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_Departamento de Genética Humana do INSA: 50 anos de atividade em diagnéstico,
prevencao e investigacao da doenca genética em Portugal

Department of Human Genetics of INSA: 50 years of activity in diagnosis, prevention, and research of genetic

disease in Portugal

Celebrar os cinquenta anos da Genética Humana no
Instituto Nacional de Salde Doutor Ricardo Jorge é revisitar
uma trajetoria alicercada na viséo, no pioneirismo € no
compromisso com a saude publica em Portugal. Foi em
1975, num periodo de mudanga e renovacao, que se langou
a base de um percurso cientifico que viria a transformar
profundamente a forma como se compreendem, diagnosticam

e acompanham as doencas genéticas no pais.

Ao longo destas cinco décadas, o Instituto acompanhou os
avangos cientificos e tecnolégicos que marcaram as Ultimas
décadas, mantendo inalterada a sua missdo essencial:
colocar o0 conhecimento ao servico das pessoas. Do
diagndstico pré-natal, neonatal e pés-natal ao longo da vida,
a investigacdo em citogenética, molecular e bioguimica; da
caracterizacéo de doencas raras e gendmicas a avaliagéo
do impacto das interagdes gene-ambiente, cada etapa deste
percurso do Departamento de Genética Humana espelha
ndo apenas a inovacao, mas também a dedicacéo, o rigor e
o0 sentido de responsabilidade institucional.

Este nimero especial do Boletim Epidemiolégico Observagdes
constitui mais do que uma retrospetiva. Representa um
testemunho vivo da relevancia da genética humana no
passado, um reconhecimento do impacto que assume no
presente e uma projecao confiante para o futuro, no qual a
investigacdo translacional, a colaboragéo internacional e a
aposta em metodologias emergentes continuardo a produzir
efeitos transformadores na vida de inimeras pessoas e

familias.

O percurso aqui apresentado evidencia uma constante
capacidade de adaptacdo e evolucdo, acompanhando 0s
extraordinarios avangos tecnolégicos das Ultimas décadas.
Do diagnostico citogenético convencional as metodologias
de alta resolucdo, da implementacdo pioneira do rastreio
neonatal a integragdo da gendémica funcional e da medicina
personalizada, o Departamento de Genética Humana
consolidou-se como uma referéncia nacional e internacional

na area da genética médica e da saude publica.

Assinalar este meio século é, sobretudo, prestar homenagem
a todos aqueles que, com o seu trabalho, competéncia e
visao, contribuiram para construir esta histéria e projeta-la no

futuro.

Gldria Isidro

Coordenadora do Departamento de Genética Humana
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge

gloria.isidro@insa.min-saude.pt
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_Diagnadstico pré-natal: histéria, impacto e perspetivas futuras

Prenatal diagnosis: history, impact, and future prospects

Barbara Marques; Hildeberto Correia

hildeberto.correia@insa.min-saude.pt

Unidade de Citogenética. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

O diagnostico pré-natal (DPN) engloba procedimentos destinados a avaliar a
integridade estrutural e genética do feto, utilizando diferentes métodos com-
plementares de diagnostico. Este trabalho apresenta a evolugéo histérica e a
implementac@o do DPN genético em Portugal, com énfase nos avangos tecno-
l6gicos e nos resultados obtidos na Unidade de Citogenética do Departamento
de Genética Humana (UCI-DGH), do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricar-
do Jorge (INSA), entre 1979 e junho de 2025.

Nesse periodo, foram analisadas 27464 amostras de liquido amniético e vilo-
sidades corionicas, com 1974 casos de anomalias cromossémicas: 1421 nu-
meéricas e 553 estruturais. Foram ainda realizados, desde 2017, 5563 testes
de rastreio pré-natal nao invasivo (NIPS), tendo sido identificados 78 casos
com risco aumentado para trissomia.

A progressiva implementagao de metodologias de citogenética e citogenética
molecular aumentou significativamente a precisao e rapidez do DPN genético.
A transigao de técnicas convencionais para abordagens moleculares de alta
resolugéo - incluindo rastreios ndo invasivos - melhorou a taxa de detegao e
reduziu a necessidade de procedimentos invasivos. Desde 1979, a UCI-DGH
tem desempenhado um papel fundamental nesta area, contribuindo para a di-
minuigdo da mortalidade e morbilidade perinatal através de decisées clinicas
mais informadas e aconselhamento genético eficaz.

_Abstract

Prenatal diagnosis (PND) encompasses procedures designed to assess the
structural and genetic integrity of the foetus, using different 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 period, 27464 samples of amniotic fluid and chorionic villi were
analyzed, with 1974 cases of chromosomal abnormalities: 1421 numerical
and 553 structural. Since 2017, 5563 non-invasive prenatal screening
(NIPS) tests have been performed, identifying 78 cases with an increased
risk of trisomy.

The progressive implementation of cytogenetic and molecular cytogenetic
methodologies has significantly 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 mortality and morbidity through more informed clinical decisions
and effective genetic counselling.

_Introdugéo

O diagnostico pré-natal (DPN) engloba um conjunto de
procedimentos destinados a avaliar a integridade morfoldgi-
ca e genetica de um embrido ou feto, recorrendo a meios
complementares de diagndéstico. A aplicacao das técnicas
de imagiologia, iniciada em 1958, e 0 seu aperfeicoamento
ao longo dos anos permitem a detegdo, ndo invasiva, de
anomalias congénitas (AC) ().

O diagnostico pré-natal genético surgiu em 1966 e tem
evoluido significativamente desde entdo. Paralelamente aos
avancos nas técnicas invasivas de colheita de amostras
fetais, 0s progressos nas areas da citogenética e biologia
molecular ampliaram a capacidade de diagnosticar doengas
cromossoémicas e monogeénicas, permitindo a detecao de
um maior numero de alteracOes genéticas patogénicas.
Atualmente, procedimentos como amniocentese e biopsia
das vilosidades coridnicas (BVC) permitem o diagndéstico de
quase todas as doencas genéticas conhecidas. Em casos
com multiplas anomalias, é possivel realizar estudos por
microarray cromossomico ou sequenciacdo do genoma ou
do exoma, de forma a investigar a etiologia subjacente (2-4).
Por sua vez, os métodos nado invasivos de rastreio de DNA
fetal livre (cfDNA) no sangue materno (NIPS), tém ganho des-
taque na detecao das aneuploidias mais comuns - trissomias
21,18 e 13 (5) (figura 1).
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As AC afetam cerca de 3 a 6% das gravidezes, sendo muitas
identificadas ainda durante a gestacédo, nos exames ecogra-
ficos ou de rastreio (6). Nesse contexto, o DPN genético é
fundamental, pois permite confirmar suspeitas ecograficas
/clinicas, planear intervencdes pré e pos-natais, oferecer
orientagao reprodutiva e apoiar 0 aconselhamento genético
ao casal, contribuindo para a reducao da mortalidade e mor-
bilidade perinatais, assim como para a tomada de decisoes
devidamente fundamentada.

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
foi pioneiro em Portugal ao realizar, em 1979, o primeiro
cariétipo fetal, no entdo Laboratorio de Genética Humana
(LGH). Este foi um marco relevante no campo do DPN, con-
solidando o INSA como referéncia nacional no DPN citoge-
nético (figura 2).

Figura 1: [ Evolugéo das técnicas de citogenética e biologia molecular (abaixo da linha) e sua aplicagdo ao DPN (acima da linha).
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Figura 2: [ Primeiro cariétipo fetal, realizado na UCI, onde foi detetada a presenga de trés cromossomas 21, possibilitando assim o

diagnéstico da primeira trissomia 21 em DPN.
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Durante as décadas de 1980 e 1990, o LGH evoluiu signifi-
cativamente, dando origem ao atual Departamento de Ge-
nética Humana (DGH), que inclui a Unidade de Citogenética
(UCI). Este periodo foi caracterizado por importantes avan-
¢os técnico-cientificos, nomeadamente a implementagao de
novos métodos de coloragcdo cromossdmica, como 0 ban-
deamento G, que permitiu uma analise mais detalhada dos
cromossomas e facilitou a detecdo de alteragbes estrutu-
rais. Em 1989, foi implementada a metodologia de Hibrida-
cao in situ Fluorescente (FISH), permitindo a visualizagao ao
microscopio de sequéncias especificas de acidos nucleicos
nos cromossomas. Com esta inovacao, a UCI-DGH tornou-
-se 0 primeiro laboratério nacional a realizar o diagnostico
rapido de aneuploidias (DRA), com resultados em 24 a 48
horas. Com o aumento da procura deste teste, foi necessa-
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
Amplification (MLPA), substituida em 2012 pela Quantitative
Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR), que col-
matou algumas limitacdes da metodologia anterior.

Este avancgo técnico-cientifico ocorreu simultaneamente com
0 aumento significativo da procura destes testes pelos Cen-
tros de Diagndéstico Pré-Natal (CDPN), refletindo uma maior
sensibilizacéo, tanto dos profissionais de salde como da po-
pulagao em geral, para a importancia do rastreio pré-natal e
do diagnostico genético durante a gestacgéo.

Como resultado da continua evolugdo na drea da genética,
novas metodologias foram sendo implementadas, destacando-
-se 0 microarray hibrido de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNParray), introduzido na UCI-DGH em 2013, e o NIPS (Non-
-Invasive Prenatal Screening Test), em 2017. O SNParray possi-
bilita uma analise de alta resolugao de variacdes genéticas de
numero de copia (CNV) e alteracdes de heterozigotia, aumen-
tando significativamente a frequéncia de detecéo. Por se tratar
de uma metodologia ndo invasiva, o NIPS revolucionou o DPN
ao permitir o rastreio das aneuploidias mais comuns através da
analise do DNA fetal livre circulante no sangue materno, a partir
da 10.2 semana de gestacao. Este apresenta uma sensibilidade
e especificidade proximas de 100%, reduzindo a necessidade

de procedimentos invasivos e melhorando significativamente a
taxa de detecdo destas aneuploidias.

A introducao destas metodologias no DPN permitiu diagnos-
ticos cada vez mais rapidos e precisos, além da detecao pre-
coce de condicOes genéticas no feto, contribuindo para um
melhor acompanhamento das gestantes e para o desenvolvi-
mento de estratégias de prevengao mais eficazes.

_Objetivo

Este trabalho apresenta a evolucao historica e a implemen-
tacao do diagnostico pré-natal genético em Portugal, com
énfase nos avancos tecnoldgicos e nos resultados obtidos
na Unidade de Citogenética do Departamento de Genética
Humana, do Instituto Nacional de Saude 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 referén-
Cia, para a realizagao de testes genéticos de diagndstico, os
quais, inicialmente, consistiam exclusivamente em caribtipo
fetal. Com o tempo, foram sendo gradualmente implementa-
dos testes de citogenética molecular/citogendmica, 0s quais
representam atualmente cerca de 95% das solicitagoes.

Em 25490 das amostras (92,8%), foi observado um resulta-
do normal, sem alteragcdes 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%) (graficos 1 e 2).

De forma a garantir o cumprimento dos padrdes de qualidade
exigidos, todos os testes realizados na UCI sdo submetidos,
desde 1994, a programas de Avaliacdo Externa da Qualida-
de, tendo a UCI-DGH, demonstrado sempre um desempenho
com classificaces entre Bom e Excelente.
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Gréfico 1: [ Numero de testes de DPN genético e NIPS realizados na UCI ao longo do tempo.

= FISH

= Cariétipo — MLPA
© SNParray — QF-PCR

NIPS

1979 19 1 11982 19 1

O numero de testes referentes a 2025 foi extrapolado a partir dos dados de janeiro a junho, inclusive (linha tracejada). Os testes de Hibridagao in situ
Fluorescente (FISH), Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) e Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction (QF-PCR) foram
realizados no &mbito do Diagndstico Rapido de Aneuploidias (DRA), ao qual se seguiu teste de cariétipo ou SNParray. O NIPS, como teste de rasteio,

n&o se encontra contabilizado no numero total de amostras para DPN genético.

Gréfico 2: [ Anomalias cromossémicas detetadas na UCI através das varias abordagens metodolégicas implementadas.
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_Discussao

Atualmente, a UCI-DGH realiza um conjunto de testes
citogenéticos/citogendmicos, que incluem: caridtipo fetal,
testes de diagnostico das aneuploidias mais comuns, SNParray
e NIPS, entre outros.

A anélise do nosso universo de amostras revela um aumen-
to substancial dos testes pré-natais invasivos entre 1979 e
2006, refletindo ndo sé os avancos tecnoldgicos significati-
vos no diagnoéstico genético ao longo desse periodo, como
também uma maior acessibilidade das gestantes aos servi-
cos de saude. Para além disso, a recomendacéo clinica cres-
cente, impulsionada pela consciencializacdo dos beneficios
do rastreio e diagndstico precoce e pela evolugdo das préa-
ticas clinicas, contribuiu para o aumento da procura. Este
aumento reforga a importancia do DPN genético como uma
ferramenta essencial para a detegao precoce de AC, contri-
buindo de forma significativa para a redugéo 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 familias.

A partir de 2006 observa-se uma tendéncia para um decrésci-
mo deste tipo de testes, resultante de varios fatores, de entre
0s quais se destaca, a normalizagéo do rastreio ecografico em
gravidez de baixo risco (7), bem como o reconhecimento de
que a idade materna, considerada isoladamente, ndo constitui
um bom indicator de risco de trissomia 21. Podem ainda ter
contribuido para esta tendéncia a implementagao generaliza-
da do rastreio combinado () e 0 aumento da disponibilizagéo
deste tipo de testes.

Os resultados obtidos na UCI-DGH mostram que as altera-
¢cOes cromossomicas mais frequentes sdo numeéricas (72%),
em concordancia 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 estdo frequentemente associadas a
aborto esponténeo, morte fetal ou sobrevivéncia limitada

devido a malformacdes, enquanto as dos cromossomas se-
xuais originam sindromes com variabilidade fenotipica e de-
senvolvimento geralmente normal. As alteragdes estruturais
desequilibradas e as CNVs corresponderam a 13,6% dos
casos, podendo afetar gravemente o desenvolvimento do
feto e estar na origem de sindromes genéticas raras, com im-
pacto e risco de recorréncia que variam conforme a natureza
e localizacédo da alteracéo.

O trabalho desenvolvido pela UCI-DGH, tanto ao nivel do
diagnostico como do rastreio, tem contribuido para os bons
resultados reportados ao longo dos anos relativamente a
prevaléncia das AC na populacao portuguesa, conforme Re-
latério Nacional de Anomalias Congénitas, instrumento es-
tratégico na vigilancia epidemiolégica a nivel nacional.

Por outro lado, a recente publicagdo da Orientacdo Técnica
01/2024, de 1 de marco de 2024 da Diregao-Geral da Saude,
determina que o NIPS seja disponibilizado pelo INSA a todos
0s CDPN do Servigo Nacional de Saude. O teste é acessivel
a gréavidas com risco intermédio de aneuploidias no rastreio
combinado do primeiro trimestre, com o objetivo de aumentar
a acuidade do rastreio e reduzir o numero de atos invasivos.
Os dados disponiveis a data indicam que o NIPS contribui de
forma significativa para uma redugao de cerca de 70% dos
procedimentos invasivos realizados (%), o que esta em concor-
dancia com a evolucéo do nimero e tipo de amostras rececio-
nadas na UCI-DGH.

Perspetivas para a proxima década

Na préxima década, o NIPS evoluira do rastreio de aneuploi-
dias para incluir o rastreio/diagnostico de alteragoes
cromossémicas estruturais e variantes genéticas de doen-
¢cas monogénicas, tornando-se uma ferramenta mais abran-
gente. A integracdo da sequenciagcdo gendmica completa
(NGS/WGS) permitira diagnésticos mais precisos e rapidos,
ampliando a detecdo de doencas raras e complexas. A
reducdo significativa nos custos dos testes genéticos com-
plexos democratizara o0 acesso ao diagnéstico, promovendo
equidade nos cuidados materno-infantis. Neste ambito, as
parcerias internacionais serdo essenciais para ampliar a
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capacidade de diagnéstico e o acesso a tecnologias
inovadoras. A inteligéncia artificial e o big data melhorardo
a analise dos dados genéticos, aumentando a precisao e
personalizagdo dos diagndsticos. O desenvolvimento de
terapias in utero representa uma abordagem promissora
para tratar doengas genéticas durante a gestacao. Por fim,
é de salientar a necessidade crucial de ampliar o quadro de
especialistas em genética humana, na UCI-DGH, recrutando
profissionais de diversas areas, integrados numa carreira
comum, para enfrentar os novos desafios emergentes na
salde materno-infantil.

Consideracdes éticas e desafios

Com o0 avango da capacidade do diagndéstico genético, sur-
gem desafios éticos importantes, como a identificagao de
caracteristicas genéticas nao associadas a doengas, 0 que
levanta questdes sobre os limites da intervencdo genética
e a selecdo de caracteristicas fenotipicas. E fundamental
garantir que 0s casais, ao receber o resultado do teste
genético relativo ao feto, tenham acesso a aconselhamento
genético e apoio psicolégico adequados, assegurando a
compreensdo dos resultados, das opcdes disponiveis e
das implicacdes para a saude e o desenvolvimento futuros
da crianca.

_Conclusao

O progresso do DPN genético na UCI, ao longo de 46 anos,
reflete uma trajetoria marcada pela inovacao e exceléncia.
Desde a realizagao do primeiro cariétipo fetal, esta Unidade
tem tido a capacidade de evoluir e adaptar-se aos avangos
cientificos e tecnoldgicos incorporando novas metodologias,
contribuindo de forma significativa para a melhoria da saude
materno-fetal em Portugal. Com os avancos previstos para a
proxima década, a UCI-DGH encontra-se bem posicionada
para continuar a liderar esta area, mantendo um compromis-
so solido com a ética, a equidade no acesso aos cuidados
de salde e a inovacéao cientifica.
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External quality assessment in prenatal diagnosis of chromosomal anomalies within the Cytogenetics Unit of INSA
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_Resumo

A participagéo em programas de avaliacao externa da qualidade (AEQ), com o
apoio de uma (ou mais) entidade(s) externa(s), € um dos requisitos que os labo-
ratérios de genética médica devem ter sobre a gestéo e controlo da qualidade
das praticas laboratoriais. O principal objetivo dessa participacao € minimizar
as taxas de erro e proporcionar, tanto a doentes como a clinicos requisitantes,
a garantia de que o diagnostico laboratorial é efetuado de forma competente e
produz resultados fidveis e precisos.

A Unidade de Citogenética do Departamento de Genética Humana do INSA
participa em AEQ internacionais de Citogenética Clinica desde 1994, nomea-
damente na area do diagnostico pré-natal de anomalias cromossomicas. esta
participagao regular envolveu desde o desempenho do laboratério, de acordo
com padrées internacionalmente definidos, até a comparagéo do mesmo entre
grupos de laboratorios internacionais. As avaliagdes incluiram uma componen-
te quantitativa (score numérico) e uma qualitativa (classificagao global).

O bom desempenho foi consistente, ao longo do periodo em estudo, com
classificagdes entre Bom, Muito Bom e Excelente. As capacidades analiticas
e de interpretacao dos profissionais foram essenciais para as boas classifica-
¢oes e resultaram de um conhecimento profundo da etiologia das anomalias
cromossomicas e cromossomopatias, bem como dos respetivos fatores de
risco. Adicionalmente, o reconhecimento da qualidade cientifica dos profis-
sionais permitiu-nos contribuir para o desenho e definicdo das boas praticas
internacionais atualmente em vigor nesta area cientifica.

A principal vantagem da participacao regular nestes programas de AEQ inclui
uma constante atualizacao e validagédo, bem como uma melhoria continua nas
abordagens analiticas, na forma de reportar os resultados dos testes e, conse-
quentemente, na qualidade global dos servigos prestados as utentes.

_Abstract

External quality assessment (EQA), supported by one (or more) indepen-
dent provider(s), is a requirement for clinical laboratories in terms of
quality management and control. The main goal of participating in an
EQA is to minimize error rates and assure users and referring physicians
that the laboratory is competent to provide results and that these are
accurate and reliable.

The Cytogenetics Unit of the Department of Human Genetics of INSA
has been participating in international clinical cytogenetics EQAs since
1994, namely in prenatal diagnosis of chromosomal abnormalities. This
participation included the laboratory’s performance against internationally
set standards, as well as international interlaboratory comparisons. The

assessments relied both on quantitative (numerical score) and on qualitati-
ve components (global score).

Overall, our laboratory achieved consistently high performances, ranging
from Good, Very Good to Excellent classifications. The team’s analytical
and interpretation skills were essential to achieve those performances,
and stem from a deep knowledge of both etiology and risk factors of
chromosomal anomalies and diseases.

Aditionally, the recognition of the high expertise of several team members
allowed us to co-coordinate, contribute, and bring forth the current interna-
tional best practice and guidelines in clinical cytogenetics/cytogenomics.

The main advantage of our regular participation in these EQAs includes
the constant update and validation, as well as continuous improvement
in the laboratory’s analytical approaches, in the reporting and, therefore
in the overall quality of the health services provided.

_Introdugéo

A procura e disponibilizacdo de testes genéticos na area da
salide tem aumentado nos Ultimos anos e é expectavel que
essa tendéncia se mantenha num futuro proximo. Dado que
0s testes genéticos sao, geralmente, efetuados uma unica vez
na vida dos individuos, e podem também ter consequéncias
na vida de varios familiares, é essencial garantir a qualidade
no decurso das varias fases desses testes - fase pré-analitica,
fase analitica e fase pds-analitica. Adicionalmente, é crucial
que os testes efetuados, bem como os respetivos relatorios,
sejam adequados aos casos especificos (1),

A Organizacéo Mundial da Saude define programa de Avalia-
cao Externa da Qualidade (AEQ) como um sistema retrospetivo
de verificagdo de resultados laboratoriais através de uma
entidade externa. Segundo esta definicéo, 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 interpretacao de resultados
(3), A entidade externa podera existir dentro de um sistema na-
cional ou internacional.

Na auséncia de AEQs nacionais na area da citogenética cli-
nica, nomeadamente do diagnéstico pré-natal de anomalias
cromossomicas, a Unidade de Citogenética do Departamen-
to de Genética Humana do INSA (UCI-DGH) desenvolveu uma
estratégia consistente de participacdo anual em AEQs inter-
nacionais. Uma das principais vantagens desta estratégia é o
reconhecimento internacional do cumprimento de padroes de
qualidade nesta area. Este reconhecimento foi reforgado com
0 convite para colaboradores da UCI integrarem comissoes
de avaliacdo de diferentes AEQs, na qualidade de peritos, €
para a co-coordenacao da equipa responsavel pela elabora-
¢ao das guidelines internacionais em vigor na area da citoge-
némica constitucional ().

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 participacéo decorreu de 1994 a 2014.
Posteriormente, esse programa estendeu-se oficialmente a
varios paises europeus com o consorcio Cytogenetics Quality
Assessment Scheme (CEQAS; 2014-2017). A partir de 2018, o
consorcio sofreu novo alargamento, sendo que nos EQAs do
designado Genomics Quality Assessment Consortium (°) par-
ticipam, atualmente, laboratérios dos varios continentes.

Os resultados aqui incluidos descrevem apenas uma parte
da participagao da UCIl em programas de AEQ, a qual abran-
ge, ainda, as areas de diagnoéstico pos-natal e de citogenéti-
ca molecular.

_Objetivo

Avaliar o contexto, as vantagens e desvantagens da participa-
¢do em programas internacionais de avaliacdo externa da qua-
lidade em diagndstico pré-natal citogenético, ao longo de 30
anos (1994 a 2024).

_Materiais e métodos

Foram consideradas as participacoes da UCI-DGH nos diver-
sos AEQs de diagndstico pré-natal citogenético, de 1994 a
2024,

Em termos de classificacdes obtidas, o presente estudo cin-
ge-se ao periodo de 2003 a 2014 dado que, de 1994 a 2002, a
participacdo no AEQ era conjunta, englobando todas as areas
da UCI a data e com avaliagao global de dados estatisticos.
Acresce, ainda, que o resultado dessa avaliacdo nao era tra-
duzido numa classificacao final, pelo que nao seria possivel a
comparacado da evolucdo com 0s 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-
¢coes cromossémicas, obtidas ap6s cultura celular e colheita,
anonimizadas e acompanhadas das respetivas documenta-
coes, igualmente anonimizadas. Posteriormente, cada labora-
torio emitia um relatério final para cada caso, a semelhanga
dos que emitiria na sua atividade analitica diaria. A avaliacdo
final englobava, assim, a qualidade do trabalho técnico (fase
pré-analitica), dos resultados (fase analitica) e da interpreta-
cao dos mesmos (fase pds-analitica).

A partir de 2014, os AEQs evoluiram para um controlo da qua-
lidade totalmente on-line. O estudo passou a ser realizado em
2 casos-cenario por AEQ, com base em imagens (de casos
reais), e respetiva documentacao, disponibilizadas on-line. A
avaliagéo passou, assim, a incidir sobre fase analitica e pos-
analitica do teste.

As imagens estudadas correspondiam a cromossomas em me-
tafase, obtidos a partir de amostras de bidpsias de vilosidades
do cérion (BVC) ou de liquido amnidtico (LA). Dadas as particu-
laridades que 0 estudo de cada tipo de amostra envolve, exis-
tiam AEQs individualizados com 2 casos, para cada um deles.

Ja sob a égide do GenQA, e desde 2018, os AEQs para BVC
e LA passaram a estar englobados num s6, consistindo em 3
casos por EQA (dois de LA e um de BVC). As participagoes,
anuais, séo totalmente online, desde o registo até ao envio (u-
pload) do relatério final.
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As avaliacoes incidem sobre a capacidade de identificagao da
anomalia (se presente), a corre¢c@o no uso da nomenclatura in-
ternacional (6) e a interpretacao do resultado no contexto es-
pecifico do caso em estudo, tendo como base as guidelines
internacionais em vigor (4).

Ao longo dos anos, a designacdo das classificacdes sofreu
alteragdes, deixando de haver distincdo qualitativa corres-
pondente as pontuacdes médias e elevadas. Inicialmente, o
desempenho do laboratério era classificado numa escala de
“excelente, muito bom, aceitével, fraco”. Posteriormente, a
escala passou a ser apenas “satisfatéria, nao-satisfatoria”.

_Resultados e discussao

Desde 1994 até a data, a UCI-DGH participou em 28 AEQs.
De notar que ndo houve interrupcdes ao longo dos anos, in-
clusive em 2020, apesar das restricdes e constrangimentos
provocados pela pandemia da COVID-19.

De 2003 a 2014, houve uma troca interlaboratorial de 33
casos de LA (figura 1). Destes, 14 correspondiam a fetos
com anomalias cromossémicas numéricas (aneuploidias),
18 a rearranjos estruturais, e um sem alteragoes. De notar
que dois dos casos enviados pela UCI, foram utilizados

no programa de AEQ para efeitos educativos, ja que, origi-
nalmente, o laboratério de destino nao detetou os rearran-
jos cromossomicos presentes. Por outro lado, no periodo
compreendido entre 2014 e 2024, foram analisados exclusi-
vamente online 25 casos. Destes 6 correspondiam a aneu-
ploidias, 17 a rearranjos estruturais desequilibrados, e 2 a
casos sem alteracoes cromossdmicas.

No global do periodo avaliado, nédo houve falhas analiticas,
isto €, a unidade identificou nédo s6 as anomalias cromosso-
micas, quando as mesmas estavam presentes na amostra
estudada, como a auséncia de alteracdes em fetos cromos-
somicamente normais.

A qualidade do desempenho da UCI-DGH tem sido consis-
tente, ao longo dos anos e nos diversos tipos de cenarios
avaliados.

Figura 1: [ Cronologia da participagdo em Avaliagdo Externa da Qualidade em Diagndstico Pré-Natal de Anomalias
Cromossdémicas na Unidade de Citogenética do INSA (1994-2024).
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AEQ: Avaliacao Externa da Qualidade; DPN: Diagnostico 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 participagdes nos AEQ de DPN citogenético, de
2003 a 2024, a UCI obteve sempre uma classificacéo de Exce-
lente/ Muito Bom/ Satisfatério, e nota maxima (sem reparos ou
penalizacdes) em 12 delas (grafico 1). Nos anos em que houve
penalizacdes, nenhuma envolveu qualquer falha grave, seja na
qualidade das preparagdes, detecao de anomalias cromossoé-
micas ou interpretagao de resultados. De notar que a maioria
dos comentarios se referiu a pontos relacionados com o acon-
selhamento genético, especifico para 0 cenario em causa e
que, nos casos reais, em Portugal, seriam discutidos no ambito
de consultas da especialidade de Genética Médica.

Este ponto tem sido alvo de evolugdo ao longo dos anos
na nossa Unidade. Inicialmente, os relatorios de casos com
anomalia cromossdmica apenas reportavam a presenca da
mesma remetendo a informagao 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 auséncia dessa informacéo
nos relatorios emitido constituia motivo de reparos consecuti-
vos nas avaliagdes do laboratorio, ja que nao correspondia aos
padrdes internacionais.

Assim, a partir de 2010, todos os relatérios de Citogenética
Clinica passaram a incluir uma interpretagao e informacao das
potenciais consequéncias presentes e futuras da presencga de
anomalia cromossomica no feto. Esta alteracao de estratégia
proporciona uma fase inicial de informacao, importante para a
tomada de decisoes clinicas atempadas e especialmente em
contextos em que a Consulta de Aconselhamento Genético
nao esta prontamente disponivel, por escassez de recursos.
A inclusdo dessa informacao nos relatérios de citogenética
constitucional constitui, também, uma das recomendacdes
das guidelines europeias para citogenémica constitucional,
em vigor (4.7,

Grafico 1: [ Classificagées anuais da participagdo em programas de Avaliagdo Externa da Qualidade em Diagndstico Pré-Natal de
Anomalias Cromossdmicas na Unidade de Citogenética do INSA, de 2003 a 2024.

Excelente 2
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Classificacao

0
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AEQ: Avaliagao Externa da Qualidade; DPN: Diagnostico Pré-Natal; UKNEQAS: United Kingdom National External Quality Assessment Scheme;

CEQAS: Cytogenetics External Quality Assessment Scheme; GenQA: Genomics Quality Assessment; *alteragdo para avaliagéo exclusivamente online;

**alteracdo da escala de classificagcdo (max.: Satisfatério, que inclui Bom e Muito Bom).
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_Concluséo

O objetivo principal de manutengao e de melhoria da qualida-
de, especialmente na fase pos-analitica, traduz-se numa cons-
tante atualizagdo dos relatorios emitidos. A clareza e utilizagéo
da informacao especifica para cada cenario/caso em estudo
tem sido uma preocupacéo constante na emissao de relatérios
dos testes realizados.

Adicionalmente, a evolugcdo das metodologias e abordagens
utilizadas, tais como o diagnéstico rapido de aneuploidias e o
teste genético de microarray, leva a que o0s relatérios emitidos
reflitam uma perspetiva integrada dos resultados de varios
testes prévios e/ou posteriores, e ndo apenas dos resultados
de par@metros isolados. Esta evolugao traduz-se cada mais
por ganhos em saude, nomeadamente em termos de acompa-
nhamento e apoio a decisao terapéutica materno-fetal.
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_Resumo

O diagnostico pré-natal, ao integrar um conjunto de procedimentos que permi-
tem determinar se um embrido ou feto é portador de uma anomalia congénita
(AC), é um recurso essencial na detegéo das gestacoes de alto risco de patolo-
gia fetal.

Uma vigilancia adequada da gravidez, em Portugal, deve incluir a realizagao
de ecografias obstétricas e de testes de rastreio, para além de exames invasi-
vos, testes genéticos ou outros, em gestacdes 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 detegéo durante a gravidez evoluiu de 51,4% em 2011 para 62,9%
em 2019, a nivel nacional.

A nivel regional, de acordo com o local de residéncia da gravida agregada por
NUTS Il, a identificacdo de casos com AC na fase pré-natal variou entre os
71,1% da Regiao Norte e 0s 34,6% da Regido Autonoma da Madeira (RAM),
para o total dos anos em estudo.

Em todo o pais, a ecografia obstétrica foi o principal exame pré-natal a dete-
tar uma AC, tendo-se observado frequéncias superiores a 85% em todas as
regioes.

_Abstract

Prenatal diagnosis, by integrating a set of procedures designed to identify
congenital anomalies (CAs) in embryos or foetuses, plays a critical role
in identifying pregnancies at high risk of foetal pathology. Adequate
pregnancy surveillance should include in Portugal obstetric ultrasound
and screening tests, in addition to invasive examinations, genetic or other
tests, in pregnancies that have an increased risk of foetal pathology.

In Portugal, between 2011 and 2019, 11,931 cases with at least one CA
were reported to RENAC, 58.6% of which were detected in the prenatal
phase. This detection during pregnancy increased from 51.4% in 2011 to
62.9% in 2019, at a national level.

At regional level, according to the place of residence of the pregnant
woman aggregated by NUTS II, the identification of cases with CA in the
prenatal phase varied between 71.1% in the North Region and 34.6% in
the Autonomous Region of Madeira (RAM).

Across the country, obstetric ultrasound was the main prenatal examination
to detect CA, with frequencies above 85% observed in all regions.

_Introdugéo

Em Portugal nas Ultimas décadas, verificaram-se mudangas
significativas na area da saude materna e infantil, observando-
-se uma diminuigao da mortalidade infantil por doengas evita-
veis. As doencas genéticas e as anomalias congénitas (AC)
surgiram entdo como importantes fatores de incapacidade a
longo prazo, podendo ter um impacto significativo sobre os
individuos, as familias, os sistemas de cuidados de saude e a
sociedade.

Na é&rea da vigilancia da gravidez, o diagndéstico pré-natal,
ao integrar um conjunto de procedimentos que permitem
determinar se um embriao ou feto é portador de uma AC, é
um essencial recurso na detegao das gestacoes com elevada
probabilidade de patologia fetal.

Uma vigilancia adequada da gravidez deve incluir a realizacéo
de ecografias obstétricas e de testes de rastreio. Podem
também ser oferecidos exames invasivos, testes genéticos
ou outros, a fim de aumentar e melhorar a taxa de detecéo de
AC, em gestacdes que tenham risco aumentado de patologia
fetal.

Os exames ecograficos preconizados para a vigilancia da
gravidez permitem diagnosticar malformacdes major e concor-
rer para avaliar o risco de aneuploidias - ecografia do 1°
trimestre; malformacgdes potencialmente fatais, com tempo de
vida limitado ou associadas a elevada morbilidade - ecografia
do 2° trimestre; AC de aparecimento tardio - ecografia do 3°
trimestre (1),

15



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

( ’ nsiuo_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge
artigos breves_ n. 3

[ al e Saide Doutor Ricardo Jorge, IP. Ul QAL =c=1]

2025 : W
numero

especial 17

~ _Doencas genéticas

22 série

_Objetivo

Este estudo teve como finalidade descrever a proporcao de
casos com anomalias congénitas diagnosticados na fase
pré-natal em Portugal, a nivel nacional e regional (NUTS II),
para o periodo de 2011-2019.

_Material e métodos

Estudo descritivo, transversal que utilizou dados notificados
no Registo Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC) entre
2011 e 2019.

A populagdo em estudo foram os nascimentos com AC
(nados-vivos, fetos mortos e interrupcdes médicas da
gravidez), reportados no periodo em estudo. Foram calculadas
frequéncias relativas a nivel nacional e regional, distribuidas
por area de residéncia da mae durante a gravidez, segundo
NUTS 1.

_Resultados e discusséo

Entre 2011 e 2019, foram notificados no RENAC 11931 casos
com AC, tendo a gravidez terminado no nascimento de uma
crianga viva em 70,0% dos casos. Nos restantes houve a op¢éo
por interromper a gravidez devido a malformagao fetal grave
(27,5%) ou aconteceu a morte fetal (2,5%).

Quando se analisa o trabalho desenvolvido na area do
diagnéstico pré-natal (DPN), a nivel nacional, ao longo dos
anos (grafico 1), observa-se uma evolucédo da frequéncia de
casos com AC detetadas na fase pré-natal, variando entre
51,4% em 2011 € 62,9% em 2019.

No entanto, para o total dos anos em estudo, em 58,6%
(n=6986) dos casos notificados a nivel nacional, a identificagao
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 bioquimico (5,7%) e dos
exames invasivos (4,0%) (tabela 1).

A nivel regional, a identificagdo de casos com AC na fase
pré-natal variou entre 0s 71,1% na Regido Norte e 0s 34,6%
na Regido Auténoma da Madeira (RAM) (tabela 1). A ecografia
obstétrica foi o principal exame pré-natal a detetar uma
AC em todas as regides, tendo oscilado entre 0s 95,5% na
RAM e os 86,3% na Regiao Auténoma dos Agores (RAA). O
rastreio bioquimico foi 0 segundo exame a detetar uma AC
nas Regiées Norte, Centro, Area Metropolitana de Lisboa e
RAA, enquanto os testes invasivos foram o segundo exame
nas Regides Alentejo, Algarve e RAM (tabela 1).

A idade gestacional em que se observou uma maior frequéncia
de diagndstico ecografico é diferente nas varias regides
geogréficas. Na Regido Norte a maior percentagem de casos
com AC foi detetada antes das 14 semanas de gestacao (31,4%),
enquanto nas regides Centro, AML e Alentejo foi na ecografia
entre as 14 e as 22 semanas que essa detecdo se verificou com
maior frequéncia. Ja nas RA dos Acores e da Madeira, a maior
frequéncia de detecdo observou-se na ecografia realizada ap6s
as 22 semanas de gestacédo.
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Gréfico 1: [/ Distribuigdo percentual do momento do diagnéstico de Anomalias Congénitas nos casos relativos aos anos 2011 a 2019,
e notificados ao Registo Nacional de Anomalias Congénitas.
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Tabela 1: [ Ndmero de notificagdes e distribui¢do percentual de casos com Anomalias Congénitas em Portugal e nas sete regides
geograficas (NUTS Il), entre 2011 e 2019, de acordo com 0 momento de identificagdo da 1* anomalia, 0 1° exame
pré-natal alterado, notificados ao Registo Nacional de Anomalias Congénitas.

- .~ Area - . Regido Regiao
2011-2019 Portugal R’\Tg:{aeo ?ngrilt?co) Met[ci)spg)(IJi;ana ARlzg;:joo Elzglrioe ﬁ:t&zg;ﬂsa (/;;sté:;)c:r:gs
Momgnto de ildentifioggléo % % % % % % % %
da 1% anomalia congénita

Diagnéstico pré-natal 58,6 71,1 48,6 61,8 41,6 47,6 34,6 47,6
Ao nascer 23,2 16,0 22,5 24,4 35,1 38,0 46,9 33,1
Até 1 semana de vida 12,5 8,4 20,0 9,0 16,6 11,0 13,9 16,0
Entre 1 e 4 semanas de vida 3,7 2,2 7,2 2,5 4,4 2,0 3,9 2,3
Entre 1 més e 12 meses 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pés-natal, idade desconhecida 0,6 0,2 0,1 0,4 0,1 0,3 0,8 0,0
Na autépsia 0,5 0,8 0,3 0,4 0,5 0,4 0,0 0,5
Desconhecido 0,9 1,3 1,3 1,4 1,7 0,7 0,0 0,5
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Primeiro exame pré-natal alterado % % % % % % % %
Ecografia, IG* < 14 semanas 26,9 31,4 25,7 23,3 22,1 29,3 4,4 17,9
Ecografia, IG* 14 - 22 semanas 31,6 29,7 34,5 33,3 33,3 29,1 35,6 29,5
Ecografia, IG* > 22 semanas 26,2 23,7 28,1 28,1 26,8 26,2 46,7 35,3
Ecografia, IG* desconhecida 3,7 5,2 1,9 2,0 5,3 2,3 8,9 3,7
Rastreio bioquimico 5,7 6,3 5,1 6,7 5,6 5,4 0,0 4,7
A‘mni'ocentese/Biépsia de 4.0 2.2 3.7 5,2 6.9 7.7 4.4 3.2
vilosidades

Teste pré-natal néo invasivo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 2,1
Outros testes positivos 1,4 1,3 0,8 1,3 0,0 0,0 0,0 3,7
Desconhecido 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Total 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

* |G - Idade de gestacéo
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_Discussao

Alguns estudos tém demonstrado que a vigilancia ecografica,
associada ou ndo a outros testes, quando integrados em
programas de DPN, s&o essenciais na detencdo precoce de
AC (2:3). O conjunto de exames utilizados em DPN possibilita
a estratificacdo de risco e o aconselhamento genético,
promovendo a autonomia dos pais na tomada de decisdes
informadas sobre a continuidade da gestacéo e o planeamento
do cuidado neonatal.

Do ponto de vista epidemiologico, a detecao pré-natal de
AC permite a implementacao de estratégias de intervencao
multidisciplinares, com potencial para reduzir a morbi-mortalidade
perinatal e minimizar as sequelas a longo prazo.

_Conclusoes

A implementacéao de protocolos de diagnéstico pré-natal (DPN)
configura-se como uma intervengédo de saude publica de elevada
relevancia, visando a otimizagao dos desfechos perinatais.

A implementacao de redes de referéncia para 0 acompanhamen-
to de gestacdes de alto risco e a padronizacao de protocolos
de intervengdo neonatal sdo cruciais para a maximizagao dos
beneficios do DPN, com impacto positivo na saude individual e
coletiva.
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Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Porto, Portugal

_Resumo

O Programa Nacional de Rastreio Neonatal teve o seu inicio em 1979 no Institu-
to de Genética Médica com o rastreio da Fenilcetonuria e atualmente rastreia
universalmente 28+1 (estudo-piloto) doengas raras.

Este Programa, que possui uma taxa de cobertura superior a 99,5%, é coorde-
nado pelo Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, através da sua
Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética, do Departamento de
Genética Humana.

As campanhas de divulgagado do PNRN (vulgarmente conhecido como “teste
do pezinho”), aliadas a uma logistica bem implementada e a um acesso univer-
sal e desburocratizado ao teste, explicam a enorme confianca dos pais e pro-
fissionais de salde neste rastreio.

_Abstract

The National Neonatal Screening Program began in 1979 at the Institute
of Medical Genetics with screening for Phenylketonuria and currently
universally screens for 29 rare diseases.

This program has a coverage rate of over 99.5% and is coordinated by the
National Institute of Health Doutor Ricardo Jorge, through its Neonatal
Screening, Metabolism, and Genetics Unit, within the Department of
Human Genetics.

