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Na Unido Europeia (UE) uma doenga é considerada rara
guando a prevaléncia observada é inferior a 1 caso em cada
2000 pessoas. No entanto, todos os individuos com doencas
raras compreendem no seu conjunto cerca 30 milhdes de ci-
dadaos, ou seja, 6% a 8% da populagao da UE. Sabe-se hoje
que existem mais de 6000 doencas raras, sendo que 80%
destas doencas sao de origem genética, e muitas vezes cro-
nicas, podendo por em risco a prépria vida.

As doencas raras sdo caracterizadas por uma grande diver-
sidade de sintomas e sinais que variam ndo sé de doenga
para doenca, mas também entre doentes que sofrem de uma
mesma patologia. A maioria destas doencas é grave e, por
vezes, altamente incapacitante, enquanto outras ndo séo im-
peditivas do normal desenvolvimento intelectual e apresentam
evolugéo benigna e até funcional, se diagnosticadas e trata-
das atempadamente. Assim, o diagndéstico precoce e 0 inicio
de tratamento com base na evidéncia sao fatores importantes
para reduzir o impacto de uma doenca rara na vida adulta. O
atraso no diagnéstico pode significar que se desperdicou a
oportunidade de uma intervencdo atempada, assim como um
diagnéstico correto podera determinar a existéncia de uma
doenca rara subjacente quando os sintomas apresentados
s&o relativamente comuns. Em 2004, num levantamento efe-
tuado para oito doencgas raras, 25% dos doentes inquiridos
revelaram existir uma diferenga de 5 a 30 anos entre a mani-
festagdo dos primeiros sintomas e o diagnéstico.
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Em Portugal a verdadeira dimensao do problema nao é conheci-
da, dada a inexisténcia de um registo Unico adequado a estas
doengas, bem como o reduzido numero e a extensao dos estu-
dos epidemioldgicos realizados até a data. No entanto, a publica-
¢d0 da Estratégia Integrada para as Doencas Raras 2015-2020 (1)
podera vir a melhorar o conhecimento das doengas raras no pais.
Esta estratégia assenta numa cooperacao interministerial, inter-
sectorial e interinstitucional que faz uso dos recursos médicos,
sociais, cientificos e tecnoldgicos, com foco nos seguintes aspe-
tos: 1. A coordenacao dos cuidados de saude; 2. O acesso ao
diagnostico precoce; 3. O acesso ao tratamento; 4. A investiga-
¢ao (cientifica) e 5. A incluséo social e a cidadania.

As doencas raras ndo afetam apenas os individuos doentes,
mas também tém um grande impacto nas familias, amigos,
cuidadores e na sociedade em geral. A proposito das dificul-
dades sentidas por estas familias, as associacdes de doentes
portadores de doenca rara, tais como a RARISSIMAS -
Associagdo Nacional de Deficiéncias Mentais e Raras
(www.rarissimas.pt), tornaram-se pilares imprescindiveis na
nossa sociedade, no que ao apoio a esta populacdo diz res-
peito. A Rarissimas tem como objetivos estratégicos entre
outros, promover a divulgagao, informagéo e sensibilizagéao
publica sobre as Doengas Raras a nivel nacional e internacio-
nal; promover a gestao integrada do doente com Doenca Rara;
desenvolver e participar em projetos de investigagéo transna-
cional e basica, no ambito das Doencas Raras, € estabelecer
parcerias nacionais e internacionais. Mas o seu ambito de
atuacdo é muito mais abrangente, devendo-lhe todos nos, a
existéncia de o Unico Centro de Recursos Integrado para Do-
engas Raras do mundo, a t@o ja conhecida Casa dos Marcos

www.insa.pt

www.insa.pt
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(http://casadosmarcos.rarissimas.pt), que congrega as valén-
cias sociais, de saude, investigacao, formacao, entre outros, e
que suscitou internacionalmente uma curiosidade politica, que
resultou em inimeras visitas institucionais e diplomaticas, a
mais conhecida, da rainha de Espanha, Letizia de Ortiz. Muito
recentemente, a RARISSIMAS estabeleceu um protocolo de
cooperacao com o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA), cujo objeto global visou o estabelecimento das
bases de cooperacao cientifica e pedagdgica com vista a oti-
mizacdo dos recursos entre as duas instituigdes.

Nos Ultimos anos, o Departamento de Genética Humana (DGH)
do INSA (www.insa.pt) tem investido de forma constante na
disponibilizacéo de novos testes genéticos de apoio clinico. O
DGH disponibiliza atualmente o diagnéstico genético para mais
de 400 doencas raras e assume-se como 0 maior Departamen-
to de Genética Humana, publico e nacional, para o diagndéstico
laboratorial de patologias genéticas. No ambito da sua politica
de desenvolvimento e qualidade, e tendo sido o primeiro labo-
ratério no pais a obter acreditagao pelo Instituto Portugués
de Acreditacéo (IPAC) considerando a norma internacional NP
EN I1SO 15189(2) para testes genéticos, prossegue de forma
continuada a acreditacdo de outros testes, assegurando assim
uma oferta de servicos de apoio a clinica de elevada qualidade
e de acordo com critérios internacionais. E no DGH que se
encontra sediado o brago laboratorial do Programa Nacional
de Diagnéstico Precoce () que teve inicio em 1979 com o obje-
tivo de diagnosticar, nas primeiras semanas de vida, algumas
doencgas que, uma vez identificadas, permitem o tratamento
precoce e evitam a ocorréncia de atraso mental, doenga grave
irreversivel ou a morte da crianga.

Este Departamento promove ainda a investigacao e desenvol-
vimento através de atividade colaborativa com a comunidade
cientifica, académica e a industria, tendo em curso para cima
de uma dezena de projetos relacionados com doencas raras.
Entre estes, destacam-se os relacionados com as doengas
hereditarias do metabolismo, onde é patente a participacéo
como centro afiliado, ou com acordo de colaboragédo, com
os quatro Centros de Referéncia Nacional para as Doencas

Hereditarias do Metabolismo, recentemente designados pelo
Ministério da Satde (4).

Os trabalhos apresentados neste nimero do Boletim Epide-
miolégico Observac¢des sao representativos da investigacéo
realizada ao longo de varios anos no INSA e estao relaciona-
dos, na maioria dos casos, com uma ou mais doengas raras
estudadas atualmente no DGH.

Gloria Isidro

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

Paula Brito e Costa

Presidente da Direcdo da RARISSIMAS
Associagdo Nacional de Deficiéncias Mentais e Raras
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_As doencas raras na Europa: o enquadramento portugués

Rare Diseases in Europe: the Portuguese framework

Verdnica Gémez', Patricia Rama?, Ausenda Machado’, Paula Braz', Cristina Furtado®, Dezso David?, Natércia Miranda®, Gldria Isidro’

gloria.isidro@insa.min-saude.pt

(1) Departamento de Epidemiologia; (2) Departamento de Genética Humana; (3) Departamento de Doengas Infeciosas;

(4) Departamento Promocéo da Saude e Prevencédo de Doengas Nao Transmissiveis, INSA.

_Resumo

A EUCERD Joint Action (EJA) para as Doencas Raras (DR) integrou cinco do-
minios: planos nacionais e estratégias, nomenclatura internacional para DR,
Servicos sociais especializados, qualidade dos cuidados/centros de referén-
cia e integracao de iniciativas em DR. O objetivo deste artigo é descrever o
enquadramento portugués nas DR. Em novembro de 2014 foi realizado um
workshop em Portugal com oito paises participantes. Foi descrita a situagéo
europeia para as DR e comparada com a realidade portuguesa. Estiveram
presentes: autoridades europeias, parceiros da EJA, especialistas, investi-
gadores, profissionais de salde e associagoes de doentes. Realizou-se uma
andlise qualitativa dos conteldos das apresentacdes, posteriormente atua-
lizada através de andlise documental. No dominio dos planos e estratégias
foi aprovada a Estratégia Integrada para as Doengas Raras 2015-2020 que
assenta numa cooperagao interministerial, intersectorial e interinstitucional.
Em relagao a nomenclatura, foi discutida e proposta a utilizagédo do Orpha-
number. Foram descritas vérias iniciativas no @mbito das DR e observados
exemplos de boas praticas na area dos servigos socias especializados. Re-
centemente, Portugal reconheceu oficialmente varios Centros de Referéncia
Nacionais, onde se incluem alguns para as DR. Em conclusao, Portugal tem
vindo a desenvolver diversas atividades no dominio das DR sendo necessa-
rio continuar com a integragao das mesmas.

_Abstract

The EUCERD Joint Action (EJA) for Rare Diseases (RD) consists of five
domains: national plans and strategies, international RD nomenclatures,
specialized social services, quality of care/centres of expertise and in-
tegration of RD initiatives. This article intends to provide the Portuguese
situation on RD. In November 2014, a workshop was held in Portugal and
included participants from eight different countries. The European state-
of-art in every domain was counterbalanced with the Portuguese reality.
European authorities, EJA’s partners, experts, researchers, health care
professionals and patients’ representatives were present. A qualitative
data analysis of the presentations’ contents was performed and updated
documental analysis. Concerning plans and strategies, a National Integrat-
ed Strategy 2015-2020, based on an inter-ministerial/sectoral/institutional
cooperation, using medi cal, social, scientific and technological resourc-
es, for RD was approved. Regarding nomenclature, health professionals
use different coding systems. A proposal for the ORPHA number system
to be adopted in disease nomenclature was discussed. Among specialized
social services, good practices examples were described and RD initia-
tives were observed. Finally, just recently, Portugal recognized officially
national Reference Centres which include some for RD. In conclusion, re-
garding the different domains of RD, Portugal has been developing several
activities and its integration needs to continue.

_Introdugéo

O Comité Europeu de Peritos para as Doengas Raras
(EUCERD) (") foi estabelecido para auxiliar a Comissao Euro-
peia (CE) no dominio das Doencas Raras (DR). Entre 2012-
2015, decorreu a EUCERD Joint Action - Working for Rare
Diseases (EJA)(2), com a finalidade de apoiar a EUCERD no
mandato atribuido pela CE, na formulagao e implementacao
de atividades comunitarias no dmbito das DR, na promocao
da partilha de experiéncias relevantes, politicas e praticas
entre os Estados-Membros (EM).

O Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA) foi
responsavel pela avaliacdo da EJA. Um dos seus compromis-
sos foi a organizacdo de um workshop cujos principais objetivos
foram: atualizagdo de conhecimentos em instrumentos de ava-
liac&o e monitorizagao de projetos europeus, divulgacdo das ati-
vidades da EJA e 0 enquadramento da posigao portuguesa no
dominio das Doencas Raras nas cinco areas-chave: 1) Planos
nacionais/estratégias; 2) Nomenclatura internacional; 3) Servi-
¢OS sociais especializados 4) Qualidade dos cuidados/Centros
de Referéncia e 5) Outras iniciativas em DR (figura 1).

_Objetivo

Este artigo tem com finalidade descrever o enquadramento
portugués nas DR.

_Métodos

Estudo observacional descritivo, com base na avaliagdo qua-
litativa dos conteldos nas cinco areas-chave apresentadas
no workshop internacional, realizado em novembro de 2014
em Portugal, que contou com a participacao de oito palises.
Foi descrita a situagao europeia para as DR e comparada a
realidade portuguesa. Numa 22 fase, os dados foram atualiza-
dos por analise documental da legislacao nacional.

04



( ’ nsttto_Nacional de Saude Observagoes_ Boletim Epidemiolégico
Doutor Ricardo Jorge

artigos breves_ n. 1

Bedll nstituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, IP

Figura 1: [ As cinco areas-chave para a promogéo de cuidados de qualidade na resposta a doenga rara.

Planos Nacionais
e Estratégias

Integragéo de
Iniciativas Nacionais "
e Internacionais 4

_Resultados

Os resultados apresentados comparam, para cada dominio, a
realidade europeia com a portuguesa.

1. Planos Nacionais e Estratégias

Em 2013, a Uniéo Europeia (EU) recomendou a elaboracéo e
implementacéo de planos nacionais para as DR(®), sendo que
em 2014, dezoito paises europeus tinham adotado estes Planos
Nacionais/Estratégias, encontrando-se sete paises em fase de
desenvolvimento dos mesmos.

Em Portugal, o Plano Nacional para as Doengas Raras foi
publicado pela Direcdo-Geral da Satde (DGS) em 2008(4).
Em 2015 foi aprovada a Estratégia Integrada para as Doengas
Raras 2015-2020(%), que tem como objetivo garantir uma
abordagem interministerial, intersectorial e interinstitucional,
reunindo contribuicdes, competéncias e recursos de todos 0s
sectores relevantes.

Promocéo de
Cuidados de Qualidade
na resposta a
Doenga Rara

4 Nomenclatura
Internacional

Qualidade dos
Cuidados /Centros de
Referéncia (CR)

Servicos Sociais
Especializados

2. Nomenclatura internacional

A UE recomenda um sistema de informacéo de saude codifi-
cado e rastreavel, com base na Classificacao Internacional de
Doencas (CID) (), respeitando os procedimentos nacionais.
A nomenclatura especifica para as DR, o Cédigo Orfao, foi
desenvolvido pela Orphanet(7) que, em colaboragdo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), se encontra aincorpo-
rar todas as DR no CID-11.

Em Portugal, sédo usados diferentes sistemas de codificacao,
tendo sido proposto que o Codigo Orfao seja utilizado no Ser-
vico Nacional de Saude. A equipa nacional da Orphanet tem
mantido disponiveis tradugdes atualizadas dos contetudos do
website internacional.

3. Servigos Sociais especializados

A nivel europeu foram identificadas diferentes tipologias de
servicos, como programas de terapia ocupacional, servicos de
cuidados continuados e alojamento adaptado. A identificagao
e 0 mapeamento destes servicos, bem como a publicacéo de
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estudos de caso e de diretrizes, encontram-se em permanen-
te atualizacdo. A EUCERD produziu recomendacdes (®) para a
area social que, juntamente, com a implementacéo dos Planos
Nacionais se espera que contribuam para a melhoria dos siste-
mas de cuidados dos Estados-Membros.

Em Portugal, existem servicos de apoio social tanto no
sector publico como no privado, sendo que algumas res-
postas sociais s@o coordenadas por associactes de doen-
tes e seus familiares, com apoio estatal. Existem, também,
duas aliancas de associacOes de DR, a FEDRA-Federacao
das Doencas Raras de Portugal (www.fedra.pt) e a APADR-
Alianca Portuguesa de Associagdes das Doencas Raras
(www.aliancadoencasraras.org/). Em 2013 foi inaugurado o
primeiro Centro de Recursos em Doencas Raras, a “Casa dos
Marcos” (http:/casadosmarcos.rarissimas.pt) que possui um
modelo assistencial pioneiro em Portugal e na Europa, inte-
grando valéncias sociais e de satde num unico edificio, total-
mente acessivel a pessoas com deficiéncia.

4. Qualidade dos Cuidados /Centros de Referéncia (CR)

A Recomendagao do Conselho para as DR, propde o desenvol-
vimento de CR e de Rede de Referéncia Europeia (RRE). Mais
recentemente, através da Directiva para os Cuidados de Saude
Transfronteirigos(?), foram propostas medidas de organizaco
de cuidados de saude para doentes com DR na Europa. A
EUCERD desenvolveu recomendacdes19) nas seguintes tema-
ticas: Missdo e Ambito dos CR, Critérios para o Estabelecimen-
to de CR, Processo de Estabelecimento e Avaliacdo dos CR
Nacionais e Dimensao Europeia dos CR.

