre essas 

alterações estão, por exemplo, as modif icações nas histonas, 

na metilação do DNA e na expressão de microRNAs (miRNAs).
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Tabela 2:       Síntese dos principais estudos realizados com recurso a ensaios de genotoxicidade in vitro e in vivo.

*PARP  – gene po l i -ADP r ibose po l imerase ; Tk  - gene t imid ina c inase; NMs – nanomater ia is

Nota – Todos os es tudos re fe r idos inc lu í ram ensa ios de c i totox ic idade pa ra de f in i r a gama de concent rações ou doses a tes ta r ; a ma io r ia 
dos es tudos inc lu iu a aná l i se de pa râmetros ad ic iona is , ta i s como a indução de s t ress ox idat i vo ou, no caso dos nanomate r ia i s , es tudos de 
in te rna l i zação ce lu la r.
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Com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciação de 

nova geração, a epigenética evoluiu para a epigenómica que 

compreende o estudo das modificações epigenéticas em todo 

o genoma. O Grupo tem investigado os efeitos epigenómicos 

de vários NMs através da análise de miRNAs e da metilação 

de todo o genoma (33), sendo esta investigação de extrema 

importância para explorar os genes alvo desses NMs e, assim, 

avançar na compreensão do seu modo de ação molecular que 

poderá explicar os seus efeitos nocivos na saúde. É expectável 

que estas novas abordagens experimentais constituam também 

a base para o desenvolvimento de novos biomarcadores de 

efeito biológico precoce mais sensíveis e específicos, na 

medida em que são suportados por conhecimento de índole 

mecanística.

_Conclusões 

Enquanto a Genética Humana se dedica, de uma forma geral, 

a compreender e analisar alterações patológicas ou variações 

nos genes ou cromossomas, a Toxicologia Genética foca-se 

na investigação sobre a forma como fatores ambientais 

podem induzir ou contribuir para essas alterações genéticas 

ou epigenéticas e, por consequência, gerar instabil idade 

genómica. Essa instabil idade pode ser determinante para 

o desenvolvimento de cancro, doenças hereditárias ou 

envelhecimento prematuro, condições com for te impacto na 

saúde e qualidade de vida da população e que, portanto, 

importa prevenir. Os resultados dos estudos revisitados neste 

artigo têm fornecido conhecimento relevante para a avaliação 

da perigosidade e do risco de químicos que, por sua vez, são 

utilizados em quadros regulamentares respeitantes à garantia 

da segurança dos químicos. Recorrendo a abordagens 

integradoras e inovadoras, os achados da investigação 

nesta área da genética têm progredido no sentido de uma 

crescente capacidade preventiva e preditiva, indissociáveis 

das prioridades da Genética Humana, visando a proteção da 

saúde humana. 
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