The PNRN (commonly known as the "heel prick test") publicity campaigns,
combined with well-implemented logistics and universal, streamlined
access to the test, explain the great confidence parents and healthcare
professionals have in this screening.

_Introdugéo

O rastreio neonatal teve inicio na década de 1960, quando o
médico bacteriologista americano Robert Guthrie (Buffalo,
New York) demonstrou que uma gota de sangue colhida no
pezinho do bebé para um cartdao de papel de filtro (Guthrie
cards) podia ser utilizada para quantificacao da fenilalanina
que permitiria o rastreio da Fenilcetonuria (PKU) através do
Guthrie test (1),

Desde 0s anos 50 que o tratamento para a PKU era conheci-
do, apds o pediatra alemao, Horst Bickel, ter demonstrado
que, se os doentes PKU efetuassem restricao do aminoacido
fenilalanina na dieta desde os primeiros dias de vida, teriam
um desenvolvimento normal. Provou ainda que, a deficiéncia
cognitiva nestes doentes estava relacionada com valores ele-
vados de fenilalanina e que quanto mais cedo a doenca fosse
diagnosticada e iniciado o tratamento, melhor o prognostico
pelo que era fundamental efetuar o seu rastreio neonatal.

Deste modo, em 1963 Guthrie e colegas, apds varias tentativas
para convencer a comunidade cientifica da viabilidade de rastreio
em massa para a PKU, foi o estado de Massachusetts (EUA) o
primeiro a estabelecer uma lei obrigando a realizagao do teste
de rastreio em todos 0s RN desse Estado. Assim, em 1964, ja
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, Canadéd) impulsionou o rastreio neonatal
do hipotiroidismo congénito (HC) determinando a tiroxina total
(T4) na mesma amostra (3).

_Objetivos

Este texto pretende partilhar a histéria do rastreio neonatal
em Portugal e discutir os seus determinantes e desafios ao
longo do tempo.
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_PNRN: da implementagéo até & atualidade

Em Portugal, a estratégia para a implementacéo do rastreio
neonatal foi iniciada em 1978 pelo Doutor Jacinto Magalhées,
com a colaboragao do Dr. Rui Vaz Osorio que efetuou um
estagio no Hopital Necker-Enfants Malades, em Paris, com
objetivo principal de identificar as melhores préaticas e
estratégias utilizadas na organizagédo do rastreio neonatal,
jainiciado em Franca no final da década de 60, de forma a
implementar um programa similar em Portugal.

Deste modo, o Programa Nacional de Diagndéstico Precoce
(PNDP) teve inicio em 1979, por iniciativa do Instituto de
Genética Médica, no Porto, tendo por objetivo diagnosticar,
nas primeiras semanas de vida, doengas, quase sempre
genéticas, que uma vez identificadas, permitam o tratamento
precoce que evite a ocorréncia de atraso mental, doenca
grave irreversivel ou a morte da crianca.

No ambito deste programa sao realizados testes de rastreio
de algumas doencas raras em todos os recém-nascidos, o
chamado “teste do pezinho”.

A infraestrutura laboratorial foi implementada e a primeira
colheita para o rastreio é efetuada pelo Dr. Rui Vaz Osorio
a 14 de maio de 1979 na Maternidade Julio Dinis, deslocan-

do-se este, diariamente as instalagdes da Maternidade para
efetuar a picada no pezinho aos bebés, bem como esclare-
cer as maes dos objetivos do teste. Dada a boa aceitacao,
foi decidido alargar o rastreio a outras regiées, comecando
pelo norte do pais. Rapidamente foi percebido que a colhei-
ta ndo deveria ser efetuada nos Hospitais, mas nos centros
de saude, uma vez que nao deveria ser efetuada antes do 4°
ou 5° dia de vida (4).

Inicia-se a fase de formagao e capacitacao dos Centros de
Saude do pais, de forma a esclarecer o procedimento e a
finalidade do teste aos profissionais de saude. Por cada Centro
de Salde visitado, mais uma area passava a ser coberta
pelo rastreio, sendo desta forma progressivamente alargado
a todo o pais. Nesse ano de 1979, foi elaborado o primeiro
folheto informativo para os pais (figura 1), que era entregue
nas consultas de vigilancia 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
sensibilizacéo lancada pela Comissao Nacional de Diagnéstico
Precoce que foi transmitida diariamente pela Radio e Televiséo
de Portugal (RTP) durante um ano.

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 estd o seu futuro

Jacinto de Magalhdes

NO PEZIN
PODE I
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Pelo despacho ministerial de 13 de abril de 1981 foi criado,
no Instituto de Genética Médica, a Comissao Nacional para
o Diagnéstico Precoce.

Ainda no decurso de 1981, e ap6s implementagao de um labo-
ratério com a respetiva regulamentacédo 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 proximos da sua residéncia
para a instituicdo precoce do tratamento com hormona tiroi-
deia, prevenindo assim as sequelas irreversiveis associadas
ao Hipotiroidismo Congénito.

Nesse ano, foi criado em Lisboa o segundo Centro Regional
de Rastreios, no sentido de alargar a area de influéncia do
rastreio a todo o sul do Pais. 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 comecando assim a or-
ganizacao a estruturar-se em moldes semelhantes aos atuais,
com um laboratério tnico a nivel nacional (5:6), A taxa de co-
bertura a nivel nacional era entdo de cerca de 70%, atingindo
0s 85% em 1986 (figura 2).

Apds a implementacao 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 institucionalizac@o deste rastreio a nivel nacional.
O tempo médio de inicio de tratamento era entdo de 20-25
dias, o que levou a concluir que o rastreio néo deveria conti-
nuar, enquanto nao fosse possivel baixar esse tempo para
10-12 dias (7:8),

Em 1988 conseguiu-se a comparticipacédo do Ministério da
Saude para o prego dos produtos dietéticos hipoproteicos
utilizados no tratamento dos doentes com aminoacidopatias
e acidurias organicas, 0 que permitiu avangar com o projeto
"Escola de Cozinha" e com a publicacéo do primeiro livro de
receitas de forma a facilitar a dieta hipoproteica para as crian-
cas fenilcetonuricas.

Em 1990/1992 procedeu-se ao rastreio-piloto da deficiéncia
em biotinidase. Esse estudo processou-se em 100.000 recém-
-nascidos. Dada a baixa incidéncia desta patologia (1/50.000),
optou-se pela ndo continuidade do rastreio sistematico, proce-
dendo-se, porém, com o rastreio seletivo baseado nos sinais
clinicos da doenca.

Figura 2: [} Taxa de cobertura do PNRN de 1980-2024.
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Em 1992 atingiu-se o 1° milh&o de criangas rastreadas, e de-
ram-se 0S primeiros passos para a criagao da Associacao Por-
tuguesa de Fenilcetonuria (APOFEN), e do relacionamento dos
pais e doentes PKU portugueses com os de outros paises eu-
ropeus (European Society for PKU - ESPKU).

Entre 1992 e 1995 procedeu-se ao rastreio experimental da
Fibrose Quistica, nos Distritos do Porto e de Coimbra, em co-
laboracao com os Hospital de Criangcas Maria Pia e Hospital
Pediatrico de Coimbra. Esse rastreio nao teve continuidade
pelos seguintes motivos: falta de tratamento eficaz, falta de
especificidade do marcador de tripsina imunoreativa (IRT)
com cerca de 1% de falsos positivos e baixa frequéncia da
mutacdo Phe508del na populacéo portuguesa (incidéncia
menor do que a inicialmente esperada).

A firme implantagao do PNDP a nivel nacional bem como a
existéncia de uma organizagao segura e ja estabilizada, permi-
tiu entdo voltar a atencao 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-
ffs), encurtando o tempo médio de inicio de tratamento. Foi
melhorada a taxa de cobertura, estendida a agdo da APOFEN
a outras doencas metabodlicas que também necessitam de
dieta pobre em determinados aminoéacidos, alargada a gama
de alimentos disponiveis, treinados dietistas para a Madeira e
Acores e reorganizado o rastreio nas Regides Auténomas ().

Efetuaram-se ainda estudos sobre a PKU que levaram a identi-
ficacao das mutacdes causais nos doentes portugueses, pro-
cedeu-se ao estudo comparativo por Ressonancia Magnética
Nuclear cerebral de jovens com PKU com e sem dieta alimen-
tar rigorosa. Iniciou-se o estudo de cintilografia tiroideia siste-
maética dos recém-nascidos com Hipotiroidismo Congénito e
estabeleceu-se o diagndstico etioldgico de todas as formas de
Hipotiroidismo Congénito no grupo etério acima dos 3 anos
de idade.

No decurso de 2002 recebemos a boa noticia de que o pro-
jeto para alargamento do rastreio das Doencas Hereditarias
do Metabolismo submetido ao “Programa Operacional Saude
XXI” tinha sido financiado.

Apos aquisicao de dois espectrometros de massa em tandem
(tandem-mass - MS/MS) adquiridos neste ambito e em cola-
borac@o com a Universidade de Aveiro, preparou-se um novo
software especificamente destinado ao rastreio neonatal. No
ano seguinte implementou-se todas as condicdes estruturais
e com recursos humanos especializados para o funcionamen-
to deste tipo de tecnologia inovadora sensivel e especifica
para o rastreio de Doencas Raras.

Em finais de 2004 da-se inicio a expansao do rastreio metabd-
lico (nessa altura no PNDP eram s6 rastreadas duas doencas).
Foi iniciado um estudo-piloto na regido Norte que, progressi-
vamente foi alargado as regides do Centro e do Sul, ficando
0 pais todo coberto a partir de junho de 2006, permitindo o
rastreio de 18 Doencas Hereditarias do Metabolismo (10:11),

Em 2004 ¢ criado o website (www.diagnosticoprecoce.org)
onde os pais podem consultar o resultado do teste através
da Internet. Apds obtido o consentimento da Comissao Nacio-
nal de Protegcdo de Dados iniciou-se a distribuicdo de novos
cartdes (Guthrie cards), com um codigo de barras apenso ao
cartdo e outro destacavel, 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 experiéncia pioneira na
Europa. Os resultados negativos passaram a ser assim dispo-
nibilizados, enquanto os resultados positivos continuaréo a
ser comunicados através dos Centros de Referéncia para o
Tratamento.

Os cartdes de recolha das amostras tém sofrido evolucéo ao
longo dos anos, acompanhando a inovacado técnica e legal
exigiveis. Contam, no verso, com as instrugdes para recolha
e envio das amostras.
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Em 2007 e por decisdao do Conselho de Ministros, o Instituto
de Genética Médica Jacinto de Magalh&es foi integrado no Ins-
tituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), o que
originou também a integragdo do PNDP.

O processo de integracao originou uma reforma profunda na
organizaga@o do PNDP. Foi criada a Unidade de Rastreio Neo-
natal Metabolismo e Genética (URN), incluindo o Laboratério
Nacional de Rastreio e o respetivo Secretariado. A Comisséo
Nacional foi substituida pela Comissao Executiva, e foi criada
a Comissao Técnica Nacional, de caracter consultivo, que
integra, além da Comiss&o Executiva, personalidades de re-
conhecido mérito cientifico e profissional e, eventualmente,
representantes de Associagdes ou Sociedades Cientificas.

Por despacho de 6 de janeiro de 2010 (Despacho n.° 752/2010)
do Secretario de Estado Adjunto e da Saude, 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 Orgéos de
Coordenacao do PNDP, compostos por um Presidente (por
ineréncia, Presidente do Conselho Diretivo do INSA I.P.), uma
Comissao Executiva e uma Comissao Técnica Nacional. Poste-
riormente, o Despacho n.° 4502/2012, atualizado pelo Despa-
cho n.° 7352/2015, nomeiam os Orgdos de Coordenacao.

O leque das Doencas Hereditarias do Metabolismo a rastrear
foi alargado a 24 patologias, seguindo o principio base de que
a doenca a rastrear deve sempre ser passivel de tratamento es-
pecifico.

Em finais de 2013 teve inicio um estudo-piloto para o rastreio
da Fibrose Quistica, a qual foi integrada no painel das doen-
cas rastreadas em 2018, apds um estudo nacional que incluiu
255.000 RN (12),

Foram criados Centros de Referéncia Nacionais de Tratamen-
to para as Doencas Hereditarias do Metabolismo pelo Despa-
cho n.° 3653/2016 e para a Fibrose Quistica pelo Despacho
n.° 6669/2017 com a finalidade de acompanhar clinicamente
0s casos identificados.

Em 2015, e no 4mbito da politica da qualidade do INSA, foi
concedida a acreditagao pelo Instituto Portugués de Acredita-
¢ao (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 acreditacao la-
boratorial para o rastreio neonatal da Fibrose Quistica (FQ) foi
obtido em 2018. A acreditacao assim obtida é o culminar de
intensa atividade técnica e de gestéo que decorreu ao longo
de varios anos.
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Em 2019 é publicado no Didrio da Republica o Despacho n.°
7276/2019 que revé o PNDP, renomeia-o de Programa Nacional
de Rastreio Neonatal (PNRN) e atualiza a composicdo da
Comisséo Técnica Nacional, para melhor refletir o &mbito do
programa e a terminologia em uso no plano internacional.

No dia 5 de abril de 2019, o Ministério da Saude, em sesséo
comemorativa do Dia Mundial da Saude, homenageou o
“Programa Nacional de Diagnostico Precoce — Teste do
Pezinho” com a Medalha de Servigos Distintos do Ministério
da Saude - Grau Ouro.

Desde 2019, no website é apresentado a pagina onde o0s
pais podem consultar a rece¢éo e o resultado do “Teste do
Pezinho”, assim como descarregar o relatorio do rastreio
neonatal do recém-nascido.

Em maio de 2021, o PNRN deu inicio ao estudo-piloto do
rastreio neonatal da Drepanocitose (Anemia de Células
Falciformes). Numa primeira fase rastrearam-se 0s
recém-nascidos dos distritos de Lisboa e Setubal, onde
se previa que a prevaléncia ao nascimento da doenca
fosse mais acentuada, tendo em conta as caracteristicas
sociodemograficas desses distritos, nomeadamente pela
elevada percentagem de familias oriundas de zonas de
risco. Em fevereiro de 2022 estavam reunidas todas as
condicoes para que o estudo-piloto do rastreio neonatal da
Drepanocitose fosse alargado a todos os recém-nascidos
em Portugal. Em 2023 esta doenca foi integrada no painel

das doengas universalmente rastreadas.

Em abril de 2021, a URN e o grupo de investigacdo associado,
iniciaram um estudo prospetivo no ambito do PNRN, com
enfoque no Hipotiroidismo Congénito. O objetivo deste estudo
foi identificar as variantes genéticas ligadas ao Hipotiroidismo
Congénito  Familiar  (disormonogénese) em  doentes
identificados e referenciados pelos Centros de Tratamento,
com o intuito de caracterizar molecularmente essa populagcéo
a nivel nacional. Devera ter-se em consideragao que so cerca
de 10 a 15% dos casos de Hipotiroidismo Congénito tem

causa genética.

Em outubro de 2022, procedeu-se ao inicio 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 delecéo do exao
7 em homozigotia, do gene SMN1 localizado no cromossoma
5g13 dado que cerca de 95% dos casos sao causadas por esta
delecao. Apds a detecdo de um caso positivo, 0 recém-nascido
seria referenciado a um Centro de Tratamento Especializado,
para confirmacédo do diagndéstico clinico e determinacdo do
numero de copias do gene SMN2 (protocolo com a Prof. Dra.
Rosario Santos - Centro Hospitalar e Universitario do Porto).

A possibilidade da dete¢ao da Atrofia Muscular Espinal na
amostra do “teste do pezinho” e 0 aparecimento de novos e
inovadores tratamentos, que mudam drasticamente o curso
clinico da doenca se iniciados precocemente, fazem com
que esta patologia seja, atualmente, o principal alvo dos
programas de rastreio neonatal a nivel mundial, no que diz
respeito a novas patologias a rastrear.

Em 2022 foi também iniciado um estudo piloto de uma
plataforma de redundancia, a “Neocheck” de forma a
assegurar que todas as colheitas do “teste do pezinho” sdo
rececionadas na URN do INSA. Esta plataforma informatica
permite que cada teste seja registado no local da recolha e
que a rececao da amostra seja confirmada no laboratoério.
Assim se pretende detetar possiveis extravios de amostras.
Os locais incluidos neste estudo-piloto foram o Centro de
Saude Sdo Joao no Porto, o Centro Hospitalar Universitario
de Santo Antoénio, o Centro Hospitalar Universitario de Sdo
Joéo e o Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho.
Aguarda-se que seja permitida, pelos Servigos Partilhados
do Ministério da Saude - SPMS, a disponibilizacdo desta
plataforma a todos os locais de colheita do nosso pals.

Em 2024, a Assembleia da Republica através da Resolugao
n.e 92/2024, publicada em Didrio da Republica, 1.2 série,
n.° 211, de 30 de outubro de 2024, recomenda ao Governo
que, em articulacdo com o INSA, estude a viabilidade da
realizagdo de rastreio da Imunodeficiéncia Combinada Grave
(SCID-Severe Combined Immunodeficiency) a todos os bebés
recém-nascidos em Portugal que efetuem o rastreio neonatal,
ponderando a criagdo de um projeto-piloto.
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Em 1 de abril de 2025 deu-se inicio ao estudo piloto da SCID
em 100 000RN que é realizado no sangue seco do teste do
pezinho, através da quantificaga@o de T-cell Receptor Excision
Circles (TREC). O transplante de células hematopoiéticas
continua a ser a principal abordagem terapéutica. Este estudo
foi iniciado apos ter sido assegurado o tratamento de todos os
doentes identificados no rastreio neonatal com a colaboragao
do Instituto Portugués de Oncologia (IPO) do Porto e dos
Centros Especializados para o Tratamento.

Os casos positivos ou suspeitos sdo encaminhados, sempre
que possivel, para os Centros de Referéncia da sua area de
residéncia, onde o diagnostico é confirmado e o tratamento
instituido por equipas multidisciplinares de profissionais de
salde. Os Centros de Referéncia Nacionais séo reconhecidos
pelo seu elevado padrdo de competéncia na prestacao
de cuidados de salde em situagdes clinicas complexas,
que exigem recursos técnicos e tecnoldgicos altamente
especializados, além de profundo conhecimento e experiéncia,
devido a baixa prevaléncia dessas doengas. Os Centros para
as Doencas Hereditarias do Metabolismo e para a Fibrose
Quistica foram estabelecidos pelos Despachos n.° 3653/2016
e n.° 6669/2017, respetivamente. Também foram definidos
Centros Especializados para tratamento do Hipotiroidismo
Congénito, da Drepanocitose, da Atrofia Muscular Espinal e
da SCID, atendendo a exceléncia e mérito nacional das suas
consultas bem estruturadas.

Apesar do sucesso e da relagdo custo-efetividade dos
programas de rastreio neonatal, muitos paises ainda nao
conseguiram alcancar uma cobertura nacional universal:
de acordo com o consenso publicado em 2021 e 2023,
70% dos bebés em todo 0 mundo ainda ndo tém acesso ao
rastreio metabdlico, e a maioria deles vive em areas com
deficiéncia de iodo, o que aumenta o risco de deficiéncia do
neurodesenvolvimento no periodo mais vulneravel da vida.

Na Europa, embora com boa cobertura, a implementagéo e
a abrangéncia desses programas variam significativamente
entre os paises, refletindo diferentes prioridades de saude
publica, recursos disponiveis e politicas nacionais (13).

_Consideragdes finais

Ao longo dos anos o PNRN tem mantido uma estreita
colaboragdo com diversas Associacdes de Doentes,
em particular com aquelas que representam o0s doentes
diagnosticados através do “teste do pezinho”, dando a sua
contribuicao técnico-cientifica sempre que solicitada. Em
2019 foi assinado o protocolo de colaboragao entre 0 INSA e a
APOFEN, em 2020, o protocolo de colaboragao com as duas
Associacoes de Doentes da Fibrose Quistica: Associagéo
Nacional de Fibrose Quistica (ANFQ) e Associagao Portuguesa
de Fibrose Quistica (APFQ), em 2024 o protocolo de
cooperacdo com a Associagao Portuguesa de Pais e Doentes
com Hemoglobinopatias (APPDH) e em 2025 o protocolo com
a Associacao Portuguesa de Neuromusculares (APN).

Desde o inicio deste Programa que existe uma ligagao estreita
entre os Centros de Tratamento Especializados, os locais de
colheita do “teste do pezinho” e a URN.

As atividades de I1&D estao também profundamente ligadas ao
Programa com as caracteristicas do PNRN que se traduzem em
ganhos significativos em salde publica e, consequentemente,
conduzem a uma diminuicdo da morbilidade e mortalidade
infantis.

Sera ainda de salientar que, desde 2004, que a URN tem
mantido, de forma permanente, um dos seus objetivos, que
consiste em contribuir para a disseminagdo do conhecimento
através do aumento da capacitagao e da literacia no ambito
do rastreio neonatal, desenvolvendo acbes de formacao
designadas “Um dia com o Rastreio Neonatal’”, com
periodicidade bianual, para além das inimeras visitas de
estudo a Unidade.

O PNRN é um programa dinamico, que se tem mantido atento
as recomendacdes internacionais, a inovagdes tecnoldgicas
e terapéuticas e as possibilidades de melhoria dos seus
indicadores e que tem trazido um valor acrescido a detecdo
precoce de algumas patologias (14). Envolvendo profissionais
de saude das areas laboratorial e clinica, bem como decisores
politicos e associagdes de doentes, 0 PNRN mantém-se como
um programa de referéncia a nivel nacional e internacional. A
taxa de cobertura nacional mantém-se proximo dos 100%, o
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que constitui um excelente indicador de aceitacdo e adesao
da populacado a este programa nacional, nao obrigatorio, de
saude publica. Anualmente a Comissao Executiva reline com
a Comisséo Técnica Nacional do PNRN onde ¢ discutido o
relatério anual de atividades do ano anterior e assuntos de
indole geral e particular. Entre os varios assuntos abordados,
tem sido dado especial destaque a tomada de decisdo da
integracao de mais doencas, no painel de doengas rastreadas
e, eventualmente, de novos rastreios e 0 seu impacto, em
termos de salde publica. Sempre que é iniciado um rastreio é
contactada a respetiva Associacao de doentes que colabora
e da o seu apoio.

O rastreio neonatal ¢ uma conquista de salde publica que
muda vidas e pode ajudar a reduzir a morbilidade e mortalidade
de doencas raras trataveis em todo o mundo.
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_Vinte anos de rastreio neonatal alargado de doencas metabdlicas em Portugal

(2004-2024)

Twenty years of expanded newborn screening for metabolic diseases in Portugal (2004-2024)
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Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Porto, Portugal

_Resumo

O Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN) identifica doentes com do-
encas raras através de um rastreio de ambito nacional. Atualmente, séo iden-
tificadas 28 doengas, das quais 24 sdo doengas metabdlicas, 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 detegdo simultanea de 24 do-
engas metabdlicas através da analise de aminoacidos e acilcarnitinas, dando
origem ao que se designa por rastreio neonatal alargado.

De forma a melhorar a eficacia da detecao laboratorial das patologias rastrea-
das foi implementado um grupo de provas de segundo nivel (doseamento da
succinilacetona, homocisteina total, acido metilmalénico, detegéo da propionil-
glicina e separagdo dos isémeros de C5-carnitina), e a sua incorporagéo nos
fluxogramas de detecao, com ganhos significativos em sensibilidade e especi-
ficidade. Esta estratégia foi fundamental para o PNRN apresentar taxas de fal-
s0s positivos e falsos negativos, para o rastreio de doengas metabdlicas, muito
baixas aumentando, desta forma, o valor que aporta em saude publica.

Desde a sua implementacéo, em 2004, foram analisados 1 755 043 recém-nas-
cidos por MS/MS o que permitiu a identificagcdo de varias centenas de recém-
-nascidos afetados, resultando em intervencdes clinicas precoces e melhoria
clara nos resultados clinicos.

_Abstract

The Portuguese Neonatal Screening Program (PNRN) identifies patients
with rare diseases through nationwide screening. At present, 28 conditions
are included, of which 24 are inborn errors of metabolism, covering
approximately 100% of newborns.

In 2004, the PNRN introduced tandem mass spectrometry (MS/MS), ena-
bling the simultaneous detection of 24 metabolic disorders by measuring
amino acids and acylcarnitines, thus establishing expanded neonatal
screening in Portugal.

To enhance diagnostic accuracy, a panel of second-tier tests was subse-
quently incorporated, including quantification of succinylacetone, total
homocysteine, and methylmalonic acid, detection of propionylglycine,
and separation of C5-carnitine isomers. Integration of these assays into
disease-specific diagnostic algorithms significantly improved both sensi-
tivity and specificity. This approach has been crucial for maintaining very
low false-positive and false-negative rates in the screening of metabolic
diseases, thereby increasing the program’s public health impact.

Since the implementation of MS/MS in 2004, a total of 1,755,043 newborns
have been screened, leading to the identification of several hundred affec-
ted infants. This has enabled timely clinical interventions and contributed
to markedly improved health outcomes.

_Introdugéo

As doencas metabdlicas sdo um grupo de doencgas genéticas
raras, onde o correto funcionamento do metabolismo celular
esta comprometido. Estima-se que, atualmente, sejam conhe-
cidas aproximadamente 1450 doencas metabdlicas (1) que
afetam as mais variadas vias metabdlicas, incluindo defeitos
em proteinas, transportadores, cofatores, etc. Desde a sua
origem, que o rastreio neonatal esta invariavelmente associado
as doencas metabdlicas. O Rastreio Neonatal teve o seu inicio
com os trabalhos pioneiros de Robert Guthrie (2), nos anos
sessenta do século passado, que desenvolveu um método
simples e econémico para realizar uma avaliacao semi-quanti-
tativa dos niveis de fenilalanina em sangue de recém-nascidos,
colhido em papel de filtro, de forma a rastrear a fenilcetonuria.
Foram as vantagens da utilizacao deste tipo de amostra, a
simplicidade, eficiéncia e baixo custo do teste, associados
aos excelentes resultados clinicos de um tratamento precoce
da fenilcetondria, que foram os grandes impulsionadores da
expansao dos Programas de Rastreio Neonatal por todo o
mundo (®). A seguinte grande revolugdo dos Programas de
Rastreio Neonatal esteve, também ela, relacionada com as
doengas metabdlicas e foi a adaptacao e introdugao da espec-
trometria de massa em tandem nos laboratérios de rastreio
neonatal. A adaptacao 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 multianalitica, veio possibilitar o
rastreio de mais de 20 doengas metabdlicas simultaneamente,
numa Unica andlise, através da quantificagdo de aminoacidos
e conjugados de carnitina, dando origem ao que se passou a
chamar de Rastreio Neonatal Alargado.
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O Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN) é um pro-
grama de saude publica que teve o seu inicio em 1979, com o
rastreio da fenilcetondria. O Programa sempre se caracterizou
por uma forte dindmica na procura de aumentar os ganhos
em saude que aporta a populacéo, o que se traduziu na reali-
zacao de varios estudos piloto para avaliacdo de exequibilida-
de e beneficios de novos rastreios (6.7). Em 2004 deu-se inicio
a um estudo piloto para o rastreio alargado de doengas meta-
bélicas por espectrometria de massa () que, apos avaliagdo
positiva, resultou na incorporacdo de mais 23 doencas meta-
bélicas no painel do PNRN (tabela 1), em 2006 (9). O PNRN
é um programa publico de participacao voluntéaria e que apre-
senta uma taxa de cobertura superior a 99,5%, o que é um re-
flexo da sua forte implementacao e aceitacdo pela sociedade.
Todas as analises laboratoriais de suporte ao funcionamento
do PNRN sé&o efetuadas num unico laboratorio, a Unidade de
Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Departamento
de Genética Humana do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, onde sdo processadas aproximadamente 88
000 amostras por ano (+350 amostras por dia). As colheitas
das amostras sao realizadas maioritariamente em centros de

salide ou unidades hospitalares e enviadas para o laboratério,
fundamentalmente, por correio postal (7).

_Objetivo

Neste trabalho apresenta-se os resultados de 20 anos
(2004-2024) do rastreio neonatal alargado a doengas
metabdlicas na populacdo portuguesa.

_Material e métodos

Este estudo inclui 1 755 043 amostras de sangue em papel
de filtro de recém-nascidos nascidos em Portugal colhidas,
maioritariamente, entre 0 3° e 0 6° dia de vida (garantindo 48
horas de alimentacao ajustada ao peso do recém-nascido),
entre 2004 e 2024. As analises de aminoacidos e
acilcarnitinas foram efetuadas por espectrometria de massa
em tandem (MS/MS) (°) sendo rastreadas as 24 doencas
metabolicas indicadas na tabela 1, pertencentes ao grupo
das aminoacidopatias, défices do ciclo da ureia, acidurias
orgénicas e défices da B-oxidacao mitocondrial dos acidos
gordos.

Tabela 1: [ Painel de doengas metabdlicas rastreadas no &mbito da atividade do PNRN.

Fenilcetonuria / Hiperfenilalaninemias

Tirosinemia tipo |
Tirosinemia tipo II/11l
Leucinose (MSUD)
Homocistindria classica

Aminoacidopatias

Hipermetioninemia (déf. MATI/III)

Citrulinemia tipo |
Doengas do Ciclo da Ureia
Hiperargininemia

Aciduria Propidnica (PA)

Aciduria Arginino-succinica

Aciduria Metilmalénica (déf. em metilmalonil CoA mutase/cobalaminas)

Aciduria Isovalérica (IVA)
Aciduria 3-Hidroxi-3-Metilglutarica (3-HMG)
Aciduria Glutarica tipo | (GA I)

Acidurias Organicas

3-Metilcrotonilglicinuria (3-MCC)

Aciduria Malénica

Défice da desidrogenase de 3-hidroxi-acil CoA de cadeia curta (SCHAD)
Défice da desidrogenase dos &cidos gordos de cadeia média (MCAD)

Doengas da B-Oxidagédo
Mitocondrial
dos Acidos Gordos

Défice da desidrogenase de 3-hidroxi-acil CoA de cadeia longa (LCHAD/TFP)
Défice da desidrogenase dos &cidos gordos de cadeia muito longa (VLCAD)
Défice da carnitina-palmitoil transferase | (CPT I)

Défice da carnitina-palmitoil transferase Il (CPT Il / CACT)
Défice multiplo das desidrogenases dos &cidos gordos (MADD / Aciduria glutarica tipo Il)
Défice primario em carnitina (CUD)
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Resultados

Desde 1979, ja foram rastreados 4 309 181 recém-nascidos 1000 recem-nascidos afetados, em que foi possivel intervir,
para a fenilcetonuria e 1 755 043 para as restantes 23 doencas alterando positivamente o curso clinico da doenga.
metabolicas (desde 2004), tendo sido identificados mais de

Tabela 2: [} Resultados cumulativos do rastreio neonatal de doengas metabédlicas em Portugal.

Doencas hereditarias do metabolismo Positivos Prevaléncia
Aminoacidopatias 509 1: 6.134
Fenilcetontria (PKU)* 376 1:11.461
Hiperfenilalaninemia/DHPR ** 45 1: 37.964
Leucinose (MSUD) ** 22 1:79.775
Tirosinemia tipo | (Tyr 1) ** 6 1: 292.507
Tirosinemia tipo /11 (Tyr [1/111) ** 9 1: 195.005
Homocistinuria cldssica (Hcy) 7 1: 250.720
Deficiencia em Metionina Adenosiltransferase I1/11l (MAT I1/111) ** 44 1:39.887
Doencas do Ciclo da Ureia 29 1: 60.519
Citrulinemia tipo | (Cit 1) ™ 12 1: 146.254
AcidUria Argininosuccinica (AAS) ** 9 1: 195.005
Argininemia (Arg) ** 8 1:219.380
Acidurias Organicas 127 1:13.819
3-Metilcrotonilglicintria (3-MCC) / Deficiéncia em Holocarboxilase Sintetase (Def. HCS) ** 43 1: 40.815
Aciduria Isovalérica (IVA) ** 9 1: 195.005
Acidlria Propionica (PA) ** 5 1: 351.009
Aciduria Metilmalonica tipo mut- (MMA mut-) / Défices do Metabolismo das Cobalaminas ** 35 1:50.144
AcidUria Glutérica tipo | (GAT) ** 21 1: 83.573
Aciduria 3-Hidroxi-3-Metilglutdrica (3-HMG) ** 11 1: 159.549
Aciduria Malénica (MA) *° 3 1: 585.014
Défices da B-Oxidacdo Mitocondrial dos Acidos Gordos 344 1:5.102
Deficiéncia da Desidrogenase dos Acidos Gordos de Cadeia Média (MCAD) ** 273 1: 6.429
Deficiéncia da Desidrogenase de 3- Hidroxi-Acil-CoA de Cadeia Longa (LCHAD) / - o
Deficiéncia da Proteina Tifuncional Mitocondrial (TFP) **
Deficiéncia Multipla das Acil-CoA Desidrogenases dos Acidos Gordos (MADD) ** 13 1:135.003
Deficiéncia primaria em carnitina (CUD) ** 15 1:117.003
Deficiéncia da Desidrogenase dos Acidos Gordos de Cadeia Muito Longa (VLCAD) ** 14 1: 125.360
Deficiéncia da Carnitina-Palmitoil Transferase | (CPT I) ** 4 1: 438.761
Deficiéncia da Carnitina-Palmitoil Transferase | (CPT Il) / Deficiéncia da Carnitina-acilcarnitina . e
translocase (CACT) **
Deficiéncia da Desidrogenase de 3- Hidroxi-Acil-CoA de Cadeia Curta (SCHAD) ** 2 1: 877.522
Total 1.009 1:2.232

Recém-nascidos rastreados: 4309181; “*1755043
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Das doencas metabdlicas rastreadas, a que apresenta uma
maior prevaléncia em Portugal é a deficiéncia na desidrogenase
dos acidos gordos de cadeia média (MCAD), com uma
prevaléncia de 1:6429 recém-nascidos, uma das mais elevada
reportada em todo o mundo (19). 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
prevaléncia de doencas genéticas (11). Globalmente, as
doengas metabdlicas rastreadas (considerando os dados
do rastreio da fenilcetonuria desde 1979) apresentam uma
prevaléncia ao nascimento de 1: 2232 recém-nascidos, tendo
sido identificados mais de 1000 criancas afetadas onde foi
possivel instituir uma intervencao terapéutica precoce. Para
além das doengas incluidas no painel de rastreio, foram
igualmente detetados doentes com outras patologias, através
de diagnésticos diferenciais das rastreadas, nomeadamente
deficiéncia em holocarboxilase sintetase, deficiéncia em
B-cetotiolase, sindroma de Brown-Vialetto-Van-Laere,
deficiéncia total da proteina trifuncional mitocondrial e
deficiéncia na translocase da carnitina/acilcarnitina. Durante
este periodo foram igualmente identificadas situagdes de
doencas/condi¢cdes maternas que tiveram efeito no resultado
do rastreio neonatal dos seus filhos. Foram identificadas,
através de alteracdes no rastreio neonatal dos filhos, maes
com MCAD (n=1), com aciduria glutarica tipo | (n=5), com
deficiéncia primaria em carnitina (n=9), 3-metilcrotonilglicinuria
(n=18) e deficiéncias maternas em vitamina By, (n=35). Embora
a detegao de doencgas/condi¢cdes maternas nao seja um dos
objetivos primarios do rastreio neonatal, a verdade é que ela
aporta vantagens em saude, ndo apenas para as maes como
também, em algumas situagoes, para os recém-nascidos. O
melhor exemplo s&o as deficiéncias maternas em vitamina By,
muitas vezes associadas a desequilibrios alimentares, e que
podem comprometer de forma significativa o desenvolvimento
dos recém-nascidos, sendo importante uma detegdo e
corregdo precoces nos recém-nascidos (12),

Os Programas de Rastreio Neonatal devem garantir o
méaximo de ganhos em salde para a populacdo a que se
dirigem. De forma a atingir este objetivo é necessario, do

ponto de vista laboratorial, que estejam implementados
sistemas de melhoria continua e de controlo de indicadores
relevantes, como é o caso da sensibilidade, especificidade,
falsos positivos ou falsos negativos. Apds, em 2004, se ter
procedido ao maior alargamento da sua histdria, no que
a doencas rastreadas diz respeito, verificou-se que para
algumas das patologias entdo rastreadas a sensibilidade
e/ou especificidade eram melhoraveis, nomeadamente no
caso da tirosinemia tipo I, aciduria isovalérica, homocistindria
classica, aciduria propionica, aciduria metilmalénica e défices
do metabolismo das cobalaminas. De forma a colmatar essas
situacdes, a abordagem definida passou por implementar
provas de segundo nivel (testes mais especificos, realizados
sobre a amostra inicial de rastreio, quando se detetam
alteragdes no rastreio inicial), nomeadamente o doseamento
da succinilacetona, homocisteina total, acido metilmalonico,
detegao da propionilglicina e separagao dos isémeros de
Cbh-carnitina, e a sua incorporacao nos fluxogramas de
detecdo das patologias (13:14). Esta estratégia traduziu-se na
melhoria dos indicadores do PNRN para o rastreio de doencas
metabdlicas, nomeadamente no valor preditivo positivo e na
taxa de falsos positivos. Efetuando-se a comparagdo dos
indicadores do ano de 2016 com o0 ano de 2017 (ano em que
foram adotadas as provas de segundo nivel, com excegao 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 diminuicéo de 41%) (grafico 1). Estas melhorias
nao refletem o impacto do doseamento da succinilacetona,
0 que faria com que a melhoria nos indicadores tivesse
uma magnitude ainda mais expressiva. No entanto, as
vantagens da adocao destas provas de segundo nivel ndo se
esgotam na reducéo dos falsos positivos, manifestando-se
também num aumento de sensibilidade na identificagao das
patologias. Neste contexto, é relevante salientar que foi a
implementacao destas provas que possibilitou a identificagao
de deficiéncias de vitamina B, que resultam em fendtipo
bioquimico detetavel nos recém-nascidos, cuja intervencao
precoce é reconhecidamente vantajosa e importante para o
normal desenvolvimento do individuo.
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De forma a garantir a qualidade analitica, o laboratério tem
implementado um sistema de qualidade com procedimentos
de controlo interno, participando também em varios programas
de avaliacao externa de qualidade, no ambito do rastreio de
doencas metabdlicas, nomeadamente do CDC - Center for
Disease Control and Prevention, UKNEQAS - external quality
assessment laboratories e SIMMESN - [talian Society for the
Study of Inherited Metabolic Diseases and Neonatal Screening,
sempre com étimos resultados.

Gréfico 1: [ Variagéo da taxa de falsos positivos no rastreio de doengas metabélicas, antes e depois da implementagéo

das provas de segundo nivel.
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_Discusséo e concluséo

Ao longo de toda a sua existéncia, o PNRN sempre se
caracterizou por uma dindmica continua em busca de
aumentar o impacto positivo que aporta a populacao
portuguesa. Esta dindmica inclui, ndo apenas a procura
permanente de melhores e mais eficazes abordagens ao
rastreio das patologias, mas também a realizagao de estudos
piloto para avaliar da possibilidade de rastrear mais doencas,
a melhoria da informacao prestada aos pais e profissionais
de saude e a otimizacdo da comunicacao/articulacdo entre
todos 0s envolvidos no processo de rastreio neonatal, desde
a realizacdo da colheita até a disponibilizagdo do melhor
tratamento e acompanhamento possiveis.

2018 2019

2020 2021 2022 2023 2024

Anos

Pese embora algumas duvidas iniciais, o rastreio neonatal
alargado de doencas metabdlicas revelou-se extremamente
vantajoso e permitiu a intervencéao clinica precoce em centenas
de recém-nascidos em Portugal, com uma influéncia muito
positiva no seu curso clinico e uma diminuigdo significativa
das morbilidade e mortalidade associadas as patologias
rastreadas. A incorporacdo deste rastreio num programa
solidamente implementado e integrado nas politicas de salude
publica do pais, traduz-se em diagnosticos atempados,
intervengoes clinicas precoces e de acordo com as melhores
praticas internacionais, culminando num melhor prognoéstico
e qualidade de vida dos recém-nascidos e das suas familias.