Em Portugal, a Portaria n.° 194/2014(11) veio estabelecer o
conceito, 0 processo de identificac@o, aprovacao e reconheci-
mento dos Centros de Referéncia Nacionais; o Despacho
n.2 2999/2015(12), veio definir as areas de intervencéo priorita-
rias em que devem ser reconhecidos CR e o Despacho n.°
3653/2016(13) estabelece os CR, para diversas patologias,
incluindo DR.

5. Outras iniciativas em DR

A DG-SANCO e o Joint Research Centre estdo a desenvolver
uma Plataforma Europeia para o Registo das DR, importante

- _Docngas

instrumento para a vigilancia epidemiol6gica. Relativamente as
RRE, a Decisdo de Execucdo da Comissao!'4), define critérios
para a criacdo e avaliagdo de RRE e dos seus membros, bem
como facilita o intercdmbio de informacdes e experiéncias
sobre a criagéo e avaliagao das mesmas. A UE aprovou a Direti-
va 2011/24/UE() relativa ao exercicio dos direitos dos doentes
em matéria de cuidados de saude transfronteiricos. Atualmen-
te, os testes de diagnostico genético disponiveis, cobrem 685
genes e cerca de 793 doencas registadas na Orphanet e estao
disponiveis, internacionalmente, através dos sectores publico e
privado. A raridade destas patologias, o elevado custo da reali-
zacao destes testes bem como o reduzido nimero de doentes,
justifica que sé alguns palises realizem a totalidade dos testes
genéticos existentes.

Portugal é membro do movimento para a implementagao da
Diretiva 2011/24/EU pelo que, quando um teste especifico
ndo esteja disponivel em Portugal, sera possivel realiza-lo no
exterior. De entre outras iniciativas portuguesas destaca-se a
criacao do Cartao da Pessoa com Doenca Rara!'5) que retne
informagao clinica adequada e relevante sobre a DR do porta-
dor desde 2012. Considerando o registo das DR, o Registo
Nacional Portugués esta em desenvolvimento.

_Conclusdes

Em relagdo aos varios aspetos relacionados com as doengas
raras, Portugal tem vindo a desenvolver diversas atividades
neste dominio, sendo necessario continuar esta integragdo. A
meta é que, de forma progressiva, seja garantido que a pessoa
com doenca rara tenha melhor acesso e qualidade nos cuida-
dos de saude e sociais, no sentido de se conseguir uma mu-
danga consistente nas condigdes complexas destes individuos
e das suas familias.
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_Vigilancia de sindromes com anomalias congénitas que afetam multiplos sistemas:
dados do Registo Nacional de Anomalias Congénitas para os anos 2000 a 2013
Surveillance of syndromes with congenital anomalies affecting multiple systems: data from Portuguese

National Registry between 2000 and 2013

Paula Braz, Ausenda Machado, Carlos Matias Dias

paula.braz@insa.min-saude.pt

Departamento de Epidemiologia, INSA.

_Resumo

O Registo Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC) recebe notificagoes
da ocorréncia de anomalias congénitas diagnosticadas até ao final do 1°
més de vida, algumas das quais sao raras. Foi realizado um estudo obser-
vacional, transversal, com a finalidade de descrever a epidemiologia dos
registos de anomalias congenitas que constituem uma sindrome genética
rara, utilizando os dados do RENAC entre 2000-2013. Observou-se uma
prevaléncia de 1,17 casos/10 000 nascimentos de individuos com sindrome
genética rara com anomalias que afetam multiplos sistemas. Estas patolo-
gias representam um pequeno grupo do universo das doencas raras. No
total das sindromes estudadas (n=171), a maior frequéncia observou-se
no grupo de sindromes que afetam predominantemente o aspeto da face
(50,9%) e, neste grupo, destacam-se a Sequéncia de Pierre Robin (26,3%) e
a Sindrome de Goldenhar (11,7%). No grupo de outras sindromes genéticas,
a Sindrome de DiGeorge foi diagnosticada em 12,3% dos casos. Dada a
inexisténcia de um registo nacional de doengas raras, os dados do RENAC
podem contribuir para avaliar a prevaléncia de algumas destas doencas.
Contudo para uma melhor vigilancia de algumas doengas raras, o0 prazo de
registo sera alargado até ao ano de idade de modo a permitir que situagoes
mais complexas possam ser identificadas e registadas.

_Abstract

The Portuguese National Registry of Congenital Anomalies (RENAC) re-
ceives notification of the occurrence of congenital anomalies detected
at the end of the 1st month of life and some of them are rare. An observa-
tional, descriptive, cross-sectional study using data from RENAC between
2000-2013 was conducted with the purpose of describing the epidemi-
ology of cases with rare genetic syndromes affecting multiple systems.
There was a prevalence of 1.17 cases/10 000 births of individuals with
rare genetic syndromes with congenital malformation affecting multiple
systems, a small group of syndromes in the rare diseases field. Consider-
ing all genetic syndromes notified (n=171), 50.9% of cases were observed
in the sub-group of congenital malformation syndromes predominantly af-
fecting facial appearance. Within this subgroup Pierre Robin Sequence
was diagnosed in 26.3 % of cases and the Goldenhar syndrome in 11.7%.
In another sub-group, DiGeorge syndrome was diagnosed in 12.3% of
cases. Given that at the moment there is no national rare diseases regis-
try, RENAC data are useful for assessing the prevalence of some rare dis-
eases. To improve rare diseases’ surveillance, notification to RENAC will
be extended until the end of the 1st year of life in order to allow more com-
plex situations to be identified and registered.

_Introdugéo

Uma doenca rara é uma patologia que afeta um pequeno
numero de pessoas quando comparado com a populagéo geral.
Na Europa, uma doenca é considerada rara quando afeta 1 indi-
viduo em 2000 pessoas (). Cerca de 80% das doencas raras
tém origem genética, podendo envolver um ou varios genes, ou
origem cromossomica (1:2).

O Registo Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC) é um re-
gisto nosolégico de base populacional que recebe notificagdes
da ocorréncia de anomalias congénitas detetadas na fase pré-
natal e até aos 28 dias de vida do recém-nascido, no Continen-
te e Regides Auténomas (2). Muitas das anomalias, isoladas ou
associadas em sindromes, notificadas ao RENAC, inserem-se
na categoria de doencas raras e a sua classificagao esta distri-
buida pelos varios capitulos da 102 revisao da Classificagao In-
ternacional de Doencas (CID-10) (4), em que um dos capftulos
inclui um subgrupo que engloba as sindromes com anomalias
congénitas que afetam mdltiplos sistemas.

Em Portugal néo existe legislacdo que obrigue a notificagao dos
individuos portadores de anomalias congénitas ou de doenga
rara, pelo que o RENAC tem procurado obter informacéo que
permita fazer uma avaliagdo o mais rigorosa possivel da situa-
¢ao portuguesa no campo das anomalias congénitas.

_Objetivo

Este estudo teve como finalidade descrever em Portugal para
o0 periodo de 2000-2013, os casos de portadores de uma sin-
drome genética rara com anomalias congénitas que afetam
multiplos sistemas, notificados ao RENAC.
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_Material e métodos

Realizou-se um estudo epidemioldgico observacional,
descritivo, transversal, tendo como base de analise as
notificacdes ao RENAC de nascimentos com algumas
das sindromes genéticas raras com anomalias congéni-
tas afetando multiplos sistemas, no periodo de 2000 a
2013. A recolha de informacao foi realizada com o apoio
de um questionario recebido periodicamente pelo Regis-
to Central por via informatica, através da internet, ou
em suporte em papel. Utilizando a CID-10 foi considera-
do neste estudo o grupo “Q87 - Qutras sindromes com
anomalias congénitas que afetam mdltiplos sistemas”
que inclui os subgrupos: “Sindromes afetando predomi-
nantemente o aspeto da face” (Q87.0), “Sindromes asso-
ciadas predominantemente com baixa estatura” (Q87.1),
“Sindromes afetando predominantemente os membros”
(Q87.2), “Sindromes congénitas associadas a excesso
de crescimento” e “Sindrome de Marfan” (Q87.3 e Q87.4)
e “Outras sindromes especificadas nao classificadas em
outro local” (Q87.5 onde se incluiu a Sindrome de DiGe-
orge D82.1).

A taxa de prevaléncia foi calculada considerando o
numero de nascimentos com pelo menos uma sindrome
de entre 0s grupos em estudo, ocorridos em cada 10000
nascimentos, durante 0s anos em estudo.

A frequéncia de casos com sindromes foi calculada con-
siderando o numero total de anomalias notificadas no
periodo em estudo.

_Resultados

No periodo compreendido entre 2000 e 2013 foram en-
viadas ao RENAC 171 notificagcdes de nascimentos com
sindromes genéticas raras, 0s quais incluiam anomalias
congénitas que afetavam mdltiplos 6rgéos e sistemas,
0 que corresponde a uma prevaléncia de 1,17 casos por
10000 nascimentos, distribuidos de acordo com 0s sub-
grupos da CID-10 e apresentados na tabela 1.

Tabela 1:

Distribui¢do das frequéncias das notificagdes de sindromes

com anomalias congénitas que afetam mudltiplos sistemas,
de acordo com a CID-10, recebidas pelo RENAC entre

2000 e 2013.

Sindromes com anomalias congénitas que afetam mdltiplos sistemas (Q87)

Sindromes afetando predominantemente o aspeto da face n %

Sindrome de Apert (Q87.01) 41

Sindrome de Fraser (Q87.02) 2,3
Sindrome de Goldenhar (Q87.04) 1,7
Sindrome de Moebious (Q87.06) 1,2
Sequéncia de Pierre Robin (Q87.08) 26,3
Sindrome de Treacher-Collins (Q87.0A) 3

Sindrome de Pena-Shokeir (Q87.0E) 2,3
Total 87 50,9
Sindromes associados predominantemente a baixa estatura n %

Sindrome de Cornelia de Lange (Q87.12) 1,7
Sindrome de Noonan (Q87.14) 3,5
Sindrome de Prader-Willi (Q87.15) 2,9
Sindrome de Russel-Silver (Q87.17) 0,6
Sindrome de Smith-Lemli-Opitz (Q87.19) 1,2
Total 17 9,9
Sindromes afetando predominantemente os membros n %

Sindrome de Holt-Oram (Q87.20) 1,2
Sindrome de Klippel-Trenaunay-Weber (Q87.21) 2,9
Sindrome de unha-rétula (Q87.22) 0,6
Sindrome de Rubistein-Tayby (Q87.23) 0,6
Sirenomelia (Q87.24) 41

Sindrome de TAR (Q87.25) 1,7
Associacao de VATER/VACTERL (Q87.26) 6,4
Total 30 17,5
Sindromes congénitas associadas a excesso de crescimento n %

Sindrome de Beckwith-Wiedemann (Q87.30) 3,5
Sindrome de Sotos (Q87.31) 1,2
Sindrome de Marfan (Q87.4) 0,6
Total 9 53
Outras sindromes especificadas nao classificadas em outro local n %

Sindrome de Alport (Q87.80) 0,6
Sindrome de Zellweger (Q87.83) 2,9
Sindrome de Williams (Q87.84) 0,6
Sindrome de DiGeorge (D82.1) 12,3
Total 28 16,4
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Este grupo de patologias representa 1,1% de todas as anoma-
lias congénitas registadas no RENAC durante o periodo em
estudo. Nestas observou-se que 50,9% das sindromes notifi-
cadas estavam incluidas no grupo de “Sindromes que afetam
predominantemente o aspeto da face”, evidenciando-se, neste
grupo, a Sequencia de Pierre Robin (26,3%) e a Sindrome de
Goldenhar (11,7%). No grupo de “Outras sindromes genéticas
especificadas nao classificadas em outro local”, a Sindrome
de DiGeorge foi diagnosticada em 12,3% dos casos reporta-
dos ao RENAC.

Neste grupo de sindromes genéticas raras enviados ao RENAC,
95,5% dos nascimentos foram simples, tendo 83,6% das gesta-
¢oes terminado no nascimento de uma crianga viva. Em 12,9%
das gestacdes 0s progenitores optaram pela interrupcéo médica
da gravidez devido a detecao pré-natal de anomalias graves no
feto. A primeira anomalia foi detetada ao nascer em 53,2% dos
casos, em 7,6% dos recém-nascidos o diagnostico de patologia
surgiu durante a primeira semana de vida e em 2,9% este diag-
nostico aconteceu durante o primeiro més de vida (tabela 2).

Avaliada a presenca de consanguinidade nos progenitores,
observou-se que 76,6% dos casais nao tinha qualquer grau
de parentesco.

_Discusséo

A variedade fenotipica de muitas das sindromes genéticas
incluidas no grupo em estudo e a auséncia de exames comple-
mentares especificos podem constituir motivos que dificultem
o diagnostico destas sindromes na fase pré-natal, ou durante
0 primeiro més de vida, periodo maximo de registo de casos
na metodologia utilizada pelo RENAC (3). A possibilidade de se
poder confirmar a suspeita de Sindrome de Noonan através da
presenca da mutacéo PTPN 11 e a Sindrome de DiGeorge pela
presenca da microdelec@o do cromossoma 22q11.2, pode faci-
litar um diagnéstico precoce a tempo de permitir o registo no
RENAC, isto é até ao final do periodo neo-natal. A Sindrome de
Goldenhar, devido ao conjunto conhecido de anomalias congé-
nitas presentes nesta doenca rara, sobretudo a dismorfia facial
caracteristica, também permite um diagndstico mais precoce.

Tabela 2: [] Distribui¢éo das frequéncias das notificagdes de sindro-
mes com anomalias congénitas que afetam multiplos
sistemas, de acordo com o tipo de nascimento, resultado
da gestacdo, identificagdo da 1* anomalia, sobrevivéncia
para além de uma semana e consanguinidade dos pais,
recebidas pelo RENAC entre 2000 e2013.

Tipo de nascimento n %

Simples 161 95,5
Duplo 9 4,0
Triplo 1 0,2
Total 171 100
Resultado da gestagao n %

Nado-vivo 143 83,4
Interrupgado de gravidez 22 12,9
Feto-morto 4 2,3
Aborto espontaneo 2 1,2
Total 171 100
Identificacdo da 12 anomalias congénitas n %

Diagndstico pré-natal 59 34,5
Ao nascer 91 53,2
Até 1 semana de vida 13 7,6
Entre 1 e 4 semanas de vida 5 2,9
Na autépsia 3 1,8
Total 171 100
Sobrevivéncia para além de 1 semana n %

Sim 132 77,2
Néo 27 15,8
Desconhecido 12 7,0
Total 171 100
Consanguinidade dos pais n %

Sim 8 4,7
Néo 131 76,6
Desconhecido 32 18,7
Total 171 100

Comparando os dados do RENAC com os do registo europeu
de anomalias congénitas - EUROCAT - para idéntico perio-
do de tempo, verifica-se em Portugal uma menor prevaléncia
deste grupo de sindromes genéticas, diferenca que pode ser
explicada pelo facto de o registo de anomalias congénitas ser
efetuado até ao final do primeiro ano de vida na maioria dos
paises europeus (4).
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Assim, na auséncia de um registo nacional de doencas raras,
0s dados do RENAC podem contribuir para a estimativa da pre-
valéncia e estudo destas patologias a nivel nacional. O alarga-
mento, em preparacao, do registo das anomalias congénitas
pelo RENAC até ao ano de idade, permitird uma harmonizagéo
dos dados ao nivel europeu e ainda que situagdes mais com-
plexas possam ser diagnosticadas e registadas.
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_Rastreio neonatal dos défices do ciclo da ureia em Portugal

Newborn screening for urea cycle disorders in Portugal
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Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética. Departamento de Genética Humana, INSA, Porto.

