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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.
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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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