31



() instiuvto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico 02>

Doutor Ricardo Jorge nimero

especial 17

22 série

artigos breves_ n. 5

Referéncias bibliograficas:

(1) Ferreira CR, Rahman S, Keller M, et al ; ICIMD Advisory Group. An international
classification of inherited metabolic disorders (ICIMD). J Inherit Metab Dis. 2021
Jan;44(1):164-17. https://doi.org/10.1002/jimd.12348

(2) Guthrie R, Susi A. A simple phenylalanine method for detecting phenylketonuria in
large populations of newborn infants. Pediatrics. 1963 sep;32:338-43.
https://doi.org/10.1542/peds.32.3.338

(3) Castifieras DE, Couce ML, Marin JL, et al. Newborn screening for metabolic disor-

ders in Spain and worldwide. An Pediatr (Engl Ed). 2019 Aug;91(2):128e1-128e14.

https://doi.org/10.1016/j.anpede.2019.05.005

Millington DS, Kodo N, Norwood DL, et al. Tandem mass spectrometry: a new

method for acylcarnitine profiling with potential for neonatal screening for inborn

errors of metabolism. J Inherit Metab Dis. 1990;13(3):321-4.
https://doi.org/10.1007/BF01799385

(5) Chace DH, Millington DS, Terada, et al. Rapid diagnosis of phenylketonuria by
quantitative analysis for phenylalanine and tyrosine in neonatal blood spots by
tandem mass spectrometry. Clin Chem. 1993 Jan;39(1):66-71.
https://doi.org/10.1093/clinchem/39.1.66

(6) Vilarinho L, Rocha H, Sousa C, et al. Programa Nacional de Diagndstico Precoce:
35 anos de atividade (1979-2014). Boletim Epidemiolégico Observagbes. 2015;14:3-
-6. http://hdl.handle.net/10400.18/3222

(7) Rocha H, Marcéo A, Sousa C, et al. Programa Portugués de Cribado Neonatal.
Rev Esp Salud Publica. 2021;95:e1-7.
https://ojs.sanidad.gob.es/index.php/resp/article/view/484

(4

(8) Vilarinho L, Rocha H, Marcéo A, et al. Diagnéstico precoce: resultados prelimina-
res do rastreio metabdlico alargado. Acta Pediatr Port. 2006;37(5):6.
https://ojs.pjp.spp.pt/article/view/4805%articlesBySameAuthorPage=1

©

Vilarinho L, Rocha H, Sousa C, et al. Four years of expanded newborn screening in
Portugal with tandem mass spectrometry. J Inherit Metab Dis. 2010 Dec;33(Suppl
3):5133-8. Epub 2010 Feb 23. https://doi.org/10.1007/s10545-010-9048-z

(10) Rocha H, Castifieiras D, Delgado C, et al. Birth Prevalence of Fatty Acid §-Oxi-
dation Disorders in Iberia. JIMD Rep. 2014;16:89-94. Epub 2014 Jul 11.
https://doi.org/10.1007/8904_2014_324

(11) Ventura FV, Leandro P, Luz A, Rivera IA, et al. Retrospective study of the me-
dium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency in Portugal. Clin Genet. 2014
Jun;85(6):555-61. Epub 2013 Jul 28. https://doi.org/10.1111/cge.12227

(12) Lipari Pinto P, Florindo C, Janeiro P, et al. Acquired Vitamin B12 Deficiency in
Newborns: Positive Impact on Newborn Health through Early Detection. Nutrien-
ts. 2022 Oct 20;14(20):4397. https://doi.org/10.3390/nu14204397

(18) Rocha H. ;Qué hay de nuevo en el cribado neonatal de enfermedades metabdli-
cas? Acta Pediatr Esp. 2015;73 (suppl):S12-3. https://www.actapediatrica.com/in-
dex.php/suplementos/download/1733_7902c06bd928c7f07ba75232a4ff7f5h

(14) Gongalves MM, Marcdo A, Sousa C, et al. Portuguese Neonatal Screening Pro-
gram: A Cohort Study of 18 Years Using MS/MS. Int J Neonatal Screen. 2024 Mar
20;10(1):25. https://doi.org/10.3390/ijns10010025

32



nstiuto_Nacional de Sadde

Doutor Ricardo Jorge

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

O

numero

especial 17

22 série

_Rastreio neonatal da fibrose quistica em Portugal: etapas de uma histdria de sucesso
Cystic fibrosis newborn screening in Portugal: stages of a successful story

Ana Marcéo, Lurdes Lopes, Concei¢do Pinho, Fabio Guimardes, Laura Vilarinho

ana.marcao@insa.min-saude.pt

Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Porto, Portugal

_Resumo

A Fibrose Quistica (FQ) é uma doenga genética com transmissao autossomica
recessiva, resultante da deficiéncia na proteina CFTR (Cystic Fibrosis Trans-
membrane Conductance Regulator). Associada a esta patologia, esta descrita
uma mutagao 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 possivel desde 1979, baseado na determi-
nagéo de elevadas concentragoes de Tripsinogénio Imunorreativo (IRT) sangui-
neo, nos recém-nascidos (RN) afetados. Atualmente, sdo utilizadas diferentes
combinagdes de marcadores bioquimicos e varios niveis de analise genética,
em algoritmos de rastreio neonatal complexos.

Em Portugal, este rastreio decorre a nivel nacional desde 2013, apds um pri-
meiro estudo-piloto regional. Foram rastreados 949 624 RN e identificados
92 doentes, o que se traduz numa prevaléncia de 1:10 322 RN.

Este trabalho descreve a implementacao do rastreio neonatal da FQ em Portu-
gal, desde os estudos-piloto (1991-1995 e 2013-2016) até a sua integracéo ofi-
cial no Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN), em 2018, salientando
aimportancia dos fatores epidemiolégicos, econémicos e ético-legais na imple-
mentacao e otimizacao do rastreio neonatal.

_Abstract

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disorder with autosomal recessive
inheritance, resulting from a deficiency in the CFTR protein (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). A prevalent mutation,
p.Phe508del, is present in over 90% of alleles in patients of Northern Eu-
ropean descent, but more than 2,000 other variants have been identified
in the CFTR gene.

Neonatal screening for this disease has been possible since 1979, based
on the detection of elevated levels of immunoreactive trypsinogen, in
the blood of affected newborns. Currently, various combinations of
biochemical markers and multiple levels of genetic analysis are used in
complex newborn screening algorithms.

In Portugal, nationwide screening has been in place since 2013, following
an initial regional pilot study. A total of 949,624 newborns have been
screened, with 92 patients identified, corresponding to a prevalence of 1
in 10,322 live births.

This paper describes the implementation of neonatal CF screening in Portu-
gal, from the pilot studies (1991-1995 and 2013-2016) to its official 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.

_Introdugéo

A Fibrose Quistica (FQ) foi descrita, pela primeira vez, em
1938 por Dorothy Andersen, como uma doencga do pancreas,
sendo posteriormente reconhecido o envolvimento pulmonar.
As primeiras, e mais frequentes, manifestagoes clinicas desta
patologia sdo infecdes respiratdrias recorrentes e baixo peso,
devido a insuficiéncia pancreéatica, 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 € uma caracteristica da
doencga e a descoberta de elevadas concentragdes de ides
cloreto (Cl-) no suor destes doentes levou ao desenvolvimento
do “teste do suor”, ainda hoje o teste mais utilizado na confir-
macgdo do diagndstico da FQ. Muitas outras manifestagoes
clinicas surgem associadas a esta patologia ().

A FQ ¢é uma doenga genética com transmissao autossémica
recessiva e resulta da deficiéncia na proteina Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), um canal
ionico responsavel pelo transporte dos ides Cl- e bicarbona-
to (HCOB-) através da membrana apical das células epiteliais,
e codificada pelo gene CFTR (2). Mais de 2000 variantes
foram identificadas neste gene, e 0 prognéstico clinico a par-
tir das mutagdes identificadas € limitado, devido a fraca cor-
relagdo genotipo-fendtipo, especialmente para os sintomas
pulmonares. Apesar de estar presente na generalidade das
populacdes, a prevaléncia da FQ é superior nas populacoes
de origem europeia, onde apresenta um valor médio de 1:3
500 RN. Esta elevada frequéncia esta associada a uma muta-
cao 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 suplementagdo com enzimas
pancreaticas lipossollveis, 0 que permite a melhoria significati-
va do estado nutricional destes doentes, e a utilizacdo de
potentes antibidticos e mucoliticos na resolucao das infecoes
respiratrias persistentes (5:6). Recentemente, a utilizacéo
de moduladores genéticos altamente eficientes que atuam
corrigindo, a nivel molecular, as alteracdes estruturais ou de
fungao da proteina CFTR, teve um elevado impacto na melhoria
da satde e qualidade de vida dos doentes com FQ (5.7-9),

O aumento do Tripsinogénio Imunorreativo (IRT) sanguineo, ao
nascimento, permite efetuar o rastreio neonatal da FQ, desde
1979 (10), A identificagdo do gene e proteina envolvidos na
FQ, em 1989 (2), e a demonstracao, em 2005 (1), de valores
sanguineos elevados para a Proteina Associada a Pancreatite
(PAP), nos RN com FQ, vieram permitir a introducado de testes
de segunda linha nos algoritmos de rastreio, permitindo uma
melhoria significativa do seu desempenho. Muitos programas
de rastreio neonatal utilizam atualmente algoritmos complexos,
combinando a utilizacdo de marcadores biogquimicos (IRT
e PAP), e também varios niveis de analise genética (12). Os
doentes com quadros clinicos de ileo meconial apresentam,
frequentemente, valores normais de IRT ao nascimento, pelo
que néo séo identificados no rastreio neonatal, com as estraté-
gias habituais. Estas criangas devem realizar o teste do suor,
ou efetuar o estudo do gene CFTR, mesmo que o resultado
do rastreio neonatal seja negativo.

_Objetivo

A integracao da fibrose quistica num programa de rastreio
neonatal exige a otimizacao do algoritmo de rastreio a utilizar,
atendendo as condicbes peculiares de cada populagao.
Este trabalho descreve a implementacdo desse rastreio em
Portugal, que decorre a nivel nacional desde 2013, salientando
a importancia dos fatores epidemiolégicos, econdmicos e
ético-legais, particulares da nossa populacao, e que condicio-
naram quer a implementacéo, quer a otimizacao 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 regido centro, tendo sido
estudados 4 533 RN (PNDP- relatério 1993 (18)). Foi utilizada
uma estratégia IRT/ IRT, e o IRT foi determinado utilizando
0 método DELFIA® da PerkinElmer. Em 2013, iniciou-se um
estudo-piloto a nivel nacional, que se prolongou até 2016, e
incluiu 255 000 RN. Foi utilizada uma estratégia IRT/PAP/IRT,
e a quantificacdo 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 préximo da area de residéncia dos pais.
No CT, é efetuada a avaliagao clinica, realizado o teste do suor, e
solicitado o consentimento informado dos pais, para realizagédo
do estudo do gene CFTR, nos casos positivos ou duvidosos. O
estudo genético foi efetuado a dois niveis: pesquisa da mutagéo
mais frequente (p.Phe508del) por PCR alelo-especifico (método
adaptado de Ferrie, et al. (19)), e pesquisa de 62 mutacdes mais
frequentes na Peninsula 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 alteragées ao algoritmo (16),
Em 2022, o estudo genético passou a ser efetuado com o kit
CFTR68 da Devyser®, que permite a pesquisa de 68 mutacoes
consideradas significativas na populagdo 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 passiveis de referenciacao, todos 0s casos com,
pelo menos, uma mutacéo identificada. Os casos com IRT>
150 ng/mL na amostra de rastreio, que mantiveram um valor
aumentado na amostra de repeticao (IRT>100 ng/mL), foram
também referenciados. Desde o inicio de 2024, passou a
ser também solicitada uma amostra de repeticdo, para o
doseamento do IRT, em todos 0s casos com apenas uma
mutagdo identificada, isto é, uma estratégia IRT/PAP/DNA/IRT
(figura 1). A quantificacdo do IRT é efetuada pelo sistema
GSP® da Rewity, desde 2024. Os doseamentos do IRT e da
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PAP estao acreditados pelo Instituto Portugués de Acreditacao
(IPAC), segundo a Norma NP EN ISO 15189 (Laboratérios
clinicos: Requisitos para a qualidade e competéncia), desde
2019.

Globalmente, desde 2013, foram rastreados 949 624 RN, a
nivel nacional.

Figura 1: [ Algoritmo do rastreio neonatal da fibrose quistica desde 2024.
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_Resultados e discussdo

No primeiro estudo-piloto realizado em Portugal para o rastreio
neonatal da FQ (1991-1993), foram identificados 4 casos
positivos na regiao do Grande Porto, daqui resultando uma
prevaléncia de 1: 10 000 RN. Na regido Centro (1994-1995) ndo
foi identificado nenhum doente. Os resultados obtidos ficaram
muito aquém do esperado: 0 nimero de doentes identificados
indicava uma prevaléncia ao nascimento para a FQ de metade
do previsto, e 0 método de rastreio utilizado resultava num
elevado nimero de casos falsos positivos, com necessidade
de convocar um grande numero de RN para efetuar o teste
do suor, afetando, negativamente, muitas familias. Estes resul-
tados, associados ao questionavel beneficio clinico que a iden-
tificagdo precoce dos doentes trazia nessa altura, resultaram
na suspensdo desse rastreio (PNDP - relatério 1995 (17)).

Em 2013, surgiu a oportunidade de realizar um segundo
estudo-piloto com o projeto “Rastreio,

Tratamento Precoce da Fibrose Quistica”, financiado pelo Alto

Diagndstico e

Comissariado para a Saude e envolvendo varias Associacoes
de Doentes, o Instituto Nacional de Saude 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). |dentifica-
ram-se, neste periodo, trés casos falsos negativos, um deles
com fleo meconial, por suspeita clinica. Considerando os 35
casos identificados, observou-se uma prevaléncia de 1:7 285
RN. A introdugao da determinagao da PAP, na estratégia de
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rastreio, possibilitava um custo-beneficio aceitavel para a
comunidade, e permitia contornar a questao do rastreio genéti-
co, legalmente e economicamente nao aceitavel em Portugal,
nessa altura. Em 2017, foram criados os Centros de Referéncia
Nacionais (CR) para a area da FQ (Despacho n.° 6669/2017),
passando todos 0s 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 o0 estudo genético no algoritmo de rastreio
[estratégia IRT/PAP/DNA (2023) e IRT/PAP/DNA/IRT (2024)],
com um valor de seguranca para valores muito elevados
de IRT (=150ng/mL). Todas as alteracdes no algoritmo de
rastreio neonatal da FQ foram efetuadas apds reuniao com
0s CR. A analise genética efetuada inclui apenas a pesquisa
de mutacdes comprovadamente causais de FQ, de acordo
com a base de mutagoes CFTR2, e frequentes na populacdo
europeia. Com a introducao do estudo genético no algoritmo
de rastreio, 0 numero 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 diminuigdo do nimero
de casos falsos positivos referenciados é especialmente

importante, por varios motivos: 1) representam uma sobrecar-
ga desnecesséria para os CR, 2) diminuem a confianca dos
profissionais de salde no rastreio neonatal, e 3) representam
uma enorme ansiedade para as familias.

Desde 2013, foram rastreados 949 624 RN e identificados 92
doentes, o que se traduz numa prevaléncia de 1:10 322 RN
(PNRN- relatério 2024 (18)). Foram identificados oito casos
falsos negativos, quatro dos quais apresentando quadros cli-
nicos sugestivos de ileo meconial. Oito casos referenciados
apresentaram valores de teste do suor intermédios ou varian-
tes genéticas de significado incerto, e mantém-se em vigilan-
cia clinica (casos CFSPID, Cystic Fibrosis Screening Positive
Inconclusive Diagnosis). O doseamento da PAP apresenta
uma dupla vantagem: é economicamente mais vantajoso,
pois permite diminuir o nimero de estudos genéticos, e reduz
significativamente o numero de casos CFSPID e portadores
identificados, relativamente a algoritmos em que o estudo ge-
nético é utilizado como teste de segunda linha (19). Por outro
lado, a introducéo do estudo genético, como teste de terceira
linha, permite uma melhoria consideravel do desempenho
deste rastreio, com uma diminuicao significativa da taxa de
pedidos de segundas amostras e um aumento significativo
do VPP (20). A analise dos resultados genéticos de todos os
doentes identificados desde 2013, mostra que a mutagao

Tabela 1: [ Comparagédo dos resultados do rastreio neonatal da FQ com a estratégia IRT/PAP/IRT e IRT/PAP/DNA/IRT.

Estratégia de rastreio

N° de RN rastreados

Pedidos de novas amostras (%)
Valor preditivo positivo (VPP)*
Sensibilidade*

Especificidade

Valor preditivo positivo (VPP)* para os
casos referenciados

Prevaléncia ao nascimento

IRT/PAP/IRT IRT/PAP/DNA/IRT
(2017-2022) (2024)
524 200 84 631
0,3 0,04
2,9 18
95,3% 100%
99,7% 99,9%
30 50
1: 11 649 1: 12 090

*Célculos efetuados sem contabilizar casos com ileo meconial.
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p.Phe508del esta presente em 65% dos alelos. Cinco
mutagdes adicionais foram identificadas com uma frequéncia
alélica de mais de 2% (p.Gly542X, p.Arg334Trp, p.Alab61Glu,
p.Gly85Glu e p.Asn1303Lys), apresentando todas as restantes
mutagdes uma frequéncia inferior.

A prevaléncia da FQ ao nascimento mantém, desde o inicio do
rastreio nacional, uma tendéncia decrescente. Esta diminuigao,
que acompanha 0 que acontece em outros paises europeus,
pode dever-se ao aconselhamento genético e ao diagnostico
pré-natal, mas também a alteragdo das caracteristicas da
populacao europeia em idade fértil. Fendmenos globais de
migracao, trouxeram para a Europa ocidental muitos individuos
jovens, oriundos de populagbes com menor prevaléncia ao
nascimento da FQ.

_Concluséo

A otimizacdo da estratégia do rastreio neonatal da fibrose
quistica (FQ) em Portugal, de acordo com os aspetos éticos,
sociais, econdémicos e epidemioldgicos da populagédo
portuguesa, tem-se revelado fundamental para a melhoria
continua do desempenho deste rastreio.

Cumprindo com as orientagdes internacionais e com 0s
objetivos do Programa Nacional de Rastreio Neonatal, este
rastreio tem contribuido para a exceléncia dos cuidados de
salde oferecidos aos doentes portugueses com FQ.
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Resumo

As hemoglobinopatias sdo um conjunto de anemias hereditarias relacionadas
com alteragdes quantitativas ou qualitativas da hemoglobina, associadas a ele-
vada morbilidade e mortalidade. Sao das doencas genéticas mais prevalentes
no mundo, destacando-se as talassemias e a anemia das células falciformes ou
drepanocitose.

No contexto das comemoragdes dos 50 anos do Departamento de Genética
Humana (DGH), este artigo visa revisitar a trajetéria dos estudos das hemoglo-
binopatias neste departamento, realcando-se o desenvolvimento dos estudos
moleculares e funcionais e as consequentes contribuigoes cientificas e sociais
mais relevantes.

No ambito do diagndstico pos e pré-natal, o DGH assegura a identificacdo de
casais em risco de transmitirem hemoglobinopatias graves, oferecendo testes
moleculares e tornando possivel o aconselhamento genético. Por outro lado,
o diagnostico neonatal, permite a detegdo precoce de recém-nascidos afeta-
dos por doenca das células falciformes, proporcionando o inicio atempado do
acompanhamento clinico.

No dominio da investigagao, salientam-se os estudos de pesquisa e validagao
de biomarcadores genéticos que permitem delinear estratégias preventivas e
terapéuticas personalizadas. Paralelamente, a investigacéo de formas muito
raras e complexas de hemoglobinopatias tem contribuido para o conhecimen-
to da fisiopatologia da doenca e revelado novos mecanismos de regulacdo
genica. Destaca-se, ainda, o contributo para o desenvolvimento de uma abor-
dagem inovadora de terapia génica dirigida a beta-talassemia.

Assim, ao longo das Ultimas décadas, o DGH tem sido uma referéncia nacional
na area das hemoglobinopatias, integrando diagnéstico altamente especializado,
investigagéo cientifica, referéncia laboratorial, apoio técnico a politicas de satde
publica, sensibilizacdo e formagéo. Esta atuagédo integrada tem contribuido de
forma decisiva para a mitigagao do impacto destas doengas em Portugal.

_Abstract

Hemoglobinopathies are a group of hereditary anemias related to
quantitative or qualitative alterations of hemoglobin, associated with
high morbidity and mortality. They are among the most common genetic
disorders worldwide, with thalassemia and sickle cell anemia being the
most prevalent.

In the context of the 50th anniversary of the Department of Human Genetics
(DGH), this article aims to revisit the history of hemoglobinopathy studies at
the department, highlighting the molecular and functional studies, and the
more significant scientific and social contributions.

Regarding prenatal and postnatal diagnosis, the DGH ensures the identifi-
cation of couples at risk of transmitting severe hemoglobinopathies by
providing molecular testing and enabling genetic counselling. Additionally,
neonatal diagnosis allows the early detection of newborns affected by
sickle cell disease, permitting timely initiation of clinical follow-up.

In the field of research, emphasis is placed on studies for the identification
and validation of genetic biomarkers that facilitate the development of
personalized preventive and therapeutic strategies. Concurrently, research
on very rare and complex forms of hemoglobinopathies has contributed
to understanding the disease’s pathophysiology and revealed new
mechanisms of gene regulation. Notably, there has also been a significant
contribution to the development of an original gene therapy approach
targeting beta-thalassemia.

Thus, over the past decades, the DGH has established itself as a national
reference center in the field of hemoglobinopathies, combining highly
specialized diagnosis, scientific research, laboratory reference services,
technical support for public health policies, awareness-raising, and
training. This integrated approach has played a decisive role in mitigating
the impact of these diseases in Portugal.

_Introdugéo

As hemoglobinopatias sdo um conjunto de doengas genéticas
que se caracterizam por alteracdes na estrutura ou na sintese
da hemoglobina, sendo esta a proteina responsavel pelo
transporte do oxigénio no sangue. Estas doencas hereditarias
apresentam transmissao autossémica recessiva e S&o,
geralmente, causadas por alteracdes patogénicas nos genes
que codificam as cadeias de globina, constituintes da molécula
da hemoglobina, ou nas suas regides regulatorias 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 reducdo ou auséncia de sintese de uma cadeia
globinica (sendo as mais predominantes a beta-talassemia
e a alfa-talassemia), enquanto as segundas resultam na sin-
tese de uma hemoglobina estruturalmente anémala (sendo a
mais comum a “hemoglobina S”, na origem da drepanocitose,
também designada como anemia das células falciformes).

Os individuos portadores (heterozigéticos) de hemoglobinopa-
tia s@o, geralmente, clinicamente assintomaticos, mas podem
possuir risco genético reprodutivo para hemoglobinopatia
grave 0 que torna indispensavel o aconselhamento genético
em consulta de genética médica. Por outro lado, os individuos
doentes apresentam elevada morbilidade e mortalidade. Nas
formas mais graves de talassemia (major) os doentes apresen-
tam anemia grave, sdo dependentes de transfusdes sangui-
neas, e tém complicacdes graves, tais como sobrecarga de
ferro e endocrinopatia (1). Na drepanocitose, é de salientar a
anemia hemolitica, inflamag&o crénica e infe¢des recorrentes.
Nestes doentes, pode ocorrer falciformagao dos glébulos ver-
melhos, episédios vaso-oclusivos, crises de dor muito intensa,
isquémia e lesdes multiorganicas (2).

As hemoglobinopatias destacam-se também por serem as
doencas monogénicas mais prevalentes no mundo. S&o ori-
ginarias de populacdes da Africa subsariana, da orla do Me-
diterraneo, Médio Oriente, Sudeste Asiatico e subcontinente
Indiano (3). Contudo, multiplos movimentos populacionais,
forgados ou voluntarios, conduziram a sua disseminagao pelo
mundo, levando a uma distribuicdo geografica atualmente
alargada a todos os continentes. Consequentemente, as he-
moglobinopatias tém representado um importante desafio
para a saude publica mundial, devido a sua elevada prevalén-
cia, relevancia clinica e impacto sobre os sistemas de saude.

_Objetivo

No contexto das comemoracgdes dos 50 anos do DGH, este
artigo pretende revisitar a trajetoria dos estudos das hemo-
globinopatias neste departamento, iniciados em 1984, des-
tacando os principais contributos para a ciéncia e para a

sociedade resultantes das atividades de diagnostico alta-
mente especializado, investigagéo cientifica, referéncia la-
boratorial, apoio a politicas de salde publica, bem como
acoOes de sensibilizacao e formacao.

Métodos

Para a elaboragao deste artigo histérico foram consultados

0s arquivos institucionais do departamento, incluindo
bases de dados e artigos cientificos. Foram também
consultadas bases de dados publicas: Globin Gene Server
(https://globin.bx.psu.edu/), ITHANET (https://www.ithanet.eu/)

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

Resultados e discussao

Contexto histérico, fundacao e primeiros marcos

O ano de 1984 marcou o inicio dos estudos de genética
molecular humana no INSA, com a criacao do Laboratério
de Biologia Molecular (LBM), sob a coordenacao do Doutor
Jodo Lavinha. Este laboratério foi pioneiro na introducao
de diversas metodologias de biologia molecular na area
da genética humana, tendo impulsionado a investigacéo
e a implementacao de testes moleculares de diagnéstico
em véarias doencgas genéticas hereditarias, incluindo as
hemoglobinopatias.

Dois anos mais tarde, em 1986, foi criado em Portugal o
Programa Nacional de Controlo das Hemoglobinopatias
(PNCH), em cooperacao com a Organizagdao Mundial de
Saude e coordenagao do INSA e, inevitavelmente, contribuir
para o referido programa foi um dos objetivos do LBM.

Desde o final dos anos 80 até ao inicio dos anos 90 realiza-
ram-se 0s primeiros estudos de epidemiologia molecular
das hemoglobinopatias em Portugal que complementaram o
conhecimento anterior, baseado em parametros hematoldgi-
cos e bioguimicos, no ambito da prevaléncia da beta-talas-
semia e a da drepanocitose no pais 4). Os resultados da
referida investigagdo contribuiram para a publicacdo dos
primeiros artigos cientificos de epidemiologia molecular
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revelando a identificagdo das principais lesdes moleculares
que constituem a base genética destas doengas no nosso
pais e 0 seu padrao de distribuicdo geografica (5-8). Por con-
seguinte, o0 DGH passou a oferecer servigos de diagnoéstico
molecular de &mbito nacional para estas doencas genéticas
e salienta-se, em 1990, a realizacao do primeiro diagnostico
molecular pré-natal de drepanocitose e, em 1991, o primeiro
diagnostico molecular pré-natal de talassodrepanocitose.

Os avangos tecnologicos e metodoldgicos, a
acreditacdo e a referéncia

Desde entdo, os estudos na area das hemoglobinopatias
desenvolvidos no DGH tém envolvido um investimento cons-
tante na inovagao tecnolégica e metodolégica. De lembrar
que as primeiras técnicas laboratoriais usadas no LBM eram
morosas, requeriam o uso de radioatividade e de quantida-
des avultadas de material bioldgico para analise. A partir da
implementacao da polymerase chain reaction (PCR) e de ou-
tros métodos nela baseados, da sequenciacdo de Sanger e
da Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
passaram a obter-se diagnosticos com tempos de resposta
muito mais curtos, menos dispendiosos e mais completos.

Em paralelo com a inovacao tecnolégica e metodolégica, e
primando sempre pela qualidade, o DGH foi o primeiro labo-
ratério no pais a obter acreditagao pelo IPAC no ambito da
Norma ISO 15189 para diversos testes genéticos, incluindo
os das hemoglobinopatias (http://www.ipac.pt/pesquisa/fi-
cha_15189.asp?id=E0015).

Consequentemente ao acima exposto, e também gracas a
colaboragéo ativa e complementar entre dois departamen-
tos técnico-cientificos, DGH e Departamento de Promocao
da Saude e Prevencdo de Doencas Nao Transmissiveis
(DPS), o INSA diferenciou-se como o Laboratério de
Referéncia na area do diagndstico das hemoglobinopatias
em Portugal, albergando a prestacao de servicos altamente
especializados, tanto de &mbito hematoldgico e bioguimico
(realizada no DPS), como de genética molecular (realizada
no DGH) e o adequado apoio da investigacao.

Como referido, no inicio dos anos 90 o DGH identificou
as principais lesdes moleculares que constituem a base
genética das hemoglobinopatias no nosso pais (5-8). No
entanto, nos ultimos anos temos verificado que, embora
estas continuem a ser as predominantes, tem havido um
alargamento consideravel do espectro mutacional sendo
este facto, certamente, resultado de fluxos migratérios
recentes. A titulo de exemplo, apresenta-se na tabela 1
uma compilacéo (referente aos Ultimos 15 anos) da diversi-
dade de alteracoes identificadas no gene da beta-globina
(gene HBB) ou nas suas regides regulatérias, associadas
a beta-talassemia. A negrito destacam-se as quatro altera-
¢des mais frequentes na populagcdo portuguesa (7), as
quais tém a sua origem ancestral/geografica na orla do
Mediterraneo ou em Portugal.
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Tabela 1:[] Exemplo da diversidade de alteragdes identificadas no gene beta-globina associadas a beta-talassemia,
diagnosticadas no Departamento de Genética Humana do INSA nos dltimos 15 anos

Localizagc&o no gene ou
natureza da alteracao

Promotor do gene
HBB

Delecbes extensas
que removem o
gene HBB (total ou
parcialmente)

Criagdo de codéao
de terminacao
prematuro /
desfasamento da
grelha de leitura

Alteracao do
processamento do
RNA

Alteragdo no DNA

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_*342delinsAAGTAGA]

€.[316-339_*7130del]
c.[20delA]
c.[25_26delAA]
¢.[27dupG]
c.[47G>A]
c.[48G>A]
€.[126_129delCTTT]
c.[118C>T]
c.[235delC]
c.[76T>A]
¢.[92G>C]
c.[92+1G>A]
c.[92+1G>T]
¢.[92+5G>C]
c.[92+6T>C]
€.[93-21G>A]
c.[315+1G>A]
c.[316-197C>T]

Consequéncia
funcional

beta+

beta®

beta+

beta®

beta+

beta®

beta+

Regido do Globo com maior
prevaléncia / Origem da alteragéo @

Azerbeijao
N&o definida
Nao descrita

Africa
Portugal
Nao descrita
Nao descrita
india

Paquistao
Cabo Verde
Mediterraneo

Russia
india/Paquistao
india
Portugal
Asia
Mediterraneo
México
Negros Americanos
Libia/Tunfsia/India
Mediterraneo
Punjab
india/Bangladesh
Portugal/Mediterraneo
Mediterraneo
Médio Oriente

Asia

HBE - gene e-globina, HBG2 - gene Gy-globina, HBG1 - gene Ay-globina, HBD - gene 6-globina, HBB - gene B-globina; del - delegao;

@ segundo Globin Gene Server ou ITHANET; beta+ = diminuicdo da sintese de cadeias beta-globina; beta®

= auséncia de sintese de cadeias beta-globina
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Os avangos no conhecimento cientifico e contribuicdes
para delinear novas estratégias terapéuticas

A investigagao na area da genética molecular das hemoglo-
binopatias no DGH tem, ao longo dos anos, contribuido
para desvendar a fisiopatologia destas doencas, ou seja,
tem permitido compreender a nivel estrutural e funcional as
lesbes moleculares que dao origem as doencas da hemoglo-
bina e os modificadores genéticos da sua expressividade.

A investigacdo dos mecanismos de controlo da expressao
génica nas hemoglobinopatias contribuiu com avancos
pioneiros para o conhecimento cientifico. Aponta-se, como
exemplo, o estudo do mecanismo nonsense-mediated
mRNA decay (NMD) na beta-talassemia que demonstrou
que a posicao do codao de terminagao prematuro no gene
da beta-globina e a agdo de fatores de traducao influenciam
a ativacdao do NMD e a sintese residual da proteina, ajudan-
do a explicar a variabilidade clinica entre doentes e a propor
novas vias terapéuticas (%19). Qutro exemplo corresponde
a identificacdo de um mecanismo de regulacéo génica a
longa distancia dos genes da alfa-globina, anteriormente
considerado ausente em humanos. Este avanco possibili-
tou, no contexto de uma colaboracdo internacional, o
desenvolvimento de uma estratégia terapéutica inovadora
para a beta-talassemia, baseada na edicdo genémica com
CRISPR/Cas9, demonstrando o seu potencial como terapia
génica para a atenuagédo dos sintomas da doenga (1112),

Importa ainda destacar a investigagdo no ambito da
drepanocitose, que tem contribuido significativamente
para a descoberta e validacao de modificadores genéticos
de alguns subfenotipos da doenga, como por exemplo,
a vasculopatia cerebral e a gravidade da anemia e das
crises vaso-oclusivas, em idade pediatrica. A identificacao
destes biomarcadores e sua validacao é de elevada utilida-
de clinica pois este conhecimento permite a estratificacéo
dos doentes pelo grau de risco e a aplicacdo de medicina
personalizada preventiva (13.14),

Os avancos nas politicas publicas de prevencao

Recentemente, 0 DGH, através da sua Unidade de Rastreio
Neonatal, conduziu um estudo piloto para a integragéo do
rastreio da doenca das células falciformes no Programa
Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN). Os resultados
evidenciaram que, devido aos movimentos populacionais,
esta doenga tem aumentado de relevancia em Portugal,
refletindo assim a mesma tendéncia observada a nivel
europeu. Em janeiro de 2024, procedeu-se a inclusao
definitiva desta patologia no painel do PNRN, permitindo,
desde entdo, a detecdo precoce destes doentes e 0 seu
acompanhamento clinico nos centros de referéncia do
Servigo Nacional de Saude (19).

Acdes de formacao, capacitacao e colaboracéo

No ambito das hemoglobinopatias, o DGH tem desempe-
nhado um papel relevante na formacao pré- e pos-gradua-
da, contribuindo significativamente para a obtencdo de
graus académicos, como mestrados e doutoramentos.
Destaca-se também a promocédo continua de acbes de
formacao e capacitacao de profissionais de saude, com
relevancia para os estagios de genética molecular humana
integrados nos Internatos Médicos de Patologia Clinica e de
Genética Médica, assim como na Residéncia Farmacéutica,
bem como a divulgacao de informacao junto do publico em
geral. Paralelamente, o DGH tem mantido uma colaboracéo
solida e duradoura com os PALOP, abrangendo a formacao,
a colaboracdo em projetos de 1&D (16.17) ¢ a participacéo
em programas de capacitacao.

_Conclusoes

O percurso do DGH, na area das hemoglobinopatias
representa um excelente exemplo de integragdo entre
investigacdo cientifica, inovacdo tecnologica, prestacdo
de servicos, referéncia e formacao. Desde a fundacado
da genética molecular no INSA, até a implementacao de
programas nacionais de rastreio, 0s avancos alcangados tém
tido um impacto significativo na melhoria do conhecimento e
do diagnostico destas doencas em Portugal. A capacidade
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de gerar conhecimento novo, com relevancia internacional,
aliada ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas
inovadoras e a aposta na medicina personalizada, consolidou
0 papel do INSA como referéncia nacional e internacional
nesta area. O compromisso com a formagéo continua e com
a cooperacao com paises de expressdo portuguesa reforga

ainda mais o seu contributo para a mitigacao destas doencas.

Desafios e perspetivas futuras

O futuro da investigagao e diagnoéstico das hemoglobino-
patias no DGH aponta para uma crescente aposta na
inovacao dos processos laboratoriais com a aplicagdo das
tecnologias de sequenciagdo de nova geracdo em larga
escala, associada a analise de grandes volumes de dados,
0 que permitira uma caracterizacdo mais abrangente dos
doentes e a identificagdo de novos biomarcadores com
valor prognostico e terapéutico.

Paralelamente, prevé-se a continuacao da investigacao
translacional, com foco no desenvolvimento de novas
terapias inovadoras de precisdo e personalizadas.

A nivel internacional, o DGH continuara a investir em
colaboragdes com centros de exceléncia e também na
capacitacao de técnicos de paises de lingua portuguesa,
contribuindo para uma resposta global mais equitativa a
estas doencas genéticas hereditarias. Estas perspetivas
reforcam o compromisso do INSA em manter-se na
vanguarda cientifica, tecnolégica e social, contribuindo
para a melhoria da saude da populagéo.
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Resumo

Reconhecendo a importancia e o impacto das patologias hemorragicas heredi-
tarias na saude humana, o Departamento de Genética Humana (DGH) do INSA
foi o primeiro laboratério em Portugal a realizar a abordagem molecular destas
doengas, com o objetivo inicial de identificar portadoras e possibilitar a realiza-
¢ao de diagnosticos pré-natais (DPNs) em familias com hemofilias A e B. Desde
os primeiros estudos dedicados a identificagdo do alelo de risco, passando
pela caracterizag@o de variantes patogénicas através da analise exaustiva dos
genes, pelo estabelecimento de correlagdes gendtipo-fendtipo e pelo esclareci-
mento de mecanismos patogénicos, a investigacao tem acompanhado os avan-
cos metodologicos. Concomitantemente, o ambito das patologias estudadas
foi alargado a doenca de von Willebrand e as deficiéncias dos fatores VII, Xl e,
mais tarde, a deficiéncia de fator V. A investigagao passou também a abranger
trombofilias hereditarias, nomeadamente as deficiéncias de proteina C, proteina
S e antitrombina Ill, incluindo ainda os fatores genéticos de predisposicao para
trombose.

O trabalho desenvolvido no DGH nesta area foi pioneiro na caracterizagdo mo-
lecular de patologias hemorragicas e tromboticas hereditarias na populagéo
portuguesa, tendo permitido a determinagdo da etiologia e caracterizagdo mo-
lecular destas patologias em cerca de 1.000 familias da nossa populagéo, bem
como o conhecimento do espectro de variantes nos diferentes genes e a ado-
¢ao, em cada caso, das estratégias de analise 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 avangos cientificos e tecnoldgicos,
incluindo o recurso a sequenciagao de nova geragéo, alargamento das patolo-
gias e respetivos genes, bem como das familias estudadas, o DGH continua a
ser uma referéncia nacional nesta area.

_Abstract

Recognising the importance and impact of hereditary bleeding disorders on
human health, the Department of Human Genetics (DGH) of INSA was the
first laboratory in Portugal to undertake the molecular approach to these
diseases, with the initial objective of identifying carriers and enabling the
performance of prenatal diagnoses (PNDs) in families with haemophilia A
and B. From the earliest studies dedicated to identifying the risk allele,
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 Willebrand disease and deficiencies of factors
VII, XI, and later, factor V deficiency. Research also came to encompass
hereditary thrombophilias, namely deficiencies of protein C, protein S, and
antithrombin Ill, as well as genetic factors predisposing to thrombosis.

The work carried out by the DGH in this field was pioneering in the molecu-
lar characterisation of hereditary bleeding and thrombotic disorders within
the Portuguese population, enabling the determination of the aetiology and
molecular characterisation of these conditions in around 1,000 families
from our population, as well as providing knowledge of the spectrum of
variants across different genes and the adoption, in each case, of the
most appropriate analytical strategies. Carrier status was determined in
more than 1,600 relatives, and 75 PNDs were performed. With constant
monitoring of scientific and technological advances, including the use of
next-generation sequencing, expansion of the range of disorders and their
respective genes, as well as the families studied, the DGH continues to be
a national reference in this area.

_Introdugéo

As doengas hemorragicas e trombdéticas hereditérias, ainda
que raras, representam um desafio clinico e de saude publica
devido ao risco de complicacbes graves e a necessidade
de tratamento especializado e prolongado. De entre as
doencas hemorragicas, destacam-se as deficiéncias de
Fator VIII (hemofilia A) e de Fator IX (hemofilia B), associadas,
respetivamente, aos genes 8 e F9. A hemofilia A apresenta
uma incidéncia de cerca de 1/5.000 individuos do sexo mas-
culino, enquanto a hemofilia B ocorre em aproximadamente
1/25.000. A doenca de von Willebrand, associada ao gene
VWEF, ainda que mais frequente, manifesta-se muitas vezes
de forma ligeira e é subdiagnosticada. Outras deficiéncias
hemorragicas, mais raras, incluem as dos fatores VIl e Xl
(genes F7 e F11, respetivamente). No grupo das trombofilias
hereditarias, salientam-se as deficiéncias de Antitrombina IlI
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(SERPINCT), Proteina C (PROC) e Proteina S (PROST),
com prevaléncia inferior a 0,5%. As variantes FVLeiden
(NM_000130.4:¢.1601G>A, p.(Arg534GIn)) e Protrombina
G20210A (NM_000506.5:¢.*97G>A), mais comuns na popu-
lagdo, estdo ambas associadas a um risco aumentado de
eventos tromboticos.

O diagndstico precoce destas patologias é essencial para
prevenir complicacdes, como hemorragias espontaneas ou
tromboses recorrentes. Neste contexto, o diagndstico mo-
lecular assume um papel determinante, permitindo a identi-
ficacdo das variantes genéticas associadas a cada quadro
clinico, orientando a estratégia terapéutica e permitindo a
identificagao de portadoras e um aconselhamento genético
mais preciso as familias em risco. O diagndstico pré-natal
(DPN), quando clinicamente indicado, representa um recur-
so valioso para familias com estas patologias, permitindo
decisdes informadas e um planeamento atempado dos cui-
dados médicos.

Desde 1987, o Departamento de Genética Humana (DGH)
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
através da implementacdo de diversas metodologias de
diagnéstico e de investigacdo molecular aplicada, incluindo
a abordagem inovadora da sequenciagao de nova geracao
(NGS), e em estreita colaboragédo com centros clinicos de
referéncia, tem possibilitado a identificag@o da base genéti-
ca e da patologia molecular destas doencas na populacdo
portuguesa, bem como a melhoria dos cuidados de saude
prestados a doentes com patologias trombo-hemorragicas.

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivos principais: i) a revisdo dos
estudos moleculares desenvolvidos no Departamento de Ge-
nética Humana do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricar-
do Jorge no ambito da identificagdo da base e da patogénese
molecular das patologias hemorragicas e trombdticas heredi-
tarias da populacdo portuguesa; ii) a analise do impacto dos
resultados nos cuidados de saude e na prevencéo da doenca;
e iii) a identificagdo das especificidades de cada patologia,
sempre num contexto de investigacdo aplicada e na perspeti-
va de alargamento ao estudo de outras patologias.

_Materiais e métodos

A extracdo de DNA gendmico a partir de amostras de sangue,
de liquido amniotico ou de vilosidades coridnicas foi realizada
por métodos manuais ou automatizados.

A identificacdo da base molecular das patologias acompa-
nhou a evolugao tecnoldgica. Nos primeiros estudos, a restri-
cao enzimatica e o Southern blotting foram as metodologias
mais usadas para 0s estudos de linkage e estabelecimento de
estados de portadora, tendo sido também a primeira metodo-
logia utilizada na detecdo das inversdes envolvendo o intrdo
22 do gene F8 (INV22).

Até a automatizacé@o da sequenciagao de Sanger, a andlise de
conformagao de DNA em cadeia simples (SSCP) () foi utiliza-
da em larga escala como método de rastreio de variantes, e
constituiu-se como método de diagnéstico direto no caso de
variantes conhecidas; a analise por DHPLC foi também utiliza-
da nalguns casos como método de rastreio.

A amplificacdo enzimatica de DNA (PCR) das regides
codificantes, intrénicas adjacentes e reguladoras relevantes dos
genes, seguida de sequenciagao de Sanger, tem sido 0 método
mais utilizado na identificagdo e confirmagdo de variantes
de nucledtido Unico (SNVs) e pequenas insergoes/delegoes
(indels), continuando como gold standard. A PCR é usada na
pesquisa das inversdes INV22 (PCR longo) e INV1 do F8 (2:3),
A PCR especifica de alelo (ARMS, amplification refractory
mutation system) é utilizada em contextos especificos para
detegao de variantes, incluindo a versao ARMS fluorescente.

A Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
é utilizada para identificacdo e confirmacado de delecdes ou
duplicacdes.