_Resumo

Os défices do ciclo da ureia sdao um grupo de doencas hereditérias do
metabolismo caracterizadas fundamentalmente por uma acumulagcao
de amonia. Clinicamente o espectro é muito alargado, com formas de
apresentacdo no periodo neonatal até situagées mais moderadas de
apresentacao tardia em adultos. O tratamento é fundamentalmente de
base nutricional e traduz-se numa redugao significativa da mortalidade
e morbilidade. Com a introducao da espectrometria de massa nos labo-
ratorios de rastreio neonatal em meados dos anos 90, passou a ser
possivel quantificar alguns intermediarios do ciclo, 0 que associado
a existéncia de um intervalo livre e um tratamento eficaz, permitiu o
rastreio de algumas das doengas deste grupo. Em 2004 iniciou-se em
Portugal o rastreio dos défices do ciclo da ureia, tendo-se rastreado até
ao presente, 988 687 recém-nascidos e identificado 19 casos positivos.
Recentes desenvolvimentos técnicos vieram possibilitar a quantificacéao
de novos marcadores, mais concretamente do acido orotico, o que
abre a possibilidade de rastrear o défice em ornitina transcarbamilase,
o0 défice do ciclo da ureia mais frequente. Os autores apresentam a situ-
acdo atual do rastreio dos défices do ciclo da ureia e as perspetivas em
virtude dos novos desenvolvimentos técnicos.

_Abstract

Urea cycle disorders (UCDs) are a group of inborn errors of metabo-
lism characterized by ammonia accumulation. The clinical spectrum is
very heterogeneous and ranges from neonatal presentations to almost
asymptomatic adults. Treatment is mainly based on a protein-restricted
diet and results in a significant decrease of mortality and morbidity. The
introduction of tandem mass spectrometry-based techniques in new-
born screening laboratories in the middle 90’s has allowed to detect
and quantify several intermediates of the cycle, and this, alongside with
the existence of a symptom-free interval after birth and effective treat-
ment, allowed to screen for some UCDs. Since 2004, the Portuguese
newborn screening program for UCDs has analyzed 988 687 newborns
and 19 positive cases were detected. Recent technical developments
allow quantifying other UCDs markers on Guthrie cards, more precisely
orotic acid which opens the possibility to screen for ornitine transcar-
bamylase deficiency, the most common UCD. The authors will review
the current status of the newborn screening for UCDs and present
future perspectives.

_Introducéo e objetivo

O catabolismo dos aminoacidos e em menor quantidade as
bactérias intestinais, produzem amdnia, que por sua vez pode
ser reutilizada na sintese de novo de aminoacidos assim como
de outros produtos nitrogenados. A sua acumulagdo, quer
seja devida a um excesso de produc@o quer a uma deficiente
excregao, conduz a uma situacédo clinicamente relevante que
é a hiperamonemia. A acumulac@o de amdnia a nivel cerebral
é toxica, possuindo o organismo humano dois mecanismos
principais de desintoxicacdo: uma passa pela conversao da
amoénia em glutamina e o segundo, mais relevante, é a sua
conversao em ureia, molécula nao toxica, através do ciclo
da ureia. Este ciclo é uma via metabolica que ocorre entre a
mitocdndria e o citoplasma e € composto por um conjunto de
quatro reagOes enzimaticas. A amoénia € inicialmente metaboli-
zada na mitocdndria, por agao da carbamoilfosfato sintetase 1,
em carbamoilfosfato que por sua vez entra no ciclo por agao
da enzima ornitina transcarbamilase. Em cada ciclo, dois ato-
mos de azoto dao origem a uma molécula de ureia (figura 1).

Disfung¢des do ciclo da ureia devidas a défices congénitos das
enzimas que catalisam as varias reagdes do ciclo, do transpor-
tador mitocondrial da citrulina/ornitina, da NAGS ou da CPSH,
conduzem as hiperamonemias primarias (). No entanto, a amo-
nia pode também acumular-se devido a outras causas, como
inibicdes das atividades enziméticas do ciclo devido a compos-
tos téxicos, défices de substratos do ciclo (devidos a algumas
acidurias organicas, défices da B-oxidacdo mitocondrial dos
4cidos gordos ou terapia com valproato de sédio) e ainda insu-
ficiéncias hepaticas graves, sendo designadas de hiperamone-
mias secundarias (1),
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NAGS - N-acetilglutamato sintetase; CPS1 - carbamoilfosfato sintetase 1; AS - argininosuccinato sintetase; AL - argininosuccinato liase;
ARG - arginase; OTC-ornitina transcarbamilase; ORNT1 - transportador mitocondrial da ornitina/citrulina.

Estdo descritos sete défices priméarios do ciclo da ureia
(tabela 1), sendo que todos apresentam um modo de trans-
missao autossémico recessivo, com excecao do défice em
OTC, que é ligado ao cromossoma X ().

pos-natal assintomatico, de duracao variavel, designado de in-
tervalo livre, € uma caracteristica deste grupo de patologias.
As formas menos graves tendem a ter uma apresentacao mais
tardia e geralmente estdo associadas a défices enzimaticos

As formas classicas, com exce¢do das
da Argininemia, incluem uma apresenta-
¢ao aguda no periodo neonatal com so-
noléncia, letargia, vémitos, convulsdes
e rapida progressao para coma (1), A Ar-
gininemia tem classicamente uma apre-
sentacdo entre o segundo e quarto ano
de idade, estando no entanto, descritas
formas raras de apresentacdo neonatal,
nomeadamente na populacdo portugue-
sa (2). Uma vez que s3o doencas de
intoxicacao, a existéncia de um periodo

menos graves (4.

Tabela 1: [ Défices primarios do ciclo da ureia.
Défice do ciclo da ureia

Défice em N-acetilglutamato sintetase (NAGS)

Défice em carbamoil-fosfato sintetase | (CPS 1)

Défice em ornitina transcarbamilase (OTC)

Défice em argininosuccinato sintetase (Citrulinemia tipo I; CIT 1)

Défice em arginase (Argininemia; ARG)

#MIM Gene
237310 NAGS
237300 CPS1
311250 oTC
215700 ASS1
Défice em argininosuccinato liase (Aciddria argininosuccinica; ASL) 207900 ASL
207800 ARG1
238970 ORNT1

Défice em ORNT1 (Hiperornitinemia-Hiperamonemia-Homocitrulintria; HHH)
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O tratamento deste grupo de patologias é fundamentalmente de
base nutricional, com uma limitacdo do aporte proteico e uma
restricdo do catabolismo com a estimulagdo do anabolismo (1),
Por vezes, o tratamento contempla a suplementacao com o0s
intermediarios do ciclo que eventualmente estejam deficitarios
(ex. arginina e citrulina) e ainda a utilizagao de farmacos desinto-
xicantes como por exemplo o benzoato de sodio ou fenilbutirato
de sodio. Em algumas situagdes, o transplante hepatico é con-
siderado o tratamento de eleicdo ().

Perante uma suspeita clinica de um défice do ciclo da ureia, 0
diagndstico ¢ feito recorrendo ao doseamento de marcadores
bioquimicos (tabela 2), determinacao da atividade enzimatica
residual e estudos moleculares.

E reconhecido que uma detecéo e tratamento precoces, duran-
te 0 periodo neonatal, sdo fundamentais para prevenir a pro-
gressdo dos sintomas neste grupo de patologias (° 6). Com a
introducéo da espectrometria de massa em tandem (ms/ms)
nos laboratérios de rastreio neonatal, passou a ser possivel o
doseamento, em sangue colhido em papel nos primeiros dias
de vida, de varios intermediarios do ciclo da ureia (7). Esta pos-
sibilidade, associada a existéncia de um intervalo livre e de tera-
pia eficaz, fez com que algumas patologias deste grupo fossem
sendo progressivamente incluidas em diferentes programas de
rastreio neonatal (8).

Os autores apresentam os resultados do rastreio neonatal dos
défices do ciclo da ureia em Portugal.

Tabela 2:

Doenga Citrulina  Acido argininosuccinico
NAGS N-| ND

CPS | N-| ND

oTC N-| ND

Il " ND

ASL 1 "

ARG 1 ND

HHH N ND

N - Normal; ND - N&o detetavel

_Material e métodos

As amostras de recém-nascidos portugueses foram colhidas
entre 0 3° e 6° dia para cartdes de Guthrie, com papel de filtro
Whatman 903, no ambito do Programa Nacional de Diagnosti-
co Precoce.

Dois MS/MS, um API2000 e um APl QTRAP 4500 (ABSciex)
s&o utilizados no nosso laboratério para efetuar a andlise dos
recém-nascidos, de acordo com o método anteriormente pu-
blicado (9). Esta abordagem possibilita o doseamento da citru-
lina, arginina, ornitina e acido argininosuccinico, que permitem
o rastreio neonatal da Citrulinemia tipo |, da Argininemia e da
Aciduria argininosuccinica (7 10),

_Resultados

O rasteiro sistematico alargado a estas patologias teve o seu
inicio em Portugal em 2004, tendo-se desde entdo rastreados
988.687 recém-nascidos e identificado 19 casos positivos.
Foram identificados dez casos de Citrulinemia tipo I, quatro
casos de Aciduria argininosuccinica e cinco casos de Argini-
nemia, com as prevaléncias ao nascimento de 1: 98 869, 1:
247 172 e 1: 197 737, respetivamente.

_Discussédo e conclusédo

De entre os défices do ciclo da ureia rastreados o mais preva-
lente ao nascimento € a Citrulinemia tipo |, sendo a Aciduria ar-
gininosuccinica e Argininemia mais raras. O sucesso do rastreio
destas patologias tem sido consideravel, no entanto o rastreio
dos défices do ciclo da ureia ainda apresenta alguns desafios.

Marcadores bioquimicos de diagndstico dos défices do ciclo da ureia.

Arginina Ornitina Acido orético
N-] N N-|
N-| N N-|
N-J N N-111
N-| N N-11

! N N-1
" N N-1
N " N-1
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A doenga do ciclo da ureia mais frequente e uma das mais
graves, é o défice em OTC, que é recorrentemente apontado
com sendo uma das patologias com potencial para ser incor-
porado no painel de doencas a rastrear. No entanto, a inexis-
téncia de um marcador suficientemente sensivel e especifico
vem adiando a sua incluséo (5).,

O défice em OTC apresenta um modo de transmissao ligado ao
cromossoma X e apresenta uma grande variabilidade clinica,
mesmo nos doentes do sexo feminino, podendo apresentar-se
como uma forma neonatal grave ou como uma forma de apre-
sentacio mais tardia, normalmente de menor gravidade (5. A
deficiéncia em OTC resulta numa diminui¢ao da citrulina, no
entanto esta ndo é suficientemente especifica e sensivel para
poder ser utilizada como marcador primario de rastreio (1),

Foi recentemente publicada a possibilidade de quantificacdo
do acido orotico em sangue em papel, por MS/MS, com prova
de segundo nivel (12, 13) 0 4cido orético aumenta nos défices
do ciclo da ureia em consequéncia de um aumento do carba-
moilfosfato, que é redirecionado para a via de biossintese das
pirimidinas (14). A combinag&o de valores baixos de citrulina,
com o aumento do acido orético, podera ser utilizada como
marcador no rastreio desta patologia.

Estes desenvolvimentos apontam para a possibilidade do ras-
treio neonatal sistematico do défice em OTC e nesse sentido
seré brevemente implementado, no dmbito do Programa Na-
cional de Diagnostico Precoce, o doseamento do acido oroti-
co em cartao de Guthrie, de forma a avaliar a possibilidade de
rastreio desta patologia na populagao portuguesa.
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_Resumo

As Doencas Lisososomais de Sobrecarga (DLS) sdao um grupo de
mais de 50 doengas hereditarias do metabolismo, sendo a maioria
causada por defeitos em enzimas lisossomais especificas. A caracteris-
tica distintiva das DLS é a acumulagao lisossomal do(s) substrato(s)
nao degradado(s), bem como a acumulacéo de outro material secunda-
riamente a disfungao lisossomal. A apresentacao clinica destas patolo-
gias é bastante heterogénea, variando desde formas pré-natais, até
apresentacoes infantis ou na idade adulta, sendo frequente a presenga
de atraso psicomotor e neurodegenerac@o progressiva. Neste artigo
sao apresentados os resultados de varios estudos de caracterizagao
molecular efetuados ao longo da Ultima década (2006-2016) em doen-
tes portugueses com as seguintes DLS: Mucopolissacaridose I, Muco-
polissacaridose IlIA, Mucopolissacaridose IlIB, Mucopolissacaridose
lIIC, Sialidose, Galactosialidose, Gangliosidose GM1, Mucolipidose I
alfa/beta, Mucolipidose Il alfa/beta, Mucolipidose Il gama e Doenga
de Unverricht-Lundborg. De um modo geral, estes trabalhos permitiram
conhecer as variagdes genéticas associadas a estas DLS, analisar a
sua distribuicdo na populagao portuguesa e compreender o seu papel
na forma de apresentagéao clinica destas patologias.

_Abstract

Lysosomal Storage Diseases (LSDs) are a group of more than 50 inher-
ited metabolic diseases which in the majority of cases, result from a de-
fective function of specific lysosomal enzymes. The classical hallmark
of LSDs is the lysosomal accumulation of unhydrolyzed substrate(s) as
well as storage of other material secondary to lysosomal dysfunction.
LSD clinical presentation has considerable heterogeneity, ranging from
prenatal forms to later onset infantile or adult presentations, often with
psycho-motor delay and progressive neurodegeneration. In this paper
we present the results of several molecular studies performed over the
last decade (2006-2016) in Portuguese patients with the following LSDs:
Mucopolysaccharidosis Il, Mucopolysaccharidosis IlIA, Mucopolysac-
charidosis IlIB, Mucopolysaccharidosis IlIC, Sialidosis, Galactosialido-
sis, GM1 Gangliosidosis, Mucolipidosis Il alpha/beta, Mucolipidosis Il
alpha/beta, Mucolipidosis Ill gamma and Unverricht-Lundborg disease.
Globally these studies have provided valuable data regarding the under-
lying genetic causes of these LSDs and the frequency of their causative
mutations the Portuguese population, further contributing to a better
understanding of their role in the clinical presentation of the symptoms.

_Introdugéo

As Doencas Lisossomais de Sobrecarga (DLS) constituem um
grupo de doencas hereditarias do metabolismo. Estas patolo-
gias raras caracterizam-se por uma acumulacéo intralisossomal
de substratos ndo degradados e de produtos do catabolismo,
podendo dever-se a defeitos genéticos que alterem hidrola-
ses lisossomais, proteinas ativadoras ou ainda proteinas da
membrana do lisossoma. Atualmente estdo descritas mais de
50 DLS, sendo a grande maioria autossomicas recessivas. Ha
ainda a considerar as chamadas doengas “lysosome-related”,
onde surge disfuncao lisossomal com etiologia diversa. Na
populacao portuguesa a prevaléncia conjunta das DLS esta es-
timada em cerca de 1/4000 recém-nascidos 1.

As DLS apresentam uma grande variedade de sintomas clini-
cos que vao desde a presenca de doenca neuroldgica grave,
a casos menos graves ou até assintomaticos. Os sintomas
surgem geralmente nos primeiros meses/anos de vida e 0s
sinais mais frequentes séo alteracdes neuroldgicas, 6sseas,
cardiovasculares, cutaneas, oculares, hematoldgicas, orga-
nomelia e dismorfia facial (2).

Embora para a maioria das DLS, ndo exista um tratamento
totalmente eficaz, nos ultimos anos tém vindo a ser desenvol-
vidas varias terapéuticas de substituicdo enzimatica e de
reducdo do substrato (grafico 1), estando neste momento dis-
poniveis no mercado solucdes que possibilitam o tratamento
de oito doencas?).

As DLS sdo normalmente monogénicas mas, para a maioria
dos casos, estao descritas varias mutagdes no mesmo gene.
As mutacOes mais comuns s&o missense, nonsense, splicing,
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delecdes parciais e insercdes. Algumas das mutagdes provo-
cam a inativagdo da enzima em causa enquanto outras alteram
a funcao da proteina mutada.

_Objetivo

Neste artigo sdo apresentados resultados de varios estudos de
caracterizagdo molecular realizados ao longo da Ultima década
(2006-2016). Neste periodo foram desenvolvidos métodos de

_Material e métodos

Foram analisados 64 doentes portugueses divididos por 11
patologias (Mucopolissacaridoses tipo Il, llIA, 1lIB e llIC; Galac-
tosialidose; Sialidose; Gangliosidose GM1; Mucolipidoses
tipo Il alfa/beta, tipo Ill alfa/beta e tipo Il gama e Doenca de
Unverricht-Lundborg). Nestes doentes as mutacdes foram
identificadas através de uma estratégia analitica que englobou
0 estudo do gDNA e do cDNA.

biologia molecular com a finalidade de detetar as variacdes ge-
néticas ao nivel de diversos genes associados a DLS que ainda
n&o tinham sido analisados em Portugal.

Grafico 1 (a-c): £ Grupos principais de DLS e patologias com terapias disponiveis.
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Adaptado de The prevalence of lysosomal storage diseases in Portugal!) (n=353) e dos relatérios técnicos sobre o Diagnéstico e Tratamento de Doencas Lisossomais,
2007, 2011 e 201235 (ap longo do tempo o nimero dos doentes em tratamento varia, aumentando com a disponibilizagdo de novas terapias - n=185 em 2012).

MPS: Mucopolissacaridose; NPC1: Doenga de Niemann-Pick tipo C1.
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Na maioria dos casos estudou-se também o impacto das muta-
¢oes encontradas ao nivel do RNA através de PCR quantitativo
em tempo real e procurou-se, sempre que possivel, analisar a
correlagao gendtipo-fenotipo.

No sentido de esclarecer se a presenca de duas mutacoes
frequentes em doentes com duas DLS (Mucolipidose tipo |I
alfa/beta, causada por mutacdes no gene GNPTAB e Mucopo-
lissacaridose tipo llIB, causada por mutagdes no gene NAGLU)
se deve a um efeito fundador ou se, pelo contrério, resulta de
eventos mutacionais independentes, foram efetuados estudos
haplotipicos utilizando polimorfismos intragénicos e marcado-
res polimérficos do tipo microssatélite localizados na proximi-
dade desses genes.

_Resultados

Foi possivel identificar as lesdes moleculares causais em
todos os doentes analisados. No grafico 2 ¢ apresentada a
distribuicao relativa dessas mutagdes, de acordo com o tipo
de lesdo/defeito molecular encontrada por patologia.

Para a maioria dos doentes, a avaliagdo do potencial patogéni-
co de cada uma das mutac0es foi bastante coerente, tendo-se
observado uma forte correlacdo entre o fenétipo clinico obser-
vado e 0 tipo de lesdo molecular previamente identificada.

Na maioria dos casos as mutagdes encontradas s&o Unicas ou
muito raras, mas foram também encontradas duas mutacoes
frequentes nos doentes portugueses. No gene GNPTAB a de-
lecdo ¢.3503_3504delTC esta presente em aproximadamente
50% dos alelos mutados(®) e no gene NAGLU a mutagéo
p.R234C representa cerca de 30% dos alelos mutados
portugueses!’). A andlise de trés SNPs intragénicos e 2
microssatélites que flanqueiam o gene GNPTAB num total
de 44 doentes e 16 portadores da delecdo, provenientes de
diferentes regides geograficas, levou a identificacdo de um
haplétipo comum em todos os cromossomas com a delecédo
¢.3503_3504delTC. Relativamente a mutagao p.R234C, que é
igualmente o alelo mutado mais comum em doentes espanhais
(33%), a analise de um polimorfismo intragénico e de dois
microssatélites que flanqueiam o gene NAGLU em doentes

Grafico 2: [ Distribuigdo de tipo de mutagdes por patologia.
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Patologias

Compilagdo de dados publicados em diferentes artigos, organizados por patologias ou grupo de patologias: Mucopolissacaridose Il (16 casos; 15 mutacdes, 6 das quais
novas)®); Mucopolissacaridose IlIA (2 casos; 3 mutacoes distintas, todas previamente descritas)('4); Mucopolissacaridose IlIB (11 casos; 9 mutacoes, 5 das quais novas)(’);
Mucopolissacaridose I1IC (3 casos; 2 mutagdes, ambas novas)'®); Sialidose, Galactosialidose e Gangliosidose GM1 (3 casos de sialidose, 4 de galactosialidose e 14 de
gangliosidose GM1, em que foram identificadas, respetivamente 4, 4 e 6 mutacdes diferentes, sendo todas as mutagées de sialidose novas, bem como 3 das mutagoes
associadas a galactosialidose)('®); Mucolipidoses Il alfa/beta, Mucolipidose IIl alfa/beta e Mucolipidose Il gama (10 casos, 5 mutagdes no gene GNPTAB, 3 das quais novas
e 2 mutagdes novas no GNPTG)®); Unverricht-Lundborg (1 caso, no qual foi identificada uma nova mutagao em homozigotia)(*).

MPS: Mucopolissacaridose; ML: Mucolipidose.
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portugueses e espanhois permitiu a identificacdo de um haplé-
tipo comum no qual a mutagao p.R234C tera surgido.

_Discusséo

De uma forma geral, estes estudos permitiram: (a) identificar
0 espectro mutacional em doentes portugueses com estas
patologias; (b) analisar a distribuicdo dessas mutacdes na
nossa populacao; (c) melhorar o aconselhamento genético nas
familias afetadas facultando o diagnéstico pré-natal e a identi-
ficacdo de portadores e (d) estabelecer correlagdes entre o
gendtipo molecular e a apresentacdo fenotipica da doenca.
Apesar de grande parte das mutacdes reportadas ser privada
ou rara®-10) também foram encontradas algumas mutacdes
frequentes. Por exemplo, a delecdo ¢.3503_3504delTC, iden-
tificada no gene GNPTAB, em quase todos 0s casos de Muco-
lipidose I16) e a mutagdo p.R234C, detetada no gene NAGLU,
em varios casos de Mucopolissacaridose 1IIB(7). No sentido
de esclarecer se a frequéncia observada se devia a um efeito
fundador realizaram-se estudos haplotipicos. No caso da
€.3503_3504delTC, também frequente em outras populagdes,
foi possivel analisar doentes e portadores de diferentes regi-
des geograficas e concluir que esta mutagao é relativamente
antiga e foi originada por uma lesdo molecular fundadora com
origem peri-mediterranical!!). No caso da mutacao p.R234C,
também frequente nos doentes MPS IlIB espanhdis, realizou-
se uma analise dos doentes portugueses e espanhdis, cujo re-
sultado demonstrou uma origem comum para esta mutagao
na Peninsula Ibérica(®).

Este tipo de observacédo ndo ¢, alias, inédito no que se refere
as DLS. De facto, ja foram reportados casos semelhantes para
outras DLS, nomeadamente na doenca de Gaucher(2), em
NPC1(13), na variante B1 de Gangliosidose GM2(14), em MPS
1(15) ¢ até em Leucodistrofia Metacromatica('6), nas quais
o perfil das mutacdes identificadas indica a existéncia de mo-
vimentos populacionais que terdo permitido a dispersao de
algumas mutacdes a partir de uma origem comum, sendo que
também na maioria destes casos, a Peninsula Ibérica surge
como origem de varias mutagoes causais de DLS.

it

_Conclusao

Os estudos de caracterizacdo molecular efetuados permiti-
ram obter dados sobre as causas moleculares destas DLSs
na populacdo portuguesa contribuindo também, para um
melhor conhecimento a nivel mundial das bases moleculares
destas doengas. Por outro lado, estes estudos sdo extrema-
mente importantes na medida em que a analise mutacional
permite a realizacdo de um diagnostico pré-natal molecular,
a identificacdo de portadores nos restantes membros do
nucleo familiar, nomeadamente em familias onde ocorra con-
sanguinidade, e um diagndstico mais preciso aos familiares
de doentes recentemente diagnosticados, melhorando con-
sideravelmente o aconselhamento genético.
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_Rastreio neonatal da homocistinuria classica revela uma elevada frequéncia da
deficiéncia em MAT I/1ll na Peninsula Ibérica
Newborn screening for homocystinuria revealed a high frequency of MAT I/lll deficiency in Iberian Peninsula
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_Resumo

A homocistiniria devida a deficiéncia da enzima cistationina B-sintetase ou
“homocistindria classica” ¢ uma doenga metabdlica rara (1/344 000 RN), de
transmiss@o autossémica recessiva e caracterizada por elevada heterogenei-
dade clinica, que frequentemente contribui para o diagndstico tardio. Existe
tratamento efetivo, se instituido antes de se instalarem sintomas irreversiveis,
pelo que tem sido incluida num nimero consideravel de programas de rastreio
neonatal. O rastreio baseia-se na determinagé@o dos niveis plasmaticos de me-
tionina, por espectrometria de massa em tandem (ms/ms), mas conduz a iden-
tificacédo de muitos casos falsos-positivos, portadores de uma condigdo com
significado clinico ndo completamente esclarecido, a deficiéncia em metionina
adenosiltransferase (MAT I/1ll). Ambas as condigdes sao rastreadas na Galiza e
em Portugal desde 2000 e 2004, respetivamente. Desde entao, foram identifi-
cados trés doentes com homocistindria classica e 44 doentes com deficiéncia
em MAT I/lll. Uma forma dominante, e aparentemente benigna, desta Ultima
condigdo, associada a mutagdo p.R264H, parece ser muito frequente na
Peninsula Ibérica. A implementagdo de um teste de segunda linha, consistindo
na determinagdo da homocisteina total, permitiria reduzir consideravelmente o
numero de RN identificados com deficiéncia em MAT I/Ill e melhorar a especifi-
cidade e valor positivo preditivo do rastreio da homocistindria classica.

_Abstract

Homocystinuria due to cystathionine B-synthase deficiency or “classical ho-
mocystinuria” is a rare autosomal recessive condition characterized by high
clinical heterogeneity, which contributes to frequent late clinical diagnosis.
Treatment is effective if started before irreversible clinical symptoms, which
led to its inclusion in a number of newborn screening programs, based on
the analysis of methionine levels by tandem mass spectrometry (ms/ms).
Nevertheless, false-positive results can be frequently obtained and lead to
the unwanted identification of methionine adenosyl transferase (MAT I/1ll) de-
ficiency, a condition with clinical significance not completely elucidated. Both
these metabolic disorders are screened in Galicia and Portugal since the
introduction of the ms/ms technology, in 2000 and 2004, respectively, result-
ing in the identification of three patients with classical homocystinuria and
44 patients with MAT I/Ill deficiency. A dominant form of MAT I/lll deficiency,
associated with mutation p.R264H, seems to be very frequent in the Iberian
Peninsula and usually is associated with a clinically benign course. The im-
plementation of a second-tier test for homocysteine determination in dried
blood spots would considerably reduce the number of MAT I/lll-deficient pa-
tients identified and improve the specificity and positive predictive value for
classical homocystinuria screening.

_Introdugéo

A Homocistinuria Classica (CBSD, MIM 236200) é uma doenca
genética, de transmissao autossémica recessiva, mundialmente
rara (1/344 000) (1), e devida & deficiéncia na enzima cistationi-
na B-sintetase (CBS, EC 4.2.1.22). Esta enzima, que atua no
ciclo da metionina, é maioritariamente expressa no figado e no
pancreas e é ativa sob a forma de um homotetramero. Bioqui-
micamente, esta deficiéncia resulta na elevagao da metionina
e homocisteina no plasma e da homocistina na urina. Clinica-
mente multissistémica, destaca-se a miopia, subluxacdo do
cristalino, atraso mental, alteragdes esqueléticas (sindrome de
Marfan) e eventos tromboembdlicos.

O tratamento, baseado numa dieta restrita em metionina e
suplementada com betaina, vitamina B12 e acido félico, é
eficaz se iniciado precocemente, mas o diagnostico é fre-
guentemente tardio devido a inespecificidade dos sintomas.
Aproximadamente metade dos doentes apresenta uma forma
da doenca que responde & piridoxina (1). A CBS é codificada
pelo gene CBS, e estédo descritas mais de 170 mutagdes pa-
tolégicas (http://cbs.lfl.cuni.cz), sendo a maioria esporadica.
Verifica-se a existéncia de correlagao genoétipo-fenotipo, com
associagao das variantes genéticas conducentes a menor ati-
vidade enzimatica, as formas clinicas mais graves (2).

A adaptacéo da espectrometria de massa em tandem (ms/ms)
ao rastreio neonatal permite, desde o final dos anos 90, o
rastreio neonatal desta patologia, baseado na elevacdo da
concentracéo da metionina plasmatica. No ciclo da metionina
existe ainda outra enzima, a metionina adenosiltransferase (MAT
I/ll, EC 2.56.1.6) cuja deficiéncia origina também a elevacao
da concentracdo da metionina plasmatica desde 0s primeiros
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dias de vida, podendo em alguns casos verificar-se um ligeiro
aumento dos niveis de homocisteina no plasma. A deficiéncia
nesta enzima, codificada pelo gene MAT1A, esta associada a
uma condigao de significado clinico ndo esclarecido (Def. MAT
I/lll, MIM 250850), o que levanta algumas questdes relativa-
mente & sua inclus&o nos programas de rastreio neonatal (2).
Apesar de habitualmente transmitida de forma autossomica
recessiva, esta descrita em varias populagdes uma mutacao
frequente (p.R264H), associada a sua transmissao autossomi-
ca dominante (3-4), A introducdo da tecnologia de ms/ms no
rastreio neonatal, na Galiza em 2000 e em Portugal em 2004,
permitiu a identificacéo de 44 recém-nascidos (RN) com MAT
I/lll e 3 RN com deficiéncia de CBS, revelando na Peninsula
Ibérica, por um lado, uma baixa prevaléncia desta patologia, e
por outro, uma elevada frequéncia da Def. MAT I/lll, associada
a mutacéo p.R264H.

_Objetivo

Caracterizar os casos de deficiéncia em MAT I/lll e de CBS iden-
tificados em recém-nascidos na Peninsula Ibérica, com base no
rastreio neonatal da Galiza e de Portugal.