Recentemente, foi desenvolvido e validado um painel
customizado de sequenciacdo de nova geracdo (NGS)
permitindo de forma mais célere e com custos inferiores, a
analise simultanea de varios genes, incluindo os associados
a patologias hemorragicas e trombédticas.
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_Resultados e discussao

No seguimento da publicacdo da estrutura dos genes F8 e F9
(4.5), o Centro de Genética Humana (atual DGH) foi o primeiro
laboratdrio, a nivel nacional, a realizar estudos moleculares em
familias com hemofilia A, inicialmente efetuando a genotipagem
de polimorfismos extragénicos e, posteriormente, intragénicos
(6), Esta abordagem permitiu a determinagdo do alelo de
risco, a identificacdo de portadoras em familiares de casos
index e a realizacao dos primeiros DPNs. Dadas as limitacoes
metodologicas de entdo, o desconhecimento das sequéncias
intronicas e a grande extensdo das regides funcionalmente
importantes do gene F8 (constituido por 26 exdes, sendo que
0 maior, exao 14, tem mais de 3000 nucleotidos), s6 apods a
identificacao das sequéncias dos intrdes adjacentes, realizada
em colaboracéao internacional, foi possivel o desenvolvimento
de primers para amplificagdo das sequéncias essenciais
do F8, incluindo as juncdes exdes/introes, tendo entao sido
publicados os primeiros diagnosticos diretos em familias
de hemofilia A, com andlise por SSCP (7). Foram também
identificadas as primeiras variantes do F9 em familias com
hemofilia B (8.9),

Uma das primeiras confirmacdes do efeito molecular de
uma variante de splicing no F8, utilizando RNA de expressdo
ectopica de sangue total, foi realizada por nés (19),

Aintroducgao da pesquisa das inversdes INV22 e INV1 do F8,
a primeira associada a cerca de 50% dos casos graves de
hemofilia A, permitiu identificar a base molecular num nimero
significativo de familias. Em 2006, o laboratdrio publicou
0 seu primeiro grande estudo descrevendo o espetro de
variantes e a patogénese molecular num ndmero relevante
de doentes com hemofilia A, correlagcdes genotipo-fenotipo,
incluindo a associacao de variantes aos diferentes fendtipos
CRM (cross-reacting material-negative) e a presenga de
inibidores, bem como especificidades da patologia na
populacdo portuguesa (1), A grafico 1A mostra a distribuicéo
de variantes do F8 identificadas em 435 familias da populacao
portuguesa estudadas até ao presente.

Progressivamente, alargou-se o diagnéstico molecular a outras
patologias hemorragicas hereditarias relevantes, nomeadamen-
te doencga de von Willebrand (o tipo 2 foi o primeiro alvo de
estudo, associado a um numero limitado de exdes do VWF, de
um total de 52), bem como deficiéncias de Fator VIl e de Fator
XI da coagulagao (12). Observam-se diferengas notérias na dis-
tribuicéo do tipo de variantes genéticas associadas a cada pa-
tologia (grafico 1, B-E), implicando a adogao de estratégias
analiticas particulares em cada caso.

A distribuicao dos pedidos de anélise molecular para as prin-
cipais patologias hemorragicas e tromboticas mostra-se na
grafico 2. Os estudos moleculares das principais trombofi-
lias hereditarias, nomeadamente, deficiéncias de Proteina
S (13) Antitrombina Il (14) ¢ Proteina C (1), foram iniciados
em 19983, sendo fundamentais para o estabelecimento da
sua etiologia em cada familia e contribuindo também para
a caracterizagdo molecular destas patologias na populagéo
portuguesa (grafico 1, F-H).

Em 1999, foi iniciada a pesquisa de FVLeiden em familias com
histdria de patologia trombotica sem causa aparente, tendo-se
confirmado esta variante como fator genético predisponente a
trombose na nossa populagao, tal como a variante Protrombina
G20210A (16), Atualmente, sdo também pesquisadas as variantes
MTHFR 677T e 1298A (NM_005957.5:c.677C>T, p.(Ala222Val);
NM_005957.5:¢.1298A>C, p.(Glu433Ala)) e a variante SERPINE1
5G/4G (NM_000602.5:c.-675_676insG (5G) / ¢.-675delG (4G).
Dada a elevada frequéncia das patologias trombdticas na nossa
populacéo e o facto destas variantes estarem também descritas
em associagao a outras condigdes clinicas, foram analisadas
até agora cerca de 10.000 amostras neste ambito.
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Gréfico 1: [ Representagéo das variantes genéticas consideradas patogénicas identificadas em familias portuguesas com patologias
hemorrdgicas e trombdticas hereditérias.

F8 - Hemofilia A (435 familias)

INV1 (1) 1%

F9 - Hemofilia B (86 familias) VWF - Doenca vonWillebrand (106 familias)

grande del. (1) 0%

missense (34) missense (54)
A B 78% C 80%
indel (36) missense (83) '
18% 50%
nonsence
nonsence (3) 6%
(5) 6%
" grande dup. splicing splicing
splicing (15) (1)1% indel  (5) 6% indel  (4)6%
4% nonsence (17) 5% grande del. regulagdo (3) 6% conversao génica (5) 5%
(2) 2% (1) 1% (3) 3%
F7 - Deficiéncia FVII (116 familias) F11 - Deficiéncia FXI (62 familias)
regulagéo
D (4) 6% E indel
0
(2)13% missense (13)
indel (3) 42%
3%
splicing (6)
23%
splicing (7)

21% missense (23)

70%

PROC - Deficiéncia Proteina C
(67 familias)

PROST1 - Deficiéncia Proteina S
(47 familias)

SERPINC1 - Deficiéncia Antitrombina Il
(41 familias)

F G H
regulagao limorfismo
grande del. po :
(1) 15% (2) 3% Heerlen (1) missense (15) mlss::;e o

: 22% 40% . °
indel (2) indel (5)

8% 29%

splicing (5)
9% indel (4)
missense (20) 15%
0
R splicing (5)
13% grande del.
(2) 3%
nonsence (4) 7% spli(;ior;g @ nonsence (1) 3%
0

Indicam-se: numero de familias aparentemente nédo relacionadas, tipo e nimero de variantes Unicas; percentagem das familias com um tipo de
variante. indel — insergao/delecao até 50 nucledétidos; grande del./ grande dup. — delegdo/duplicagcéo >50 nucledtidos, podendo envolver um a varios
exodes, ou a totalidade do gene; regulacao — variante em regiado reguladora; INV1 e INV22 - inversdes envolvendo o intrdo 1 e o intrao 22 do F8,
respetivamente; conversdo génica — variante resultante de conversdo génica do VWF com o seu pseudogene; polimorfismo Heerlen — variante
NM_000313.4(PR0OS):c.1501T>C, p.(Ser501Pro).
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Grafico 2: [} Ndmero de testes genéticos solicitados ao DGH-INSA para estudo de casos index e de familiares para as principais
(A) Patologias hemorragicas hereditarias; (B) Trombofilias hereditérias.
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Os dados de 2025 sdo uma estimativa, com base nas amostras recebidas de janeiro a junho. Para facilitar a analise da figura,
agruparam-se os dados das patologias Hemofilia A e Hemofilia B (HMA + HMB), Deficiéncia de Fator VIl e Deficiéncia de Fator Xl (Def.
FVII + Def. FXI); Def. PS - Deficiéncia de Proteina S; Def. ATIIl — Deficiéncia de Antitrombina Ill. Def. PC — Deficiéncia de Proteina C.

O registo das variantes identificadas em bases de dados in-
ternacionais contribuiu para a partilha global de conhecimen-
to, permitindo uma melhor caracterizag@o destas patologias.
O DGH tem também acompanhado a harmonizacao interna-
cional da nomenclatura (29) ¢ a classificagéo de variantes, no-
meadamente através de aplicagao dos critérios ACMG/AMP
(American College of Medical Genetics and Genomics and
the Association for Molecular Pathology) (21), e participa em
programas internacionais de avaliagdo externa de qualidade
relativamente a estes grupos de patologias, os quais tém com-
provado a fiabilidade e qualidade dos resultados obtidos.

Globalmente, foram analisadas um total de cerca de 13.000
amostras, incluindo cerca de 1.000 doentes com patologias
hemorragicas e trombofilias hereditarias e mais de 1.600 fa-
miliares, tendo sido realizados 75 DPNs, demonstrando o im-
pacto relevante destes estudos no diagndstico e prevencao
destas doencas. Os resultados obtidos tém contribuido signifi-
cativamente para aprofundar o conhecimento da base molecu-
lar e especificidades das patologias estudadas, ndo apenas
através da identificacédo das variantes genéticas causais, mas
também com o esclarecimento dos mecanismos patogénicos
subjacentes (10,17-19),
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O desenvolvimento de um painel NGS customizado permitiu o
estudo simultaneo de véarios genes, simplificando a analise mo-
lecular, reduzindo custos e tempos de resposta. Com esta me-
todologia, passou a realizar-se o estudo de todos 0s exdes e
regides intrénicas adjacentes do VWF, tendo também iniciado
0 estudo completo do F5 em familias com deficiéncia de Fator
V. O DGH encontra-se na fase final de validacdo da metodolo-
gia de sequenciacdo de Exoma, o que permitira o alargamento
da investigagdo e do diagndstico molecular a todos 0s genes
relevantes na area da trombose e hemostase.

_Conclusoes

No balango dos 50 anos de atividade do DGH do INSA, a
analise retrospetiva realizada no presente estudo ilustra o
papel pioneiro deste laboratdrio na caracterizagdo molecu-
lar das patologias hemorrégicas e tromboticas hereditarias
em Portugal. Com o constante acompanhamento dos avan-
cos cientificos e metodolégicos, o DGH tem contribuido
de forma significativa para o esclarecimento da etiologia e
patogénese molecular destas patologias, possibilitando o
acompanhamento clinico e aconselhamento genético mais
adequados, fundamentais na prevencao e na personaliza-
cado dos cuidados de saude, com reflexo na saude publica,
continuando uma referéncia nacional nesta area.
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_Resumo

As citopatias mitocondriais (CM) séo causadas por disfungdes ao nivel do sis-
tema da fosforilagdo oxidativa originando, consequentemente, uma deficien-
te producao de energia. No seu conjunto representam um grupo de doengas
genética e fenotipicamente heterogéneas com uma incidéncia estimada de
1:5000 nados-vivos. Estas doencas raras podem surgir em qualquer idade,
sendo mais frequentes em criangas, e podem ser causadas por defeitos ge-
néticos no genoma mitocondrial, no genoma nuclear ou na interagéo entre os
dois genomas. As vias metabdlicas envolvidas na comunicacdo mito-nuclear
sao complexas e, segundo a literatura, o proteoma mitocondrial possui cerca
de 1500 proteinas com um nimero 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 a data, foram
investigados mais de 4000 doentes. O objetivo deste trabalho foi esclarecer a
etiologia molecular destes doentes suspeitos de CM. A investigacdo das CM
tem sido um grande desafio, uma vez que € necessaria uma abordagem multi-
disciplinar ao nivel clinico, histologico, bioquimico e genético para se atingir
um diagnostico definitivo destes doentes.

Na Ultima década, o desenvolvimento da tecnologia de sequenciagao de nova
geragao revolucionou o diagnoéstico molecular das doengas genéticas raras, de
dificil diagnostico, tais como as CM e proporcionou a caraterizagao molecular
de mais de 30% dos doentes estudados. A atualizagao da abordagem molecu-
lar ao longo dos anos tem vindo a reforgar a URN como laboratério nacional de
referéncia para o diagndstico das CM.

_Abstract

Mitochondrial cytopathies (MC) most often 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 live births.
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 listed in the mitochondrial proteome with a
corresponding number of candidate genes.

Since 19938 the Newborn Screening, Metabolism & Genetics Unit (URN)
has been involved in the study of MC, and to date more than 4,000
patients have been investigated. The aim of this work was to clarify the
molecular etiology of these patients, suspected of MC. The research

of these pathologies is a great challenge because a multidisciplinary
approach at the clinical, histological, biochemical, and genetic levels is
required to achieve a definitive diagnosis of these patients.

In the last decade, the development of next-generation sequencing techno-
logy has revolutionized the molecular diagnosis of rare, difficult-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.

_Introdugéo

As citopatias mitocondriais (CM) integram um grupo de
doencas genéticas raras de expressao clinica e genética
heterogénea que afetam, maioritariamente, 6rgaos e tecidos
com alta dependéncia energética, podendo os sintomas
clinicos surgir quer na infancia quer na idade adulta ().

A prevaléncia estimada destas patologias situa-se entre
1 em 4000 a 1 em 5000 individuos, tornando-as uma das
doencas metabolicas hereditarias mais comuns (2:3). Apesar
disso, continuam a ser uma causa relevante de morbilidade
e mortalidade cronica, nao existindo ainda terapias eficazes
para a maioria dos casos.

As func¢des mitocondriais sdo 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 apresentagdes clinicas peculiares,
no entanto o diagndstico destas patologias ¢ muitas vezes
complexo e dificil, exigindo uma ampla avaliacdo clinica e
laboratorial (5.
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Aproximadamente 15-30% das mutacOes causais destas
doencas encontram-se descritas no DNA mitocondrial (6:7),
mas a maioria dos casos sdo causados por mutagdes no
"mitoma", o grupo de mais de 1500 genes nucleares que co-
dificam proteinas necessarias para a i) fungao e manutencao
mitocondrial (replicacdo e expressao do mtDNA), ii) forma
e dinamica mitocondrial (fissdo e fusao), iii) biossintese da
Coenzima Q10 e iv) rede complexa que controla a formacao
e atividade da cadeia respiratéria mitocondrial (8:9). Em prin-
cipio, todos esses genes devem ser considerados candida-
tos potenciais para CM, embora, até ao momento, tenham
sido descritas mutacOes causais em aproximadamente 400
destes genes.

A Unidade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética (URN)
foi pioneira na investigagao das CM em Portugal e tem-se dedi-
cado, nos ultimos 30 anos, ao estudo bioquimico e molecular
de mais de 4000 doentes clinicamente suspeitos destas pato-
logias, com 0 objetivo de esclarecer a sua respetiva etiologia
molecular.

O diagnostico das CM teve inicio em 1993 na URN, no Porto
(figura 1) e baseava-se essencialmente na determinacao da
atividade enzimatica dos complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial (CRM) em biépsia muscular. Em 1995, os primei-
ros estudos moleculares realizados permitiram diagnosticar
alguns destes doentes. No entanto, a maioria continuou sem
a identificacéo da mutacao causal.

O diagndstico 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 doenca ra-
pidamente progressivo e devastador na infancia ou na primeira
infancia, onde as op¢des terapéuticas sao escassas.

A sequenciacgao de nova geragao (NGS) revolucionou o diag-
nostico molecular destas doengas, uma vez que tem capaci-
dade de gerar uma enorme quantidade de dados num curto
espaco de tempo a um custo acessivel, tornando esta abor-
dagem ideal para uma vasta gama de aplicacdes, tais como:
a sequenciagdo de um conjunto de genes previamente se-
lecionados (painéis de NGS) ou a sequenciacdo do exoma
humano completo (WES) ou do genoma humano completo
(WGS) (10,11).

A introdugédo da tecnologia de NGS na URN possibilitou a se-
quenciacdo do mtDNA completo, assim como a implementagao
de um painel personalizado de genes nucleares associados a
CM que, apods a validacao, foi utilizado num grupo de doentes
com etiologia molecular desconhecida. Nos Ultimos anos ini-
ciamos também a sequenciacao do exoma clinico e WES em
alguns doentes que continuavam sem diagnéstico molecular.

A abordagem multidisciplinar bem como a adoc¢do das novas
tecnologias tem-nos permitido efetuar o diagnéstico das CM
de forma cada vez mais eficaz ao longo dos anos tornando a
URN uma referéncia a nivel nacional.

Figura 1: [ Cronograma da implementagdo do diagndstico das citopatias mitocondriais no INSA (1993-2024).
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_Objetivo

Este trabalho apresenta os resultados, de 1993 a 2004, da
investigagao de cerca de 4000 doentes suspeitos de doencas
mitocondriais selecionados por clinicos especializados
nas areas de Neurologia, Pediatria, Neuropediatria, 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 clinica e histolégica de CM, em
que cerca de 2500 realizaram bidpsias musculares e 0s
restantes realizaram colheita de sangue em EDTA.

O estudo bioquimico envolveu a determinacao das ativida-
des enzimaticas dos complexos I-IV e do complexo [I+lll
da CRM, em homogeneizados de biépsia muscular, por
espetrofotometria.

As mutacoes mais frequentes do mtDNA foram inicialmente
pesquisadas pelas metodologias tradicionais de PCR/RFLP
e sequenciacao de Sanger. As grandes delegdes do mtDNA
foram investigadas por Southern-Blot e, posteriormente,
por Long-Range PCR e NGS. Estes rearranjos foram pesqui-
sados em DNA extraido a partir de bidpsia muscular, a exce-
cédo dos casos com suspeita de Sindrome de Pearson e em
alguns casos de sindrome de Kearns-Sayre, caraterizados
por um numero elevado de delecdes no sangue. Inicialmente
os estudos genéticos de genes nucleares associados a CM
foram efetuados pelos procedimentos standard de Sequen-
ciagao de Sanger.

O NGS foi implementado na URN em 2014 para a sequencia-
¢cdo do mtDNA completo e um painel de genes nucleares
associado a CM, tendo sido efetuado no sequenciador MiSeq
(Numina). Para capturar os genes nucleares, foi utilizado
um painel personalizado com 213 genes associados a CM,
de acordo com a metodologia SureSelect XT HS (Agilent
Technologies). Para o mtDNA completo, utilizou-se a metodo-
logia Nextera XT (lllumina). Para a andlise 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 inicio da doencga foi muito
variavel, dos 4 dias aos 78 anos de vida. Os sintomas neuro-
l6gicos foram os mais frequentes, seguidos dos musculares,
oftalmoldgicos, cardiacos e auditivos. O grupo pediatrico foi
0 mais representado apesar deste estudo inicialmente ter en-
volvido um grupo de adultos previamente selecionados com
base em alteragoes histologicas na biépsia muscular.

Nos ~2500 doentes que realizaram biépsia muscular foram
identificados 511 com alteracdes histoldgicas caracteristicas
ou com défices isolados ou combinados da CRM, 87 doentes
com delecoes simples do mtDNA, 111 com delecbes multiplas
do mtDNA, 25 com deplecdo do mtDNA e 62 com mutagdes
descritas no mtDNA.

Mais recentemente, dos ~1500 doentes estudados por NGS
e/ou sequenciacao de Sanger a partir do DNA de células
sanguineas, 66 apresentaram as mutacdes descritas no mtDNA
e 117 mutacdes em genes nucleares associados as CM.

Este estudo permitiu identificar em bidpsia muscular uma
causa molecular em 10,4% dos doentes estudados (169/2500),
todos com variantes no genoma mitocondrial, sendo a maioria
adultos com grandes delegdes. Nos 1500 doentes em que 0
estudo foi efetuado numa amostra de sangue a percentagem de
casos positivos foi de 12,2%. De realgcar que a maioria destes
diagnosticos moleculares resultaram da abordagem por NGS
em 450/1500 doentes, criteriosamente selecionados, e eram
criancas em que se identificaram essencialmente mutacoes nos
genes nucleares. Se considerarmos apenas 0s 450 doentes,
como grupo de estudo, a percentagem de casos positivos é de
30% conforme publicado no estudo anterior (3). 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 ja previamente descritas pela Unidade de
Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Instituto Nacional
de Satde Doutor Ricardo Jorge (URN-INSA) (12,13,15),
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_Discusséo

O diagnoéstico 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 linha em vez da biopsia
muscular, sendo esta utilizada apenas para confirmar grandes
delecdes/deplecao do mtDNA, avaliar a patogenicidade de
VUS e determinar a percentagem de heteroplasmia.

Na URN a adogdo da NGS permitiu efetuar um numero
crescente de diagnosticos tendo possibilitado, no caso do
mtDNA, alargar o estudo para além das mutacdes pontuais
mais comuns, e, relativamente aos genes nucleares foi
fundamental uma vez que se passou da investigacédo de “gene

a gene” para centenas de genes nucleares simultaneamente.

Os resultados apresentados permitiram demonstrar que na
populacéo adulta as grandes delecoes no mtDNA constituem
a alteracao molecular mais comum e que para a identificacdo
destes rearranjos é necessario dispor de uma bidpsia
muscular. Na populacédo pediatrica as mutagdes no nDNA sao
as mais frequentes e uma abordagem por NGS numa amostra
sangue, através de um painel de genes associados a CM,
permite uma investigagcdo mais célere e com uma taxa de
positividade 15-25% superior. A sequenciagao da molécula
de mtDNA completa por NGS é igualmente uma vantagem
uma vez que tem permitido alargar o espetro de mutacdes
neste genoma bem como a diversidade de fenotipos a que
estdo associadas.

_Conclusoes

Os resultados de trés décadas de estudo e investigacao das
doengas mitocondriais (1993-2024), na URN do INSA-Porto,
demonstram o contributo 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 diagnostico pré-natal e aconselhamento genético
a0s casais em risco.

Apesar deste avanco tecnoldgico, muitos doentes permane-
ceram sem caraterizagdo molecular, pelo que a aplicagao de
WES ou WGS sera, no futuro, fundamental para permitir uma
maior eficacia no diagnéstico das CM.
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_Resumo

As doencas de sobrecarga lisossomal (DLSs) sdo um grupo de doengas meta-
bolicas hereditérias caracterizado pela acumulagéo de substratos no interior do
lisossoma. Em Portugal, a prevaléncia descrita das DLS é de 25 por 100 000
nados vivos, notavelmente elevada, quando comparada com outros paises.
Este trabalho tem por objetivo fornecer uma vis@o global dos aspetos bioquimi-
cos, genéticos e epidemioldgicos das DLSs em Portugal, destacando novas me-
todologias e os potenciais avangos neste dominio.

A prevaléncia elevada de certas patologias, assim como a existéncia de mu-
tagoes frequentes, sugerem a necessidade de protocolos de alerta, de novos
métodos de diagnostico e monitorizagao eficazes, tais como o uso de novos
biomarcadores. As dire¢des futuras da investigagao 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 metabolic di-
seases characterized by the accumulation of substrates within lysosomes.
In Portugal, the described prevalence of LSDs is 25 per 100,000 live births,
which is notably high compared to other countries.

This work aims to provide an overview of the biochemical, genetic, and epi-
demiological aspects of LSDs in Portugal, highlighting new methodologies
and potential advances in this field.

The elevated prevalence of certain diseases, along with the existence of
frequent mutations, suggests a need for awareness protocols and new,
effective diagnostic and monitoring methods, such as the use of novel
biomarkers. Future research directions include a deeper investigation
into the genetic basis of LSDs in Portugal, functional studies, and the
development of more effective and personalized therapies.

_Introdugéo

As Doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLSs) sdo um grupo
de cerca de 50 doencas, caracterizadas por deficiéncias
de enzimas lisossomais, transportadores de membrana ou
outras proteinas, levando a uma acumulacdo de substratos
especificos dentro dos lisossomas (1). A acumulagéo progres-

siva destes compostos resulta numa disfuncdo generalizada
das células e dos tecidos, provocando uma ampla gama
de manifestacdes clinicas, incluindo organomegalias, neuro-
degeneracédo, alteragdes esqueléticas e mortalidade precoce
(2), As DLSs representam um desafio significativo para a
salde publica, devido as manifestacdes clinicas variadas re-
sultantes da heterogeneidade genética e as diferentes formas
de evolugdo (3). Em 1980, surgiu em Portugal, o Instituto
de Genética Médica Doutor Jacinto Magalhaes (IGMJM) dedi-
cado ao estudo das Doengas Hereditarias do Metabolismo,
onde estava integrada a Unica unidade dedicada ao estudo e
diagndéstico das DLSs, em Portugal. Assim, o estudo singular
da prevaléncia de DLS em Portugal, remonta a 2004, tendo
sido relatada uma prevaléncia 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, a investigagao das DLSs. Posteriormente, a
Unidade de 1&D e a Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolis-
mo e Genética (URN), ambas fazendo parte do Departamento
de Genética Humana do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (DGH-INSA), tornaram-se um dos principais
centros de referéncia no estudo e investigacao deste grupo
de patologias. Consequentemente, as bases genéticas das
DLSs e a frequéncia das respetivas mutagoes observadas na
populagao portuguesa tém sido extensivamente estudadas,
melhorando a compreensao das manifestagdes clinicas,
assim como da histéria natural destas patologias (5-7).
Apesar destes avangos, persistem desafios significativos no
diagnostico atempado e tratamento das DLSs, exigindo uma
investigacdo continua e o desenvolvimento de abordagens
inovadoras.
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_Objetivo biomarcadores,tais como LisoGb3 (globotriaosilesfingosina),

Este trabalho tem por objetivo fornecer uma visdo global LisoGl1 (glucosilesfingosina), LisoSM (liso-esfingomielina), e
o - . o LisoSM-509 (liso-esfingomielina-509), foram implementados
dos aspetos bioquimicos, genéticos e epidemioldgicos das

. . na URN, de modo a permitir um diagnostico atempado,
doencas lisossomais de sobrecarga em Portugal, destacando permir g | P

. . . possibilitar uma monitorizagdo da eficacia do tratamento
novas metodologias e os potenciais avangos neste dominio.
e compreender a progressio da doenca (tabela 1) (9. 0

o facto de se poder analisar estes compostos em simultaneo,
_Abordagem bioquimica _ L .
permite o estudo de doengas com sobreposigao fenotipica e

A implementagdo de novos ensaios para determinacao de a realizacéo de diagnosticos diferenciais (%),

atividade enzimatica, utilizando amostras de sangue seco 5 . ) ) . ,
o , o A detecdo de excregdo andmala de oligossacarideos assim
(DBS), simplificou a colheita, o transporte, a anélise e o . . , ,
como a analise de fragmentos especificos de glicosamino-

armazenamento das amostras. Esta metodologia simples e ) , L
] N } . N glicanos, em amostras de urina, sdo importantes metodolo-
rentavel, permitiu o estudo de populagdes de risco, analise , ) . o )
. , i o gias para o diagnostico bioquimico de, respetivamente,
de grupos de patologias em simultdneo, exigindo apenas , , , , ,
oligossacaridoses e mucopolissacaridoses. Assim, ao

um pequeno volume de amostra de sangue (). Assim, em o ,
. ) . longo dos anos tem-se assistido a um crescente numero
muitos casos, tornou-se possivel o estabelecimento de um , Lo o
o o de diagnosticos de doentes com patologia lisossomal e,
diagnostico num curto espaco de tempo. A utilizacdo de ,
. . o o consequentemente, do numero de doentes em tratamento,
biomarcadores ganhou importancia fulcral no diagnoéstico » , L , ,
o - permitindo assim diminuir\retardar os efeitos mais graves
e monitorizacdo de DLSs com tratamento especifico. Os ..
da doenca (grafico 1).

Tabela 1: [ Biomarcadores para as diferentes Doengas Lisossomais de Sobrecarga.

Niemann-Pick Niemann-Pick Leucodistrofia e
D h F
oenca Gaucher abry A\B o Krabbe Metacromatica Gangliosidoses
Biomarcad LisoGl1 LisoGb3 LisoSM LisoSM-509 Psicosin Liso Liso
jomarcador iso iso iso iso sicosina Sulfatideos Ganglosideos

Gréfico 1: [ Ndmero de doentes em tratamento, por ano, por patologia.

400
50 ¢ GD
m B -°
300 - - — = MPS |
E— | ]
250 N | B — - MPSHI
— [ | _— == MPS IVA
200 = _ | = MPS VI
50 [ == MPS VII
— = _— - C
100 —_— | ] - Pompe
50 - AL
== X-manosidase
0
2006 2007 2011 2012 2017 2018 2019 2020 2021 2022

GD - Doenga de Gaucher; FD - Doenca de Fabry; MPS — Mucopolissacaridose; C — Niemann-Pick, tipo C; Pompe - Doenca de Pompe;
LAL - Deficiéncia em Lipase &acida; X-manosidae — Alfa-manosidose

Fonte: Relatérios de atividades da Comissdo Coordenadora do Tratamento das Doencgas Lisossomaisde Sobrecarga (CCTDLS) 2006-2022
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_Abordagem bioquimica

A populacdo portuguesa apresenta um amplo espetro de
mutagoes nas DLSs, no entanto, existem certas patologias
que apresentam mutagdes mais frequentes (tabela 2) (4).

Para a doenga de Fabry, o estudo de populacdes de
risco, conduziu a identificacao de varios doentes com a
mutacdo p.Phe113Leu, devido ao efeito fundador (8). Estes
resultados enfatizam a importancia da georeferenciacao,
para compreensao da epidemiologia e diversidade genética
destas doencas. Atualmente, com recurso a Sequenciacao
de Nova Geracdo (NGS), a identificacdo da base molecular
responsavel pelas doengas tornou-se mais acessivel pois,
agrupando doencas com base no fendtipo apresentado,
¢ possivel desenhar painéis com diferentes numeros de
genes, ou realizar o estudo de exomas clinicos por NGS
(10), Estas novas abordagens, permitiram a identificagéo da
patologia de sobrecarga lisossomal, em doentes que foram
rececionados no laboratério com suspeita de outra Doenca
Hereditaria do Metabolismo. O recurso a NGS, permitiu
ainda a identificag@o de novas variantes, em que o estabele-
cimento de uma correlacdo com o fenétipo clinico e a apre-
sentac@o bioquimica, sdo essenciais para a compreensao
destas doencas multissistémicas e para o desenvolvimento
de abordagens terapéuticas personalizadas.

_Epidemiologia

A prevaléncia ao nascimento de 29 DLSs diferentes na popu-
laga@o do norte de Portugal é de 25 por 100.000 nados-vivos,
sendo o dobro da prevaléncia descrita nas populagoes
holandesa (14 por 100.000 nados-vivos) e australiana (12,9 por
100.000) (4). A populagéo portuguesa apresentava, igualmen-
te, maior prevaléncia de gangliosidoses GM2, Niemann-Pick
tipo C e Leucodistrofia Metacromatica, MucolipidosesIlII
e menor prevaléncia das doencas de Pompe e Fabry em com-
paragdo com as populacdes holandesa e australiana (4), Entre
1982 e 2001, estavam identificados cerca de 353 doentes com
DLSs (4). Atualmente, devido & aplicagdo de métodos mais
sensiveis e especificos, assim como um melhor conhecimento
da populacdo portuguesa, a doenga de Fabry e a doenca de
Gaucher, sdo das doencas mais prevalentes em Portugal, a
par da Gangliosidose GM2, variante B1. Para alguns destes
casos, foram reconhecidos fenomenos de “efeito fundador”,
com uma origem ancestral comum, cujo background genético
se foi transmitindo através da descendéncia, criando focos lo-
cais de incidéncia, em particular, daquela doenca (8). No caso
da doenca de Fabry, por exemplo, foi até possivel identificar
0 primeiro casal portador da doenca: as origens da patologia
remontam a 1650, a uma freguesia de Guimaraes com 1500
habitantes. Sé em Guimaraes existem mais de 300 casos
identificados (8),

Tabela 2: [ Biomarcadores para as diferentes Doengas Lisossomais de Sobrecarga.

Doenca (Gene)

Gangliosidose GM2 —
variante B1 (HEXA)

Mutacdes frequentes na populagao portuguesa

p.Arg178His — muito frequente em casos juvenis

p.Asn370Ser — alelo mais frequente( 60% dos alelos identificados)

Doenca de Gaucher (GBA)

p.Leud444Pro, p.Gly377Ser, p.Asn396Tht, 1066+1G>A

outras mutagées frequentes na populagéo portuguesa

Leucodistrofia Metacromatica
(MLD; ARSA)

Niemann-Pick disease type C
(NPC1/ NPC2)

Doenca de Fabry (GLA)

p.Phe113Leu

IVS2+1 G—A alelo mais frequente
p.Cys300Phe, p.Pro425Thr, 1190_1191insC, g.2408delC
outras mutagdes frequentes na populacao portuguesa

p.Ala1035Val no NPC1
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_Abordagem terapéutica

As intervencoes terapéuticas para as DLSs avangaram signi-
ficativamente nos Udltimos 25 anos. Foram desenvolvidas
varias abordagens, incluindo a terapia de substituicéo
enzimatica (ERT), a terapia de reducéo de substrato, o trans-
plante de células estaminais hematopoiéticas, a terapia com
chaperones farmacoldgicos e a terapia génica (1113) A ERT
tornou-se a terapia de eleicdo para varias DLSs, embora
exija administragdes multiplas e dispendiosas e tenha eficéa-
cia limitada para algumas manifestagdes, nomeadamente as
neuroldgicas, uma vez que as enzimas administradas, nao
atravessam a barreira hemato encefalica (12),

Nos ultimos anos, tém-se registado um aumento no numero
de doentes em tratamento, devido a disponibilizagao de novas
terapias, assim como a um melhor conhecimento da historia
natural destas doencas. Recentemente, tem-se assistido a
avanc¢os na terapia génica para a DLSs, com estudos pré-
clinicos e clinicos a demonstrarem eficacia. Esta abordagem
é de particular interesse na correcéao dos sintomas neurologi-
cos, que ndo era conseguido com as demais terapias (12). No
entanto, apesar destes avancos, muitas DLSs permanecem
intrataveis ou inadequadamente tratadas, destacando a
necessidade de uma investigacao continua e desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas.

Figura 1: [ Folhetos informativos do projeto LINCE (A) e
do projeto FIND (B).
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_Investigacédo e as DLSs

A translacado da investigacéo para a area de prestacao de
servicos tem sido gradual, havendo uma sediacao historica
destas competéncias na regidao Norte, IGMJM, UniLiPE e
atualmete na URN (DGH-INSA) estendendo a sua acao de
forma a abranger todo o pais. As implicagdes dos nossos
estudos estendem-se a informar as decisdes das politicas
de saude, melhorar a precisdo do diagnéstico e orientar
o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Os
programas de sensibilizacdo para populacdes pediatricas de
risco, permitem uma maior consciencializacdo para certos
grupos de patologia, disponibilizando um diagnéstico atem-
pado, uma intervenc@o precoce e uma melhor compreensao
da histéria natural de certas patologias (4. No caso do
projeto LINCE, que visa 0 estudo de um grupo de doencas
lisossomais, as Ceroide Lipofuscinoses Neuronais, permitiu
a identificacao de um caso de NCL tipo I, enquanto o projeto
dedicado as mucopolissacaridoses, o projeto FIND, ja
permitiu o estudo de 14 doentes, que beneficiaram de uma
intervencdo atempada (figura 1) (4. O modelo Zebrafish
surgiu como um modelo vertebrado valioso para estudar as
DLSs, assim como outras Doencas Hereditarias do Metabo-
lismo, permitindo uma melhor compreenséo da patogénese
da doenca aliados a diferentes modelos para realizagao de
estudos funcionais e esclarecimento da patogenicidade das
Variants of Uncertain Significance (VUS) (15). As terapéuticas
baseadas em oligonucle6tidos sdo uma area promissora,
com um amplo leque de aplicagdo, nomeadamente em
doencas neuroldgicas (16),
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_Conclusoes

As doencas lisossomais de sobrecarga em Portugal séo ca-
racterizadas por um perfil epidemioldgico e genético distin-
to, com certas doencas e mutagdes sendo mais prevalentes
devido a efeito fundador e contextos genéticos regionais.

Os avancos na investigagao bioquimica, genética e clinica, jun-
tamente com a implementaca@o de estratégias inovadoras de
diagnostico e tratamento, continuam a melhorar a compreen-
s&0 e 0 “gestao” desses disturbios complexos.

A determinagao de atividade enzimatica residual e os perfis de
biomarcadores, associados a caracterizacao molecular, sao
importantes para um diagnostico preciso e para a compreen-
séo da fisiopatologia das DLSs, fornecendo dados importantes
a Comissao Coordenadora do Tratamento das Doencas Lisos-
somais de Sobrecarga (CCTDLS), sediada no INSA, nas suas
decisoes.

E crucial prosseguir a investigagéo sobre os aspetos bioquimi-
cos e genéticos destas doengas, a fim de melhorar as estraté-
gias de diagndstico e as abordagens, progressivamente, mais
personalizadas.
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_Resumo

As doencas lisossomais de sobrecarga (DLS) sao um grupo heterogéneo de
cerca de 70 doencas metabdlicas hereditarias raras, causadas por deficién-
cias enziméaticas que comprometem a fungdo do lisossoma, resultando em
manifestagdes clinicas multissistémicas graves. Embora estejam disponiveis
algumas abordagens terapéuticas, muitas DLS continuam sem opgoes efica-
zes de tratamento, e a validagdo funcional de variantes genéticas mantém-se
um desafio na era da sequenciagao de nova geracao.

Neste trabalho, descrevemos a criagao e caracterizagao de modelos experimen-
tais inovadores para varias DLS, incluindo as Mucopolissacaridoses (MPS) |, I,
lIIB, 1IIC, IlID e VI e a Mucolipidose (ML) tipo II. Foram geradas linhas de células
estaminais da polpa dentéria de dentes deciduos (SHEDs) e células estaminais
pluripotentes induzidas (iPSCs), bem como modelos de peixe-zebra editados
por CRISPR/Cas9. Estes sistemas recapitularam fen6tipos tipicos das doengas,
como acumulagéo de glicosaminoglicanos e colesterol, défice enzimatico e dis-
funcao lisossomal.

Destacam-se a obtencao das primeiras linhas SHED para varias MPS, uma
linha iPSC de ML Il oficialmente registada (INSAi003-A) e a validagao de mo-
delos animais para MPS IlIB e ML II. Estes modelos constituem ferramentas
complementares para estudar mecanismos patolégicos, avaliar variantes de
significado incerto e desenvolver terapias personalizadas, reforcando o papel
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge na investigagéo transla-
cional de doencas raras.

_Abstract

Lysosomal storage diseases (LSDs) are a heterogeneous group of about 70
rare inherited metabolic disorders, resulting from enzymatic deficiencies
that impair lysosomal function, leading to severe multisystemic clinical
manifestations.

Although some therapeutic approaches exist, many LSDs still lack effective
treatment options, and the functional validation of genetic variants remains
a challenge 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, 11, IIB,
IIIC and VI, and Mucolipidosis (ML) type Il.

Stem cell lines from the dental pulp of exfoliated deciduous teeth (SHEDs)
and induced pluripotent stem cells (iPSCs) were generated, and zebrafish
models were engineered using CRISPR/Cas9. These systems recapitulated
typical disease phenotypes, such as glycosaminoglycan and cholesterol
accumulation, enzymatic deficiency, and lysosomal dysfunction. Highlights
include the establishment of the first SHED lines for several MPSs, the
first officially registered ML Il iPSC line (INSAiI003-A), and the validation of
animal models for MPS IlIB and ML 1.

These models represent complementary tools to study pathogenic
mechanisms, evaluate variants of uncertain significance, and develop
personalized therapies, reinforcing the National Health Institute Dr
Ricardo Jorge role in translational research on rare diseases.

_Introdugéo

As Doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLS) constituem um
grupo de doencas metabodlicas hereditarias raras, causadas
por variantes patogénicas que afetam a funcao do lisossoma
e resultam na acumulagdo progressiva de substratos nao
degradados (1. Estdo descritas cerca de 70 DLS, todas
monogénicas, maioritariamente autossémicas recessivas,
embora trés apresentem modo de transmissado ligado ao X.
Séao, em geral, causadas por variantes patogénicas em genes
que codificam hidrolases acidas, proteinas de membrana do
lisossoma, ou transportadores, levando a acumulacao de
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substratos ndo degradados no interior do lisossoma e
comprometendo processos essenciais como a regulacdo
do seu pH, a autofagia, a endocitose e a homeostasia do
célcio, entre outros (2:3),

A apresentacao clinica destas doencas é altamente variavel,
podendo ir de formas neonatais graves a manifestacoes
tardias ou assintomaticas. Em geral, sado doencas
multissistémicas, com envolvimento neurolégico nas formas
mais severas, levando a neurodegeneragao, défice cognitivo,
epilepsia e morte precoce. Outros sinais frequentes incluem
hepatoesplenomegalia, alteracdes esqueléticas e cardiopatias
(4). Apesar de individualmente raras (1:50.000-1:250.000),
a sua prevaléncia conjunta varia entre 1:5.000-1:5.500
nados-vivos, sendo mais elevada em Portugal (cerca de
1:4.000), com incidéncias ainda superiores em algumas
populagdes devido a efeitos fundadores (1:57). Dada a
heterogeneidade clinica destas doencas e sobreposicao de
sintomas com outras patologias, o diagnéstico continua a
ser um desafio. Isto é particularmente relevante uma vez que
a auséncia de diagnostico atempado pode comprometer a
eficacia das intervencoes terapéuticas atualmente disponiveis.
Embora ainda ndo exista cura, tém sido desenvolvidas vérias
abordagens terapéuticas, incluindo terapia de substituicao
enzimatica (ERT), terapia de reducéo de substrato, chaperones
farmacoldgicos e transplante de células hematopoiéticas (1:8).
Estdo também em desenvolvimento estratégias terapéuticas
de base genética como terapia génica, terapias de RNA e
edicdo genética (1:8.9). Atualmente, estdo disponiveis em
Portugal mdltiplas terapias aprovadas para diferentes DLS,
nomeadamente para a Doenga de Fabry, Doenca de Gaucher,
Deficiéncia de Lipase Acida Lisossomal, MPS I, II, IVA, VI
e VI, Niemann-Pick tipo C e Doenca de Pompe. Para a
Alfa-Manosidose e para a Deficiéncia da Esfingomielinase
Acida também estdo disponiveis no nosso pafs duas
abordagens de ERT na modalidade de autorizacdo de
utilizagao especial. No entanto, a maioria das DLS continua
sem tratamento eficaz, e as opcdes existentes ndo garantem
resposta clinica sustentada.