_Material e métodos

Este estudo incluiu 850 000 RN portugueses (2004-2014) e
374 000 RN da Galiza (2000-2014). As amostras de sangue em
papel de filtro foram colhidas maioritariamente entre 0 3° e 0
6° dia de vida. A determinacdo da concentracao plasmatica de
metionina foi efetuada por ms/ms (5). Apés confirmacéo da per-
sisténcia da hipermetioninemia numa segunda amostra, os RN
foram encaminhados para um centro de tratamento especializa-
do para avaliagao clinica e colheita de amostras de sangue e
urina para efetuar cromatografia de aminoacidos e doseamen-
to de homocisteina total/ homocistina. Os estudos genéticos
foram efetuados por sequenciacéo direta de fragmentos ampli-
ficados por PCR, a partir de ADN genémico extraido de sangue.
Todos os exdes dos genes CBS e MATTA, e respetivas regioes
intrénicas flanqueadoras, foram sequenciados por procedimen-
tos standard.

foriid

-

_Resultados e Discussio

Foram identificados 47 RN com hipermetioninemia persistente
(tabelas 1 e 2), dos quais 33 em Portugal. Destes, dois s@o
doentes com deficiéncia de CBS (1/425 000) e 31 sao portado-
res de Def. MAT I/1Il (1/27 400). Na Galiza foram identificados 13
casos de deficiéncia em MAT I/1Il (1/28 736) e um com deficién-
cia de CBS (1/374 000). Apenas em dois doentes portugueses
com deficiéncia de MAT I/lll (30 e 31) ndo foi identificada a
mutacdo p.R264H. Todos os RN mantinham na confirmacéo
valores de metionina que permitiram manter dietas livres, apro-
priadas a idade e com ingestao proteica normal. Com excegao
de um doente, que aos 2 anos de idade apresentava alteracdes
de mielinizagao, de significado clinico e etiologia desconheci-
dos, todos os RN apresentam crescimento, desenvolvimento e
avaliagdo neuroldgica normais. Todos os familiares estudados
(pais, tios, irméos e avds), e portadores da mutagao p.R264H,
estdo clinicamente bem, exceto um pai, falecido muito novo
com um enfarte do miocardio e dois avos, falecidos com
doenca vascular severa, sem fatores de risco identificados (6.
No doente 30, que ndo tem origem Ibérica, foram identificadas
em heterozigotia composta duas mutacdes novas: p.L137V
(c.409T>G) e p.S247N (c.740G>A). Ambas as mutagdes afetam
aminoacidos conservados, nao estdo descritas no doSNP nem
no Exome Variant Database, e de acordo com quatro progra-
mas bioinformaticos diferentes (Condel, SIFT, MutationTaster e
PolyPhen) sdo patogénicas. A mutacao p.L355R, identificada
em homozigotia no doente 31, foi recentemente publicada num
primo do doente que vive em Espanha (7).

Os trés doentes com deficiéncia em CBS, identificados neste
estudo, apresentavam valores moderadamente aumentados de
metionina no rastreio, mas muito elevados, de metionina e ho-
mocisteina, na confirmagéo (tabela 2). Todos fazem tratamento
dietético incluindo restricdo em metionina, e suplementagéo
com betaina, vitamina B12 e &cido félico. Apesar de nenhum
ser respondedor a piridoxina, mantém-se assintomaticos.
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Tabela 1: 1 Caracterizagdo dos doentes com deficiéncia em MAT I/III.

Rastreio neonatal

Confirmagao (plasma) Anélise molecular

Local de a |dade atual |dade Metionina Idade Metionina Homocisteina
IS i Géneroeses/anos) (dias) (uM)! (dias) (M)’ total (uM)2 D LA
1M b
1-29 Portugal 178 F o 3m-9a 3-7 52-1242 12-30 80-254 8-26° p.R264H/N
30 Portugal F 5a 7 67 30 85 5 p.L137V/p.S247N
31 Portugal F 4a 3 7 19 465 nd. p.L355R/p.L355R
) 7™M d
32-44 Galiza 5m-8a 2-6 45-147 35-128 91-392 8-23¢ p.R264H/N
6F

! Normal: 4-44 uM; 2 Normal: 2-14 uM; @ O doente 9 tem um valor de 309 uM; oA confirmacéo do doente 11 foi efetuada com 63 dias de idade;
°Nao determinado em 4 casos; ¢ O doente 32 tem um valor de 573 uM; © Nao determinado em 3 casos; M: masculino; F: Feminino.

Tabela 2: [ Caracterizagéo dos doentes com Homocistinuria classica.

Rastreio neonatal

|dade
(dias)

22

Confirmagéo (plasma) Andlise molecular

Deciics Local de e Idade atual Idade Metionina
rastreio (anos) (dias) (uM)!
45 Portugal F 9 5 130
46 Portugal M 2 6 130
47 Galiza F 9 3 59

Metionina  Homocisteina anci
(uM)! total (uM)2 Gene CBS Referéncia
744 130 p.V178GfsX23/ p.K523fsX18 (8,9)
293 149 p.L338P/ p.L338P (10)
1086 148 (1)

pT257M/ p.T257M

" Normal: 4-44 uM; 2 Normal: 2-14 uM; M: masculino; F: Feminino.

_Concluséo

O rastreio neonatal da deficiéncia de CBS faz parte de muitos
programas de rastreio, uma vez que o inicio precoce do tra-
tamento é inquestionavelmente benéfico para o doente. No
entanto, a realizacdo deste rastreio baseado apenas na deter-
minag@o da metionina plasmatica, gera alguma controvérsia
devido a baixa especificidade e sensibilidade (2). Nem em
Portugal, nem na Galiza foram até a data identificados casos
falsos negativos, mas foi identificado um nimero consideravel
de casos com uma forma aparentemente benigna de Def. MAT
I/lll, desconhecida na Peninsula Ibérica antes do rastreio neo-
natal por ms/ms.

Em Portugal o rastreio da deficiéncia de CBS iniciou-se
em 2004, tendo até a data sido identificados dois doentes
(1:425 000 RN). Esta baixa prevaléncia ao nascimento e a iden-

tificacdo de um elevado nimero de individuos com uma condi-
¢édo aparentemente benigna, colocam em questdo a manuten-
cao deste rastreio no painel nacional de doengas rastreadas. A
determinagao da homocisteina total nas amostras de rastreio,
como segundo teste a realizar nas amostras com metionina
aumentada, permitira melhorar significativamente a especifici-
dade e sensibilidade deste rastreio, e devera ser brevemente
implementada no rastreio neonatal.
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_Resumo

As citopatias mitocondriais constituem um importante grupo de doencas
metabolicas de expressao clinica heterogénea, para as quais nao existe
uma terapia eficaz. A maioria destas doengas é causada por uma disfun-
¢ao ao nivel da fosforilagdo oxidativa (OXPHOS), originando consequen-
temente uma deficiente producao de energia. O correto funcionamento
da OXPHOS resulta de uma interagdo coordenada entre o genoma nu-
clear e mitocondrial. Assim, as doengas mitocondriais podem ser cau-
sadas por defeitos moleculares no genoma mitocondrial, no nuclear, ou
em ambos, originando as doengas da comunicagao intergenémica, que
resultam na perda ou na instabilidade do DNA mitocondrial (mtDNA), e
podem causar quer delegoes multiplas, quer deplecao do genoma mito-
condrial. A sindrome da deple¢ao do mtDNA constitui um grupo de doen-
cas raras, autossémicas recessivas, que se manifestam maioritariamente
apds o nascimento, causando a morte de muitos doentes durante a infan-
cia ou inicio da adolescéncia devido a uma redugao acentuada do nimero
de cépias do mtDNA. Trata-se de uma sindrome fenotipicamente hetero-
génea, apresentando-se sob trés apresentacdes clinicas: hepatocerebral,
miopatica e encefalomiopética. A caracterizagdo molecular destes doen-
tes é importante ndo sé para permitir a realizagao de aconselhamento ge-
nético e diagnostico pré-natal adequados, mas também para melhorar a
compreensao da fisiopatologia da doenca e as opgoes terapéuticas.

_Abstract

Mitochondrial dysfunction accounts for an important and heterogeneous
group of inherited metabolic disorders with hitherto no effective therapeu-
tic options. Most of the known mitochondrial disorders are caused primarily
by a dysfunctional oxidative phosphorylation and consequently a deficient
energy production. This system depends on the coordinated expression
of both nuclear and mitochondrial genomes. Thus, mitochondrial diseases
can be caused by genetic defects in either the mitochondrial or the nuclear
genome, or in the cross-talk between both. This impaired cross-talk gives
rise to so-called nuclear-mitochondrial intergenomic communication disor-
ders, which result in loss or instability of the mitochondrial genome and, in
turn, impaired maintenance of qualitative and quantitative mtDNA integrity.
The mitochondrial DNA depletion syndrome (MDS) is a clinically heteroge-
neous group of disorders with an autosomal recessive pattern of transmis-
sion that have onset in infancy or early childhood and are characterized
by a reduced number of copies of mtDNA in affected tissues and organs.
The MDS can be divided into three clinical presentations: hepatocerebral,
myopathic and encephalomyopathic. Identifying the causative genes is
important not only to allow adequate antenatal options, family planning
and prenatal diagnosis, but also to improve understanding of the disease
pathophysiology and, therefore, improve therapeutic options.

_Introdugéo

Nos ultimos 30 anos, um largo espectro de doengas multissis-
témicas associadas a disfungdes da mitocondria, globalmente
designadas de citopatias mitocondriais apresentam uma inci-
déncia de 1/5000 individuos e podem afetar qualquer 6rgao
ou tecido do organismo (1:2). Estas doengas s&o uma causa
comum de mortalidade e/ou morbilidade crénica, néo estando
disponivel, salvo raras excecdes, nenhuma terapia eficaz. As
doengas mitocondriais podem ser causadas por defeitos mo-
leculares no genoma mitocondrial, no nuclear, ou em ambos,
originando doengas da comunicacdo intergendémica. Estas
doengas resultam da perda ou instabilidade do DNA mitocon-
drial (mMtDNA), e podem ser devidas quer a delecdes multiplas,
quer a deplecdo do genoma mitocondrial, tendo sido descri-
tos nos ultimos anos um vasto ndmero de genes associados a
estas patologias (3).

A sindrome da deplegao do mtDNA (MDS) caracteriza-se por
uma reducao acentuada do nimero de cépias do mtDNA em
relagdo as do DNA nuclear (nDNA), associada muitas vezes
a um défice mdltiplo dos complexos enzimaticos da cadeia
respiratoria mitocondrial (CRM). Este grupo de doengas raras
e devastadoras manifesta-se ap6s o nascimento, causan-
do a morte prematura de muitos doentes durante a infancia
ou inicio da adolescéncia (4). Esta sindrome é transmitida de
modo autossémico recessivo e pode apresentar-se sob trés
formas: hepatocerebral, miopatica e encefalomiopatica (5:6).
O seu mecanismo fisiopatoldgico encontra-se resumido na
figura 1 e estéd fundamentalmente relacionado com a manu-
tencao dos niveis livres de nucle6tidos mitocondriais, que
assume um papel crucial na replicagdo e integridade do
mtDNA. As enzimas envolvidas neste processo constituem a
maior fonte de precursores de mtDNA nos tecidos de baixo
poder de renovacao, tais como figado, cérebro e musculo.
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Figura 1: [ Representagdo esquemética da mitocéndria e dos genes envolvidos na sindrome da deplegdo do DNA mitocondrial.
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Na mitocondria podem-se identificar genes envolvidos na replicagdo do mtDNA (POLG e C70orf2 - Twinkle), genes que afetam o metabolismo da
pool de nucleétidos mitocondrial (DGUOK, TK2, MPV17 e RRM2B), e genes envolvidos no ciclo dos acidos tricarboxilicos (SUCLA2 e SUCLGT) e que
consequentemente afetam a fosforilagdo oxidativa. Imagem de Nogueira et al, 2014 (4).

Assim, alteragdes nos genes DGUOK, TK2, MPV17, RRM2B,
POLG, C10orf2, SUCLA2 e SUCLGT podem causar uma re-
ducéo acentuada do numero de copias do mtDNA nos tecidos

afetados, confirmando o diagndstico clinico desta sindrome (7).

_Objetivo

Efetuar breve descrigao das principais apresentacoes clinicas
desta sindrome, assim como das abordagens de diagnostico
e respetivas consideracdes terapéuticas.

_Sindrome da depleg¢do do mtDNA: manifestagdes clinicas

i) Forma hepatocerebral: A forma hepatocerebral é a apresen-
tagdo mais comum de MDS (). O aparecimento ocorre na
infancia e os sintomas iniciais incluem vomitos persistentes,
atraso de crescimento, hipotonia e hipoglicemia. As mitocén-
drias hepaticas apresentam normalmente, uma deficiéncia
combinada dos complexos da CRM codificados pelo mtDNA,
A faléncia multiorganica ocorre normalmente no primeiro ano
de vida. Uma apresentacdo peculiar da forma hepatocerebral

¢ a sindrome de Alpers-Huttenlocher, de aparecimento pre-
coce e fatal, caracterizado por faléncia hepatica, convulsdes,
evoluindo para epilepsia parcial continua e deterioragao neu-
rolégica global. A disfungéo hepatica é normalmente progres-
siva e evolui de esteatose microvesicular com proliferagdo dos
ductos biliares para cirrose e faléncia hepatica crénica. O uso
de valproato de sddio como terapia para a epilepsia pode pre-
cipitar a faléncia hepatica aguda. Os genes DGUOK e MPV17
S&0 0s que apresentam maior nimero de mutagoes descritas
associadas a forma hepatocerebral. No entanto mutagdes nos
genes POLG, C10orf2, TK2 e SUCLGT podem também estar
associadas a esta forma de apresentacéo clinica (6:8-12),

ii) Forma miopdtica: Na forma miopéatica de MDS, o apare-
cimento de sintomas ocorre no primeiro ano de vida, com
dificuldades alimentares, atraso de crescimento, hipotonia
e fraqueza muscular. A creatina cinase esta frequentemente
aumentada, sendo um marcador importante para o diagnésti-
€0, uma vez que nao é muito comum em doentes com outras
miopatias mitocondriais (12). Os doentes morrem maioritaria-
mente nos primeiros anos de vida devido a insuficiéncia pul-
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monar e infegdes, mas existem casos que sobreviveram até a
adolescéncia (14). Estas manifestagées clinicas e bioguimicas
s&o acompanhadas de sinais morfoldgicos tipicos de miopatia
mitocondrial tal como a presenca de fibras citocromo ¢ oxida-
se negativas. A proliferagdo de mitocdndrias sob a forma de
fibras, ragged red fibers, nao é uma caracteristica primaria
consistente mas, no entanto, pode aparecer mais tarde no
decurso da doenca. Defeitos bioguimicos em todos os com-
plexos da CRM codificados pelo mtDNA estdo normalmente
presentes nas mitocondrias do tecido muscular.