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)
tem um papel central no diagnéstico bioquimico e molecular
destas doengas, incluindo testes enzimaticos, doseamento
de biomarcadores e diagndstico molecular por sequenciacao
de Sanger e de nova geracao (NGS), e tem contribuido, ao
longo dos anos, com diversos estudos de caracterizacao
de doentes portugueses (10-16) 0 INSA coordena ainda
a Comissao Coordenadora do Tratamento das Doencas
Lisossomais de Sobrecarga (CCTDLS), responsavel pela
avaliacdo e acompanhamento dos doentes com DLS em
tratamento no nosso pais. Segundo os dados publicados
no relatério da CCTDLS de 2022, cerca de 350 doentes
encontravam-se em tratamento em Portugal (17),

No dominio da investigacdo, o INSA, através do seu
Departamento de Genética Humana (DGH), tem liderado
varios projetos centrados nas DLS. Para além da investigagao
translacional, tem dado particular enfoque ao desenvolvimento
de novos modelos in vitro e in vivo, com o objetivo de melhor
compreender 0s mecanismos patolégicos e testar terapias
inovadoras. Embora os fibroblastos de doentes continuem a
ser amplamente utilizados como modelo celular, permitindo o
estudo da acumulagao lisossomal e a avaliacdo de terapias, a
sua limitagcao em replicar fenétipos de tecidos complexos, como
0 sistema nervoso central, tem motivado o desenvolvimento
de abordagens mais avangadas. Nesse sentido, tém sido
estabelecidos modelos neuronais a partir de células estaminais
da polpa dentéaria de dentes deciduos exfoliados (SHED, do
inglés Stem Cells from Exfoliated Deciduous Teeth) e de células
estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglés induced
Pluripotent Stem Cells) derivadas de fibroblastos de doentes,
possibilitando o estudo direto dos efeitos das variantes
patogénicas em tipos celulares mais relevantes. Paralelamente,
estdo a ser estabelecidos modelos animais de peixe-zebra
com variantes especificas, gerados por CRISPR/Cas9. Estas
ferramentas permitem avaliar a patogenicidade de variantes
de significado incerto (VUS, do inglés Variants of Uncertain
Significance) detetadas por NGS, estudar os mecanismos
moleculares associados a cada doencga e desenvolver terapias
personalizadas, como as chamadas terapias N-of-few,
direcionadas a variantes especificas.
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_Objetivo e metodologia

Os principais objetivos deste artigo foram: (i) Divulgar
a geracao e caracterizacdo de modelos in vitro de DLS,
incluindo cinco modelos de SHEDs para MPS I, 11, 1B, llIC e
VI, e trés modelos de iPSCs para MPS llIC e lID e ML II; (ii)
Apresentar o desenvolvimento de modelos in vivo de peixe-
zebra para MPS IlIB e ML I, obtidos por edi¢cdo genética via
CRISPR/Cas9 knock-out (KO) e knock-in (KI); (iii) Avaliar a
relevancia destes modelos para o estudo dos mecanismos
fisiopatolégicos, validacdo de variantes genéticas e teste
de novas estratégias terapéuticas. Para isso foi avaliado o
feno6tipo associado a respetiva doenca lisossomal nestes
modelos; (iv) Enquadrar o contributo destas metodologias
para 0 avanco da medicina de precisdo em doencas raras,
com potencial impacto na melhoria dos cuidados de saude
prestados aos doentes em Portugal.

Todos os estudos aqui referidos foram conduzidos em
conformidade com a Declaracao de Helsinquia e aprovados
pela Comissdo de Etica do INSA [datas de aprovagao: 28
de junho de 2020; 18 de maio de 2023 e 9 de outubro de
2023], bem como pela Comisséo de Etica do Cell Line and
DNA Biobank from Patients Affected by Genetic Diseases
do Istituto Giannina Gaslini (quando aplicavel).

Foi obtido consentimento informado por escrito dos
individuos que forneceram as suas amostras para o estabe-
lecimento de linhas celulares, e seu estudo subsequente.

_Resultados e discussdo

A Unidade de Investigagao e Desenvolvimento do DGH do
INSA tem vindo a consolidar uma linha de investigacao
robusta e estratégica na area das DLS, centrada ndo sé
na caracterizagdo bioquimica e genética dos doentes,
mas também no desenvolvimento de modelos funcionais
inovadores, com vista a validacdo de variantes genéticas e
a exploragao de novas abordagens terapéuticas.

O presente trabalho representa um avanco significativo
neste contexto, ilustrando a geragdo de modelos celulares
e animais especificos para varias DLS, nomeadamente MPS
[, I, B, HIC, ID e VI e ML II.

Geracdo de células estaminais da polpa dentaria de
dentes deciduos exfoliados (SHEDs)

Foram estabelecidas, pela primeira vez, linhas SHEDs de
vérios doentes com MPS, nomeadamente: |, II, IIIB, llIC
e VI. Para isso, as SHEDs foram estabelecidas a partir
de fragmentos de polpa dentaria isolados de dentes de
doentes com estas patologias de acordo com (18). Em geral,
estas células apresentaram morfologia tipica de células
estaminais mesenquimais (MSCs) e viabilidade adequada.
Confirmou-se a expresséo de marcadores de MSCs (CD105,
CD73 e CD90) e a capacidade de diferenciacéo nas trés
camadas germinativas reforcando o potencial inigualavel
destas células para modelar doengas neurodegenerativas.
A caraterizagao destas células permitiu verificar a presenca
dos defeitos moleculares esperados bem como a auséncia
de atividade das enzimas em causa. Conseguimos também
confirmar que apresentaram fendtipos tipicos de doenca
lisossomal, como, por exemplo, acumulacao significativa de
glicosaminoglicanos (GAG), o que é indicativo de disfuncdo
lisossomal. Poderdo encontrar-se detalhes dos resultados
observados para MPS Il em (18) estando outros trabalhos
em preparacao (ver na figura 1 os resultados obtidos numa
linha de MPS VI). Estes resultados sao particularmente
relevantes, pois demonstram que, apesar da sua elevada
taxa de divisdo celular e consequente nivel de proliferacao,
estas células preservam o fendtipo de doenca, o que as pode
tornar adequadas para estudos iniciais de fisiopatologia e
rastreio de terapias, dispensando, numa primeira fase, a
diferenciacdo em tipos celulares especificos.
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Figura 1: 1 Representagdo esquemética das andlises efetuadas in vitro para cada uma das linhas estaminais

estabelecidas para MPS Il e anélise critica comparativa dos métodos que nos permitiram estabelecé-las.

Analise das linhas estabelecidas
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2: Confirmacao da presenga de marcadores de doenca lisossomal de sobrecarga/MPS por diferentes métodos
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Analise Critica

Estabelecimento de culturas SHED: Estabelecimento de culturas iPSC:

% Curta janela temporal para garantir o sucesso da % Protocolo exigente em termos de tempo e custo
técnica: so funciona quando os dentes deciduos % Requer muitos/uma série de controlos de qualidade/testes de
chegam ao laboratorio no maximo 48h pos- seguranca, includindo esterilidade, mycoplasma, analise da
queda; ‘clearance’ dos vectores usados para a reprogramagao e analise

% Cultura priméaria propensa a contaminacéo de cariétipo

v Protocolo eficiente em termos de tempo e custo v Protocolo  standardizado, bem  validado,  aceite

v/ Nao requer tantos controlos  de
qualidade/testes de seguran¢a quanto as
iPSCs, uma vez que séo ‘naturally-occurring stem
cells'.

internacionalmente por toda a comunidade cientitica

v" Mais facil de diferenciar em linhas celulares de interesse usando
kits comerciais

A rosa estao representados os blocos relativos aos estudos em SHEDs, e a verde em iPSCs. Nesta ilustracao, usamos apenas linhas MPS, por serem mais
comparaveis entre si, e selecionamos linhas cuja caraterizagdo nédo foi ainda publicada a nao ser no ambito de teses. Para ilustrar os resultados obtidos em
SHEDSs, escolhemos apresentar imagens da linha MPS VI, enquanto que os resultados apresentados para iPSCs foram obtidos em linhas MPS 1lIC e MPS
I1ID. 1) Confirmagéo da estaminalidade por varios métodos. Em ambos os casos, o fenétipo estaminal foi confirmado através da presenca de marcadores
standard de estaminalidade: NANOG, SOX2 e OCT3/4. A sua presenca foi avaliada tanto quantitativa como qualitativamente, por RT-gPCR e imunofluo-
rescéncia, respetivamente. No caso das SHEDs, avaliamos também um painel de outros marcadores de superficie, por RT-gPCR, para melhor validar o
fendtipo de MSC. 2) Confirmacgéao da presenga de marcadores de doenca lisossomal de sobrecarga/MPS. Para além da habitual confirmagéo da presenca
das variantes causais, e do seu defeito enzimatico associado (défice em arilsulfatase B em SHEDs MPS VI, e em HGSNAT e GNS, em iPSCs MPS IlIC e IlIID,

respetivamente), confirmamos também, por LC-MS/MS, a presenca de sulfato de heparano acumulado, e, por imunofluorescéncia, a alteragédo do padrao
de distribuicao da LAMP.
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Geracgao de iPSCs

As linhas de iPSCs de ML II, MPS IlIC e IlID foram geradas
a partir de fibroblastos de doentes com estas patologias,
obtidos a partir de um biobanco (Instituto Giannina Gaslini).

Foi utilizada uma abordagem nao integrativa seguindo
o0 workflow previamente estabelecido pela equipa para
a geracdo das primeiras iPSCs no INSA (19.20)  Apgs
adquirirem morfologia tipica de células estaminais
embriondrias humanas, realizaram-se varias andlises visando
a sua caracterizacdo, incluindo a auséncia de vetores
de reprogramacao, expressao enddgena de fatores de
transcricado e marcadores de superficie de pluripoténcia,
bem como a capacidade de diferenciagao nas trés camadas
germinativas. A caracterizagdo genética validou a sua
identidade por analise de Short Tandem Repeats (STR),
estabilidade do cari6tipo e presenga da variante causadora
da doenca. Foi também excluida a contaminacao por
micoplasma. A nivel bioquimico, para as linhas MPS llIC e IIID
confirmou-se a deficiéncia enzimética associada a cada uma
das doencas, e avaliaram-se dois marcadores fenotipicos
chave da MPS IIl, a acumulagao de sulfato de heparano e
0 padréo de distribuicdo da LAMP, ambos alterados em
comparacao com 0s controlos, em concordancia com o
observado nas linhas parentais de fibroblastos (ver na figura
1, MPS llIC e IlID). Relativamente a ML Il, foi gerada, pela
primeira vez, uma linha de iPSCs para esta doenca, a partir
de fibroblastos de um doente homozigoético para a variante
causal mais comum (¢.3503_3504del no gene GNPTAB). A
linha de iPSCs ML Il apresentou todas as caracteristicas de
pluripoténcia, tendo sido oficialmente registada no Human
pluripotent stem cell registry como INSAI003-A, e com
preservacao do fenétipo da doenca. Os resultados obtidos
nesta linha, estdo j4 publicados (21).

Apesar de ainda ndo terem sido diferenciadas em tipos
celulares relevantes para as respetivas doengas (ex:
condrécitos, neurdnios ou cardiomiécitos), o seu valor como
modelo in vitro para estudos fenotipicos é enorme dado o
seu potencial para futuras aplicacbes em investigagdo e
desenvolvimento pré-clinico de terapias dirigidas. Exemplos
s&o os oligonucledtidos antissense, ou outras moléculas

de RNA com potencial terapéutico, aos quais a nossa
unidade tem também dedicado muita atencdo ao longo dos
Gltimos anos (22-26) A geracdo destes modelos celulares
reforga 0 compromisso do INSA com a criacao de recursos
reprodutiveis e partilhaveis para a comunidade cientifica, com
potencial para apoiar projetos de investigacao colaborativos
e desenvolvimento pré-clinico de terapias.

Geracgao de modelos de peixe-zebra

Paralelamente, através da edigao genética dirigida aos genes
ortdlogos naglu e gnptab por tecnologia CRISPR/Cas9, foram
gerados modelos de peixe-zebra para a MPS IlIB e ML Il, os
quais apresentam impacto fenotipico mensuravel, incluindo
acumulacao precoce de sulfato de heparano, alteragoes
morfologicas e do comportamento locomotor.

Relativamente ao modelo de peixe-zebra para a MPS
1B, a nivel genético confirmou-se o KO do gene naglu,
e a caracterizagdo morfolégica e bioquimica na fase de
desenvolvimento embrionéario revelou que este mimetiza o
fenotipo observado nos doentes.

Quanto ao modelo de peixe-zebra para a ML Il foi introduzida a
mutacao ortéloga mais comum em humanos (¢.3503_3504delTC)
com uma elevada taxa de Kl (54%). No entanto, a maioria
dos embrides apresentou mosaicismo, sendo objetivo futuro
otimizar a estratégia para gerar uma linha estavel de fundadores
heterozigoéticos modelo para ML Il

_Conclusoes

Os modelos experimentais desenvolvidos neste estudo,
baseados em células do préprio doente ou em organismos
geneticamente modificados, n&o apenas mimetizam
aspetos fundamentais da patologia humana, como também
constituem uma plataforma versatil para o teste de novas
terapias e para a triagem de variantes genéticas. Este
Ultimo ponto é particularmente relevante face a um dos
principais desafios da medicina gendmica atual, o aumento
exponencial da detecdo de VUS resultante da expansao
das tecnologias de NGS. Estes modelos contribuem, assim,
para colmatar esta limitacéo critica e acelerar a translacao

dos resultados para a pratica clinica.
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Adicionalmente, o trabalho aqui descrito posiciona o INSA
como uma referéncia nacional na aplicagao de estratégias de
medicina de precisdo as doencas raras, alinhando-se com as
orientacoes estratégicas do European Joint Programme on
Rare Diseases (EJP RD) e da nova European Rare Diseases
Research Alliance (ERDERA). A participacéo ativa nestas redes
reforca o papel do INSA enquanto entidade de interface entre
diagndstico, investigacao e politicas de saude.

Em suma, os resultados obtidos demonstram que 0s modelos
desenvolvidos (SHEDs, iPSCs e peixe-zebra) sao ferramentas
eficazes e complementares para o estudo das DLS. Estes
modelos nao s6 permitem aprofundar 0s mecanismos
moleculares subjacentes a doenga, como abrem caminho a
identificagao de alvos terapéuticos, ao rastreio de farmacos
e ao desenvolvimento de terapias personalizadas, como as
abordagens N-of-few. O trabalho realizado constitui, por isso,
um contributo relevante para a investigacdo em doengas
raras, com impacto potencial na melhoria dos cuidados de

salde prestados aos doentes em Portugal e além-fronteiras.
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_Resumo

As porfirias sdo um grupo de oito doencas metabdlicas raras, resultantes de di-
ferentes deficiéncias enzimaticas na biossintese do grupo heme. Cada uma des-
sas deficiéncias resultara na acumulagéo e excregao de precursores do heme,
nomeadamente o acido delta-aminolevulinico, o porfobilinogénio e as porfirinas.
Cada porfiria tem um perfil caracteristico de acumulagéo de biomarcadores, que
sera utilizado na diferenciacao das diferentes porfirias. Estas doengas raras tém
atingimento multisistémico (podendo mimetizar outras doengas) e apresentam
uma heterogeneidade de sintomas, o que torna desafiante o seu diagnéstico.
O papel do laboratério é preponderante no diagndstico de porfiria. O conhe-
cimento acerca da casuistica nacional e da histéria natural das porfirias é es-
casso, devido a inexisténcia de critérios para o diagnéstico, dificuldade na
interpretagéo dos resultados bioquimicos e a inexisténcia de um laboratério
de referéncia para o diagnéstico bioguimico e molecular.

Desde 2022, tem vindo a ser desenvolvido e implementado, na URN-INSA, um
laboratdrio de referéncia nacional para o diagnéstico bioguimico e molecular de
porfirias, agudas e cutaneas, de modo a dar resposta a este grupo de doengas.
Este trabalho é pioneiro no estabelecimento do diagndstico bioguimico de porfi-
rias utilizando, respetivamente, dois algoritmos no diagnéstico de porfirias agu-
das e cutaneas. Através destes algoritmos, num total de cerca de 200 amostras
testadas, caracterizamos 9 porfirias agudas e 21 porfirias cutaneas.

Desta forma, e comparativamente com o descrito na literatura, os algoritmos
desenvolvidos demonstraram uma boa sensibilidade, especificidade e robus-
tez no diagndstico 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 establishing 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 literature, the developed algorithms
demonstrated good sensitivity, specificity, and robustness in diagnosing
porphyrias.

_Introdugéo

As porfirias s@o um grupo de doengas raras, maioritariamente
hereditarias do metabolismo da via da biossintese do heme, e
resultam de uma deficiéncia de uma das 8 enzimas que fazem
parte desta via metabdlica.

As porfirias s@o classificadas, fisiopatologicamente, em
hepaticas ou eritropoiéticas (relativamente ao local onde se
acumulam os intermediarios do heme) ou, clinicamente, em
agudas (anteriormente hepaticas agudas) e cutaneas, sendo
esta Ultima categoria ainda subdividida em bolhosas e nao
bolhosas (ou tendo fragilidade cutanea quando exposta a
luz solar). A primeira e as Ultimas trés reacoes enzimaticas
da via metabdlica, ocorrem na mitocondria, 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 Hereditaria (CPH, OMIM#121300) e a Porfiria
por Deficiéncia do Acido Delta Aminolevulinico Desidratase
(ADP, OMIM# 612740, também conhecida por porfiria de
Doss), e quatro porfirias cutaneas: 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 deficiéncias enzimaticas resulta na
acumulacao especifica das porfirinas e dos seus precursores,
imediatamente anteriores ao bloqueio enzimatico. Enquanto
0s precursores das porfirinas (o acido delta-aminolevulinico
- ALA e o porfobilinogénio-PBG), sdo moléculas lineares
nao fluorescentes, as porfirinas (Uroporfirinas -Uro,
Heptaporfirinas -Hepta, Hexaporfirinas -Hexa, Pentaporfirinas
-Penta, coproporfirinas -Copro, protoporfirinas -Proto) sdo
moléculas circulares e que emitem fluorescéncia quando
excitadas com luz a um determinado comprimento de onda.
E com base nestes biomarcadores que se estabelece o
diagnéstico bioquimico de uma porfiria (1-3). A maioria das
porfirias tem um padrdo de hereditariedade autossémico
dominante (PAI, PV, CPH), a excecédo de PPE, PEC, PHE
(Porfiria Hepato Eritropoiética) e ADP, cuja hereditariedade
¢ autossomica recessiva. De salientar, que no caso da PCT,
podemos ter uma PCT familiar (ou tipo 2), por deficiéncia na
enzima URO-descarboxilase de hereditariedade autossémica
dominante, ou PCT adquirida (ou tipo 1). Uma terceira
condicdo 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 eritrdide da ALAS (ALAS2) estéo, regra geral,
associadas ao cromossoma X, como é o caso da PPE-XL,
onde em vez de haver uma deficiéncia enzimatica, ocorre um
ganho de funcéo.

Relativamente a PCT adquirida, esta, estd regra geral,
associada a um consumo abusivo de alcool. Outros fatores
desencadeantes podem ser também as infegdes viricas,
nomeadamente pelo virus da hepatite C (VHC) e a infecdo
pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH), o tabagismo,
a exposicao prolongada a pesticidas, a sobrecarga em
ferro (individuos com variantes patogénicas no gene da
Hemocromatose - HFE tém um risco acrescido) e a toma de
estrogénios (4). Apenas 25% dos casos de PCT s&o do tipo
familiar (5.

Nos casos de ADP, as variantes s6 estao descritas num nimero
reduzido de familias (6), enquanto noutras porfirias, o efeito
fundador leva a que algumas variantes tenham sido amplamente
distribuidas por algumas populacdes. O caso mais comum é

0 da variante ¢.175C>T (p.Arg59Trp) no gene PPOX, com uma
prevaléncia de 3:1000 habitantes, na populacdo 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 esta descrito para o gene HMBS, na Suécia e Noruega,
para a variant8 (c.593G>A) (p.Trp198*) (8), estimando-se que seja
responsavel por 50% dos casos de PAl, no norte da Suécia. As
porfirias apresentam também diferentes penetrancias clinicas e,
para a mesma mutacéo, podem apresentar diferentes fendtipos,
mesmo em individuos da mesma familia.

As porfirias sao conhecidas ha mais de 150 anos. A primeira
porfiria descrita na literatura médica remonta a 1874 (9). Também
ao longo da histéria existem relatos da presenca de porfiria,
como por exemplo o retratado no filme The Madness of King
George lll, 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 atribuidos a uma porfiria
aguda intermitente (PAI) e desencadeada por fatores porfirinogé-
nicos como a ma nutricdo e essencialmente pelo abuso de
substancias aditivas (ex.: alcool-absinto, as tintas - tinha por
habito “mordisca-las”) (19) e, por tltimo, o folclore em torno dos
“lobisomens” e dos vampiros, este Ultimo associado ao conde
Drécula, Viad Il (1431-1476).

Nao existem dados sobre a prevaléncia das porfirias em
Portugal. Na década de 70, os estudos de Palma-Carlos &
Palma-Carlos (1974) (11) identificaram 12 casos de Porfiria
Variegata, num total de 64 casos de porfirias, 0 que de acordo
com aqueles autores, daria uma prevaléncia da ordem dos
19% (12-14) Em 2015, Guerreiro e Amado (15), publicaram
sobre “porfirias cuténeas em idade pediatrica” e, em 2023
foi publicado um “Consenso Portugués de Porfirias Agudas:
Diagnéstico, Tratamento, Monitorizacéo e Referenciagao” (16),
por um painel multidisciplinar de especialistas.

Epidemiologicamente, considera-se que a PAl é o tipo de
porfiria mais comum das porfirias agudas, a PCT a porfiria
mais comum das cutaneas (1:10 000), e a porfiria ADP, a mais
rara das porfirias (<0,001:1 000 000). Estima-se que na Europa
a prevaléncia sintomatica de PAIl seja de 5,9:1 000 000, no
entanto, a prevaléncia de individuos com variantes no gene
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Figura 1: [ Via de biossintese do heme.

Biossintese do Heme ‘
Glicina+Succinil CoA

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, T

Acido 5-delta aminolevulinico

(ALA)

| 2

Porfobilinogénio
(PlBG) 3

8,
s e
<. m
ny; %, . Hidroximetilbilano

s N

Uroporfirinogénio | Uroporfirinogénio Il
|5
Coproporfirinogéni Coproporfirinogénio Il
ol | 8
Protoporfirinogénio 1X
7
Protoporfirina IX gez-
le .~
Heme

do heme) (modificado de: de Souza PVS, et al., 2021) "7

Tabela 1: [ Tipos de porfiria de acordo com a deficiéncia enzimatica, hereditariedade, sintomatologia, idade ao diagndstico e

Tipo de porfiria
(OMIM)

ADP (#612740)
PAI (#176000)
PV (#121300)

CPH (#121300)

PCT (PCT,tipo 1)
(#176090)

PCT (PCT,tipo II;
f-PCT) (#176100)

PHE (#176100)
PEC (#263700)
PPE (#177000)

PPE-XL (#300752)

‘ Deficiéncia enzimatica ‘

‘ Porfirias

1 - ALA sintetase (ALAS)
(ALAS1/ALAS2)

—‘ Protoporfiria ligada ao X

(+) jejum, fdrmacos, alcdol, dietas, stress

esterdides

Porfiria por défice ALA

2 - ALA desidratase (aLAD) ‘—

desidratase (ADP)

() Pb

3 -Hidroximetilbilano
sintetase (HmB)

Porfiria Aguda

Intermitente (PAI)

4 - Uroporfirinogénio Il
Co-sintetase (urom)

Porfiria Eritropoiética
Congénita (PEC)

5 - Uroporfirinogénio
descarboxilase (UrRoD)

Porfiria Cutanea
Tarda (PCT)

() Pb

6 - Coproporfirinogénio

Coproporfiria Hereditaria

oxidase (cPox) (N
7 - Protoporfirinogénio —‘ Porfiria Variegata (PV) ‘
oxidase (PPOX)
Protoporfiria

8 - Ferroquelatase (FecH)

(-)Pb

prevaléncia por género (modificado IPNET).

Enzima afetada  Hereditariedade

ALAD AR +

HMBS AD +

PPOX AD +

CPOX AD +
_ Adquirida 2 _

(80%)

UROD AD (20%) -

UROD AR —

UROS AR -

FECH AD/AR

ALAS2 Ligado X ®

Casos
neuroviscerais

Fra?J\r:dade Fotossensi-  N° mutagdes Idad diagnosti Sner
cutanea, bilidade aguda (HGMD*) ade ao diagnostico, genero
pele bolhosa
_ o ’ Extremamente rara, infancia,
5 adolescéncia
— - 546 Adolescéncia, adultos, > %
, Adolescéncia, adultos, lesdes
+ - 211 cutaneas em 60%; > ¢
b _ 94 Adolescéncia, adultos, lesbes
cuténeas em 30%; > ¢
+ — — Adultos
+ — 149 Porfiria mais comum, adultos, M>F
+ — 16 Extremamente rara, infancia, M=F
Menos comum, porfiria cutanea mais
* 61 grave, infancia, M=F
- . Comum, infancia, adolescéncia
231 (1-6a); M=F
- + 2 Infancia, adolescéncia, M>F

Eritropoiética (PPE)

ADP - porfiria por défice do acido delta aminolevulinico; 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 — autossdmica recessiva, AD — autossomica dominante; ALAS2 — ALA sintetase 2; ALAD — acido delta aminolevulinico desidratase; CPOX — coproporfironogénio
oxidase; FECH - ferroquelatase; HMBS — hidroximetilbileno sintetase; PPOX — protoporfirinogénio oxidase; UROD - uroporfirinogénio descarboxilase;

UROS - uroporfirinogénio Il sintetase, F — feminino; M — masculino; XL - ligado ao cromossoma X; 'podem ocorrer simultaneamente sintomas neuroviscerais e
ledes cutaneas; ?cerca de 80% dos casos sdo devido a causas exdgenas, fatores ambientais; ® quando ocorre em mulheres, o fenétipo pode ir desde
assimtomatico até muito grave, como acontece no homem, devido a inativagédo do cromossoma X. * Human Gene Mutation Database (HGMD®);
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php; OMIM — Online Mendelian Inheritance in Man
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HMBS sera de 1:1 782, com uma penetrancia clinica de 1-10%
(6,18,19) Para a PV estima-se que a prevaléncia seja de cerca de
3,2:1 000 000 (4) ¢ para a CPH de 1:10 000 000. A PAI sintométi-
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 sao 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, condicoes de stress extremo
ou mesmo processos infeciosos (?2). Na Suécia e Noruega,
devido ao efeito fundador, a prevaléncia é mais elevada (1:1 000)
(2,23,24) A PPE ¢ a porfiria mais comum em criangas (9,2:1 000
000) (6). Nas restantes porfirias, a prevaléncia & muito baixa;
<1:1 000 000.

_Objetivo

O facto das porfirias se encontrarem subdiagnosticadas em
Portugal, deve-se provavelmente, entre outras limitagbes, a
inexisténcia de critérios para o diagnéstico e de um laboratério
especializado neste tipo de patologias. Apresenta-se, neste
artigo, a experiéncia da Unidade de Rastreio Neonatal, Metabo-
lismo e Genética, do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (URN-INSA) no desenvolvimento de um laboratério de
referéncia para o diagnéstico bioquimico e molecular de porfirias
de modo a aprofundar o conhecimento neste grupo de doencas,
a sua real incidéncia, bem como a caracterizagao bioquimica e
genética de casos suspeitos, mas sem diagnostico definitivo.

_Material e métodos

Desde que iniciamos as acoes de sensibilizagao para a neces-
sidade de pensar e diagnosticar porfirias, recebemos desde
2022, cerca de 200 amostras (constituidas por amostras de
urina, fezes e sangue).

Diagndstico bioquimico de porfirias

O diagnostico das porfirias é baseado em testes bioquimi-
cos que utilizam trés matrizes bioldgicas: urina, sangue e
fezes, de preferéncia colhidas simultaneamente.

De acordo com a suspeita clinica, o tipo de amostra
biol6gica sera preponderante no diagnéstico (tabela 2).
Uma amostra ndo adequada, quer por ndo cumprimento
dos requisitos de acondicionamento e/ou armazenamento,
quer pela ndo colheita da amostra apropriada, podera
induzir a falsos negativos. A urina, devera ser uma urina
ocasional e nunca uma urina de 24 horas (24h). Atualmente,
a determinagao da atividade enzimatica residual associada
a estas patologias, raramente é utilizada no diagnéstico,
recorrendo-se preferencialmente ao estudo genético.

Assim, do que foi explanado, e ap6s a implementagao e
validacao das técnicas de cromatografia de alta pressao
(HPLC) com detegao de fluorescéncia, da cromatografia
liquida de troca iénica e de espectrofotometria (tabela 2) na
detecdo e quantificacdo dos precursores do heme, surgiu
a necessidade de elaboracéo de algoritmos de diagnostico
bioguimico que, de uma forma intuitiva, permitissem auxiliar
no diagndstico de porfirias.

Desenvolvimento de algoritmos para o diagndstico
bioquimico de porfirias

Porfirias agudas

Testes de 1% linha

A anélise laboratorial dos precursores das porfirinas (ALA
e PBG) em amostras de urina ocasional, € 0 primeiro passo
no diagnostico de uma porfiria aguda (tabela 2 e figura 2).
Se houver suspeita clinica de uma porfiria aguda, o teste
de Hoesch (teste screening do PBG) deveréa ser efetuado.
Se o teste screening do PBG for positivo, é necessario
entdo quantificar o PBG, o ALA e as porfirinas totais urina-
rias (PTU). Se persistir a suspeita clinica, devemos passar
para os testes de 22 linha caso haja uma elevagao do ALA,
isoladamente (PBG normal ou ligeiramente aumentado),
dever-se-a suspeitar da porfiria por défice ADP, sempre
apds excluir outras causas, como a tirosinemia tipo | e
intoxicagdo por chumbo (Saturnismo) (figuras 1 e 2).

No caso de todos os parametros terem sido negativos e
persistir a suspeita de uma porfiria, devemos efetuar o
estudo genético.
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Tabela 2:[] Marcadores bioquimicos mais relevantes, nas diferentes matrizes biolégicas, consoante o tipo de porfiria.

Urina Fezes Sangue
Pt PBG/ALA Porfirinas Porfirinas Porfirinas Pico de flurescéncia
urinérias fecais eritrocitarias plasmatica

ADP T TALA Copro I N ZnPP —

PAI PBG>>>ALA Uro 1+Copro Il N/ 1T N A=619-620nm

PV PBG>ALA ' Copro llI Proto>>Copro llI N A\=626-628nm

4 1ZnPP, Copro |, /10
PEC N Uro |, Copro | Copro | Uro I, Proto A\=619-620nm
PCT 2/PHE N T Uro I+Hepta Isocopro, Hepta N A=619-620nm
1T PP IX (Proto

PPE @ N N Proto livre 80%>> N=634-636nm
ZnPP)

PPE-XL N N Proto TPPIX (ZnPPIX A=634-636nm
40%)

ALA - &cido delta aminolevulinico, PBG — porfobilinogénio, Copro — coproporfirina, Uro — uroporfirina, Hepta — heptaporfirina, Isocopro —
isocoproporfirina, Proto — protoporfirina, ZnPP - protoporfirina zincada, PPIX — protoporfirina livre, N — normal, T — aumentado, >>> — muito
aumentado. ' podem ocorrer simultaneamente sintomas neuroviscerais e ledes cuténeas; 2 As porfirinas urinarias sao Uteis numa suspeita de PCT em
presenca de lesdes cutéaneas tipicas (bolhosas), O pico maximo de emisséo de fluorescéncia plasmatica é o teste bioquimico de eleigdo numa
suspeita de PPE juntamente com as lesdes cutaneas apos exposicéo solar; 4 Acumulagao de protoporfirina na bilis, pele, figado e dentes.

Figura 2: [ Algoritmo de diagnéstico para as porfirias agudas.

Crises Agudas: neurovisceral (dor abdominal aguda, neuropatias, alteracdes de
compaortamento, confusdo)taquicardia e hipertensdo

4 —
| PBG/ALA ¢ PTU wrina ocasional | “‘

Teste de
Hoesch Positivo
(urina)

%

T ' ]
PBG/ ALA N+ 1 PTU :
T o | P
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em crise?
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Diagnéstico diferencial de porfirias agudas - 22 linha

Com um teste de PBG positivo (0 ALA normal ou ligeiramen-
te aumentado), o passo seguinte é identificar o tipo de porfi-
ria, através da diferenciagdo e quantificacao dos diferentes
isomeros das porfirinas, em amostras urinarias e fecais
(tabela 2). Qutro teste bioguimico essencial é a medicao
do pico maximo de emissdo de fluorescéncia plasmatica
Este teste € essencial no diagnoéstico de PV, uma vez que
esta porfiria é a Unica que apresenta um pico maximo de
emisséao de fluorescéncia plasmatica entre os comprimentos
de onda de 626 e 628nm. (tabela 2) (25). O estudo deve ser
complementado com a determinacdo das porfirinas totais
nas fezes, e do seu fracionamento por HPLC, a semelhanca
do que acontece com a amostra de urina.

Porfirias cutaneas

Nas porfirias cutaneas (figura 3), o ALA e o PBG néo séo
informativos. Neste caso havendo uma suspeita, dever-se-a
efetuar a andlise das porfirinas plasmaticas (através da
determinacéo do pico maximo de emissao de fluorescéncia
plasmatica) e quantificacdo das porfirinas urinarias totais
na urina e do seu fracionamento (26). A determinacéo de
um pico maximo de emissao de fluorescéncia plasmatica e
a quantificacdo da protoporfirina eritrocitaria, deverdo ser
realizadas sempre que ocorram manifestagdes agudas dolo-
rosas de fotossensibilidade. De salientar que, em ambas as
porfirias (agudas e cutaneas) o contacto do laboratério com
o clinico é muito importante, pois dependendo da existéncia
dos sintomas, diferentes estratégias de diagnostico poderao
ser adotadas (figuras 2 e 3).

Quer nas porfirias, agudas e cutaneas, apo6s a confirmacéo
bioquimica do tipo de porfiria devemos considerar uma 32
linha de diagnéstico: a caracterizagdo molecular através da
realizacao por sequenciacao de nova geracao (NGS) de um
painel de 9 genes (ALAD, ALAS2, CPOX, FECH, HFE, HMBS,
PPOX, UROD, UROS) associado a porfirias e sequenciado
na plataforma Illumina, identificando assim a mutacao
causal no caso index, e o respetivo estudo familiar.

_Resultados e discussao

Com a metodologia implementada e validada em consonancia
com as diretrizes dos laboratérios internacionais, especializados
no diagnostico de porfirias (https://new.porphyrianet.org/en/con-
tent/ipnet-working-groups, International Porphyria Network-1P-
NET), e através da utilizacdo dos algoritmos apresentados
(figuras 2 e 3), num total de cerca de 200 amostras estudadas,
caracterizamos do ponto de vista bioquimico e molecular, 9
porfirias agudas e 21 porfirias cutaneas (grafico 1).

Atualmente, ja podemos assumir que Portugal tem casuistica
relativamente as porfirias agudas uma vez que sa@o ja
conhecidos (incluindo as porfirias diagnosticadas neste
trabalho), 19 casos (dados nao publicados), distribuidos por
PAI (N=5+5%), PV (N=2+5%) e 2 casos de CPH. Relativamente
as porfirias cutaneas, identificamos 18 PCT e 3 PPE, embora
devam existir, ainda muitos casos ndo diagnosticados no
nosso pais (grafico 1) (* Casos ja diagnosticados, anteriores
ao estudo).

Provavelmente, existirdao mais casos, mas os resultados de-
verdo estar dispersos pelos diversos hospitais ou unidades
de saude. De salientar que, para a PAl, o tratamento ja foi
aprovado em 2023, pelo INFARMED - Autoridade Nacional
do Medicamento e Produtos de Salde. Dos dados obtidos,
a PCT é a mais comum das porfirias. Relativamente as
amostras testadas, ndao se obteve nenhum falso positivo
(confirmadas pelo estudo molecular). No que concerne aos
falsos negativos, uma vez que o diagnostico das porfirias é
essencialmente realizado através da anélise dos precursores
do heme, bioguimicamente, ndo havendo um incremento
destes, e cumprindo todas as normas de colheita das
amostras e matrizes bioldgicas, os resultados negativos
permitiram excluir o diagnostico de porfiria. Apesar da
caracterizagdo molecular ser a ferramenta de referéncia
para a confirmagao do diagnostico, ndo devera ser utilizada
como unico teste, principalmente nas porfirias agudas, dada
a baixa penetrancia clinica destas. O facto de se confirmar
uma variante patogénica, ndo é indicador de que a doenca
esté activa. No entanto, o estudo molecular é extremamente
importante, quer na caracterizacdo do caso index, quer no
estudo de familiares (portadores assimtomaticos, de modo a
evitarem os compostos porfirinogénicos). Parece nao existir
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Figura 3: [ Algoritmo de diagndstico para as porfirias cutdneas.
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uma correlacao linear entre o genotipo e o fendtipo, de

modo a prever a gravidade da doenga ou o prognéstico. Do
Grafico 1: [ Ndmero de casos de porfirias diagnosticadas

gue se encontra descrito na literatura, existem certas varian-
desde 2022,

tes genéticas que sdo associadas a crises recorrentes, no

PV C;H caso de PAl, e outras variantes que parecem ter um efeito

A

PCTf

protector, limitando o nimero de crises nas porfirias agudas
(27). De qualquer forma, estes testes deverdo sempre ser
realizados em laboratérios especializados e com experiéncia
neste tipo de diagnéstico (19),

PPE Em regra geral, dever-se-a pensar num diagndéstico de porfi-

E ria aguda quando o ALA, PBG e as PTU estdo aumentadas,

juntamente com a presenga de um pico de emissdo de
fluorescéncia plasmatica. A diferenciacao do tipo de porfiria
tera de ter em conta todos estes parametros (tabela 2),

PCTadq juntamente com a analise do perfil das diferentes isoformas.

Dada a heterogeneidade de sintomas, o diagnostico de
porfiria pode ser desafiante (figuras 2 e 3). Também se
PCT - Porfiria Cutanea Tarda; PCTadq — PCT adquirida; PCTf — PCT deve ter em atengéo, aquando do diagndstico diferencial de
familiar; PPE — Protoporfiria Eritropoiética; PAI — Porfiria Aguda L. .
Intermitente; PV — Porfiria Variegata; CPH — Coproporfiria Hereditéaria. uma porﬂ”av gue oS8 resultados dos biomarcadores (ALA:

PBG, PTU, fluorescéncia plasmatica e fracionamento das
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porfirinas), devem ser analisados sempre em conjunto, e
nao isoladamente (tabela 2), uma vez que determinadas pa-
tologias podem originar aumentos inespecificos de certas
porfirinas (porfirindria) e se individualmente se valorizar,
incorre-se no erro de diagnosticar erradamente uma porfiria
(3), A hiperbilirubinemia ¢ um exemplo de diagndstico dife-
rencial de porfiria, onde pode existir uma coproporfiriniria
(neste caso, a razdo dos isémeros da coproporfirina sera
utilizada como diagnostico diferencial). Outro exemplo
¢ a sindroma de Dubin-Johnson (SDJ), sendo que neste
caso, verifica-se um aumento da coproporfirina |, enquanto
na doencga de Gilbert ocorre um aumento em ambos 0s
isomeros de coproporfirina | e Ill. A porfirindria também
pode ocorrer nas disfuncdes hepéticas, no consumo de
estupefacientes e medicamentos, no consumo excessivo de
alcool ou de outros compostos metabolizados pelo citocro-
mo P450. O total das porfirinas fecais também pode estar
aumentado devido a degradacdo bacteriana da amostra,
quando as condigdes de armazenamento néo tiverem sido
cumpridas. Um laboratério especializado devera ser capaz
de reconhecer e/ou avaliar a hipétese de estarmos perante
estas causas secundarias de aumento de producdo de
porfirinas. Por exemplo, também pode ocorrer aumentos
secundarios de protoporfirina no sangue, em resultado de
anemias ou mesmo intoxicacdo por metais pesados, e estes
aumentos ndo sdo exclusivos de uma porfiria.

Apesar de se terem diagnosticado 19 porfirias agudas, com-
parativamente com 0 que se encontra descrito na literatura,
0 numero ainda fica aquém do esperado, considerando o
que esta descrito para a Europa, através dos paises que
participam na IPNET.

Um diagndstico atempado é a chave essencial para o
sucesso do tratamento, diminuicdo da morbilidade e
aumento de qualidade vida do doente porfirico. A otimiza-
cao dos procedimentos laboratoriais, dos algoritmos de
diagnostico bioquimico, das acdes de sensibilizacao, da
intervencado em inumeros féruns médicos, e uma resposta
rapida e alicercada com os padrdes internacionais,
atestam a capacidade técnica e cientifica da Unidade de
Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética, do Instituto

Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (URN-INSA) para
diagnosticar todos os tipos de porfiria. A execucdo das
metodologias necessarias, a interpretagao dos resultados
e a participacdo nos esquemas de qualidade da IPNET
(https://new.porphyrianet.org/en/content/worldwide-ne-
twork), tem contribuido para a consolida¢do do laboratério
de referéncia no estudo destas patologias.

Pensar porfiria, sera sempre o primeiro passo para
direcionar o diagndstico, e o facto destas doencas serem
multisistémicas (podendo mimetizar outras doencas) e
apresentarem uma heterogeneidade de sintomas, leva a
que o diagnostico de uma porfiria seja desafiante, onde o
papel do laboratério é preponderante na confirmacao do
diagndstico bioquimico de porfiria ou na exclusdo deste.
A publicacao do Consenso Portugués de Porfirias Agudas
(16) veio reforgar o papel da URN-INSA, no diagnéstico
bioguimico e molecular de porfirias.

_Consideragbes finais

Do nosso conhecimento e até a presente data, este trabalho
¢ pioneiro no estabelecimento do diagnostico bioquimico
de porfirias, utilizando os algoritmos apresentados, e um la-
boratério, a nivel nacional, que disponibiliza para as porfirias
agudas e cutaneas um diagnostico integrado (bioquimico e
molecular). A ndo existéncia, até recentemente, de casuistica
em Portugal relativamente as porfirias, era essencialmente
devido a baixa suspeita clinica para o diagnéstico e a
complexidade inerente a confirmacao do mesmo.

Presentemente, com todas as acOes de sensibilizagdo e
formacao junto da comunidade médica e demais profissionais
de saude, relativamente ao tipo de amostras a estudar, o
seu acondicionamento, e o facto de existir neste momento
um laboratério de referéncia para o estudo bioquimico desta
doenca (URN-DGH), tem contribuido para contrariar esta
tendéncia. Acdes de sensibilizagdo para pensar porfiria
(brochura informativa http://hdl.handle.net/10400.18/10544),
testar e

referenciar, tem sido determinante para o

conhecimento e diagnostico deste grupo de doencas raras.
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_Diagnéstico molecular das sindromes de cancro hereditario da mama-ovario e
colorretal: a experiéncia 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)

Patricia Theisen', Pedro Rodrigues’, Gléria Isidro?, Jodo Gongalves’
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(1) Unidade de Genética Molecular. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

(2) Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

O cancro é uma das principais causas de morte a nivel mundial, sendo respon-
savel por quase 10 milhdes de mortes. Os dados mais recentes da Organizagéo
Mundial de Salde indicam que o cancro da mama é o 2° tipo mais frequente
de cancro e a 4° causa de mortalidade, enquanto o cancro colorretal € o 3° tipo
mais comum e a 2° causa de mortalidade.