Mutagdes nos genes TK2, POLG, RRM2B e DGUOK encon-
tram-se associadas a esta forma, sendo o gene TK2 o que apre-
senta maior nimero de mutagdes descritas (6:810,13),

iii) Forma encefalomiopdtica: Na forma encefalomiopatia o
aparecimento dos sintomas ocorre na infancia, e manifestam-se
através de hipotonia muscular, atraso psicomotor grave, deterio-
racao neurologica progressiva, surdez, perda de movimentos
voluntarios, oftalmoplegia externa, convulsdes generalizadas e
variavel disfuncao tubular renal. Verifica-se um aumento do lac-
tato sanguineo e, na ressonancia magnética cerebral, podem-se
observar lesdes nos ganglios basais sugestivas de sindrome de
Leigh (3). Mutagdes nos genes RRM2B, SUCLA2 e SUCLG1
estdo associadas a esta forma clinica (6:12,1),

_Sindrome da deple¢do do mtDNA: abordagens de
diagnéstico

O estudo das doencgas mitocondriais foi implementado em
Portugal pelo nosso grupo no ano de 1993 e até a data foram
investigados mais de 2500 doentes bioquimica, enzimética
e/ou clinicamente suspeitos de Citopatia Mitocondrial. Cerca
de 50 destes doentes apresentaram deplecdo do mtDNA, dos
quais 50% revelaram mutagOes nos genes nucleares associa-
dos a MDS.

A anélise por southern-blot ou por PCR quantitativo em
tempo real sdo dois dos métodos que detetam simultanea-
mente a deplecdo do mtDNA. Independentemente da tec-
nologia aplicada utiliza-se um gene nuclear de referéncia
especifico para a analise (RNA78S) sendo muito importante o
uso de controlos da mesma idade e do mesmo tecido, dada a
natureza dindmica da qualidade e quantidade do mtDNA (16),

-

foriisic

Considera-se como valor limiar para o diagnéstico de deple-
cao do mtDNA uma redugao do numero de copias de mtDNA
superior a 65% em relacdo aos individuos controlo, podendo
esta redugao atingir 0os 80-90%, nos casos mais graves.

Os dados bioquimicos, tais como défices combinados dos
complexos enzimaticos da CRM, aumento do lactato e piru-
vato, quer no plasma, no liquido cefalorraquidiano ou na
urina, alteragado do perfil de 4cidos orgénicos, aumento da
alanina no perfil dos aminoacidos plasmaticos, assim como
os dados de ressonancia/tomografia cerebral sao indicado-
res importantes para o diagnostico destas patologias.

_Sindrome da deple¢do do mtDNA: consideragdes
terapéuticas

As citopatias mitocondriais nao tém de momento qualquer te-
rapia eficaz disponivel (17), & excecdo dos défices primarios
de ubiquinona. (Q10) que sdo muito raros. O tratamento efe-
tuado é meramente paliativo usando-se vitaminas, cofatores
e substratos respiratorios que se revelaram pouco eficazes.
No entanto, verifica-se que ha uma estratégia diferente para
cada caso. Por exemplo, o transplante hepatico pode ser be-
néfico para doentes com hepatopatia causada por mutacoes
nos genes DGUOK, MPV17 e POLG desde que nao tenham
desenvolvido sintomas neurolégicos (18).

_Consideragdes finais

A sindrome da deplecao do mtDNA tem surgido cada vez mais
como uma das principais causas de um amplo espetro de pa-
tologias multissistémicas de inicio maioritariamente apds o
nascimento. A caraterizagcdo molecular destes doentes é im-
portante ndo sé para permitir a realizacao de aconselhamento
genético e diagnostico pré-natal adequados, nos casos em
que forem identificados mutagdes no nDNA, mas também
para melhorar a compreensao da fisiopatologia da doenca.

Os avancos recentes na tecnologia de sequenciagdo de nova
geracdo irdo permitir esclarecer a etiologia molecular de doen-
tes suspeitos de patologia mitocondrial, possibilitando a identi-
ficacdo de mutacOes causais em novos genes, por vezes nao
diretamente relacionados com patologias mitocondriais (19-21),
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| _ _Doencas metabdlicas

_Dor abdominal aguda como apresentacao de porfirias

Acute abdominal pain: think porphyria

Filipa Ferreira’, Laura Vilarinho™?
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(1) Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética; (2) Unidade de Investigacdo e Desenvolvimento, Departamento de Genética Humana, INSA

_Resumo

As porfirias s&o um grupo de oito doencas metabdlicas raras, em resultado
de uma deficiéncia enzimética em cada uma das oito enzimas envolvidas
na biossintese do grupo heme. Sdo doencgas maioritariamente hereditarias,
mas podem também ser adquiridas aquando da exposi¢ao a certos fatores
ambientais e/ou patologicos. Estes fatores externos, denominados de porfi-
rinogénicos também tém um papel preponderante no diagnostico das por-
firias, uma vez que mimetizam os sintomas clinicos de um ataque agudo de
porfiria, contribuindo para subestimar esta doenga, levando a um atraso no
diagnéstico e diminuido o sucesso do prognéstico. Os ataques agudos de
porfiria, nomeadamente na porfiria aguda intermitente, porfiria variegata,
coproporfiria hereditaria, e deficiéncia da desidratase do acido delta-ami-
nolevulinico, apesar de serem doengas multissistémicas, tém em comum
como apresentagéo clinica, a dor abdominal aguda. A pesquisa de porfobi-
linogénio (PBG) na urina, através da realizagao do teste de Hoesch, é uma
forma rapida e fécil de excluir a suspeita clinica de porfiria. Pretendemos
com este trabalho, alertar para a necessidade de um diagnostico laborato-
rial atempado, que pela sua simplicidade podera descartar ou confirmar se
a dor abdominal aguda, tao frequente nas urgéncias hospitalares, seré ou
nao uma manifestacao clinica de um ataque agudo de porfiria. Este estudo
contribuira ndo sé para aumentar o nosso conhecimento acerca destas do-
encas, como também permitira uma melhor compreensao dos mecanismos

de patogenicidade das porfirias, 0 qual ainda permanece pouco conhecido.

_Abstract

Hereditary porphyria is a group of eight metabolic disorders resulting from
a variable catalytic defect of eight enzymes involved in the heme biosyn-
thesis pathway. They are rare and mostly inherited diseases, but in some
circumstances, the metabolic disturbance may be acquired. Many differ-
ent environmental factors or pathological conditions often play a key role
in triggering the clinical exacerbation (acute porphyric attack) of these
diseases that may often mimic many other more common acute medical
and neuropsychiatric conditions and whose delayed diagnosis and treat-
ment may be fatal. Acute attacks of porphyria, namely acute intermittent
porphyria, variegate porphyria, hereditary coproporphyria and the porphy-
ria associated with deficiency of the enzyme &-aminolaevulinic acid (ALA)
dehydratase, although multisystem diseases with a variety of clinical fea-
tures, have in common the abdominal pain. In order to obtain an accurate
diagnosis of acute porphyria, the knowledge and the use of appropriate di-
agnostic tools are mandatory. Urine quick test for phorphobilinogen (PBG)
- Hoesch test, is a quick and easy way to test for porphyria. The aim of
this paper is to alert for the necessity of screening for the acute attacks
of porhyria, in presence of an unexplained severe abdominal pain, provid-
ing some recommendations for the diagnostic steps of acute porphyries.
Finally, the more we know about these diseases the more we can contrib-
ute to the understanding of porphyric neuropathy pathogenesis.

_Introdugéo

As porfirias hereditarias constituem um grupo de oito doen-
cas metabolicas, caracterizadas por sintomas neuroviscerais
agudos, lesdes cutaneas ou ambos. Cada porfiria é o resul-
tado de uma alteragcdo numa das oito enzimas envolvidas na
biossintese do grupo heme (figura 1), resultando na acumu-
lacdo e excrecéo de acido 5-delta aminolevulinico (ALA), de
porfobilinogénio (PBG) e de porfirinas, precursores especifi-
cos do grupo heme.

As porfirias agudas tém como apresentacao clinica, ataques
agudos, consistindo regra geral, em fortes dores abdominais,
nauseas, vomitos, obstipacéo, alguma confusao mental e con-
vulsdes, podendo, se ndo diagnosticadas atempadamente, limi-
tar a sobrevivéncia do individuo afetado. As porfirias cutaneas
apresentam-se clinicamente com um quadro doloroso de fotos-
sensibilidade ou fragilidade cuténea. As porfirias geralmente
manifestam-se na infancia apresentando fotossensibilidade
cutanea grave, hemdlise cronica ou sintomas neurolégicos cré-
nicos com ou sem fotossensibilidade associada.

Para além da causa primaria de predisposicao genética de
certos doentes (mutagdes nos genes que codificam as respeti-
vas proteinas da biossintese do grupo heme, causando perda
catalitica), existem também fatores externos, porfirinogénicos,
capazes de induzir crises agudas de porfiria. Deve-se ter em
consideracao que envenenamentos por chumbo ou solventes
organicos podem originar um quadro clinico muito semelhante
a uma porfiria hepatica aguda.

De penetrancia incompleta, as porfirias tém uma prevaléncia
sintomatica de 1 a 2/100 000 (1). A porfiria aguda intermitente
(PAI), sendo a mais comum, tem uma prevaléncia na Europa de
1/75 000, excluido a Suécia (com uma prevaléncia de 1/1000),
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Adaptado de Puy et al., 2010 (2)

devido ao efeito fundador. A porfiria variegata tem metade da
prevaléncia da PAl, na maioria dos paises europeus, sendo
no entanto mais frequente na Africa do Sul, também devido
ao efeito fundador. Apesar de a PAIl ser uma doenca multissis-
témica, com uma grande variedade de sintomas clinicos, a
dor abdominal aguda ¢ a apresentacdo mais frequente (2).
Em Portugal, desconhece-se a sua prevaléncia. De sintomato-
logia difusa e ndo especifica, provavelmente esta doenca esta
subestimada. As outras porfirias, a porfiria variegata, porfiria
hereditaria e a porfiria associada a uma deficiéncia da enzima
desidratase do é&cido &-aminolevulinico, sd@o ainda menos
frequentes e menos graves que a PAl, no entanto, todas tém
em comum as crises agudas neuroviscerais (tabela 1).

A primeira descrigao oficial de um caso de porfiria aguda como
uma sindrome foi feita pelo Dr. B.J. Stokvis no ano de 1889.
Em 1937, o médico sueco Jan Gdésta Waldenstrém publicou
0s seus trabalhos sobre a porfiria aguda intermitente de modo

tao completo que a doenga tornou-se conhecida até ha pouco
tempo como "porfiria sueca" ou "porfiria de Waldenstrom".

Classificagdo das porfirias

As porfirias sao classificadas de acordo com o local onde
ocorre a acumulagao dos precursores do grupo heme. Assim,
se a acumulagao destes precursores ocorrer no figado séo
denominadas de porfirias hepéticas (agudas), por outro lado,
quando estes, se acumulam na medula 6ssea, sdo denomina-
das de porfirias eritropoiéticas (ndo agudas) (tabela 1).

As porfirias hepaticas sdo o subgrupo mais comum das porfi-
rias e caracterizam-se pela ocorréncia de ataques neurovisce-
rais (34) agudos que se manifestam maioritariamente por uma
dor abdominal intensa (em 85-95% casos), sintomas neurold-
gicos (fraqueza muscular, perda sensorial, convulsdes) e sinto-
mas psicologicos (alteragdes de comportamento, irritabilidade,
ansiedade, alucinacdes auditivas ou visuais e confusdo mental).
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Tabela 1:
Tipo de Porfirias
Porfiria por deficiéncia da ALA desidratase Vv
Porfiria Aguda Intermitente (PAI) v
Coproporfiria Hereditaria (CPH) v
Porfiria Variegata (PV) v

Porfiria Cutanea Tardia (PCT)
(Hereditaria ou Adquirida)
Porfiria Congénita Eritropoiética (PCE)

Protoporfiria Eritropoiética (PPE)

Classificagédo das porfirias de acordo com a apresentagéo clinica e érgéo afetado.

Hepatica Cuténea Eritropoiética
v
v v
v v
v Vv
v v
v v

Os ataques sao, na maioria das vezes, desencadeados por
fatores exdgenos (ex: uma intervencao cirdrgica, certos
farmacos porfirinogénicos, consumo excessivo de alcool,
infecdes agudas, e condicoes de stress), e/ou fatores endo-
genos (ex: hormonais), podendo ou nédo, ser acompanhados
de manifestagdes cutaneas. Estes ataques agudos, apesar
de pouco frequentes, devido a baixa penetrancia sdo no
entanto dificeis de diagnosticar devido a inespecificidade
da sintomatologia/clinica. Ocorrem em todas as formas de
porfiria aguda e apesar das lesdes cutaneas nunca se mani-
festarem nas porfirias agudas intermitentes, s@o as unicas
manifestacdes clinicas em alguns doentes com porfiria va-
riegata (em 60%), e raramente (5%) nos doentes com copro-
porfiria hereditaria (3). A PAl ¢ uma doenca autossémica
dominante, que se caracteriza por uma deficiéncia na enzima
hidroximetilbilano sintetase (HMB), também denominada de
Porfobilinogénio desaminase (PBGD, figura 1). Cerca de 10
a 20% dos portadores do gene mutado (HMBS) apresentam
sintomas, mas a grande maioria poderao ser assintomaticos,
durante toda a sua vida, caso ndo sejam expostos a fatores
desencadeantes (porfirinogénicos). Geralmente, os ataques
agudos sdo extremamente raros antes da puberdade ou
depois da menopausa, tendo um pico de frequéncia entre a
terceira e a quarta década de vida.

A expressao da doenca sera mais frequente em mulheres (5.6),

Diagndstico de um ataque agudo de porfirias

Verificou-se que em algumas formas de porfiria, nomeadamen-
te na mais comum, PAI, devido a acumulagao e excregao de
grandes quantidades do pigmento porfobilinogénio (PBG), a
urina destes doentes, apresenta um tom vermelho-arroxeado
que escurece em contacto com a luz. A maioria dos ataques
agudos inicia-se com dores abdominais muito fortes, no entan-
to, nauseas, vomitos e diarreia sdo também comuns. Outros
sintomas como a taquicardia, a sudorese e a hipertensao,
estdo geralmente também presentes (7). O exame fisico, apesar
de nao revelar nenhuma anomalia aparente, urge a necessida-
de de intervencao e internamento destes doentes, devido ao
facto de durante estes ataques, 0s doentes apresentarem uma
forte desidratacdo, com graves alteracdes eletroliticas. A hi-
ponatremia, na maioria dos casos presente, & provavelmente
devido a um desequilibrio hormonal (uma vez que a segregagao
de hormona antidiurética diminui em cerca de 40% nos doentes
que sofrem estes ataques), levando, nos casos mais graves, a
convulsdes. Em determinadas situagdes, o facto de haver na
urina, a excrecéo em excesso de PBG, que conduz a uma pig-
mentagdo vermelha ou cereja escura da urina, conduziré certa-
mente a uma suspeita clinica forte de que se esta em presenga
de um ataque agudo de porfiria.

De salientar, que em 20-30% dos casos, em que estas crises
ocorrem, 0s doentes apresentam sintomas neurolégicos, de-
pressao, ansiedade, desorientacéo, alucinagdes, o que difi-
culta um diagnostico de porfiria aguda.
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Para a andlise das porfirias e apds uma suspeita clinica, dever-

se-a solicitar a colheita em crise de uma urina de 24h e proce-
der ao teste de primeira linha - teste de Hoesch, que nos vai
indicar a presencga ou auséncia de PBG. Se o teste for positivo
efetuam-se outros testes, nomeadamente a quantificacédo de
porfobilinogénio e do acido 3-aminolevulinico (ALA), para além
da determinacéo do perfil das diferentes porfirinas por croma-
tografia de fase liquida de alta preciséo (HPLC) (figura 2).