Considerando que o0s casos de cancro s&o na sua grande maioria de origem es-
porédica, cerca de 5 a 10% correspondem a sindromes de cancro hereditario,
as quais estao associadas a variantes germinativas patogénicas, em diferentes
genes, que conferem predisposicdo para cancro. A identificagdo de uma varian-
te germinativa causal num individuo com cancro pode ter importantes consequ-
éncias, desde o seu tratamento, a implementacao de protocolos personalizados
de vigilancia e prevencao da doenca oncolégica, bem como a disponibilizagéo
do teste genético preditivo aos respetivos familiares em risco.

Por ocasiao do 50° aniversario do Departamento de Genética Humana (DGH)
do Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, sintetiza-se a atividade
de diagnostico genético molecular desenvolvida neste departamento de
1994 a junho de 2025, no contexto das sindromes hereditarias de cancro da
mama-ovario e de cancro colorretal, compreendendo a analise de mais de
1800 individuos.

Constatou-se, desde 1994, um aumento do nimero de testes genéticos para
sindromes de cancro hereditério realizados no DGH, demonstrando a importan-
cia que estes tém para os doentes e seus familiares. A implementagédo da se-
quenciacao de nova geragao, em 2015, permitiu aumentar o nimero de genes
de predisposic@o para cancro analisados, com a concomitante melhoria dos
tempos de resposta e da taxa de diagnostico. Face a estimativa de aumento
da incidéncia de cancro nas préximas décadas, especialmente de cancro da
mama e colorretal, é fundamental continuar a oferta deste diagndstico, em con-
sonancia com a evoluc@o do conhecimento e com a atualizagdo tecnoldgica.

_Abstract

Cancer is one of the leading causes of death worldwide, accounting for
nearly 10 million deaths. The most recent data from the World Health
Organization indicate that breast cancer is the 2nd most frequent type of
cancer and the 4th leading cause of mortality, while colorectal cancer is
the 3rd most common type and the 2nd leading cause of mortality.

Although most cancer cases are sporadic in origin, about 5 to 10%
correspond to hereditary cancer syndromes, which are associated with

pathogenic germline variants in different genes that confer cancer predis-
position. The identification of a causal germline variant in an individual
with cancer can have important consequences, ranging from treatment to
the implementation of personalized surveillance and prevention protocols,
as well as the availability of predictive genetic testing for at-risk family
members.

On the occasion of the 50th anniversary of the Department of Human
Genetics (DGH) of the National Institute of Health Doutor Ricardo Jorge,
we summarize the molecular genetic diagnostic activity carried out in
this department from 1994 to June 2025, in the context of hereditary
breast-ovarian cancer and colorectal cancer syndromes, covering the
analysis of more than 1,800 individuals.

Since 1994, there has been an increase in the number of genetic tests for
hereditary cancer syndromes performed 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, especially breast and colorectal cancer, it is
essential to continue providing this type of diagnosis, in line with advances
in knowledge and technological progress.

_Introdugéo

Os testes de diagnostico molecular para as sindromes
hereditarias de cancro da mama-ovario (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 Saude Doutor Ricardo Jorge a partir de 1994,
constituindo um marco relevante em salde publica, quer no
apoio aos doentes quer aos seus familiares. Para além da sua
importancia na identificagao da alteragao genética associada
a doenca em individuos afetados — podendo contribuir para a
definicdo de uma estratégia terapéutica personalizada e para
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implementacao de medidas de vigilancia e prevencao de
novos tumores - estes testes possibilitam, igualmente,
a identificagcdo de familiares com risco acrescido de
desenvolvimento de neoplasias. Os testes de diagnéstico
genético de sindromes de cancro hereditario assumem,
deste modo, um papel central enquanto instrumentos de
medicina preventiva, sustentando a gestdo do risco em
familias afetadas, num contexto de elevada prevaléncia
destas doencas com impacto significativo na satde publica
e na sociedade.

O cancro é uma das principais causas de morte a nivel
mundial, tendo sido responsavel por quase 10 milhdes de
mortes em 2022. Considerando os dados mais recentes
disponibilizados pela Organizacédo Mundial de Saude (2022),
relativamente a incidéncia de novos casos de cancro, 0 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 ovario, sendo o 18° tipo de cancro mais
frequente. Relativamente a mortalidade, o cancro colorretal
foi a segunda causa mais frequente (9,3%), o0 da mama a 42
(6,8%) e 0 do ovario a 142 causa (2,1%) (1),

Embora a maioria dos tumores ocorra de forma esporadica,
estima-se que cerca de 5 a 10% estejam associados a
sindromes de cancro hereditario resultantes de variantes
germinativas patogénicas que conferem um risco acrescido
para o desenvolvimento de um ou mais tumores. Estes
surgem, frequentemente, numa idade precoce quando
comparados com os casos de cancro esporadico (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 ovério e, ainda, a cerca de 3% dos
casos de cancro da prostata e péancreas. Estes casos
resultam de alteragdes germinativas patogénicas num gene
de predisposicdo para cancro, entre mais de duas dezenas
de genes que tém vindo a ser identificados ao longo dos
anos. Destacam-se os genes BRCAT e BRCA2, descritos
pela primeira vez, respetivamente, em 1994 e em 1995
(3.4). Trata-se de genes supressores tumorais envolvidos na

reparacdo de danos no DNA por recombinacao homologa,
sendo responsaveis por cerca de metade dos casos de
HBOC. Na populacéo portuguesa, foi identificada uma variante
patogénica fundadora no gene BRCA2 (c.156_157insAlu), que
devera 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 estédo associados a risco moderado/reduzido ().

No contexto do cancro colorretal, 5 a 6% dos casos tém
origem hereditaria, destacando-se a sindrome 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 hereditario sem polipose, esta
associada a alteragdes nos genes de reparacado de erros
de emparelhamento/mismatch repair (MLH1, MSH2, MSHE,
PMS2) ou a grandes delegdes na regiao terminal do gene
EPCAM que afetam a expressio de MSH2 (8). A instabilidade
de microssatélites (MSI - Microsatellite Instability), uma das
caracteristicas moleculares do cancro colorretal associadas
a LS, é relevante para a orientacao dos estudos moleculares
nos referidos genes, para a compreensao da origem do tumor
e para o eventual tratamento dos doentes. A FAP, causada
por alteracdes no gene APC, apresenta penetrancia elevada e
caracteriza-se pelo desenvolvimento de dezenas a milhares de
pdlipos adenomatosos no colon e reto. A polipose associada
ao gene MUTYH (MAP - MUTYH Associated Polyposis) é a
segunda sindrome de polipose mais frequente, seguindo-se
outras mais raras como a sindrome de polipose juvenil (genes
SMAD4 e BMPR1A), a sindrome de Peutz-Jeghers (gene
STK11) e as sindromes de hamartomas associadas ao gene
PTEN (7),

Atendendo ao modo de heranga, as sindromes de cancro
hereditario referidas apresentam um padrao autossémico
dominante, com risco de 50% de transmissao da alteracdo
a descendéncia, com excecao da MAP, que apresenta um
padréo autossomico recessivo (7).
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A implementagado da sequenciacdo de nova geragao (NGS -
Next Generation Sequencing) no DGH, constituiu um marco no
diagnostico molecular das sindromes em causa, caracterizadas
por elevada heterogeneidade genética, ao permitir a anélise
simultanea de multiplos genes em painéis dirigidos a predisposi-
cao para diferentes tipos de cancro, proporcionando maior cele-
ridade e custos substancialmente inferiores aos da abordagem
convencional.

O diagnostico genético destas sindromes hereditarias constitui
uma ferramenta essencial para a prevencao do cancro. Conhe-
cendo-se a variante germinativa patogénica associada a predis-
posicdo para cancro, tal pode ter profundas implicagdes para
o doente e seus familiares. Neste contexto, o doente podera
beneficiar de medicina personalizada e da implementagao de
protocolos clinicos de vigilancia/prevencao adequados a sua
situacao. Os familiares em risco de herdarem a variante patogé-
nica poderao, apds aconselhamento genético, realizar o teste
genético preditivo, permitindo atuar na prevengao da patologia
em causa.

_Objetivo

Pretende-se, com este trabalho, apresentar de forma sucinta,
0s resultados globais obtidos, de 1994 a 2025, no ambito
do diagnostico genético molecular das sindromes de cancro
hereditario, nomeadamente cancro da mama/ovario e cancro
colorretal.

_Material e métodos

Foram estudados 1825 individuos com histéria pessoal e/ou
familiar sugestiva/confirmada de HCRC ou de HBOC. Esses
casos compreenderam 1200 casos de HCRC (de 1994 ajunho
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.

Apos obtengao do consentimento informado, foi extraido DNA
genomico de amostras de sangue periférico ou de amostras
(tumor e tecido normal) fixadas em formol e embebidas em
parafina (FFPE). O DNA extraido das amostras FFPE foi usado
exclusivamente para pesquisa de MSI (144 amostras). Entre

0s casos de HCRC, 1091 foram submetidos a sequenciacao
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 BRCAT e BRCA2 (HBOC), e 0s genes APC,
MUTYH, MLH1, MSH2 e STK11 (HCRC), foram analisados
recorrendo a abordagem convencional — PCR seguida de
sequenciacao de Sanger. A pesquisa de MSI foi realizada por
PCR para os loci D25123, BAT25, BAT26, D53546 e D175250
(painel de Bethesda) seguida de eletroforese em gel de polia-
crilamida.

A partir de 2015, o diagnostico molecular destas sindromes
passou a ser realizado por NGS com um painel de genes de
predisposicao para cancro (Trusight Cancer Panel - 94 genes,
substituido em 2022 pelo TruSight Hereditary Cancer Panel -
113 genes, lllumina), 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 anélise
bioinformatica de variantes, sua anotacdo e classificacéo,
incluindo a previsao in silico de consequéncias funcionais, foi
realizada com recurso a diferentes softwares, destacando-se
0s programas da lllumina (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 clinicas
(Clinvar, HGMD Professional, LOVD, BRCA Exchange, entre
outras). As variantes foram classificadas como patogénicas
(VP), provavelmente patogénicas (VPP), de significado clinico
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) (%10) e com as
recomendacdes gerais e especificas de genes da CanVIG-UK
da ACGS (Association for Clinical Genomic Science) (') e da
ClinGen (12),
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A pesquisa de alteracdes do numero de copias (CNV - Copy
Number Variant) foi implementada no DGH em 2012, recorrendo
ao MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification,
MRC-Holland), para os genes BRCAT, BRCA2, MLH1 e MSH?2,
e foi alargada a outros genes de predisposicdo para cancro,
em fungao das solicitagdes. A pesquisa da variante patogénica
BRCA2: ¢.156_157insAlu (mutacdo fundadora na populagéo
portuguesa), realizou-se por PCR especifica de alelo ou por
MLPA.

A analise in silico de CNV foi implementada no DGH em 2019,
usando a pipeline panelcn.MOPS (13.14) ¢, desde 2022, também
o0 software DRAGEN Enrichment.

Todas as variantes patogénicas/ provavelmente patogénicas
(VP/VPP) identificadas por NGS foram confirmadas por sequen-
ciagdo de Sanger (variantes pontuais) ou por MLPA (CNV).
A pesquisa de variantes familiares causais em individuos sauda-
veis (testes genéticos preditivos) realizou-se por sequenciagao
de Sanger ou MLPA, em funcdo da natureza das mesmas.

Tabela 1: [} Painéis de genes de predisposigéo para cancro da mama-ovario hereditario (HBOC) e cancro colorretal hereditario (HCRC).

Painel

Genes

ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDKN2A, CHEK2, EPCAM*, ERCC4, MLH1, MRET1A, MSH2,
MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD50, RAD51C, RAD51D, RINT1, STK11, TP53

HBOC'!

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

HCRC

' - Inclui a pesquisa da inser¢ao Alu em BRCA2 e MLPA para BRCA1 e BRCA2; *- inclui a pesquisa in silico de grandes delecdes na regidao 3’ deste gene.

_Resultados

As amostras bioldgicas recebidas para diagnoéstico molecular
de sindromes hereditarias de cancro até junho de 2025,
corresponderam a um total de 1825 individuos analisados,
625 para HBOC e 1200 para HCRC (grafico 1).

A maioria dos testes genéticos realizados para HBOC consistiu
em testes de diagndstico em individuos afetados (550/625),
maioritariamente, com cancro de mama (74,6%), ovario (4,8%),
prostata (3,2%) e pancreas (2,1%). Os restantes testes (n=75)
corresponderam a testes preditivos em individuos saudaveis
que apresentavam histéria familiar comprovada (n=41, pesqui-
sa da variante familiar) ou sugestiva de HBOC (n=34, painel de
genes por NGS).

Nos individuos afetados, foram identificadas VP/VPP em
11,3% dos casos, distribuidas por varios genes (grafico 2), e
VUS em 17,1%. No contexto dos testes genéticos preditivos,
dos 41 familiares saudaveis analisados, 24 eram portadores
da variante pesquisada. Adicionalmente, nao foi identificada

nenhuma variante causal nos 34 individuos com teste preditivo
prescrito apenas com base na histéria familiar sugestiva de
HBOC.

Das 64 VP/VPP identificadas nos 62 individuos afetados
(grafico 2), mais de metade (53,2%) ocorreram em BRCA1/2
(36,0% em BRCA2 e 17,2% em BRCAT). A variante BRCA2:
€.156_157insAlu, com efeito fundador na populacéo portugue-
sa, foi detetada em 3 individuos afetados, correspondendo a
13,0% das VP/VPP identificadas em BRCA2. Adicionalmente,
foram identificadas variantes causais noutros genes de repara-
¢cao do DNA por recombinacdo homoéloga como ATM (14,1%),
CHEK2 (7,8%), PALB2 e BRIP1 (ambos com 6,2%) e RAD51C
(4,7%) (grafico 2). Salientam-se dois individuos com histéria
pessoal e familiar de cancro da mama e/ou ovario, ambos du-
plos heterozigoticos para variantes patogénicas em BRCA1/2 e
ATM.
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No contexto do HCRGC, foram analisados por sequenciacao de
Sanger/NGS, 1091 individuos, dos quais 621 afetados (teste
diagnéstico) e 470 familiares saudaveis (teste preditivo). Dos
621 individuos, 359 tinham suspeita de sindromes de polipose,
232 de LS e os restantes 30 individuos com suspeita de HCRC
indefinido (informagao clinica nao disponibilizada).

Foram identificados 202 individuos afetados com uma ou
mais variantes das classes VP/VPP/VUS, designadamente 175
individuos com uma variante, 25 com duas variantes e dois
com trés variantes. Entre as 230 variantes, a maioria (219) foi
classificada como VP/VPP (grafico 3), tendo sido identificadas,
maioritariamente, nos genes APC (37,6%) e MUTYH (34,4%),
seguidos de MSH?2 (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 individuos afetados, 11 VUS (APC n=1;
MLH1 n=83; MSH2 n=4; MUTYH n=2 e NTHLT n=1). Foram identi-

ficadas VP/VPP em 23,7% dos individuos com suspeita de LS
(565/232), 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 nao foi
identificada).

Relativamente aos individuos 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.

Grafico 1: [} Distribuigdo das amostras analisadas no DGH em contexto de sindromes de cancro hereditdrio no periodo

de 1994 a junho de 2025.
140

120

A 107

100

80

60

40

== N° amostras HCRC

HBOC - cancro da mama-ovario hereditario, HCRC - cancro colorretal hereditario.

N° amostras HBOC

116
114

100

78 80
68

35

28

N° Total de amostras

80



() instiuvto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico
Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 13

2025
numero

especial 17

22 série

Grafico 2: [ Distribuigdo por gene das variantes germinativas classfficadas como patogénicas/ provavelmente
patogénicas identificadas nos individuos afetados com cancro da mama-ovério hereditario.
Total de 64 individuos, incluindo 2 duplos heterozigoticos (BRCA1/BRCA2 e ATM).

Outros: 2
(14%)
RAD51C: 3
(5%)
PMS2: 3
(5%)
PALB2: 4
(6%)
CHEK2: 5
(8%)
BRIP1: 4

(6%)

BRCAT: 11
(17%)

BRCA2: 23
(36%)

Gréfico 3: [ Distribuigdo por gene das variantes germinativas classificadas como patogénicas/ provavelmente
patogénicas identificadas nos individuos afetados com cancro colorretal hereditério.
Total de 193 individuos, incluindo 23 homozigéticos, 21 heterozigoticos compostos e 10 heterozigéticos para variantes em MUTYH.

APC: 82
(38%)
MLH1: 23
(10%)
PMS2: 2 e MSH2: 28
(1%) , (13%)
STK11: 6
MUTYH: 75 ,
(3%) (34%) MSH®6: 2

_Discusséo

A implementacdo, em 2015, de painéis de sequenciagdo de
genes de predisposicao para cancro por NGS veio possibilitar
um diagnoéstico molecular mais abrangente, rapido e econémi-
co, relativamente as metodologias convencionais anteriormente
utilizadas no DGH (15,

Considerando os casos de HBOC, a analise molecular permitiu
confirmar o diagnostico clinico presuntivo, com identificacéo
de VP/VPP em 11,3% dos individuos afetados, em concordan-
cia com a proporcao esperada de cerca de 10% de tumores

(1%)

hereditarios. Cerca de metade dos individuos afetados
(54,8%) apresentaram variantes patogénicas em BRCA1/2,
confirmando estes dois genes como 0s principais genes de
predisposicao para HBOC (grafico 2). A identificacdo das
variantes patogénicas nos restantes individuos afetados so6
foi possivel com a implementacao de painéis de NGS, uma
vez que estas ocorreram noutros genes de predisposicao
para HBOC cuja andlise por metodologia convencional néo
era entdo realizada. O teste genético preditivo, realizado em
41 familiares saudaveis, permitiu identificar 24 portadores da
variante familiar pesquisada.
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Este resultado possibilitou, por um lado, disponibilizar aos
referidos portadores protocolos personalizados de vigilancia
e prevencao de tumores, visando reduzir a morbilidade e a
mortalidade associadas ao cancro e, por outro, dispensar 0s
ndo portadores de uma vigilancia mais frequente por possuirem
um risco de desenvolvimento de tumores equivalente ao da
populagdo em geral.

Apesar de o0s painéis de NGS terem aumentado consideravel-
mente a taxa de diagndstico molecular, ndo foi possivel
identificar nenhuma VP/VPP em 88,7% dos individuos afetados
no contexto de HBOC. Vérios fatores podem explicar este
resultado, incluindo as limitagdes conhecidas da metodologia
de NGS, variantes em genes nao analisados ou, mais provavel-
mente, o facto de muitos destes individuos possuirem tumores
esporadicos e nao hereditarios. Em 19,3% destes individuos,
foram identificadas VUS em genes de predisposicdo para
HBOC as quais, por ndo poderem ser associadas a patologia
em causa, ndo sao clinicamente acionaveis, embora possam
ser alvo de investigacao adicional. As VUS devem, no entanto,
ser devidamente avaliadas em consulta de Genética Médica
face a historia pessoal e familiar dos individuos em questao,
independentemente da sindrome de cancro hereditario.

No contexto de HBOC, o aumento do numero de VUS identifi-
cadas, reflexo do maior nimero de genes analisados, foi um
dos maiores desafios que resultaram da introdugao da NGS,
cabendo aos laboratoérios de diagnostico genético a tarefa de
reclassificagao periddica dessas variantes, mediante novas
evidéncias de estudos funcionais, dados da literatura e/ou
critérios de classificagao.

Relativamente aos casos de HCRC, a identificagao de VP/VPP
em cerca de 31,1% dos individuos afetados (193 em 621),
permitiu confirmar o diagndstico clinico presuntivo. Esta taxa,
superior a obtida para os casos de HBOC, podera ser explica-
da, em parte, pela existéncia de caracteristicas fenotipicas
especificas de algumas sindromes de HCRC, particularmente
nos casos de poliposes, ou pela realizacao de testes genéticos
de rastreio em casos suspeitos de SL, como a pesquisa de
MSI. O numero de VUS identificadas (n=11) foi bastante inferior
comparativamente as detetadas nos casos de HBOGC, o que

podera dever-se ao numero reduzido de casos analisados por
NGS (apenas cerca de 10% da totalidade dos casos suspeitos
de HCRC foram analisados por esta metodologia).

Considerando os genétipos mais raros, em que foram identifi-
cadas duplas heterozigotias, nomeadamente de VP nos genes
BRCA1/2 e ATM (HBOC), estes evidenciam a importancia da
utilizacéo de painéis de genes no diagnoéstico molecular em
causa. A realizagao da analise molecular convencional, com-
preendendo apenas o0s genes BRCA1/2, nao teria permitido a
identificacao das variantes patogénicas no gene ATM, privan-
do as duas familias em causa do adequado aconselhamento
genético (16). Com a utilizacdo da NGS prevé-se, assim, um
aumento na detegéo do nimero de individuos duplos heterozi-
géticos com sindromes de cancro hereditario (17),

Por fim, constata-se que o numero de amostras, recebidas
no DGH, relativas a casos de cancro de mama, tem vindo a
aumentar significativamente nos Ultimos anos. Este aumento
poderd, em parte, dever-se a elegibilidade de doentes porta-
dores de VP/VPP germinativas em BRCA1/BRCA2, para a
terapéutica personalizada com inibidores da poli-ADP-ribose
polimerase (PARP) (2).

_Conclusoes

O aumento do numero de testes realizados no DGH desde
1994 reflete, por um lado, a evolugcdo das metodologias
aplicadas ao diagnostico molecular das sindromes de cancro
hereditario, e por outro, a importancia que 0s mesmos tém
para os doentes e seus familiares.

A implementacdo da NGS permitiu aumentar o numero de
genes de predisposi¢@o para cancro analisados, com o con-
comitante aumento das taxas de diagndstico, redugcao dos
tempos de resposta dos testes genéticos e dos respetivos
custos. Paralelamente, a NGS colocou como maior desafio, o
aumento do numero de alteragoes classificadas como VUS,
0 qual é proporcional ao nimero de genes analisados.

A reclassificacdo das VUS, mediante novas evidéncias resul-
tantes de estudos funcionais, populacionais ou de segregagao
em familias afetadas com sindromes de cancro hereditario,
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pode ter um impacto clinico e psicoldgico significativo para
os individuos em questdo. A reclassificacdo de uma VUS
como variante causal (VP/VPP) converte-a numa variante
acionavel, com a consequente implementacao de medidas de
vigilancia/prevencéo de tumores no individuo afetado e a pos-
sibilidade de oferecer o teste genético preditivo aos familiares
em risco. Por outro lado, se uma VUS for reclassificada como
variante benigna ou provavelmente benigna (como sucede
na maioria dos casos), os individuos portadores deixam de
apresentar risco de desenvolver cancro associado a variante
reclassificada (18:19),

Neste contexto, compreende-se 0 vasto impacto que o
diagnostico molecular em causa tem na saude publica, pelo
que face a estimativa de aumento da incidéncia de cancro
nas proximas décadas, especialmente de cancro da mama e
colorretal, ¢ fundamental a constante formagao de recursos
humanos especializados, acompanhada da devida atualizacao
tecnologica.
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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 doengas congénitas caracterizadas por alteragdes no
Sexo cromossomico, gonadal e/ou anatémico. A sua incidéncia global é estima-
da em 5/1.000 nascimentos, variando, contudo, em fungao de caracteristicas
fenotipicas, desde a presenga de hipospadias (cerca de 1/250 nascimentos do
sexo masculino), a manifestagdes muito raras, como a disgenesia gonadal com-
pleta (1/50.000). A marcada sobreposigéo fenotipica e a heterogeneidade gené-
tica destas patologias dificultam o diagnéstico clinico e a orientagéo adequada
dos doentes.

Esta sinopse de revisitacdo 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
pediatrica), e reflete sobre o impacto da recente implementagéo, em 2019, de
uma abordagem molecular multigénica por sequenciagéo de nova geracao (NGS)
na Unidade de Genética Molecular, no estudo mais alargado de outras PDS,
comparativamente a metodologia cléssica sequencial gene-a-gene. Atualmente,
séo analisados 40 genes, organizados em sete subpainéis: determinagao primaria
do sexo, diferenciagdo sexual, esteroidogénese, infertilidade masculina ou
feminina associadas a hipogonadismo hipogonadotrépico, e faléncia ovarica
prematura. Até a data, foram estudados por NGS 58 doentes com manifestacoes
fenotipicas e endocrinolégicas caracteristicas destas doengas raras (excluindo
a CAH, ndo estudada por NGS). Foram identificadas 18 variantes patogénicas
em 15 doentes, em 10 genes diferentes, e uma variante de significado clinico
incerto no gene AR.

Concluimos que a NGS aumentou a taxa de detegdo de variantes patogénicas
e reduziu o tempo de resposta, potenciando significativamente o diagndstico
molecular das PDS, contribuindo assim para uma orientagao clinica mais pre-
cisa, incluindo o aconselhamento genético e apoio na tomada de decisdes re-
produtivas.

_Abstract

Disorders of sexual development (DSD), whose initial studies began at the
Department of Human Genetics (DGH) in 1991, are a heterogeneous group
of congenital conditions characterised by alterations in chromosomal,
gonadal and/or anatomical sex. Their overall incidence is estimated at 5
per 1,000 births; however, the incidence differs according to phenotypic

characteristics — ranging from the presence of hypospadias (approxima-
tely 1 in 250 male births) to very rare manifestations such as complete
gonadal dysgenesis (1/560,000). The significant phenotypic overlap and
genetic heterogeneity of these disorders make the clinical diagnosis and
appropriate patient management challenging.

This synopsis revisits the patients studied with DSD and, besides briefly
summarizing the molecular studies of congenital adrenal hyperplasia
(CAH), initiated in 2002, involving a total of 411 pediatric patients, aims
to reflects on the impact of the recent implementation, in 2019, of a multi-
gene molecular approach using next-generation sequencing (NGS) in the
Molecular Genetics Unit, which has expanded the study into other DSD,
when compared to the traditional sequential gene-by-gene methodology.
Currently, 40 genes are analyzed, arranged into seven sub-panels: primary
sex determination, sexual differentiation, steroidogenesis, male or female
infertility associated with hypogonadotropic hypogonadism, and premature
ovarian failure. 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
identified in 15 patients, involving 10 different genes, along with one variant
of uncertain clinical significance in the AR gene.

We concluded that NGS increased the detection rate of pathogenic
variants and reduced turnaround time, significantly enhancing the mole-
cular diagnosis of PDS, thereby contributing to more accurate clinical
management, including genetic counselling and support for reproductive
decision-making.

_Introdugéo

O desenvolvimento sexual normal, essencial em mdltiplas ver-
tentes do Homem, caracteriza-se por um processo sequencial
e altamente regulado, iniciando-se apos a fertilizagdo do 6vulo
pelo espermatozoide, com o estabelecimento do sexo cromos-
somico. Compreende a diferenciacéo das gonadas primordiais
em testiculos ou em ovarios, o desenvolvimento dos 6rgéos
genitais internos e externos e a diferenciac@o sexual secundé-
ria, culminando na formacéao completa do fenétipo sexual do
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individuo (masculino ou feminino). Alteracdes genéticas que
perturbem qualquer uma destas etapas — seja em genes que
desencadeiam ou regulam o desenvolvimento das génadas, 0s
restantes ¢rgaos genitais internos ou externos, ou as vias de
biossintese ou a agdo hormonal ou endocrinoldgica — podem
comprometer o desenvolvimento sexual normal, originando
manifestacoes patoldgicas designadas por patologias do
desenvolvimento sexual (PDS).

Assim, as PDS constituem um grupo bastante heterogéneo
de manifestagbes clinicas nas quais 0 sexo cromossémico,
gonadal e/ou anatémico pode ser atipico. Estas patologias
possuem elevada sobreposicao fenotipica e a possibilidade de
ocorrerem em diferentes fases do desenvolvimento humano,
desde o periodo embrionario até a idade adulta - podendo
ocorrer genitais externos ambiguos, disgenesia gonadal, virili-
zacdo e masculinizagao antecipadas, puberdade precoce, tar-
dia ou ausente, ginecomastia, infertilidade (sem manifestacdes
fenotipicas aparentes), entre outras — o que dificulta o diagnés-
tico clinico, mas torna o diagndstico molecular essencial, tanto
para a orientacéo clinica adequada, como para uma melhor
integracao social e familiar, e até para a decisao reprodutiva de
cada individuo. A sua prevaléncia global é estimada em cerca
de 5 por 1000 nascimentos, embora varie significativamente
entre os diferentes fenotipos: por exemplo, as hipospadias
ocorrem em cerca de 1/250 nascimentos do sexo masculino,
enquanto outras condi¢des clinicas 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
Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), e, num primeiro periodo,
compreendeu a caracterizacdo de cromossomas Y estrutural-
mente anormais, presentes, predominantemente, em doentes
com 6rgaos genitais externos indefinidos, em homens inférteis
ou em doentes com sindrome de Turner. Posteriormente, e
mantendo-se a abordagem anterior nos casos aplicaveis, a
analise molecular expandiu-se para o estudo de diversos genes,
refletindo a data a sua descoberta (ex. SRY, AR, KAL1/ANOST,
GNRHR), em doentes cujos fenétipos tipicos de PDS careciam
de identificacdo da sua causa primaria, proporcionando um
diagnastico clinico mais objetivo.

Embora esta sinopse ndo aborde os estudos moleculares em
homens inférteis, que compreendem a andlise das regides
AZF do cromossoma Y implicadas na espermatogénese,
realizados no DGH desde 1992, importa destacar os desenvol-
vimentos subsequentes da caracterizac@o de delecdes nestas
regides, nomeadamente o contributo pioneiro, em 2002, na
identificagdo de microdelegdes parciais em AZFc associadas a
oligozoospermia e a subsequente caracterizagao da diversida-
de gendémica das mesmas cujos resultados foram publicados
em 2007 (3:4),

Merece ainda particular énfase, o estudo molecular da hiper-
plasia suprarrenal congénita (CAH), associada a deficiéncia
em 21-hidroxilase, iniciado pela primeira vez em Portugal no
DGH em 2002, cujos primeiros resultados foram publicados
a nivel internacional em 2006 (5).

Nos ultimos anos, a implementagao da Sequenciacao de Nova
Geragao (NGS - Next Generation Sequencing), a qual propor-
ciona o estudo simultaneo de multiplos genes e de diferentes
doentes com diferentes fendtipos, tem impulsionado de forma
significativa o aprofundar do conhecimento sobre as causas
genéticas que constituem a base molecular das doencas raras
em causa, proporcionando tempos de resposta e custos signi-
ficativamente inferiores, comparativamente as 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 incidéncia concisa nos
resultados da andlise molecular da hiperplasia suprarrenal
congénita associada a deficiéncia em 21-hidroxilase, e analisar
0 impacto da implementacéo, em 2019, na Unidade de Genéti-
ca Molecular do DGH, de uma abordagem multigénica por
NGS no estudo mais alargado das PDS, em comparacao com
a metodologia classica sequencial gene-a-gene.
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_Abordagem metodoldgica

Ao longo das diferentes décadas, acompanhando o
conhecimento cientifico internacional e a evolugao tecnologica,
recorreu-se sempre as metodologias que proporcionavam 0s
melhores resultados, entre as quais o Southern blotting, muito
usado nos estudos iniciais, a PCR, a sequenciacao de Sanger
e 0 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 implementacdao 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 especificos (tabela 1), visou
caracterizar, a nivel molecular e, de forma abrangente, as
doencas raras em causa. Esta nova metodologia tem sido
realizada de acordo com o protocolo AmpliSeq (lllumina®. A
validagao inicial da mesma foi baseada no uso de 61 amostras
controlo com a detecao de mdltiplas variantes presentes nas

mesmas e em diferentes genes, variantes essas previamente
identificadas pelas metodologias tradicionais acima referidas,
tendo-se obtido uma sensibilidade e especificidade de
100%. Nos doentes estudados (58 casos index) as variantes
detetadas por NGS foram confirmadas por sequenciacdo de
Sanger, assim como todas as regides com cobertura <20x.

No ambito da CAH realca-se o estudo, de ambito 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 sequenciagao
de Sanger evoluiu com a substituicao da primeira metodologia
pelo MLPA, mantendo-se as restantes duas. Estes doentes
foram clinicamente classificados de acordo com as trés formas
da CAH, ou seja, CAH com perda de Sal (CAH-PS, n=83),
forma simplesmente virilizante (CAH-SV, n=61) e forma néo
classica (CAH-NC, n=267), totalizando 411 doentes.

Tabela 1: [ Painéis de genes para as patologias do desenvolvimento sexual concebidos para andlise por sequenciagdo de nova geragao.

Designacgao da patologia
ou do painel

Determinagao primaria do
Sexo

Painel de genes

ATRX, DHH, DMRT1, LHCGR, MAP3K1, NROB1, NR5A1, SOX9, SRY, WNT4, WT1

AMH, AMHR2, AR, ATRX, BMP15, CYP17A1, CYP19A1, DHH, DMRT1, FSHR, HSD17B3, INSL3, LHCGR,

Diferenciagcao sexual

Esteroidogénese

Hipogonadismo
hipogonadotroéfico

Faléncia ovarica prematura

Infertilidade masculina
e Hipogonadismo
hipogonadotréfico

Infertilidade feminina
e Hipogonadismo
hipogonadotroéfico

MAMLD1, MAP3K1, NROB1, NR5A1T, RXFP2, SRD5A2, SRY, STAR, WT1

CYP11A1, CYP11B1, CYP17A1, CYP19A1, HSD3B2, HSD17B3, NROB1, NR5A1, POR, STAR

ANOS1, CHD7, FGFR1, GNRHR, IL17RD, LHCGR, NROB1(DAX1), PROKR2, SOX10, SPRY4, TAC3

BMP15, FOXL2, FSHR, LHCGR, NOBOX, NR5A1, WNT4

ADGRG2, ANOS1, CFTR, CHD7, DMRT1, FGFR1, FSHR, GNRHR, IL17RD, INSL3, LHCGR, NROB1,
NR5A1, PROKR2, RXFP2, SOX10, SPRY4, TAC3, TEX11

CHD7, FGFR1, FSHR, GNRHR, IL17RD, LHCGR, NR5A1, PROKR2, SOX10, SPRY4, TAC3
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_Resultados

Conforme referido anteriormente, esta sinopse compreende 0s
resultados da analise molecular, por NGS, de 58 doentes com
diferentes diagnésticos clinicos compativeis com as patologias
do desenvolvimento sexual mais raras, e de 411 doentes com
CAH diagnosticada em idade pediétrica.

Dos 58 doentes, 18 tinham sido previamente estudados na
Unidade de Genética Molecular (UMO), por PCR e sequencia-
cao de Sanger, para 0s principais genes associados a PDS,
nao tendo entédo sido identificadas variantes patogénicas nos
seguintes genes: ANOST, AR, GNRHR, SRY e CYP21A2.

Com a NGS foi possivel estabelecer o diagndstico genético em
8 destes 18 doentes (44,4%), em 10 genes distintos: ANOST,
AR, CYP17A1, FGFR1, GNRHR, HSD17B3, LHCGR, NROB1,
NR5AT e SRD5A2 (tabela 2). Destes genes, seis ndo eram
previamente estudados na UMO. Excetuando trés variantes
patogénicas e a variante de significado clinico incerto no AR
(tabela 2), as restantes, embora raras, encontram-se descritas
na literatura associadas a fendtipos semelhantes aos dos
doentes em causa. A andlise global levou & identificagdo de al-
teracdes associadas as doencas raras em causa em 16 dos 58
doentes (27,6%), resultado equivalente aos dados da literatura
internacional (tabela 2).

Tabela 2: [ Principais caracteristicas clinicas e variantes patogénicas identificadas em doentes com PDS estudados por

sequenciagdo de nova geragéo.

Testiculos nas pregas escrotais, genitais externos

Genitais externos femininos, parcialmente virilizados,
cliteromegalia. Testiculos no canal inguinal. Possivel

anexectomia bilateral aos 28A. Episodio de hiponatremia

Genoétipo

HSD17B3:c.[c.645A>T];[876_877dup]

HSH17B3:C.[27TT+4AST][277+4A>T]

LHCGR:c.[1660C>T];[1660C>T]
AR:c.[1174C>T];[0]

HH com anosmia e fenda l&bio-alvéolo-palatina bilateral

Genitais externos femininos, cliteromegalia, vagina
encurtada e agenesia mulleriana. Orquidectomia (9A)

Genitais externos femininos. Agenesia uterina. Atraso
DP. Retiradas gonadas bilaterais compativeis com
Genitais externos femininos, testiculos intra-abdominais

Hipospadia penoescrotal, micropenis, testiculos nos
canais inguinais, criptoquidismo bilateral. Atraso DP

Irma mais velha 46,XY SRY+ sem estudos moleculares.

HH, 6rgéos genitais masculinos pré-puberes. Irma com

Atraso DP e amenorreia primaria. Ovario e Utero

|dad S
1D (3:05 F?;C') Cariotipo Dados clinicos
PDS-NGS1 22m F 46,XY
femininos
PDS-NGS2 29 F 46,XY
PAIS
Genitais externos femininos. Histerectomia e
PDS-NGS3 48 F 46,XY
com internamento hospitalar
PDS-NGS4 31 F 46,XX
PDS-NGS5 48 F 46,XY
PDS-NGS6 2 F 46,XY
testiculos e retiradas estruturas wolffianas.
PDS-NGS7 13m F 46,XY
PDS-NGS8 16 M 46,XY
Criptorquidia (6A) com orquidectomia bilateral,
PDS-NGS9 42 M 46,XY ) .
ginecomastia, HH
PDS-NGS10 5m 46,XY Hipospadias, micropénis, génadas nas bolsas
PDS-NGS11 21 46,XY HH, criptorquidia bilateral operada na infancia
PDS-NGS12 15 46,XY Atraso DP. Perda de sal
PDS-NGS13 50 F 46,XY X i
Pais consanguineos
PDS-NGS14 38 F 46,XY PAIS
PDS-NGS15 16 M 46,XY o em e
amenorreia primaria e HH
PDS-NGS16 48 F 46,XX presentes. HTA diagnosticada aos 27A. Pais
consanguineos

FGFR1:c.[2174G>A];[=]

LHCGR:c.[55_56insN[33]];[55_56insN[33]] (a)

NR5AT:c.[2561G>A];[=]

AR: ¢.[2599G>A];[0]

NR5AT: ¢.[443_456del];[=]

GNRHR:c.[851A>G];[851A>C]

AR: ¢.[1826G>A];[0]
ANOST: c.[34dup];[0]
NROBT: ¢.[1292del];[0]

SRD5A2: ¢.[377A>GL[377A>G]
AR:c.[2082G>T];[0] VUS

GNRHR: ¢.[317A>GL[401T>G]

CYP17A1: ¢.[286C>T];[286C>T]

Sexo Fen. - Sexo fenotipico; m - meses; PAIS - Sindrome de Insensibilidade parcial aos androgénios; HH - Hipogonadismo hipogonadotrofico;
Atraso DP - Atraso do desenvolvimento pubertario; HTA - Hipertensao arterial; VUS - variante de significado clinico desconhecido.

(a) LHCGR:c.[65_56insTGCTGAAGCTGCTGCTGCTGCTGCAGCTGCAGC];[565_56insTGCTGAAGCTGCTGCTGCTGCTGCAGCTGCAGC]
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Os resultados do estudo molecular dos doentes com CAH
revelou uma enorme diversidade de gendtipos, a qual é
caracteristica do gene em causa. Neste ambito, as trés altera-
¢coes mais frequentes detetadas em CYP21A2, associadas
as trés formas da doenca, foram: ¢.293-13C>G, associada
a CAH-PS, ¢.518T>A, associada a CAH-SV, e ¢.844G>T,
associada a CAH-NC. Estas alteragbes coincidem com 0s
dados da literatura internacional para a populacao de origem
caucasiana, tendo-se obtido também uma elevada taxa de
correlacdo gendtipo/fendtipo, similar ao descrito na literatura
(CAH-PS: 87,9%; CAH-SV: 60,7% e CAH-NC: 71,9%).

_Discusséo

A aplicacéo da NGS as PDS referidas, resultou numa melhoria
substancial da taxa de diagnéstico molecular nos doentes
em causa e evidenciou uma grande diversidade na natureza
das variantes patogénicas identificadas (frameshift, missense,
nonsense, splicing, insercao, delecado), 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 gendtipo nao descrito na literatura e asso-
ciado a dois genes com modos de heranca distintos, ou seja,
a presenc¢a de duas variantes patogénicas: uma variante em
homozigotia no gene LHCGR (autossémico recessivo) e uma
variante em hemizigotia no AR (recessivo ligado ao cromosso-
ma X). Ambas as alteragdes, isoladamente, seriam suficientes
para explicar o fenétipo clinico apresentado. A concomitancia
destas alteragOes refletiu ndo s6 a complexidade genética
envolvida, mas também a relevancia de uma abordagem multi-
génica, que permitiu a sua identificagao.

A NGS possibilitou também a avaliagao de risco em familiares
dos doentes. No caso da doente 7, 0 padrédo de hereditarieda-
de, recessivo ligado ao cromossoma X, motivou o estudo fami-
liar em contexto de consulta de genética médica, conduzindo
a identificacé@o da variante na mée, ndo afetada, bem como a
auséncia da alteragao familiar na tia materna. Também para a
doente 6, cuja variante identificada no gene NR5AT esta igual-
mente descrita em individuos 46,XX com menopausa precoce
(PMID: 34095474), foi sugerido o estudo familiar, com vista a
vigilancia clinica preventiva dos seus familiares.

Considerando os resultados globais relativos a CAH, para além
das alteracdes graves associadas de zero a ~3% de atividade
enzimatica identificada nas formas classicas (CAH-PS e -SV),
evidenciou-se que 30% dos doentes com CAH-NC possuem,
num dos seus alelos, alteragdes graves, pelo que, quando
pretenderem ter descendéncia, o respetivo casal (sendo
essencial a genotipagem do gene CYP21A2 no outro elemento
do casal) poderd ter um risco de 25% de ter, em cada gravidez,
descendentes afetados com as formas mais graves da doenga.
Nestes casos, com a contribuicdo da genética médica, podera
ser disponibilizado atempadamente ao casal o respetivo acon-
selhamento genético, assim como o diagndstico pré-natal para
identificacdo do sexo cromossomico e eventual genotipagem
do feto para as alteragdes parentais. No caso do mesmo ser
46,XX e afetado para CAH-PS ou CAH-SV, a terapéutica endo-
crinolégica, desde a idade embrionaria adequada, é essencial
para evitar a virilizagao dos seus 6rgaos genitais externos.

_Conclusoes

A NGS constitui uma metodologia de primeira linha no contexto
do diagnéstico molecular da diversidade das PDS, permitindo
a analise simultanea de multiplos genes, com aumento da taxa
de detecdo de variantes patogénicas, incluindo em genes nao
estudados por rotina numa primeira abordagem gene-a-gene.
Permite, inclusivamente, a identificacdo de gendtipos mais
complexos, em que diversas alteragdes podem contribuir para
o fendtipo, proporcionando, de forma célere, o estudo de
doencas hereditarias digénicas e oligogénicas.

Comparativamente a analise sequencial gene-a-gene, a NGS
oferece resultados mais rapidos e a custos inferiores, aumen-
tando a probabilidade de se identificar a causa genética des-
tas doencas e, consequentemente, estabelecer ou confirmar
o diagnéstico clinico. Tal facto é determinante para reduzir o
periodo de indefinicdo do diagndstico a que estes doentes
e familias frequentemente sédo sujeitos, possibilitando a sua
orientacao clinica relativa a tratamento, opcdes reprodutivas
e aconselhamento genético. Assim, a integragao da NGS na
préatica clinica representa um avanco significativo na aborda-
gem das patologias do desenvolvimento sexual, com impacto
direto na gestao clinica dos doentes e seu aconselhamento,
bem como na avaliacdo do risco familiar.
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_Genodmica funcional - a investigacao do RNA mensageiro e da proteina dele resultante
no ambito da missao 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, Luisa Romao

peter.jordan@insa.min-saude.pt ; luisa.romao@insa.min-saude.pt

Unidade de Investigacdo. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

Os avangos dos Ultimos 50 anos na area da Genética Molecular permitiram
um diagnéstico de doengas genéticas cada vez mais répido e eficaz; no en-
tanto, revelaram também que nem sempre pode a patogenicidade de varian-
tes genéticas ser concluida somente pela analise da sequéncia do DNA. As
consequéncias funcionais de uma variante genética séo analisadas pela ge-
némica funcional que inclui a analise do respetivo RNA mensageiro (mRNA).
Neste artigo é descrito como o Departamento de Genética Humana do INSA
desenvolveu linhas de investigagdo em genémica funcional, nomeadamente
sobre o papel da degradacéo especifica de mRNAs nas hemoglobinopatias,
e sobre alteragdes no splicing do RNA pré-mensageiro associadas ao desen-
volvimento do cancro.

A atividade destas linhas de investigagao foi publicada em mais de 100 artigos
em revistas cientificas internacionais, e trouxe, ao longo destes anos, varias
mais-valias para o DGH e as missoes do INSA, incluindo know-how técnico,
equipamentos inovadores, e resolugao de problemas técnico-cientificos no
apoio a prestacao de servicos diferenciados. Atualmente, a inovacao tecnold-
gica esta a gerar cada vez maior capacidade de sequenciar genomas e leva a
novas descobertas sobre a organizagdo do genoma e 0 seu funcionamento. A
genomica funcional continua a ser essencial para validar muitas destas desco-
bertas ou as previsdes computacionais do efeito de variantes genéticas.

_Abstract

Advances in molecular genetics over the last 50 years have enabled
increasingly rapid and effective diagnosis of genetic diseases; however,
they have also revealed that the pathogenicity of genetic variants cannot
always be determined by DNA sequence analysis alone. The functional
consequences of a genetic variant are analyzed through functional
genomics, which includes analysis of its messenger RNA (mRNA).

Here we describe two lines of functional genomics research developed
at Department of Human Genetics (DGH) of INSA, namely the role of
specific mRNA degradation in hemoglobinopathies, and alterations in
pre-messenger RNA splicing associated with cancer development.

The results from these research lines have been published in over 100
articles in international scientific journals and, over the years, has provi-
ded added value to the DGH and INSA's missions, including technical

know-how, innovative equipment, and the resolution of technical and
scientific problems to support the provision of differentiated services.
Currently, technological innovation is generating ever-increasing genome
sequencing capacity and leading to new discoveries about genome
organization and function. Functional genomics remains essential for
validating many of these discoveries or the computational predictions of
the effect of genetic variants.

_Introdugédo e enquadramento histérico da gendmica
funcional

Regressemos a 1975, 0 ano da fundagé@o do Departamento
de Genética Humana (DGH) do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge (INSA). A nivel mundial, a area da gené-
tica humana encontra-se ainda fortemente sustentada na
citogenética, ou seja, num nivel microscépico da analise de
alteragbes genéticas que causam doenca. A nivel molecular,
sdo analisadas apenas variagdes no padrao de fragmentos
de DNA gerados por digestao com enzimas de restricdo. No
entanto, j& estdo em curso diversos esforcos na comunidade
para isolar e obter a sequéncia de genes individuais associa-
dos a doencas e, entre outros, s@o publicados a sequéncia
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 abracou, reunindo investigadores e técnicos para
desenvolver esta competéncia técnica pioneira em Portugal.
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A necessidade de identificar e sequenciar genes na area bio-
médica culminou, em 1990, na implementag@o ambiciosa do
projeto internacional de sequenciar todo 0 genoma humano.
Como fruto deste esforco, incluindo muita inovacéo tecnolé-
gica em sequenciagao genémica, grande parte da sequéncia
do genoma humano ficou disponivel em bases de dados
publicas até 2004 (5). Enquanto o projeto de sequenciacéo
do genoma ainda estava a ser concluido, as sequéncias, en-
tretanto obtidas, foram sendo disponibilizadas publicamente,
e 0 DGH também as utilizou para diagnosticar e investigar
doencas genéticas; porém, no laboratério tornou-se evidente
uma importante limitagao: nem sempre era possivel estabele-
cer, apenas com base na leitura da sequéncia de DNA, o
caréter patogénico de alteracbes encontradas nos genes
dos doentes. Nasceu, assim, a genémica funcional, ou seja,
a analise dos produtos dos genes, nomeadamente 0 RNA
mensageiro (MRNA) e a proteina por este codificado, para
poder validar o impacto funcional das alterac6es genéticas
observadas em amostras de doentes.

Com base neste quadro, o DGH investiu, ja durante a década
dos anos 90, em desenvolver a investigacdo em gendmica
funcional. Foram criadas linhas de investigagao para estudar o
papel do mRNA e da proteina na patogenicidade de doencas
genéticas, incluindo por exemplo, as hemoglobinopatias e o
cancro.

_Objetivo

Neste artigo sao descritos linhas de investigagao em geno-
mica funcional que o Departamento de Genética Humana
do INSA desenvolveu, nomeadamente sobre o papel da de-
gradacao especifica de mRNAs nas hemoglobinopatias, e
sobre alteragdes no splicing do RNA pré-mensageiro asso-
ciadas ao desenvolvimento do cancro.

_Ainvestigacdo em gendmica funcional desenvolvida nas
hemoglobinopatias

Ainda durante os anos 80, o DGH iniciou a progressiva tran-
sicdo das suas atividades da analise bioguimica e citoge

nética para a biologia molecular, transicao esta fomentada
pelo investigador Jo&o Lavinha. Neste contexto, comecgou
por investigar a base molecular das hemoglobinopatias na
populagdo Portuguesa. As hemoglobinopatias estao entre as
doencas genéticas mais comuns no mundo e s&o prevalen-
tes na costa do Mediterraneo, sudeste Asiatico, Africa e sul
da China. Hemoglobinopatias sé@o doencgas hereditarias cau-
sadas por mutagdes nos genes das globinas que resultam na
sintese anormal, ou ineficiente, da hemoglobina (Hb). Esta é
responsavel pelo transporte de oxigénio nos glébulos verme-
lhos, sendo composta por cadeias alfa- e beta-globina. Um
dos primeiros estudos das hemoglobinopatias no DGH foi
0 de uma familia agoriana com doenga da Hb H, na qual ha
uma producao deficiente de cadeias alfa-globina, resultando
num excesso de cadeias beta-globina que agregam em tetréa-
meros instaveis e levam a destruicdo prematura dos glébu-
los vermelhos. Os primeiros estudos que se realizaram no
DNA da doente com Hb H sugeriram que a base molecular da
doenca Hb H nesta familia seria diferente daquelas descritas
anteriormente (6). Com o objetivo de melhor compreender a
base molecular deste caso atipico de Hb H, a investigadora
Luisa Romao foi, no inicio de 1990, para o Howard Hughes
Medical Institute, School of Medicine, University of Pennsyl-
vania (Philadelphia, USA), para o laboratério do Prof. Steve
Liebhaber, onde lhe foi possivel demonstrar que este caso
era devido a delecdo de sequéncias reguladoras localizadas
a montante dos genes da alfa-globina, levando ao silencia-
mento do gene apesar de este nédo ter sofrido nenhuma mu-
tagéo (7).

Em 1992, Luisa Romao regressou ao INSA, onde alargou
esta investigacao as consequéncias funcionais de mutagoes
nonsense nos genes da beta-globina associadas a
beta-talassémia. Este projeto contou com o apoio financeiro
da Fundacao para a Ciéncia e a Tecnologia (FCT) e permitiu
concluir que as mutagdes nonsense podem afetar a
estabilidade do mRNA dos correspondentes genes e, deste
modo, induzir a sua degradacéo prematura (8). Estava assim
implementada, no DGH, a era dos estudos funcionais e a
criagdo de uma nova linha de investigagdo dedicada ao
estudo do metabolismo do mRNA e doencgas associadas.
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O metabolismo do mRNA engloba uma série de processos
poés-transcricionais —processamento (inclui o capping, splicing
e poliadenilacdo), transporte, traducéo e degradagdo — que
determinam o destino funcional de cada mRNA. Sabe-se hoje
que 0s varios passos envolvidos no metabolismo do mRNA séo
altamente regulados na célula, o que permite maior controlo
espacio-temporal da expressdao génica. Para além disso,
existem mecanismos de controlo de qualidade que asseguram
a fidelidade da expressdo génica, pois rapidamente detetam
e degradam mRNAs aberrantes, incapazes de codificarem
proteinas funcionais. Um dos interesses da investigadora
Luisa Romao tem sido o estudo destes mecanismos de
controlo de qualidade, nomeadamente 0 mecanismo de
nonsense-mediated mRNA decay (NMD; figura 1). O NMD
permite a célula eliminar, seletiva e rapidamente, mRNAs
derivados de genes portadores de mutagdes nonsense
(que sinalizam o fim prematuro da traducdo deste mRNA
em proteina) e, desta forma, permite a célula prevenir a
sintese e acumulagdo das respetivas proteinas truncadas
potencialmente tdxicas.

Um dos resultados recentemente obtidos no estudo do NMD,
pelo grupo da investigadora, com a colaboracao do grupo
do investigador Peter Jordan, mostrou que uma das enzimas
envolvidas neste processo - a ribonuclease DIS3L2 (figura 1)
- é também necessaria para sustentar a proliferagao e invaséo
das células de cancro colorretal (9). Este trabalho exemplifica
como a identificagdo e caracterizacdo dos mecanismos
envolvidos no metabolismo do mRBRNA em associagao
com determinada doenca genética, ou em processos de
tumorigénese, permitem avancar no esclarecimento da
etiopatofisiologia dessas doengas. Por outro lado, possibilitam
0 estabelecimento de novos biomarcadores com potencial
aplicabilidade no rastreio, diagnostico, prognéstico e/ou
terapia deste tipo de doencas que, em muitos casos, sdo um
problema de Saude Publica.

Tal como acima referido, 0 metabolismo do mRNA também
inclui a traducdo da informacdo genética em proteina.
Sabe-se hoje que, em condicbes de stress celular, como
aquele que ocorre em células de cancro, este mecanismo

geral € inibido; no entanto, alguns mRNAs s&o traduzidos por
meios alternativos, permitindo a sobrevivéncia das células.
Estes processos ocorrem em mRNAs com caracteristicas
especificas, 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 alteragdes genéticas que criam ou interrompem
estes elementos como causa de doenga humana, ilustra a
sua importante funcdo na regulacdo da expressdo génica.
Neste contexto, é também objetivo da investigadora Luisa
Romao estudar a funcao destes elementos em mecanismos de
doenga genética, ou em processos de tumorigénese. Um dos
exemplos estudados é o do mRNA que codifica para a proteina
humana oncogénica mTOR (19), que é sintetizada através dum
IRES, para manter o seu nivel de expressdo em condigoes de
stress celular, o que pode promover o desenvolvimento de
diversas formas de cancro.
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Figura 1: [ Representagdo simplificada do modelo de nonsense-mediated mRNA decay (NMD).

complexo SURF

(a) Quando o ribossoma encontra um codao nonsense localizado a montante do Ultimo complexo proteico EJC depositado no mRNA, é estimulada

a interacao das proteinas UPF1 e eRF3 que induz a terminacdo prematura da sintese proteica.

(b) Apos essa interagdo, o complexo SURF é formado por varias proteinas (eRF1, eRF3, SMG1, SMG8, SMG9, DHX34 e UPF1).

(c) Em seguida, UPF1 interage com UPF2-UPF3B, forma o complexo DECID e induz a dissociagao das subunidades ribossomais.

(d) O UPF1 desencadeia depois a degradagao do mRNA, recrutando endonucleases (SMG6), desadenilases (CCR4-NOT), e o complexo de decapping (DCPC).
(e) Finalmente, o mRNA ¢ degradado pelas exoribonucleases DIS3L2 ou o complexo Exossoma para evitar que mMRNAs portadores de mutacdes nonsense

possam gerar proteinas disfuncionais e potencialmente toxicas para a célula. Figura adaptada de 1
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_Ainvestigagédo em gendmica funcional desenvolvida na
area do cancro

O DGH foi pioneiro em langar um estudo sobre a genética do
cancro hereditario em Portugal, para identificar familias afe-
tadas pelo cancro familiar do célon. O objetivo principal foi
de poder oferecer um teste genético pré-sintomatico a fami-
liares e, assim, identificar individuos com risco aumentado
de desenvolver cancro. O primeiro estudo multicéntrico, fi-
nanciado em 1995 pelo programa PRAXIS XXI da JNICT/FCT,
envolveu gastroenterologistas de varios hospitais nacionais
que identificaram doentes com suspeita de historia familiar
e enviaram amostras de sangue para o estudo genético. A
pesquisa de mutacdes focou inicialmente os genes APC,
MSH2 e MLHT1, ja identificados na literatura como causas
de cancro hereditario. Eis que se tornou realidade no DGH
a limitagdo metodologica referida acima: a dificuldade em
determinar se algumas das alteragdes de sequéncia encon-
tradas tinham de facto um carater patogénico, nomeadamen-
te quando a alteracdo encontrada no gene tinha o potencial
para afetar o correto processamento do respetivo mRNA. Em
principio era simples: bastava verificar por anélise dos respe-
tivos mRNAs, se estes apresentavam um tamanho anormal;
inesperadamente, porém, individuos saudaveis, que serviram
de controlo experimental, também apresentavam padroes
de mRNAs com diversos tamanhos (12). A analise molecular
destas formas de mRNA revelou que a informagao codifican-
te de um gene poderia ser reunida de forma modular, como
combinar pecas individuais de Lego®. Este processo deve-se
a estrutura dos genes humanos conterem a informacéo do
codigo genético dividida em blocos (exdes), interrompidos
por sequencias nao-codificantes (intrdes). Ambos sao primei-
ro copiados do gene para formar o pré-mRNA, o qual de se-
guida, e ainda no nucleo da célula, sofre um processamento
para juntar as regioes codificantes, designado por splicing. A
observacao experimental de que um gene podera dar origem
a diversos tamanhos de mRNA, culminou numa nova &rea
de investigagdo, chamada splicing alternativo, ou seja, a ca-
pacidade inata dos nossos genes de gerar mais do que um
mRNA em condicOes fisioldgicas. Quais as fungbes, numa

célula normal, destas diversas isoformas de mRNA (designa-
dos como variantes de splicing)? Poderia este processo ex-
plicar porque é que 0s genes dos organismos multicelulares,
ao contrério das bactérias, se apresentam subdivididos em
regides codificantes e ndo-codificantes?

A linha de investigagao criada no DGH pelo investigador
Peter Jordan tem revelado, ao longo dos Ultimos anos, duas
consequéncias distintas devido ao splicing alternativo, que
permitam uma maior flexibilidade de regulacdo do genoma de
organismos multicelulares. Primeiro, ha variantes de splicing
que apresentam uma estabilidade diferente e sao rapidamen-
te degradadas, provocando rapidamente uma reducéo efeti-
va do produto funcional do gene. Trata-se de outra camada
na regulagdo complexa dos nossos genes e 0S Seus niveis
de atividade. Segundo, hé& variantes que geram isoformas da
proteina, codificadas pelo mesmo gene, mas estas agora di-
ferem na sua atividade, regulacdo ou localizag@o subcelular,
por causa da inclusdo ou omissdo de uma parte da sequén-
cia codificante. O caso mais estudado no DGH, ¢ a variante
RAC1B que se encontra sobre-expressa num subtipo genéti-
co de tumores do colon, nomeadamente 0s que apresentam
uma mutacdo no oncogene BRAF (12). Este subtipo represen-
ta cerca de 15% de todos 0s casos de cancro do colon espo-
radico. O trabalho desenvolvido no DGH identificou primeiro
que a regidao do mRNA que determina qual é a variante pro-
duzida, esta localizada diretamente na sequéncia destinada a
ser incluida na variante RAC1B. De seguida, a equipa identifi-
cou qual a sequéncia de nucledtidos envolvida e pelo menos
duas proteinas reguladoras de splicing que reconhecem
estas sequéncias no nucleo da célula (14). A figura 2 resume
os resultados desta investigacado 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 proteinas reguladoras do splicing sao
ativadas na célula cancerigena: foi concluido que a célula tu-
moral do célon aumenta a expressao destas variantes pro-tu-
morais em resposta a estimulos inflamatérios provindos do
microambiente celular que rodeia o tumor (15:16),

94



rsituto_Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge

Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

O

artigos breves_ n. 15

2025
numero

especial 17

22 série

Figura 2: 1 Regulagéo molecular do splicing alternativo do pre-mRNA do gene RACH.
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A regulacao do splicing alternativo do ex@o 3b depende de fatores de splicing. Estes ligam-se a elementos curtos de sequéncia no RNA que intensificam (SE) ou

silenciam (SS) o splicing e podem estar presentes no exao (ESE, ESS) ou nas regides intrénicas adjacentes (ISE, ISS). No caso do RAC1B, um destes ESEs é reconhecido

pelo fator de splicing SRSF1 que promove (parte superior do esquema) a jungao produtiva do spliceossoma junto ao exao alternativo. Caso predomine o fator de splicing
SRSF3 nas células, este ira ligar-se ao elemento silenciador (ESS) do exao 3b e inibir a formacao do spliceossoma neste exao (parte inferior), resultando na sua exclusao do
mRNA maduro e a ligagéao direta do exao 3 ao exdo 4. A competicdo entre os fatores antagonistas SRSF1 ou SRSF3 depende dos seus niveis relativos de expressdo na célula,
ou da sua quantidade localizada no nucleo da célula, regulavel por modificagdes transientes e reversiveis destes fatores proteicos, como a fosforilacdo, em resposta a sinais
exteriores que a célula recebe (p.ex., estimulos inflamatérios). Abreviaturas: U1 = particula pequena de ribonucleoproteina nuclear (snRNP) U1, U2 = snRNP U2, U2AF = fatores
auxiliares de snRNP U2, pPyT = trato de polipirimidina, bpA = adenina de conexao com a extremidade do intrao liberto, ESS/ISS = silenciador de splicing exénico/intrénico,

ESE/IES = intensificador de splicing exénico/intrénico, SR = proteina da familia SR.

Os resultados mais relevantes destes estudos serviram dois
propdésitos principais: por um lado, o aumento geral do co-
nhecimento cientifico, pois os trabalhos foram internacional-
mente citados como exemplos de alteragdes no processo do
splicing alternativo que podem promover o desenvolvimen-
to tumoral. Por outro lado, o know-how adquirido, permitiu
desenhar experiéncias em células humanas, cultivadas em
laboratério, para investigar a patogenicidade de uma duzia
de mutagdes de significado incerto que foram encontradas
em familias com sindrome de cancro hereditario. Com base
nesta investigagdo, foram classificados como patogénicas
alteragées encontradas nos genes MLH1 (17) e APC (18), Os
estudos permitiram ainda identificar e disseminar pela comu-
nidade cientifica, através de publicagdes cientificas, limita-
cdes técnicas nas metodologias utilizadas na prestagao de
servicos de rotina, e sugerir potenciais melhorias (12:19),

_Conclusdes e perspetivas futuras

A atividade de investigacdo destes dois grupos resultou em
130 artigos publicados em revistas internacionais, e trouxe,
ao longo destes anos, varias mais-valias para o DGH e as
missdes do INSA: (1) know-how de ponta em técnicas de
biologia molecular e celular, (2) equipamentos inovadores,
(3) pensamento critico e capacidade de resolucéo de pro-
blemas técnico-cientificos, (4) desenvolvimento de testes
funcionais para ajudar a prestacao de servicos diferencia-
dos a determinar a patogenicidade de algumas alteragdes
genéticas observadas em doentes.

A inovacgéo tecnoldgica na andlise de sequéncias nucleoti-
dicas que ocorreu nos ultimos 10 anos, levou a criagéo de
uma unidade laboratorial de apoio especializado, com pes-
soal dedicado e capacidade de gerar grandes quantidades
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de dados de sequenciacdo do DNA ou RNA em pouco tempo.
A maior capacidade de sequenciar revelou novas descober-
tas sobre a organizagao do genoma e sobre 0 seu funciona-
mento. No entanto, serd sempre necessario validar muitas
das previsdes computacionais através da gendmica funcional
e do desenvolvimento de ensaios funcionais com células em
cultura ou organismos modelo. Fruto também das atividades
de investigacao, o DGH estara apto e preparado para enfren-
tar os novos desafios na area da Genética Humana.
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_Resumo

A sequenciag@o do exoma &, hoje em dia, um teste de primeira linha para um
espectro alargado de doengas genéticas. No entanto, a natureza multidisciplinar
deste teste requer o envolvimento de técnicos especializados em sequenciagao,
bioinformaticos, especialistas de genética laboratorial clinica e médicos geneti-
cistas, que raramente se encontram numa mesma instituicdo de saude. Neste
sentido, desenvolveu-se um modelo de colaboragdo entre o Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) e a Unidade Local de Salde de Santa
Maria (ULSSM), com o objetivo de implementar um fluxo de trabalho completo
para a andlise rapida das variantes patogénicas no exoma.

A validacé@o deste modelo envolveu a sequenciagao e analise do exoma com-
pleto de 6 casos de doenga genética, cujas alteragdes patogénicas tinham
sido previamente determinadas por laboratérios externos acreditados.

Os resultados agora obtidos, sem conhecimento prévio dos anteriores, mostra-
ram uma concordancia total. Este modelo incorpora uma analise bioinformatica
totalmente automatizada e um algoritmo de selegéo rapida das variantes priori-
zadas, 0 que aumenta a eficiéncia do processo de analise de dados e reduz o
tempo de resposta.

A juncéo da capacidade de sequenciagdo massiva e bioinformatica do INSA
a0s recursos especializados de interpretacao e validagao clinica de variantes
da ULSSM, constitui um protétipo para uma integragédo ampla da sequencia-
¢éo do exoma no Servigo Nacional de Salde.

_Abstract

Exome sequencing is currently a first-line test for a broad spectrum of
genetic diseases. However, the multidisciplinary nature of this test requires
the involvement of specialized sequencing technicians, bioinformaticians,
clinical laboratory genetics specialists, 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 workflow for the rapid analysis of pathoge-
nic variants in the exome.

Validation 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 laboratories.

The results obtained now, without prior knowledge of the previous results,
showed complete agreement. This model incorporates fully automated
bioinformatic analysis and a rapid selection algorithm for prioritized
variants, which increase the efficiency of the data analysis process and
reduce turnaround time.

The combination of INSA's massive sequencing and bioinformatics capabi-
lities with specialized resources for interpretation and clinical validation of
variants by ULSSM constitutes a prototype for broad integration of exome
sequencing into the National Health Service.

_Introdugéo

Durante as Ultimas duas décadas e meia, 0s métodos molecu-
lares utilizados para o diagnostico de patologias de base gené-
tica sofreram uma evolucdo muito significativa. Isto deveu-se
ao desenvolvimento de tecnologias que possibilitaram transitar
da analise de genes individuais para uma analise genémica
global. A sequenciagao do exoma é uma das principais aplica-
cOes da tecnologia de sequenciacdo de nova geragao, e €
atualmente utilizada como teste genético de primeira linha em
condigdes clinicas muito diversas (1-3),

O exoma é formado pelo conjunto de genes que contém infor-
macado para a produgao de proteinas. Apesar da sequéncia
completa do exoma humano constituir somente 1-2% da
sequéncia gendémica total, estima-se que contenha cerca
de 85% das variantes genéticas associadas a doenca. No
entanto, atualmente, mais de 50% dos casos de suspeita de
doenca Mendeliana carecem de um diagndéstico molecular
mesmo apos a sequenciacao do exoma. Alguns dos fatores
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que contribuem para este insucesso parcial incluem limitacdes
técnicas e metodoldgicas, compreensdo incompleta da
patogenicidade das variantes, auséncia de associacoes
genotipo-fendtipo, e a existéncia de interagdes complexas
entre genes e ambiente (4),

A taxa de sucesso da sequenciacdao do exoma depende
também do grau de otimizagdo das varias etapas do fluxo de
trabalho, nomeadamente dos procedimentos laboratoriais,
das analises de dados (bioinformatica) e da interpretacdo
das variantes genéticas no contexto clinico. Além disso,
0 tempo de resposta é um aspeto de grande relevancia
no contexto assistencial, pelo que a automatizagdo de
algumas tarefas de elevada complexidade, como as relativas
a anélise bioinformatica, é fundamental para encurtar o tempo
necessario para um diagnostico.

_Objetivo

Neste artigo descrevemos um modelo de trabalho colaborativo
para a sequenciagao, analise e interpretacao de dados do
exoma completo, e a sua validacdo através do estudo de 6
casos distintos de doenga genética.

_Material e métodos

Neste trabalho foram incluidos 6 casos clinicos (HSM1-6)
com etiologias genéticas distintas, acompanhados no Servigo
de Genética da Unidade Local de Saude de Santa Maria (ULS-
SM), para os quais tinham sido anteriormente determinadas
as respetivas variantes causais por laboratérios externos acre-
ditados. Para cada caso clinico foi definido um conjunto de
termos da Human Phenotype Ontology (HPO), por um clinico
sénior, especialista em Genética Médica, e independente ao
estudo.

As tarefas de preparagao de bibliotecas de exoma, sequen-
ciagao e bioinformatica, foram realizadas na Unidade de Tec-
nologia e Inovacéo do Departamento de Genética Humana,
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).
As bibliotecas de DNA foram preparadas utilizando um kit da
Twist Bioscience e sequenciadas no sistema NextSeq 2000

(Mlumina). A anélise de dados foi automatizada e estruturada
em andlise primaria (qualidade dos dados), secundaria
(chamada de variantes) e terciaria (anotagao e priorizagao de
variantes), conforme representado na figura 1. A chamada de
variantes foi efetuada usando o DRAGEN (lllumina) e a priori-
zacdo foi efetuada utilizando o Exomiser (5), com incluséo
dos termos HPO para cada caso clinico. Os ficheiros das
diferentes etapas da analise bioinformatica foram carregados
no portal INSa_genetics, de acesso restrito aos autores
deste estudo.

A interpretacao e validacdo das variantes foi efetuada pela
equipa do Servico de Genética da ULSSM. Para tal, foi
utilizada uma checklist metodolégica estruturada para filtrar
a lista de variantes priorizadas pelo Exomiser, tendo por base
a qualidade de genotipo, 0 gene combined score, 0s valores
dos preditores de patogenicidade das variantes, e 0 modo de
hereditariedade. Finalmente, procedeu-se a curadoria clinica
para correlacionar os feno6tipos previamente associados as
variantes identificadas com o fenétipo clinico dos 6 doentes.

Na figura 2 ilustram-se as vérias etapas do fluxo de trabalho
e alguns dos principais parametros laboratoriais, métricas de
qualidade dos dados, e critérios de interpretacao de variantes
e clinicos, que foram analisados por ambas as equipas em
cada etapa.
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Figura 1: [} Representacdo esquematica da pipeline de andlise bioinformética automatizada, desde a obtengao das leituras de
sequenciagao até a disponibilizagdo dos resultados no portal INSa_genetics.
Os programas utilizados e tipos de ficheiros principais estao indicados a direita.

Controlo de qualidade
. = SAV, fastQC
Leituras : fastq

Leituras Mapeamento
mapeadas = : DRAGEN
P B :bam
-
v Chamada de variantes
Variantes = : DRAGEN, OFF-PEAK
: vef

Variantes Priorizagdo/anotagao
anotadas e =+ VEP, Exomiser
priorizadas »html, tsv

INSa_ genetics

Figura 2: [} Diagrama representativo das etapas do modelo de trabalho colaborativo para a sequenciagéo e andlise do exoma.
Nas respetivas etapas estéo identificados alguns dos principais parametros laboratoriais, métricas de qualidade dos dados e critérios de interpretacéo
de variantes e clinicos, cuja avaliagéo é relevante para garantir o sucesso final do diagnostico.
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_Resultados

O tempo de duracdo do fluxo de trabalho foi inferior a 4
dias desde o inicio da etapa de preparacgao das bibliotecas,
até a disponibilizacao de todos os resultados da analise
bioinformatica no portal INSa_genetics. As varias fases da
analise de dados foram totalmente automatizadas, desde a
geracéao dos ficheiros de leituras (fastq) até a obtencao das
variantes priorizadas e anotadas, o que permitiu completar
este processo num periodo de tempo inferior a 24 horas para
todas as amostras em simultaneo. 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
clinico (intervalo: 1372-1821). A aplicacé@o da checklist meto-
doldgica estruturada permitiu obter uma lista constituida
por apenas 1 variante em 4 casos, 3 variantes num caso e 4
variantes noutro caso. Nos casos HSM1 e HSM2 foi identifi-
cada uma variante, em heterozigotia, com significado clinico
incerto, associada a um gene com modo de hereditariedade
autossomica dominante (AD). Nos casos HSM3 e HSM5,
foi identificada uma variante, em heterozigotia, classificada
como patogénica, num gene com modo de hereditariedade
AD. No caso HSMB, foi identificada uma variante, em hetero-
zigotia, com significado clinico incerto, associada a um

gene com modo de hereditariedade ligada ao X dominante.
No caso HSM4, assumiu-se a possibilidade de um fenétipo
composto, reportando-se uma variante, em heterozigotia,
com significado clinico incerto, associada a um modo de
hereditariedade AD e duas variantes em heterozigotia, no
mesmo gene, com hereditariedade autossomica recessiva
(AR), uma com significado clinico incerto e outra patogénica.

Estes resultados tiveram uma correspondéncia de 100% com
0 que havia sido reportado previamente pelos laboratérios
externos acreditados. Em quatro casos, a variante identificada
correspondeu aquela priorizada em primeiro lugar pelo
Exomiser. Num quinto caso, a variante reportada encontrava-se
priorizada na posicdo 2. No caso com fendtipo composto,
a variante associada a hereditariedade AD foi priorizada
em primeiro lugar, enquanto as variantes com modo de
hereditariedade AR apenas surgiram na posicao 27.

Tabela 1: [ Descri¢édo das principais métricas de qualidade e de chamada de variantes nos 6 casos estudados.

Numero inicial de leituras (milhdes)

Leituras mapeadas (%)

Enriquecimento de sequéncias-alvo (X)

Cobertura média nas regides-alvo dos autossomas (X)
NUmero de leituras para a chamada de variantes (milhdes)
Récio transicoes/transversoes (Ti/Tv)

Racio variantes heterozigotia/homozigotia (Het/Hom)
Total de variantes do tipo SNV e indel

Total de variantes estruturais - DRAGEN

Total de variantes do tipo CNV - OFF-PEAK

SNV - single nucleotide variant ; CNV - copy number variant

HSM1 HSM2 HSM3 HSM4 HSM5 HSM6
132,9 95,7 98,7 119,6 106,3 98,5
99,2 99,1 99,2 99,1 99,2 99,2
35 33 33 33 34 34
174 125 128 154 137 127
93 69,6 69,7 83,5 76,4 70,5
2,5 2,6 2,6 2,6 2,5 2,6
1,6 2,1 1,6 1,7 1,7 1,6
47842 54280 47329 47263 48129 47225
289 324 282 288 267 249
109 213 104 111 124 95
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_Discusséo

O modelo de trabalho colaborativo para a sequenciacao
do exoma envolveu 3 etapas principais, que incluiram (i) a
preparacé@o de bibliotecas e sequenciagao, (i) o tratamento
dos dados desde os ficheiros primarios até a disponibilizacao
dos resultados no portal INSa_genetics, e (iii) a interpretacao
clinico-patolégica das variantes priorizadas. As primeiras
duas etapas foram concluidas em apenas 4 dias, incluindo
um periodo inferior a 24 horas para a obtencao de todos os fi-
cheiros de resultados. A rapidez desta Ultima etapa deveu-se
a automatizacdo completa da pipeline bioinformatica, que
usou 0s recursos de hardware e software do sequenciador
para produzir os resultados da analise secundaria, 0s quais
foram automaticamente transferidos para um servidor local
que completou a anélise terciaria e disponibilizou todos os
ficheiros de resultados num portal dedicado.

No entanto, o tempo necessario para a interpretacao e valida-
¢éo clinica dos resultados pode ser variavel em funcao das
variantes encontradas, da complexidade fenotipica e do grau
de (in)certeza do diagnostico clinico. Neste sentido, implemen-
tamos um algoritmo de selecdo de variantes causais, apos
a priorizacdo, com o objetivo de reduzir significativamente
0 numero de variantes candidatas. Com base na correlagéo
entre os fendtipos clinicos e as variantes filtradas, foi possivel
identificar as variantes causais nos 6 casos clinicos e demons-
trar uma concordancia total com os resultados obtidos previa-
mente por laboratdrios externos acreditados.

Contudo, apesar dos resultados promissores, é importante
destacar que o Exomiser deve ser considerado como ferra-
menta complementar a andlise clinica especializada, sendo
indispensavel a integracao com dados fenotipicos detalhados,
a revisdo de bases de dados clinicas e da literatura cientifica,
e a consulta da evidéncia funcional disponivel.

Os casos incluidos neste estudo apresentam um viés de sele-
¢do, uma vez que a maioria (5/6) se enquadra numa categoria
fenotipica, a das sindromes complexas (6), que na literatura
esta associada a um elevado rendimento diagndstico, e
beneficiou de uma caracterizagao clinica detalhada por um

especialista sénior em Genética Médica. Esta circunstancia
ndo € representativa da potencial populagdo prescritora,
habitualmente menos familiarizada com a utilizagao de termos
HPO e com menor experiéncia na fenotipagem de sindromes
complexas. Assim, perspetivamos alargar este modelo de
trabalho a uma maior variedade de indicacdes clinicas e a um
maior nimero de casos, fenotipados por diferentes clinicos.

_Conclusoes

Este modelo colaborativo inédito entre o INSA e 0 Servico
de Genética da ULSSM constitui um marco na integracao
da sequenciacao de exomas no Servico Nacional de Salde,
aliando capacidade de sequenciagdo massiva e anélise
bioinformatica e genémica aos recursos especializados de
interpretacéo e validagao clinica de variantes.

Representa, assim, um primeiro passo decisivo para tornar 0s
diagndsticos genéticos mais rapidos, integrativos e multidisci-
plinares, em linha com os principios da medicina de precisao
e com a Estratégia Nacional para a Medicina Gendmica.
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_Resumo

As doengas genomicas (DGs), resultantes de variantes estruturais (SVs) ou
genomicas, apresentam diagnostico clinico complexo. Podem ser simples ou
complexas, equilibradas ou desequilibradas, associadas a doencas conheci-
das ou a patologias ainda nao descritas, constituindo recurso essencial para
a anotagdo do genoma humano. A sua caracterizagao no DGH INSA acompa-
nhou a evolugao tecnolégica, do mapa fisico do genoma e arrays genémicos
a sequenciac@o gendmica (SG), culminando na medicina gendémica de preci-
sao (MGP).

A caracterizagdo de SVs permitiu identificar genes afetados como: ARHGEF®6,
TGFB2, GLI2, TRPS1, PGK1, OAF, NECTIN1, FOXC1, ANKS1B, WDR26, YIPF5
e CAMK2B. Os mecanismos patogénicos mais comuns foram a disrupgéo géni-
ca e o efeito de posigéo.

A SG permitiu identificar, 0 espectro completo de variantes genémicas e gené-
ticas, sendo a interpretagdo da patogenicidade o principal desafio. A implemen-
tacao da MGP numa coorte de 28 casos simples e 13 complexos, integrando
dados gendmicos, expressao diferencial, analise de vias, correlacéo fendtipo-
-genotipo e fenotipagem reversa, permitiu o diagndstico de mais de 80% dos
casos, maioritariamente DGs, incluindo patologias ainda ndo descritas e meca-
nismos patogénicos adicionais. Esta abordagem podera ser aplicada a todas as
doencas raras e contribui para encurta a odisseia do diagnostico e para a me-
Ihoria dos cuidados de saude dos doentes.

_Abstract

Genomic disorders (GDs) arise from structural variants (SVs) or genomic
variants, detectable or not by cytogenomic analysis, and pose significant
clinical diagnostic challenges. 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).

Characterization of SVs identified the following genes as affected:
ARHGEF6, TGFB2, GLI2, TRPS1, PGK1, OAF, FOXC1, NECTIN1, ANKS1B,
WDR26, YIPF5, SPATC1L and CAMK2B. Gene disruption and position
effect were the most frequent pathogenic mechanisms.

The GS enabled nucleotide-resolution detection of the full spectrum
of genomic and genetic variants, with interpretation of pathogenicity
remaining the main challenge. Implementation of PGM in a cohort of
28 simple and 13 complex cases, integrating genomic data, differential
expression, pathway analysis, phenotype-genotype correlation, and
reverse phenotyping, allowed diagnosis in >80% of cases, mostly GDs,
including previously undescribed conditions and additional pathogenic
mechanisms. Short-insert GS captured all pathogenetically relevant
breakpoints and variants. This approach could be extended to all rare
diseases and contributes to improving patient care.

_Introdugéo

As doencas genémicas (DGs) raras resultam de variantes cro-
mossomicas estruturais (CSVs) ou de variagdes no numero de
copias (CNVs), detetaveis ou ndo através de analise citogend-
mica. Estas variantes podem ser simples, com dois pontos de
quebra, ou complexas, com multiplos pontos de quebra, po-
dendo apresentar-se de forma equilibrada ou desequilibrada.
Frequentemente, estdo associadas a doencas mendelianas
e a sindromes clinicas descritas na base de dados OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man), ou a condicdes ainda
nao descritas. O diagnéstico, sobretudo nos casos de CSV
complexas ou de variantes potencialmente relacionadas com
doengas até agora caracterizadas, continua a ser um desafio
quando baseado apenas na avaliagao clinica.

As variantes estruturais (SVs), nomeadamente as transloca-
coes reciprocas equilibradas, constituem recursos valiosos
para a identificagcdo de elementos gendmicos patogénicos
e dos fenotipos associados, contribuindo de forma significa-
tiva para a anotacao do genoma humano mérbido, incluindo
regides codificantes e ndo codificantes. Durante décadas, a
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cariotipagem convencional foi a abordagem de referéncia para
detegao de CSVs e respetivos pontos de quebra, embora com
resolugao limitada (>5 Mb).

Antes da conclusdo do Projeto Genoma Humano e do
desenvolvimento das tecnologias de sequenciagdo de nova
geracdo (NGS), a caracterizacdo das CSVs baseava-se
principalmente na hibridacao fluorescente in situ (FISH), com
sondas de dimensao variavel. (1) Apés o desenvolvimento
dos microarrays cromossomicos, em amplices genémicos
de derivados e microarray painting. (2)

Na auséncia de resolugéo nucleotidica dos pontos de quebra
e de perfis genémicos abrangentes capazes de integrar
CNVs, variantes de nucleotideo Unico (SNVs) e pequenas
insercdes/delecdes (indels), a interpretacdo clinica das
SVs ¢ limitada. A introducdo de diferentes bibliotecas de
sequenciagao gendmica (SG) - incluindo de insertos longos
(i), pares mate-pair (mp) e insertos curtos (si) - possibilitou
a detecdo em larga escala de variantes estruturais com
resolucédo nucleotidica, abrindo caminho ao desenvolvimento
da medicina genémica personalizada (MGP). (3-5)

_Objetivo

Este trabalho descreve a evolugdo da investigagdo em doencgas
genomicas (DGs) no Departamento de Genética Humana do
INSA, antes e ap6s a disponibilizacdo da sequéncia completa
do genoma humano e da sequenciacéo genomica (SG). Esta
linha de investigacdo teve como objetivo contribuir para a
anotacdo do genoma morbido, através da identificacdo de
elementos genémicos patogénicos, culminando na abordagem
atual de medicina gendémica de preciséo baseada em SG, que
encurta a odisseia do diagnostico e contribui para a melhoria
dos cuidados de salde de individuos com DGs e das respetivas
familias.

_Material e métodos

Para a implementacdo da MGP foi estudada uma coorte
composta por 41 probandos e respetivos familiares com
diagnéstico clinico de DGs, caracterizados predominantemente
por alteragbes do neurodesenvolvimento e anomalias
congénitas, com ou sem dismorfismos craniofaciais. Estas
condicdes estavam associadas a variantes estruturais simples
(n=28) ou complexas (n=13).

A analise gendmica incluiu trés tipos de bibliotecas de sequen-
ciacéo - li, mp e si - complementadas com a sequenciacao
de mRNA e IncRNA obtidos a partir de sangue periférico.
Os métodos utilizados seguiram protocolos padronizados,
de acordo com as instrucdes dos fabricantes. A informacao
detalhada sobre as metodologias encontra-se resumida na
tabela 1 e descrita nas publicagdes referenciadas.

_Resultados e discussao

A investigagdo desenvolvida acompanhou 0s avangos
tecnoldgicos, evoluindo da identificacdo de genes candidatos
através de abordagem baseada no mapeamento fisico para
as estratégias assentes na SG e na medicina personalizada.