Diagndstico diferencial de porfirias

O diagnostico diferencial devera ser efetuado sempre que o
doente apresente clinica compativel com;

- Sindrome de Guillain-Barré

- Todas as causas de dor abdominal

- Fotossensibilidade (ex: porfiria variegata, coproporfiria
hereditaria)

- Intoxicag@o por chumbo
- Hemoglobina paroxistica noturna

Neste momento, o Departamento de Genética Humana, na
Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética, do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge dispde de
um laboratério que dé apoio ao rastreio, diagnostico e carac-
terizacdo das porfirias agudas, nomeadamente da porfiria
aguda intermitente, porfiria variegata, coproporfiria heredita-
ria através da quantificacao do perfil das diferentes porfirinas
na urina e nas fezes.

_Consideragdes finais

De sintomatologia difusa e ndo especifica, provavelmente a pre-
valéncia em Portugal das porfirias agudas esta subestimada.

Apesar da porfiria variegata, da coproporfiria hereditaria e da
porfiria associada a uma deficiéncia na enzima &-aminolevulini-
co desidratase, serem ainda menos frequentes e menos graves
que a porfiria aguda intermitente, todas tém em comum as
dores abdominais agudas.

Figura 2: [ Algoritmo de diagndstico para um ataque agudo de porfiria.
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Exclui Porfiria
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- Saturnismo Porfiria Aguda por
ALAD

- Porfiria Aguda Intermitente (PAI)
- Porfiria Variegata (PV)

- Coproporfiria Hereditaria (CPH)

Um teste urinario qualitativo positivo para PBG, juntamente com a clinica compativel é sugestivo de um diagndstico de ataque agudo de
porfiria. No caso de um teste negativo para o porfobilinogénio, a quantificacdo do ALA pode ser importante para caracterizar doengas

relacionadas com o aumento deste acido.
Adaptado de Ventura et al., 2014 (8).
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Do que foi referido, é importante salientar a necessidade de pe-
rante uma suspeita clinica, proceder em fase aguda aos testes
de primeira linha, nomeadamente ao teste de Hoesch que per-
mite de uma forma qualitativa detetar na urina a presenca de
porfobilinogénio. Um diagnostico atempado € de extrema im-
portancia, pois permitira ao doente um tratamento especifico,
aumentando a taxa de sobrevida, o sucesso do prognéstico e
diminuindo inclusive as possibilidades de sequelas do ataque
agudo.

O estudo familiar também é fundamental pois ira identificar
portadores assintomaticos, que permitirdo o aconselhamento
prévio relativamente a exposicao a agentes porfirinogénicos,
diminuindo assim a probabilidade de um ataque agudo e de
todas as suas consequéncias.

Conclusao

E crucial que os servicos de urgéncia médica estejam sensibili-
zados para o facto de que as recorrentes dores abdominais
(episddios tao frequentes nas urgéncias hospitalares) ou mesmo
doentes com uma certa confusdo mental inexplicavel possam
estar a ter um ataque de porfiria aguda. So6 a respetiva sensibili-
zagao para o rastreio desta doenca, permitir-nos-a estimar a
sua prevaléncia em Portugal.
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Mutational study in Wilms’ tumour using next-generation sequencing
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_Resumo

O Tumor de Wilms (TW) é o tumor renal mais comum da infancia, com
uma incidéncia de 1 em ~10000 criangas. Esta patologia é de etiologia
genética complexa e diversificada. No entanto, cerca de um terco dos
doentes apresenta mutagbes somaticas associadas aos genes WTT,
CTNNB1, TP53 e/ou AMERT1. Assim, foi desenvolvido um painel de ampli-
coes destes 4 genes para a identificacdo de mutagdes num grupo de
doentes portugueses com TW, através de uma metodologia baseada na
sequenciacdo de nova geragao. As bibliotecas de DNA foram preparadas
a partir de amostras de sangue periférico e tumor de 36 doentes com
TW e sequenciadas no MiSeq. Foram identificadas alteragdes somaticas
em 7 dos 36 (19,4%) doentes estudados. Conclui-se que a sequenciagao
de um painel de genes é um método répido para a detecdo de mutagdes
somaticas quando desenhado com cuidado de forma a serem evitados
problemas de perda de cobertura.

_Abstract

Wilms' tumor (WT) is the most common renal tumor of childhood affec-
ting 1 in ~10,000 children. This tumor has a complex and diverse genetic
etiology. About one third of the patients show somatic mutations in WTT,
CTNNB1, TP53 and/or AMERT genes. A new amplicon-based next-gene-
ration sequencing methodology was developed for the identification of
mutations in those 4 genes in a cohort of Portuguese WT patients. DNA
libraries were prepared from paired peripheral blood/tumor samples of
36 patients and sequenced on a MiSeq instrument. Somatic alterations
were detected in 7 of 36 (19,4%) patients. It can be concluded that gene
panel sequencing is a fast methodology for the detection of somatic mu-
tations. However, care must be taken in the gene panel design in order
to avoid low coverage targets.

_Introdugéo

O Tumor de Wilms (TW) é um tumor que tem origem nas célu-
las embrionérias envolvidas no desenvolvimento renal (restos
nefrogénicos) e que permanecem apés o nascimento (1),
Sendo uma patologia rara, o TW é o tipo de cancro renal mais
comum nas criancas afetando, nas popula¢des ocidentais, 1
em ~10000 criancas, com diagndstico por volta dos 3-4 anos
de idade (2:3). A maioria dos casos tem apresentagao unilate-
ral e esporadica, havendo cerca de 5% de casos com manifes-

(1,4)

tagao bilateral . A maioria das mutacdes ¢é de origem so-

matica estando sobretudo associada aos genes WTT (cr. 11),
CTNNBT1 (cr. 3), TP53 (cr. 17) e AMERT (cr. X), também conhe-
cido como WTX 1'5) ag mutagdes podem ocorrer singular-
mente ou em mais do que um gene no mesmo doente, de que
¢ exemplo a associagéo das mutagdes do gene CTNNBT com
as mutacoes em WTT ©) Neste trabalho, apresentam-se os
resultados da aplicacdo da tecnologia de sequenciacéo de
nova geracao (NGS) a um painel de genes de TW. Este estudo
foi aprovado pela Comissdo de Etica para a Satde do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).

_Objetivo

Este trabalho descreve a utilizacao da tecnologia de NGS apli-
cada a detecédo de mutacdes somaticas em TW.

_Material e métodos

1) Desenho do painel de genes: Recorrendo ao software
Design Studio (lllumina) foi criado um painel personalizado
para 0s ex0es e zonas flanqueantes intrao/exao dos genes
WT1 (exdes 2 a 11), CTNNBT (exao 4), TP53 (exdes 2 a 10)
e AMER1 (exdes 1 e 2), num total de sequéncia cumulativa
de 12306 bases. O painel foi composto por 83 amplicoes de
~250 pb de tamanho, perfazendo um total de 20750 bases
sequenciadas por amostra.

2) Preparacdo de bibliotecas de DNA: Neste estudo foram in-
cluidas amostras de tumor e sangue periférico de 36 doentes
Portugueses com TW, diagnosticados no Instituto Portugués
de Oncologia de Francisco Gentil (Lisboa, n=30), Hospital Dona
Estefania (n=5) e Hospital de Santa Maria (n=1), entre 1988 e
2001. Apds extracao de DNA gendmico, as bibliotecas foram
preparadas usando o kit TruSeq Custom Amplicon (TSCA,
lllumina), tendo-se introduzido um passo adicional para a ava-
liagcao qualitativa dos produtos indexados.. As bibliotecas foram
sequenciadas em duas corridas no MiSeq (lllumina) no modo
de leitura paired-end reads de 250 pb.
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3) Andlise e tratamento de dados: A andlise da qualidade
global das corridas de sequenciacédo foi efetuada usando o
software Sequencing Analysis Viewer (lllumina). As métricas
de qualidade de cada amostra foram avaliadas recorrendo
ao programa FastQC. A analise secundaria das amostras foi
realizada através do MiSeq Reporter Software v.2.5.1. As va-
riantes somaticas foram filtradas tendo por base uma cobertu-
ra minima superior a 30x, uma frequéncia do alelo mutado
superior a 15% e a auséncia na respetiva amostra de DNA
de sangue periférico. As variantes foram visualizadas no Inte-
grative Genomics Viewer (7) e a sua anotagéo foi efetuada
usando bases de dados de variantes comuns. A previsdo da
patogenicidade foi efetuada utilizando o MutationTaster2 ®)
para as variantes constitucionais ndo anotadas.

4) Sequenciagao de Sanger: As variantes somaticas identifica-
das por NGS foram comparadas com os resultados obtidos
por sequenciacao de Sanger para as respetivas amostras. Adi-
cionalmente, no caso dos genes WTT (exdes 7-10) e CTNNBT
(exao 4), os resultados das amostras que nao revelaram varian-
tes somaticas por NGS foram comparados com os resultados
previamente obtidos por sequenciacdo de Sanger.

Figura 1:
e somaéticas.
Variantes constitucionais
Total de variantes identificadas ( 700 \

thal de variantes filtradas [ 215 ‘

(filter PASS, cob.>20x) - — )
Zcr;taklsseev;:Zr;tdeosspresentes/ausentes L 184 ‘ [ 31 ‘
\e/?nrizgtszsdcgs(;[ggiz presentes/ausentes L o7 ‘ l 29 ‘
Variantes potencialmente patogénicas 8

Cob., cobertura; VF, variant frequency.

_Resultados

As duas corridas de sequenciacdo produziram, respetivamen-
te, um total de 200 Mb (% >=Q30 de 86,9%) e de 300 Mb
(% >=Q30 de 86,6%) de sequéncia.

A partir de um total de 700 variantes inicialmente identificadas
nas amostras de sangue periférico, foram selecionadas 27 va-
riantes distintas presentes em bases de dados (10 em AMERT,
9em TP53 e 8 em WTT), e 29 variantes distintas ndo descritas
(18 em AMER1, 5 em TP53, 5 em WT1 e 1 em CTNNBT), das
quais 8 foram associadas a patogenicidade por darem origem a
novos aminoacidos ou locais de splicing (figura 1). No entanto,
0 seu real efeito patogénico permanece desconhecido.

De um total de 2297 variantes identificadas nas amostras de
tumor, foram filtradas 14 variantes distintas em 10 doentes.
As variantes incluiram 9 alteracdes missense, 3 mutacoes fra-
meshift e 1 delecao, distribuidas pelos genes AMER1 (5 va-
riantes), CTNNBT1 (4 variantes), WT1 (3 variantes) e TP53 (1
variante). Adicionalmente, foi detetada uma delegao comple-
ta do gene AMERT num doente do sexo masculino, refleti-
da pela auséncia de reads deste gene na amostra tumoral.

Representagédo esquematica dos passos principais do algoritmo utilizado para determinagéo das variantes constitucionais

Variantes somaticas
Total de variantes identificadas \ 2297 \

Total de variantes filtradas ‘
(filter PASS, cob.>30x, VF>15%)

Total de variantes presentes/ausentes {

em base de dados 107 ‘ [ 8 ‘

Variantes distintas ausentes na
amostra constitucional

Mutagdes confirmadas por PCR e/ou [
sequenciagao de Sanger

35



Observagoes_ Boletim Epidemiolégico

(’ _Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

Tabela 1: £2 Resumo das alteragbes somaticas encontradas em sete
doentes com tumor de Wilms.
Genes em estudo
Doente WTT (cr. 11) CTNNBT (cr. 3) AMERT (cr. X)
WT6 Frameshift
WT16 Delegao_H36
WT17 Missense_S45Y
WT20 Missense_S45P
WT24 Delecéo génica
WT25 Frameshift
WT36 Frameshift Missense_S45F

AR

tologia (9). Contudo, a analise dos dados obtidos ainda
¢ um processo delicado e moroso, que requer uma
devida expertise por forma a obterem-se os resultados
desejados. Esta necessaria experiéncia € ainda mais
importante no caso das alteragdes somaticas, uma vez
que a presenca destas em niveis proporcionalmente
baixos, relativamente aos respetivos alelos normais,
pode conduzir a selecéo de variantes nao reais (falsos
positivos).

No presente estudo, néo foi possivel evidenciar por
sequenciaca@o de Sanger 6 das 9 variantes missense

As 7 mutacOes confirmadas por sequenciagao de Sanger e a

delecdo do gene AMERT encontram-se descritas na tabela 1.

A anélise do numero médio de reads para cada um dos
83 amplicdes sequenciados, no total de amostras, revelou
uma elevada desproporcgao entre amplicoes (intervalo: 0,01-

874,97), sendo que 8 amplicdes (9,6%), todos corresponden-
tes ao gene WTT, apresentaram um nimero médio de reads
inferior a 20. Em particular, a auséncia total de reads do exao
7 do gene WTT em 2 doentes, ndo permitiu detetar a presen-
ca de mutacdes somaticas previamente identificadas pela
metodologia de Sanger.

_Discussao

Neste estudo foi possivel confirmar a existéncia de 8 altera-
coes somaticas nos genes WT1, CTNNB1 e AMERT, em 7
doentes com TW, utilizando a tecnologia de NGS. Com esta
abordagem foi possivel reduzir significativamente o tempo
de pesquisa de mutagdes comparativamente a abordagem
tradicional (sequenciacdo de Sanger), uma vez que todos 0s
genes estudados foram sequenciados em paralelo.

No entanto, mais de 50% dos casos clinicos de TW n&o tinham
até recentemente um diagndstico molecular, o que tem levado a
realizacdo de estudos de sequenciacdo do exoma tumoral com
0 objetivo de identificar novos genes associados com esta pato-

selecionadas ap6s aplicagcao do algoritmo de anélise,

cuja frequéncia do alelo mutante variou entre 18,5%
e 24,5%. Estes resultados poderao dever-se a baixa cobertura
(entre 45x e 54x) das respetivas posi¢des nucleotidicas, que po-
tenciaram a selecao de falsos positivos ou que sobrestimaram a
frequéncia do alelo variante, levando a que nao fosse detetado
na sequenciacéo capilar (limite de detecdo de ~15%).

Adicionalmente, a auséncia/reduzido numero médio de reads
de alguns amplicdes, observado no presente estudo, impediu
a detecao de 2 mutacOes somaticas previamente identificadas
no gene WTT1. Assim, é importante assegurar que o desenho
dos painéis de genes oferece uma cobertura homogénea dos
varios amplicdes e que, no caso de mutacdes somaticas, a
profundidade de sequenciacdo seja mais elevada (>1000x),
de forma a permitir uma distingdo inequivoca entre variantes
reais e com baixa representacé@o (como nas situacoes de hete-
rogeneidade tumoral) e variantes falsos positivos.

_Conclusdes

A tecnologia de NGS associada ao uso de um painel de genes
demonstrou ser uma ferramenta eficaz na detecédo de variantes
somaticas em doentes com TW, permitindo a identificacao de
varios tipos de mutacdes. A experiéncia agora adquirida permiti-
r4 alargar este painel a novos genes recentemente identificados
em TW, possibilitando, num futuro préximo, estudar individuos
com TW para os quais falta uma caracterizagdo molecular.
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Molecular diagnosis of hereditary cancers using next-generation sequencing: breast cancer and colorectal cancer

Patricia Theisen', Catarina Silva®, Iris Pereira Caetano’, Pedro Rodrigues’, Gldria Isidro’, Luis Vieira?, Jodo Gongalves'

joao.goncalves@insa.min-saude.pt

(1) Unidade de Genética Molecular; (2) Unidade de Tecnologia e Inovacdo, Departamento de Genética Humana, INSA.