Investigacdo de genes candidatos baseada no mapeamento
fisico

Na era do mapa fisico gendémico, 0s pontos de quebra nos
cromossomas envolvidos em rearranjos associados a doenga
foram mapeados por FISH, recorrendo a cromossomas
artificiais e a amplicdes de PCR de longo alcance, especificos
para cada marcador STS (Sequence Tagged Sites) (figura 1A).
A identificacao com resolugao nucleotidica foi realizada por
sequenciacao de Sanger (tabela 1). Com esta abordagem foi
possivel identificar os seguintes genes:
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— ARHGEF6 (OMIM *300267) - Identificado como interrompido
no IVS 10 pelo ponto de quebra em Xg26, sendo responsavel
pela perturbagdo do desenvolvimento intelectual ligada ao X
tipo 46 (XLID46; OMIM #300436). (6)

— TGFB2 (OMIM *190220) - Identificado como provavelmente
sujeito a um efeito de posicdo no ponto de quebra em 1941,
resultante da translocacao familiar t(1;7)(q41;p21) associada a
Anomalia de Peter familiar. Por seu turno, o gene interrompido
pelo ponto de quebra em 7p21 foi 0 HDAC9 (OMIM *6065438),
atualmente associado a sindrome auriculo-condilar autossémica
dominante (AD), tipo 4 (ARCND4, OMIM #620457). (1)

— GLI2 (OMIM *165230) — Num feto com ectrodactilia, foi
identificada uma translocacao t(2;11)(q14.2;914.2)dn, com o
ponto de quebra na regido intergénica entre INHBB (OMIM
“147390) e GLI2. Este ultimo esta associado a sindrome AD
Culler-Jones (CJS, OMIN #615849), caracterizada, entre outros
por polidactilia pds-axial dos pés, e a HPE9 (OMIM #610829).
O mecanismo proposto foi um efeito de posicao sobre GLI2,
com impacto na regulagdo espécio-temporal. (7)

Posteriormente, a separacdo dos cromossomas derivados por
citometria de fluxo, seguida da amplificagdo dos mesmos e
do mapeamento dos pontos de queba através de pintura de
microarrays cromossémicos, facilitou o0 mapeamento destes
CSVs (figura 1B e tabela 1).

Esta abordagem permitiu identificar os seguintes genes
afetados (tabela 1):

— TRPST (OMIM *604386) - Primeiro caso descrito de
sindrome trico-rino-falangica, tipo | (TRPSI, OMIM #1903501)
associada a 1(8;13)(923.3;g21.31)fam. Propbs-se como
mecanismo patogeénico a relocacao de um elemento regulador
em cis proveniente da regido do cromossoma 13 para a regiao
5 do TRPST, conduzindo a sua sobre-expressao. A gravidade
e expansao fenotipica no doente indice permanecem por
esclarecer. (2)

— PGK1 (OMIM *311800) - Foram necessarias analises
moleculares e funcionais detalhadas para demonstrar que
o fenotipo anteriormente atribuido a t(3;14)(026.33;q12) e a
disrupgao do NUBPL (OMIM *613621) se devia, na realidade, a
uma nova SNV no gene PGK1 (ENSTO0000373316.5: ¢.358G>A,
p.E120K), causadora de deficiéncia de PGK1 (OMIM #300653).
Este caso evidencia as dificuldades do diagnostico clinico de
uma forma grave da deficiéncia e a complexidade em distinguir
as manifestacdes diretamente associadas a deficiéncia de PGK1
daquelas resultantes da evolugéo clinica da doenca. (8)

— OAF (OMIM *621070) e NECTINT (OMIM *600644) - Foi
identificada uma translocacgao equilibrada t(11;18)(g23.3;q11.2)dn,
num individuo com anomalias oculares e défice neuroldgico
(disgenesia queratolenticular e ectopia lentis). O ponto de quebra
em 119283.3 resulta numa redugao da expressao deste regulador
transcricional OAF. Ja a NECTINT ligada a defeitos oculares
congénitos e localizada 500 kb a montante deste ponto de
quebra, apresenta niveis de expressao aumentada. (9)

— FOXC1 (OMIM *601090) - O cromossoma 6 em anel [r(6)],
que resulta numa microdelecdo de 1880 kb em 6p25.3,
esta associado a disgenesia do segmento anterior e outras
anomalias. O fenotipo observado é principalmente atribuivel
a haploinsuficiéncia de FOXC1. (10)
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Tabela 1:

Case

t(X;21)(q26;p11)dn

t(1;7)(q41;p21)fam

1(2;11)(q14.2;q14.2)dn

1(8;13)(923.3;921.31)fam

1(3;14)(926.33;q12)fam

t(11;18)(q23.3:q11.2)dn

r(6)(p24925)

t(12:17)(q23.1:921.33)dn®

t(1:3)(q24.11;p25.3)dn?
t(16;17)(q24;q21.3)dn?

1(2;19)(p13;q18.1)dn®

t(17;19)(p13;p13.3)
1(5;9)(q31.3;p13)
t(4;21)(p14;921.3)

1(7;22)(p13;q18.1)dn

11 CSVs simples,
5 inversdes simples,
1 cromossoma supranumerario

Variantes estruturais associadas a doengas genémicas descritas nos dltimos 25 anos.

Metodologias

Patologia

Baseada em mapeamento fisico

FISH, Sequenciacdo 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 expressado em
humanos e murganhos,
TADs

CMA

liGS, Sequenciagdo Sanger

liGS, Sequenciagdo Sanger
liGS, Sequenciagao Sanger
liGS, Sequenciagdo Sanger

MGP — SVs, CNVs, SNVs, ind
liGS, Sequenciagdo Sanger,
Array CGH, WES

liGS, siGS; Sequenciagao
Sanger

liGS, SIGS, Sequenciagéo
Sanger

mpGS, Sequenciacao
Sanger

siGS, liGS, RNA-Seq,
Anélise fenotipica
comparativa e reversa

@Variantes identificadas no decurso de diagndéstico pré-natal convencional;
A infertilidade é atribuivel a translocagédo, enquanto a perturbagéo do desenvolvimento intelectual resulta disrupgéo da disrupcao de CAMK2B;
¢Corresponde a uma trans-heterozigotia fenotipica digénica, decorrente da disrupgdo de ODAD2 em associacdo com uma SNV em CFTR;

9 Manuscrito em processo de revisdo

XLID46 (OMIM #300436)

Anomalia de Peter

Ectrodactilia

TRPSI (OMIM #190350)

Deficiéncia de PGK1 (OMIM
#300653)

Anomalias oculares e défice
neurolégico

ASGD3 (OMIM #601631)

Baseada na SG e na MGP

Sindrome de haploinsuficiencia
do ANKS1B

SKDEAS (OMIM #617616)
KBGS (OMIM #148050)

Assintomatico

SIHIWES (OMIM #617159)

Infertilidade

Infertilidade

Infertilidade; MRD54
(OMIM #617799)°

Alteracoes do
neurodesenvolvimento e
Anomalias congénitas

Gene(s) candidatos / efeito

ARHGEF6 - disrupgao do
gene

TGFB2 - efeito de posicéo

GLI2 - efeito de posicao

TPRS1 - efeito de posigao

PGK1 ¢.358G>A, p.E120K

OAF - disrupgéo; NECTIN1
- efeito de posigao

FOXC1 - delegao

ANKS1B - disrupcdo do gene

WDR26 - disrupgao do gene
ANKRD11 - disrupcéo do gene

NA

els, expansdes de repeticdes e genoma mitocondrial

CHD4 - ¢.4442delG,
p.(G1481Vis*21)

YIPF5 - efeito de posi¢cao

SPATC1L - efeito de posicao

CAMK2B - disrupgao do gene

trans-heterozigosidade ©
variantes genéticas

WES - Sequenciagéo do exoma completo; CMA - Anélise de microarray cromossémico; dn - de novo; fam - familar; FISH - Hibridacao in situ Fluorescente;
Array CGH - Hibridacdo Genémica Comparativa por Array; der - cromossoma derivado; liGS - sequenciagéo genémica de insertos longos;
siGS - sequenciacdo gendmica de insertos curtos; mpGS - sequenciacao made-pair; CNV - Variagdo do nimero de cépias; RNA seq - sequenciacdo de RNA; NA - nao aplicavel.

Ref.

(11)

(147)
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Figura 2: [} Exemplos de mecanismos patogénicos.

A. Efeito de posi¢cido cromossémica sobre o SATB2

Identificagdo dos pontos de quebra por diferentes abordagens.

A) Mapeamento por FISH com base no
mapa fisico genémico.

A.1) Caridtipo parcial da
t(11;18)(g23.3;911.2)dn.

A.2) Mapeamento do ponto de quebra
no cromossoma 11 por FISH utilizando
o clone RP11-784K23.

A.3) Esquema do mapa fisico da regiao
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) Identificacdo dos pontos de
quebra (losango) com amplicon
genémico do der(11) de 175,8 Mb,
utilizado como sonda para chromosome
painting.

C) Sequenciagdo gendmica.

C.1) Ideograma do der(6).

C.2) Pares de leitura que definem o
ponto de quebra ao nivel da sequencia
genomica, com a sequencia de juncédo
em negrito, enquanto a posicao do
ponto de quebra esta indicada por
dois-pontos duplos (::).

C.3) Localizacao do ponto de quebra
ao nivel nucleotidico e designacao de
acordo com o sistema ISCN 2020.
C.4) Disrupcao do ARID1B no intrao 12.

A) Efeito de posigdo cromossomica
em SATB2. Mapa fisico da regiao com
genes codificantes e ndo codificantes,
pontos de quebra da t(1;2) e da inv(2)
identificados neste estudo e os
previamente publicados.

B) Transcritos quiméricos entre o exao
13 de ZYG11A e 0 exao 1b de IncRNA
AC190330.1, presumivelmente nao
funcionais.
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Medicina genémica personalizada baseada em sequenciagcéo
gendmica

Com as metodologias de SG que aplicamos, o nimero 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 individuos analisados; enquanto
0 numero médio de SNVs e indels nas bibliotecas siGS e mpGS
foi de 4162 milhdes e 3808 milhdes, respetivamente. Devido
sobretudo & anotagédo ainda insuficiente do genoma humano
moérbido, a sobreposicao fenotipica de variantes genémicas
e genéticas distintas que co-segregam no mesmo individuo e
a potenciais efeitos cumulativos, a principal dificuldade atual
nao se encontra na identificacdo destas variantes, mas sim na
interpretacao da sua patogenicidade e relevancia clinica.

A abordagem desenvolvida integrou dados gendmicos e
de expressd@o genica diferencial, analise de vias KEGG de
interacdes moleculares, fenotipagem abrangente - incluindo
a comparagao sistematica dos fenotipos clinicos -, bem
como dados genomicos convergentes e a correlacdo
fendtipo—gendtipo, culminando na confirmagao através de
fenotipagem reversa.

Dos 28 probandos analisados, 19 foram diagnosticados
com doencas descritas na OMIM e cinco apresentaram
patologias humanas ainda nao descritas. Dois tergos dos
casos diagnosticados correspondem a DGs, enquanto 0s
restantes foram atribuidos a variantes genéticas do tipo SNV
e indels ou a outros mecanismos.

Os mecanismos patogénicos identificados (figura 1C, 2A e 2B)
incluem: i) disrupcao génica causada por pontos de quebra;
ii) efeitos de posicdo, incluindo o causado por uma inversao
criptica; iii) transcritos quiméricos ou de fusao presumivelmente
nao funcionais; iv) trans-heterozigotia digénica composta por
diferentes tipos de variantes; e v) efeito de posicéo associado
a inativacao nao aleatéria, com expanséao da inativacao para a
regido autossémica. (11:14)

Entre os casos complexos, cinco foram reclassificados, tendo
inicialmente sido considerados citogeneticamente simples; 0s
restantes foram confirmados como complexos. Estes casos
apresentaram, na sua maioria, desequilibrios gendmicos,
envolvendo multiplos tipos de variantes cromossomicas,
diferentes pontos de quebra e genes afetados. Dada a sua
complexidade e os potenciais efeitos cumulativos, a correlacédo
fendtipo-gendtipo revelou-se particularmente desafiante.

_Conclusoes

Os objetivos deste trabalho consistiram em identificar genes
candidatos associados a doengas e 0s respetivos mecanismos
patogénicos, contribuindo simultaneamente para a anotagao
do genoma humano moérbido e para a otimizacao dos cuidados
de saude de individuos com DG e dos seus familiares.

Através da abordagem de MGP, implementamos a identificagao
do espectro completo de variantes estruturais e pegquenas
variantes genéticas, subjacentes aos fendtipos observados,
elucidamos 0s seus mecanismos moleculares e avaliamos a
utilidade diagnostica de uma abordagem integrativa, incluindo
RNA-Seq.

Os resultados demonstram que a abordagem de MGP
proporciona uma taxa de diagnostico elevada das DGs
(acima de 80%), reduz a "odisseia diagnostica” e contribui
para a anotacé@o funcional das regides codificantes e ndo
codificantes do genoma morbido. Para além disso, a estratégia
implementada é aplicavel a outros grupos de patologias,
nomeadamente doencas raras nao diagnosticadas.
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_Biomonitorizagcao humana e genotoxicidade ambiental: quatro décadas de investigacao
translacional sobre interagao gene-ambiente e seu impacto em saude publica
Human biomonitoring and environmental genotoxicity: four decades of translational research on gene-environment

interplay and its public health impact

Henriqueta Louro, Célia Ventura, Nadia Vital, Ana Tavares, Maria Jodo Silva

m.joao.silva@insa.min-saude.pt

Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento. Departamento de Genética Humana, Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge, Lisboa, Portugal

_Resumo

A exposicao a agentes quimicos, fisicos e biolégicos € ubiquitéria e pode ter im-
pacto na saude humana. A biomonitorizagado humana (BMH) tem assumido um
crescente papel de relevo na avaliagdo da exposi¢do humana a esses xenobio-
ticos, na medida em permite quantificar a exposicao interna aos agentes em es-
tudo, bem como avaliar precocemente os seus efeitos. Desde a sua formagéao
no Departamento de Genética Humana que o grupo de investigagédo em Toxico-
logia Genética tem conduzido estudos de BMH, maioritariamente em ambiente
ocupacional. Os diversos estudos, revisitados neste trabalho, tém fornecido su-
porte para a recomendagao de medidas de mitigacao, dado que tém permitido
identificar precocemente efeitos genotdéxicos associados a exposicao, efeitos
esses que se poderao traduzir em doenga, a longo prazo. Contudo, conside-
rando a sua logistica complexa, morosidade e custos, a investigagao paralela
recorrendo a modelos experimentais in vitro ou in vivo tem sido crucial para a
caracterizagdo da genotoxicidade de quimicos e para elucidar os mecanismos
associados, para além de alicercar o desenvolvimento de novos biomarcadores
de efeito, baseados em abordagens mecanisticas e com recurso a tecnologias
mais avancadas. Globalmente, a investigagdo nesta area tem progredido no
sentido de uma crescente capacidade preventiva e preditiva, indissociavel das
prioridades da Genética Humana, encontrando tradugéo em regulamentagao e
no apoio a novas politicas de saude e ambiente, com ganhos em saude publica.

_Abstract

Exposure to chemical, physical, and biological agents is ubiquitous and
can impact human health. Human biomonitoring (HBM) has assumed
an increasingly important role in assessing human exposure to those
xenobiotics, as it allows for the quantification of internal exposure to the
agents under study and the assessment of their early effects. Since its
formation in the Department of Human Genetics, the Genetic Toxicology
research group has conducted HBM studies, primarily in occupational
settings. The various studies, reviewed in this work, have supported the
recommendation of mitigation measures, as they have allowed for the early
identification of genotoxic effects associated with exposure, which may
translate into long-term disease. However, given its complex logistics,
time-consuming nature, and cost, parallel research using in vitro or in vivo
experimental models has been crucial for characterizing the genotoxicity
of chemicals and elucidating the associated mechanisms, in addition to
supporting the development of new biomarkers of effect, based on mecha-
nistic approaches and utilizing more advanced technologies. Globally,
research in this area has progressed towards a growing preventive and

predictive capacity, inseparable from the priorities of Human Genetics,
finding translation into regulation and support for new health and environ-
mental policies, with gains in public health.

_Introdugéo

Em Portugal, tal como em toda a Europa, a satde da popula-
cao é influenciada por determinantes ambientais, de entre
0s quais se destacam a poluicdo atmosférica, os produtos
quimicos, o ruido e as mudancas climaticas (1). A exposicao a
produtos quimicos provenientes do ambiente, ou veiculados
pelos alimentos e pelos variados produtos de consumo que
utilizamos (por ex. medicamentos, téxteis, artigos de higiene
ou limpeza) podera ter um impacto negativo na salde,
desde efeitos agudos, tais como intoxicacdes e problemas
respiratorios agudos, até efeitos a longo prazo, contribuindo
para o desenvolvimento de diversas doencas cronicas.
Convém ainda salientar o impacto crescente de alguns
poluentes emergentes, tais como 0s materiais a escala nano,
ou nanomateriais (NMs), e os micro/nanoplasticos que, pelo
seu tamanho diminuto aliado a uma geral insolubilidade e
persisténcia no ambiente e no organismo dos seres vivos,
constituem uma preocupagao para a saude humana (). De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, as doengas do
foro cardiovascular, respiratorio e oncologico (especialmente
cancros do pulmé&o, figado e bexiga) sdo as principais
doengas com causas predominantemente relacionadas
com o ambiente; 23% do total de mortes, a nivel mundial,
sdo atribuiveis a causas ambientais (). Essa morbilidade
e mortalidade afeta mais fortemente as pessoas ou grupos
vulneraveis, incluindo criancas, idosos, doentes cronicos e
grupos socialmente mais desfavorecidos.
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Visando controlar e minimizar o impacto da exposicdo a
substancias quimicas na saude humana, importa seguir dois
tipos de abordagem complementares: a monitorizacdo da
exposicao humana as substancias quimicas e a monitorizagao
dessas substancias em matrizes ambientais e nos alimentos. E
inegavel que a abordagem mais direta e fidedigna para identificar
e quantificar a exposicdo humana a quimicos, quaisquer que
sejam as fontes e vias de exposicao, é através da utilizacdo da
biomonitorizagcdo humana (BMH). Trata-se de uma abordagem
que permite a caracterizagao da exposicdo de cada individuo
a um ou varios compostos quimicos através da medicao
desse(s) composto(s) ou dos seus metabolitos em amostras
bioldgicas, bem como a detecao de efeitos bioldgicos precoces
que precedem o aparecimento de doenca (biomarcadores
de exposicéo e de efeito) (4). A estimativa da exposicao a um
quimico, conjuntamente com a caracterizagao e quantificacéo da
sua perigosidade com recurso a estudos de toxicidade, contribui
para a avaliagao de risco dessa substancia. Essa avaliacao tem
por objetivo a compreensao e estimativa da natureza, magnitude
e probabilidade de ocorrer um potencial efeito adverso, para a
saude ou para o ambiente, decorrente da exposicao ao quimico
e é realizada, essencialmente, pelas entidades regulamentares,
ao nivel Nacional e Internacional.

Os efeitos lesivos do genoma, ou efeitos genotoxicos, estdo
entre 0s mais relevantes para a caracterizacdo da perigosidade
dos quimicos, pois sdo considerados como determinantes de

processos cancerigenos. Para a identificagao da genotoxicidade
utilizam-se, desejavelmente, ensaios em sistemas experimentais
in vitro, complementados com estudos in vivo, apenas quando
essenciais para esclarecer 0os achados in vitro. Nao existe um
Unico ensaio de genotoxicidade ou mutagénese que dé resposta
aos eventos-chave de iniciagdo do processo cancerigeno,
isto é, a inducdo de mutacdes no DNA e/ou de anomalias
no numero ou estrutura dos cromossomas que constituem
0 genoma das células somaticas. Como tal, a estratégia em
geral utilizada para esse fim consiste no uso de uma bateria
de ensaios complementares (5:6). Para além da caracterizagéo
da genotoxicidade, os modelos experimentais permitem a
elucidagao dos mecanismos subjacentes e permitem a medicdo
de outros parametros complementares, tais como citotoxicidade
e stress oxidativo. O reconhecimento de que outros efeitos,
que nao apenas os efeitos genotoxicos, contribuem para o
efeito cancerigeno de certas substéncias, conjuntamente
com a inovagdo tecnolégica no campo da sequenciagdo
de nova geragdo, tem conduzido ao desenvolvimento de
estudos baseados em abordagens mais abrangentes e de alto
rendimento, as chamadas “émicas’, entre as quais se salientam
a transcritomica e a epigenémica. Por sua vez, estas novas
abordagens metodologicas (NAMs, do inglés New Approach
Methodologies) desenvolvidas em sistemas experimentais in
vitro poderdo vir a ser usadas como futuros biomarcadores de
efeito em estudos de BMH (figura 1).

Figura 1: [} Integragéo dos estudos de Biomonitorizagdo Humana com os estudos de genotoxicidade e epigendmica in vitro e in vivo.
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_Objetivo

Neste artigo pretende dar-se uma visdo global sobre a
investigacdo levada a cabo no Departamento de Genética
Humana (DGH) sobre a interacdo gene-ambiente e seus
potenciais efeitos na salde humana, incluindo os estudos
de biomonitorizacdo humana e a investigacao realizada em
modelos celulares e em modelos animais. Com esta reviséo
pretende-se ainda fazer uma reflexdao sobre a relevancia
desta area da Genética relativamente a traducé@o dos dados e
conhecimento produzidos para a protegao da salde humana
e, consequentemente, em ganhos em saude publica.

_Quatro décadas de investigagao em Toxicologia Genética
no DGH

O DGH foi pioneiro na investigacdo em Toxicologia Genética no
INSA. Os primeiros passos foram dados com a implementacao
de um biomarcador de efeito, a andlise de trocas de
cromatideos irmaos (SCE) em linfécitos sanguineos humanos (7),
com vista a sua integracao em estudos de saude ocupacional.
Em paralelo, iniciaram-se os estudos de mutagénese e de
genotoxicidade recorrendo a modelos experimentais, de que é
exemplo 0 ensaio do micronucleo (MN) em células de mamifero
(8) ¢, posteriormente, os modelos de ratinhos transgénicos para
estudos in vivo de mutagénese e de reparagdo do DNA (9:10),
Desde entéo a investigagao realizada pelo Grupo de Toxicologia
Genética tem contribuido para a caracterizacdo do potencial
genotoxico e carcinogénico de varios xenobioticos, entre eles,
a radiacdo ionizante, os nanomateriais, as toxinas naturais e 0s
bisfendis, para a identificacao de efeitos bioldgicos precoces em
individuos a eles expostos e também para o desenvolvimento
de biomarcadores baseados em tecnologias mais avancadas.

_Estudos de biomonitorizagdo humana

Sintetizam-se, na tabela 1, os principais estudos de BMH
realizados ao longo das quatro décadas de existéncia
da Toxicologia Genética, bem como o seu impacto, em
termos de protegdo da saude humana. O denominador
comum da intervengao do Grupo nesses estudos tem sido
a caracterizacdo de biomarcadores precoces de efeito

genotoxico. Os resultados da analise desses biomarcadores,
ao refletirem instabilidade genética observavel precocemente
em células somaticas, contribui para o estabelecimento
de uma relacdo entre exposicdo e o potencial risco de
desenvolvimento de malignidades, a longo prazo. Ao serem
integrados nos estudos de BMH, a informagéo que fornecem
contribui para a implementacdo de intervengdes mais
eficazes, preventivas ou mitigadoras do risco. Em alguns dos
estudos realizados analisaram-se também biomarcadores
de suscetibilidade genética, recorrendo-se a identificacao
de polimorfismos em genes criticos para a metabolizacdo
de xenobiodticos ou para a reparacao do DNA, com o intuito
de identificar geno6tipos mais suscetiveis aos quimicos em
estudo e, por conseguinte, proteger grupos em maior risco
de vir a desenvolver doenca.

O estudo pioneiro de BMH focou-se em trabalhadores expostos
a um solvente organico utilizado na industria de plastico
reforgado, o estireno, substancia essa que, curiosamente, foi
recentemente reavaliada pela Agéncia Internacional para a
Investigacdo do Cancro como provavelmente carcinogénica
para 0 homem (grupo 2A; '). De entre outros estudos de BMH
salienta-se, pela sua relevancia e impacto na comunidade
visada e no ambiente, a participacdo no Projeto MinUrar - Minas
de Urénio e seus Residuos: efeitos na saude da populacéo,
coordenado pelo Departamento de Epidemiologia do INSA.
Na sua globalidade, os resultados da analise de anomalias
cromossomicas estaveis em linfocitos foram sugestivos de uma
associagao entre alguma instabilidade genética observada nas
células dos individuos do grupo exposto (residentes da area de
influéncia da exploragao do uranio) e a exposicao prolongada
a baixas doses de radiacdo e metais pesados (tabela 1). Os
resultados foram também sugestivos da existéncia de uma
resposta adaptativa a radiacdo ionizante nesse mesmo grupo da
populac@o. Com base na globalidade dos resultados do estudo
foram emanadas recomendagbes para seguimento clinico
e epidemioldgico da populacéo afetada, bem como para a
realizacao de uma requalificagdo ambiental (12), recomendagdes
essas que foram posteriormente concretizadas.
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Sintese dos estudos de biomonitorizagdo humana mais relevantes.

Principais conclusdes

===

Doencas genéticas

2

Impacto em satde publica
[Publicagdes]

tumorais: avaliagdo de
efeitos genotoxicos e da
mutagénese urindria

1991-1993

envolvido na preparagdo
de citostaticos numa
unidade hospitalar)

11
(pessoal administrativo)

(teste de reversdo
de mutagdo em
bactérais como

indicador de
exposicdo a agentes
mutagénicos)

Estudo dos efeitos 35 Estireno e outros Sem dados Andlise de SCE em células | Apenas o subgrupo de ndo fumadores expostos Recomendagdes aos trabalhadores e
citogenotoxicos da (trabalhadores de solventes organicos sanguineas apresentou um aumento significativo da empregadores para utilizagdo adequada de
exposigdo ocupacional ao industrias de fibra de frequéncia média de SCE em comparagdo com os equipamentos de protegdo individual;
estireno vidro/plastico reforgado) controlos ndo fumadores sugerindo que estes Recomendagdo de melhorias no sistema de
trabalhadores poderdo ter um risco acrescido de ventilagdo.
1985-1989 34 doenga. 1]
(administrativos)
Exposi¢do de profissionais 11 Mistura de farmacos Mutagénese Andlise de SCE, HFC e de Mutagénese urindria - positiva no grupo de Recomendagdes aos trabalhadores e
de satde a farmacos anti- (pessoal de saude citostaticos urindria aberragdes cror i trabalhadores a citostaticos; negativano | empregadores para utilizagdo adequada de

em células sanguineas
Mutagénese urinaria

grupo de controlo;

SCE e aberragdes cromossdmicas - frequéncia
média significativamente mais elevada no grupo
exposto comparativamente ao de controlo.

Os resultados indicam exposi¢do ocupacional a
quimicos mutagénicos e instabilidade
cromossémica detectavel nas células sanguineas
dos trabalhadores.

equipamentos de protegdo individual;
Recomendagdo para instalagdo de um
equipamento de ventilagdo for¢ada (hotte) para
preparagdo dos farmacos citostaticos - seguida
pela Unidade hospitalar.

[2]

Efeitos genotoxicos
decorrentes da exposicdo
ocupacional ao ruido e
vibragdo de corpo inteiro

1991-1999

59
(técnicos de aerondutica,
pilotos de helicoptero,
pilotos de avides militares
e mandriladores
mecanicos)

a4
(administrativos, militares,
profissionais de satide)

Ruido de baixa frequéncia
e vibragdo de corpo
inteiro, exceto no caso de
mandriladores mecanicos
(efeito localizado com
frequéncias mais elevadas)

pilotos militares - efeito
adicional de forgas
gravitacionais.

Caracteristicas do
ruido e da vibragdo
nas superficies de
contacto com o
corpo humano

Anélise de SCE e HFC em
células sanguineas

Aumento significativo de SCE e HFC em técnicos de
aerondutica, pilotos de heicdptero e pilotos de
avides militares com exposicdo crénica a ruido de
baixa frequéncia e vibragdo de corpo inteiro
relativamente ao grupo de controlo. Efeito
também verificado em ratinhos expostos a ruido e
vibragdo em condigdes controladas.

N3o se verificaram diferengas na frequéncia média
de SCE entre o grupo de mandriladores mecénicos
e o controlo.

Contribuigdo para o conhecimento e
reconhecimento da doenga vibroactstica (DVA)
como uma doenga profissional. Como resultado
dos esforgos de uma equipa multidisciplinar com
sede em Portugal, essa doenca foi definida como
uma patologia induzida pelo ruido e
caracterizada pelo crescimento anormal de
colagénio na auséncia de processos
inflamatdrios.

[2; (7)1

Efeitos genotoxicos
decorrentes da exposicdo
ao ruido e vibragdo de
corpo inteiro em pilotos
de aviagdo comercial

2000-2001

34
(pilotos de aviagdo
comercial)

28
(administrativos,
profissionais de satide)

Ruido, vibragdo, radiagdo
cdsmica e gases de
emissdo

Caracteristicas do
ruido, da vibragdo e
da radiagdo

Andlise de SCE, HFC e de
aberragBes cromossdmicas
em células sanguineas

Aumento significativo da frequéncia média de SCE
no grupo de pilotos comparativamente ao de
controlo;

Sem diferengas significativas na frequéncia média
de aberragBes cromossdmicas entre grupos
exposto e controlo.

Contribuigdo para a protegdo dos pilotos e
pessoal de cabine; recomendagdo de
acompanhamento médico.

[2; (16))*

Efeitos genotdxicos da
exposi¢do humana a gases
de emissdo de veiculos
automoveis em
portageiros

1998-2000

18
(portageiros)

18
(administrativos da
mesma empresa)

Gases de emisséo de
veiculos automéveis

Acido trans, trans-
mucoénico (AM) na
urina (metabolito
do benzeno);
mutagénese
urinaria

Andlise de SCE, HFC e de
aberragBes cromossdmicas
em células sanguineas

Concentragdo de AM superior no grupo de
portageiros relativamente ao controlo.
Mutagénese urindria - negativa; SCE, HFC,
aberragdes cromossdmicas - sem diferengas
significativas entre grupos exposto e controlo.

0 estudo sugeriu que os portageiros estudados,
embora expostos, ndo apresentavam efeitos
bioldgicos precoces de molde a requerer protegdo
adicional.

Recomendou-se o encerramento das janelas das
cabines sempre que possivel para evitar a
poluigdo do ar interior com os gases de emissdo.
[2;(17)]

MinUrar - Minas de Uranio
e seus Residuos — Efeitos
na saude da populagdo:
efeitos genotdxicos e
suscetibilidade genética

2002-2008

32
(residentes na drea de
influéncia das minas de
exploragdo de uranio, e
suas escombreiras)
62
(33 residentes em
freguesias da mesma area
geografica sem minas e 29
residentes numa area
geografica com baixo
fundo radioativo)

Metais pesados e radiagdo
alfa e gama

Pb, Cu e Zn no no
sangue; radio-
nuclidos (Poldnio-
210) no cabelo

Anélise de aberragdes
cromossomicas estaveis
(translocagdes); ensaio
challenge (translocagdes
induzidas pela irradiagdo in
vitro;
Andlise de polimorfismos em
genes de reparagdo do DNA
(suscetibilidade)

Aumento da frequéncia de translocagdes nos
individuos do grupo exposto comparativamente
aos 2 grupos de controlo, embora sem significado
estatistico.

Diferenga significativa entre o grupo exposto e os
grupos de controlo na frequéncia de translocagdes
induzidas pela irradiagdo do sangue in vitro,
sugerindo a existéncia de uma resposta adaptativa
Nno grupo exposto.

Alguns polimorfismos em genes de reparagdo de
quebras no DNA afetam os niveis de aberragdes
cromossémicas radioinduzidas.

Implementagédo de um Programa de vigilancia
para os mineiros e seus familiares.
Requalificagdo ambiental das minas e
escombreiras abandonadas da Urgeiriga.
[(12,18)]

Exposigdo ocupacional ao
fumo de tabaco
ambiental: um estudo em
restaurantes na cidade de

29
(trabalhadores de
restauragdo expostos ao
fumo de tabaco

fumo do tabaco

Cotinina urindria

Andlise de SCE, ensaio do
cometa, andlise de
microntcleos em linfdcitos e
em células bucais, e ensaio

N&o se detetou uma associagdo clara entre a
exposi¢do ocupacional ao fumo ambiental do
tabaco e a indugdo de efeitos genotdxicos. Os
resultados do ensaio challenge sugeriram uma

Apoio da decisdo da proibigdo total de fumar em
espagos publicos, particularmente, em espagos
de restauragdo.

[3; (19)]

compostos quimicos
durante a reciclagem de
residuos elétricos e
eletrénicos no quadro dos

(trabalhadores da
industria de reciclagem e
gestdo de residuos)

metais pesados (Pb, Li,
etc.) e compostos
organicos (bisfendis,
substancias

projetos HBM4EU e PARC 50 perfluroalquiladas (PFAS),
(Voluntdrios externos as bifenis policlorados
2021-presente empresas) (PCBs), etc.

bisfendis, PCBs, etc.
em amostras de
sangue, urina e
cabelo.

linfécitos de sangue
periférico e em células da
mucosa bucal

Lisboa ambiental/fumo passivo) challenge (baseado no resposta adaptativa no grupo exposto ao fumo
ensaio do cometa apds passivo (apresentam menor frequéncia de lesdes
2010-2016 33 tratamento do sangue ex- | do DNA apds o estimulo ex vivo com um agente
(trabalhadores ndo vivo com agente alquilante); | alquilante do que o grupo exposto).
expostos ao fumo de Andlise de polimorfismos em | N&o se identificaram efeitos moduladores dos
tabaco ambiental) genes de metabolizagdo polimorfismos genéticos estudados.
Estudo de 191 crémio hexavalente, crémio Andlise de micronucleos em | Aumento significativo do nivel de lesGes no DNA Apoio a necessidade de reavaliar o limite de
bi izagdo (trabalhadores da niquel e outros metais hexavalente, Ni, linfécitos de sangue (ensaio cometa) e de micronucleos (alteragdes ica 1al a crémio h | em
ocupacional relativo ao industria metalurgica e pesados etc. em urina, periférico; ensaio do cometa | cromossémicas) no grupo exposto pratica.
crémio e a outras aerondutica) sangue e em leucdcitos comparativamente ao grupo de controlo Recomendagdo para aplicagdo de medidas de
substancias quimicas condensado do ar (voluntdrios fora das empresas estudadas). protegdo, particularmente aos trabalhadores em
nocivas no quadro do 93 exalado Grupo de controlo formado por pessoal maior risco (envolvidos na soldadura e de
Projeto Europeu HBM4EU (administrativos das administrativo dentro das empresas também galvanoplastia) e de mitigagdo.
mesmas empresas; apresentou niveis significativos de instabilidade [2; (20)]
2019-2021 voluntarios externos as genética.
empresas)
Exposicdo ocupacional a 95 mistura complexa de Metais, PFAS, Andlise de micronucleos em | Aumento da frequéncia média de micronucleos em | Recomendagdo para aplicagdo de medidas de

linfécitos do grupo exposto comparativamente ao
grupo de controlo.

Estudo alargado a um maior nimero de
trabalhadores (ainda em curso).

protegdo aos trabalhadores e de mitigagdo.

[(21)]

(1) Relatério apresentado as industrias participantes; (2) Relatério apresentado ao servigo de medicina ocupacional com pedido de informagao aos participantes.

*Trabalho vencedor do Prémio Ricardo Jorge de Saude Publica (ex-aequo) e do Prémio de Investigagao sobre Ambiente e Saude Aloisio Coelho no ambito dos Prémios Cientificos do
| Centenario do Instituto Nacional de Sadde Dr. Ricardo Jorge, Lisboa, 2001.
HBM4EU - Iniciativa Europeia em Biomonitorizacdo Humana; HFC - células com alta frequéncia de SCE; PARC - Parceria para Avaliacao dos Risco de Quimicos;
SCE - trocas entre cromatideos irmaos.
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A participacéo recente na Iniciativa Europeia em Biomonitoriza-
¢&o Humana (HBM4EU, https://www.hbmd4eu.eu/) e na Parceria
Europeia para a Avaliagdo dos Riscos de Quimicos (PARC,
https://www.eu-parc.eu/) abriu a oportunidade de participagao
em estudos de BMH ocupacional multicéntricos, visando
a exposicao ao crémio hexavalente em varias atividades
industriais e a exposicao a misturas de substancias quimicas
perigosas, incluindo metais pesados e compostos organicos,
em industrias de gestao de residuos de aparelhos elétricos e
eletrénicos, nos quais o Grupo tem tido um papel de relevo
na analise de biomarcadores de efeito.

_Investigagdo em genotoxicidade e reparagdo 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 mamifero, tais como o teste de mutacé@o no gene
hprt (hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase) em células
V79 e o0 ensaio do MN em variadas linhas celulares humanas
(8,13) tam constituido ferramentas importantes para investigar
as propriedades genotoxicas e mutagénicas de agentes fisicos,
quimicos e suas misturas, bem como para elucidar 0s seus
mecanismos de ac¢do. Os estudos de mutagénese in vivo, com
recurso a modelos murinos transgénicos e, principalmente, a
criagdo no INSA de um modelo Unico de ratinho transgénico
com inativagao de um gene de reparagao do DNA, permitiram
avancar a investigacdo em mecanismos de reparacao do DNA
e 0 seu papel na formagao de mutacdes somaticas e germinais
apds exposicao a agentes quimicos (9:10),

Na tabela 2, sdo indicados 0s principais projetos nestas areas
bem como os ensaios utilizados, incluindo NAMs. O trabalho
mais recentemente desenvolvido pelo Grupo tem-se focado
nos ensaios considerados mais relevantes para decisdes em
saude publica, por revelarem efeitos em dois acontecimentos
fundamentais na carcinogénese: mutacoes génicas e perda
total/parcial de cromossomas. Nesse sentido, existem linhas
orientadoras para utilizar estes ensaios anteriormente a
colocacao no mercado de novas substancias quimicas, tais
como as orientagdes da Organizacdo para a Cooperacao
e Desenvolvimento Econdmico (OCDE). Relativamente as

abordagens inovadoras, como a analise epigenética, apesar
de n&o existirem ainda linhas de orientacdo, muitos destes
dados sdo considerados na avaliagao global da evidéncia,
conforme 0 mecanismo subjacente.

De entre as tematicas investigadas, salientam-se os estudos
na area da nanotoxicologia, iniciados em 2010, na medida
em que surgiram em resposta a uma preocupagao emergente
sobre a seguranga dos NMs - cuja producéo e aplicagao tem
sofrido um crescimento exponencial - para a saude humana
(tabela 2). Esta linha de investigagao tem prosseguido até
ao presente, com a utilizagdo de abordagens experimentais
integradas para testagem e avaliacéo, tendo em vista a garantia
de que os NM usados, por exemplo, na tecnologia alimentar
- Projeto INGESTnano - sdo seguros e de que a potencial
exposicdo ocupacional a esses NMs nédo constitui um risco
para a saude dos trabalhadores - Projeto ToxApp4nanoCELFI
(tabela 2). Qualquer destes estudos tem uma forte componente
translacional, tendo em vista a integracao da informacao
gerada para a avaliagdo do risco associado a exposicao
a esses materiais, como apoio a sua regulamentacao, por
forma a assegurar 0 progresso seguro e sustentavel das
nanotecnologias e da nanomedicina.

_Abordagens inovadoras na investigagdo em
genotoxicidade e no desenvolvimento de novos
biomarcadores

Considerando a evolugé@o da ciéncia nestas Ultimas décadas,
sdo atualmente privilegiadas abordagens alternativas in vitro
com maior aproximagao aos sistemas vivos, tais como o uso
de modelos celulares complexos, ou ainclusao de processos
fisioldgicos, como seja a digestdo (simulada in vitro), na
testagem da genotoxicidade de substancias ingeridas (14:15).
Também o0s estudos toxicogenémicos tém adquirido cada
vez maior protagonismo, seguindo 0s recentes avancos
tecnolégicos. Tem-se ainda assistido a um progressivo
interesse no papel da epigenética - modificacdes no genoma
que causam alteragdes na expressao dos genes - na resposta
bioldgica a exposicao a agentes ambientais. Entre essas
alteragdes estdo, por exemplo, as modificacdes nas histonas,
na metilacao do DNA e na expressao de microRNAs (miRNAs).
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Com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciagao de
nova geracao, a epigenética evoluiu para a epigendémica que
compreende o estudo das modificagdes epigenéticas em todo
0 genoma. O Grupo tem investigado os efeitos epigendmicos
de varios NMs através da andlise de miRNAs e da metilagdo
de todo o genoma (33), sendo esta investigacdo de extrema
importancia para explorar 0s genes alvo desses NMs e, assim,
avancar na compreensdo do seu modo de acdo molecular que
podera explicar os seus efeitos nocivos na satde. E expectavel
que estas novas abordagens experimentais constituam também
a base para o desenvolvimento de novos biomarcadores de
efeito bioldgico precoce mais sensiveis e especificos, na
medida em que s&o suportados por conhecimento de indole
mecanistica.

_Conclusoes

Enquanto a Genética Humana se dedica, de uma forma geral,
a compreender e analisar alteragoes patologicas ou variagdes
nos genes ou cromossomas, a Toxicologia Genética foca-se
na investigagdo sobre a forma como fatores ambientais
podem induzir ou contribuir para essas alteragdes genéticas
ou epigenéticas e, por consequéncia, gerar instabilidade
genomica. Essa instabilidade pode ser determinante para
o desenvolvimento de cancro, doencas hereditarias ou
envelhecimento prematuro, condi¢cées com forte impacto na
salde e qualidade de vida da populacdo e que, portanto,
importa prevenir. Os resultados dos estudos revisitados neste
artigo tém fornecido conhecimento relevante para a avaliagao
da perigosidade e do risco de quimicos que, por sua vez, sdo
utilizados em quadros regulamentares respeitantes a garantia
da seguranca dos quimicos. Recorrendo a abordagens
integradoras e inovadoras, os achados da investigacdo
nesta drea da genética tém progredido no sentido de uma
crescente capacidade preventiva e preditiva, indissociaveis
das prioridades da Genética Humana, visando a protecéao da
salde humana.
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