_Resumo

O cancro da mama e o cancro colorretal constituem duas das principais
causas de morte a nivel mundial. Entre 5 a 10% destes casos estao as-
sociados a variantes germinais/hereditarias em genes de suscetibilidade
para cancro. O objetivo deste trabalho consistiu em validar a utilizagcdo da
sequenciagao de nova geracao (NGS) para identificar variantes previamen-
te detetadas pelo método de Sanger em diversos genes de suscetibilida-
de para cancro da mama e colorretal. Foram sequenciadas por NGS 64
amostras de DNA de utentes com suspeita clinica de predisposigao here-
ditaria para cancro da mama ou colorretal, utilizando o painel de sequen-
ciacao TruSight Cancer e a plataforma MiSeq (lllumina). Estas amostras
tinham sido previamente sequenciadas pelo método de Sanger para 0s
genes BRCAT, BRCA2, TP53, APC, MUTYH, MLH1, MSH2 e STK11. A anali-
se bioinformatica dos resultados foi realizada com os softwares MiSeq Re-
porter, VariantStudio, Isaac Enrichment (lllumina) e Integrative Genomics
Viewer (Broad Institute). A NGS demonstrou elevada sensibilidade e espe-
cificidade analiticas para a detegdo de variantes de sequéncia em 8 genes
de suscetibilidade para cancro colorretal e da mama, uma vez que permitiu
identificar a totalidade das 412 variantes (93 Unicas, incluindo 27 variantes
patogénicas) previamente detetadas pelo método de Sanger. A utilizagéo
de painéis de sequenciagdo de genes de predisposi¢do para cancro por
NGS vem possibilitar um diagnéstico molecular mais abrangente, rapido e
custo-eficiente, relativamente as metodologias convencionais.

_Abstract

Breast and colorectal cancers are two major causes of cancer-re-
lated deaths worldwide. 5-10% of these cases are associated with
germline/hereditary variants in cancer susceptibility genes. The aim of
this work was to validate a next-generation sequencing (NGS) cancer
susceptibility gene panel for the identification of variants previously de-
tected by Sanger sequencing in several breast and colorectal cancer
susceptibility genes. DNA samples from 64 patients with a suspected in-
herited predisposition to breast or colorectal cancers were sequenced
on a MiSeq using the Trusight Cancer Sequencing Panel (lllumina).
These samples had been previously sequenced by the Sanger method
for the BRCA1, BRCA2, TP53, APC, MUTYH, MLH1, MSH2 and STK11
genes. Bioinformatic analysis of NGS data included the MiSeq Report-
er, VariantStudio, Isaac Enrichment (lllumina) and Integrative Genomics
Viewer (Broad Institute) tools. High analytical sensitivity and specifi-
city was obtained with NGS for the detection of sequence variants in
8 highly penetrant breast and colorectal cancer susceptibility genes,
since it successfully identified all 412 sequence variants (93 unique
variants, including 27 disease causing variants) previously detected
by Sanger sequencing. Clinically useful NGS gene panels for cancer
susceptibility will thus provide a more comprehensive and cost-effective
molecular diagnosis approach, with a shorter turnaround time when com-
pared to standard methodologies.

_Introdugéo

O cancro da mama (CM) e o cancro colorretal (CCR) sao res-
ponséaveis por uma elevada mortalidade associada ao cancro.
Cerca de 5 a 10% destes casos sdo hereditarios e estdo
associados a alteracdes germinais de elevada penetrancia em
genes de suscetibilidade para cancro. A identificacdo da causa
genética subjacente aos cancros hereditarios permite ndo so
identificar os individuos com risco aumentado de desenvolver
cancro como também oferecer uma medicina personalizada,
mais eficaz na redugao da incidéncia de cancro assim como
da sua morbilidade e mortalidade.

Reconhecem-se, atualmente, cerca de 2 dezenas de genes de
suscetibilidade para CM (1), Alteragdes germinais nos genes
BRCAT e BRCA2 tém elevada penetrancia e sdo responsaveis
por cerca de metade dos casos de CM hereditarios (CMH). Sao
também conhecidas alteracdes raras de elevada penetrancia
noutros genes, entre os quais se destacam TP53, STK11, CDH]1,
CHEK2, PALB2 e PTEN. Recentemente foram também identifica-
das variantes germinais com penetrancia moderada nos genes
BARD1, PALB2, RAD50, RAD51C e RADSTD, entre outros.

Relativamente ao cancro colorretal hereditario (CCRH), estéao
identificadas diversas sindromes resultantes de alteragoes
em varios genes, entre 0s quais se destacam MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 e EPCAM (sindrome de Lynch), APC (polipose
adenomatosa familiar), MUTYH (polipose associada ao gene
MUTYH) e STK11 (sindrome de Peutz-Jeghers) (2).

O diagndstico molecular de formas hereditarias de CM e CCR
pelos métodos convencionais envolve, assim, a anélise sequen-
cial de multiplos genes, tornando-se morosa e dispendiosa.
A tecnologia de sequenciacédo de nova geracdo (NGS) veio
possibilitar a pesquisa simultanea de alteragdes em multiplos
genes (painéis de genes), permitindo um diagnéstico molecu-
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lar mais rapido, eficaz e com custo inferior ao da sequenciagao
pelo método de Sanger (2.

_Objetivo

Validagao da NGS para identificac@o de variantes previamente
detetadas pelo método de Sanger em genes de suscetibilidade
para CM e CCR.

_Material e métodos

Foram analisados 64 individuos com suspeita clinica de CMH
ou CCRH, aos quais tinha sido previamente solicitado consen-
timento informado. O DNA gendmico foi extraido a partir dos
leucécitos do sangue periférico utilizando o kit Wizard DNA
Extraction (Promega) ou a plataforma robotizada MagNA Pure
LC (Roche).

A anélise molecular convencional incluiu a amplificacdo por
PCR de todos os exdes codificantes e sequéncias intrénicas
flanqueantes dos genes APC, MUTYH, MLH1, MSH2, STK11,
BRCAT1, BRCA2 e TP53, seguida de sequenciagao bidirecio-
nal pelo método de Sanger utilizando o kit BigDye Terminator
Cycle Sequencing v1.1 e a plataforma de sequenciacdo ABI
3130xL (Applied Biosystems).

Para a analise por NGS, as bibliotecas de sequéncias-alvo foram
preparadas a partir de DNA genoémico pelo método de captura
por hibridagao, num protocolo que integrou o TruSight Cancer
Sequencing Panel (que possibilita a andlise de 94 genes que
conferem predisposicao para cancro) com o kit TruSight Rapid
Capture (llumina), e a sequenciacdo numa plataforma MiSeq
com leituras paired-end de 150 bp. A andlise bioinformatica in-
cluiu os softwares MiSeq Reporter, VariantStudio, Isaac Enrich-
ment (lllumina) e Integrative Genomics Viewer (Broad Institute).

As variantes detetadas foram classificadas em fun¢do do seu
significado clinico com recurso as bases de dados BIC, HGMD,
LOVD, UMD e ClinVar.

_Resultados

Foram identificadas por NGS um total de 413 variantes de se-
quéncia nos genes analisados, correspondendo a 94 variantes
Unicas pontuais (substituicdo de um nucleoétido ou pequenas
insercoes/delecdes), das quais 27 sdo patogénicas (tabela 1).

Todas estas tinham sido previamente identificadas por sequen-
ciacao de Sanger, com a excecdo de uma alteracdo no gene
STK11 (c.375-49G>A). Esta variante intronica foi considerada
um resultado falso positivo, resultando possivelmente de uma
baixa cobertura por NGS (17 em 23 leituras na posicao ¢.375-
49 apresentaram a alteracéo G>A).

Adicionalmente, néo foi possivel detetar por NGS dois grandes
rearranjos genoémicos, patogénicos previamente identificados
em duas amostras pela técnica de MLPA - Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (delecéo do exao 5 do gene
MSH2) e por PCR especifica para a mutacao fundadora portu-
guesa no gene BRCA2 (c.156_157insAlu).

Das 93 variantes Unicas pontuais detetadas por NGS e confir-
madas pelo método de Sanger, 80 corresponderam a altera-
¢cOes de um nucledtido e 13 a pequenas insergdes/delecoes
(tabela 2).

Tabela 1: [ Classificagao das 93 variantes tnicas pontuais
identificadas em genes de suscetibilidade para CM

e CCR relativamente ao seu significado clinico.

Variantes BRCA1T BRCA2 TP53 APC MUTYH MLH1 MSH2 STKi11

SNP 12 16 2 4 2 3 5 1
BV 0 0 0 3 0 2 2 0
VUS 4 7 0 1 1 0 0 1
PV 2 4 1 5 4 6 5 0
Total* 137 160 5 43 22 21 21 3

SNP (Single Nucleotide Polymorphism): polimorfismo de nucledtido Unico; BV (Benign
Variant): variante benigna; VUS (Variant of Unkown/Uncertain Significance): variante de
significado clinico desconhecido/incerto; PV (Pathogenic Variant): variante patogénica.
* Somatdrio do nimero de vezes que as diferentes variantes Unicas foram detetadas.

Tabela 2: [ Classificagdo das 93 variantes Unicas pontuais
identificadas em genes de suscetibilidade para CM

e CCR relativamente ao tipo de alteragéo.

Variantes  BRCA1 BRCA2 TP53 APC MUTYH MLH1 MSH2 STK11

Pontuais (1 nt) 16 26 2 1 6 8 9 2
Indels 2 1 1 2 1 3 3 0
Total 18 27 3 13 7 11 12 2

nt - nucleotido; Indels - insergbes/delegdes.
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O nimero de amostras analisadas por NGS implicou a realiza-
cao de trés ensaios independentes, cujos valores de cobertu-
ra vertical média por amostra variaram entre 35X e 362X com
valores de qualidade (Q30) sempre superiores a 94%.

_Discusséo

A anélise por NGS demonstrou elevada sensibilidade, especifi-
cidade e repetibilidade analiticas para a detecao de variantes
de sequéncia em 8 genes de suscetibilidade para CM e CCR,
uma vez que permitiu identificar a totalidade das 412 variantes
previamente detetadas pelo método de Sanger.

A limitacdo atual da detecao por NGS de grandes rearranjos
gendmicos é bem conhecida, sendo ultrapassada através
da utilizacdo de metodologias e técnicas complementares
adequadas tais como, PCR especifica para grandes rearran-
jos conhecidos ou MLPA para identificacdo de grandes
delecdes/insercoes.

O aumento do nimero de genes analisados por NGS devera
resultar num incremento do ndmero de variantes identificadas,
sendo provavelmente desconhecido o significado clinico para
muitas delas. Neste contexto, a interpretacéo dos resultados
devera ser cuidadosamente ponderada e, sempre que neces-
sério, complementada com a realizacdo de estudos in silico
e com investigagao adicional, que integre diversos estudos
funcionais.

A aplicagdo da NGS no diagnostico molecular permite uma
resposta mais répida e eficiente quando comparada com as
metodologias convencionais. Contudo, todas as alteragdes
identificadas por NGS e classificadas como variantes de signi-
ficado clinico desconhecido, patogénicas e presumivelmente
patogénicas, deverdo ser confirmadas por sequenciagao de
Sanger. Os grandes rearranjos gendmicos deverdo continuar a
ser pesquisados na rotina por metodologias complementares.

_Conclusoes

Os ensaios de validagéo realizados comprovam a eficiéncia
da NGS na detecao de alteracoes pontuais em 8 genes de ele-
vada penetrancia para CM e CCR. Neste contexto, a disponibi-

lizacdo da sequenciacdo por NGS de painéis de genes de pre-
disposicao para estes dois tipos de cancro ira possibilitar um
diagnostico molecular mais abrangente, rapido e com custos
reduzidos relativamente a sequenciacdo de Sanger. Comple-
mentarmente, tanto os utentes afetados como os seus familia-
res, com o devido aconselhamento genético e sob vigilancia
clinica especializada, beneficiarao destas novas tecnologias
que tém um elevado impacto na saude publica.

Dado que o painel de NGS em causa possibilita a analise simul-
tanea até 94 genes associados a predisposi¢cao para cancro,
evidencia-se o0 grande potencial de aplicacdo desta metodolo-
gia a outros tipos de cancros hereditarios.
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_Resumo

A Polineuropatia Amiloidética Familiar de tipo portugués (PAF) ou ATTR
VV30M é uma doenca hereditaria cuja prevaléncia em Portugal ¢ eleva-
da, sendo diagnosticados cerca de 60 novos casos todos 0s anos.
Uma doente com PAF submeteu-se a um segundo transplante hepati-
co de um dador cadavérico depois de se ter constatado que o primeiro
dador era portador de TTR V30M. Com este artigo breve pretende-se
realizar uma reflexdo sobre o interesse, a pratica e 0 enquadramento
legal que condicionam a realizacéo de testes genéticos preditivos em
dadores de figado na transplantagao de doentes com paramiloidose.
A determinagao da presenca (ou nao) de proteina mutada no soro do
segundo dador foi realizada por espectrometria de massa precedida
de imunoprecipitagdo da proteina transtirretina. A realizagcdo de testes
genéticos que permitam determinar a condigdo de portador de TTR
VV30M em dadores de figado, deveria ser considerada no quadro das
politicas de transplante em Portugal.

_Abstract

Familial Amyloidotic Polyneuropathy, Portuguese type (FAP), ATTR
V30M, is a hereditary disease with high prevalence in Portugal, where
60 new cases are diagnosed each year. An FAP patient underwent
a second liver transplantation from a cadaveric donor to treat her
condition, after it was discovered that the first donor was a TTR V30M
carrier. The purpose of this brief report is to contribute to a reflection
on the interest, the procedures and the legal framework that steers the
use of predictive genetic tests of liver donors in the transplantation of
FAP patients. The presence or absence of the mutated protein in the
donor serum was established by immunoprecipitation of TTR followed
by mass spectrometry analysis. The implementation of predictive TTR
V30M genetic tests, directed at liver donors in the transplantation of
FAP patients, should be considered in the framework of the Portuguese
transplant policies.

_Introdugéo

A Polineuropatia Amiloidética Familiar de tipo portugués
(PAF) ou ATTRV30M ¢é uma doenca hereditaria, de transmis-
sdo autossomica dominante, provocada pela substituicao

de uma valina por uma metionina na posi¢cdo 30 do gene
da transtirretina (1), E caracterizada por uma polineuropatia
sensitivo-motora, com distirbios autondémicos, progressi-
va, de apresentagao no adulto e que afeta maltiplos érgaos.
Sao diagnosticados cerca de 60 novos casos todos 0s anos
em Portugal.

O transplante de figado € a principal opcao terapéutica pois
virtualmente elimina a TTR V30M em circulacdo, uma vez que
a protefna é produzida, quase inteiramente, pelo figado (2).

_Caso clinico

Uma doente com Paramiloidose (Polineuropatia Amiloidética
Familiar de tipo portugués (PAF) ou ATTRV30M), submeteu-

se, para fins terapéuticos, a um transplante hepatico de dador
cadavérico. Apds o transplante o seu quadro neuroldgico conti-
nuou a deteriorar-se para além do esperado (3), pelo que surgiu
a suspeita de que o dador fosse, ele também, portador de TTR
V30M, a mutacado causal da doenca.

A suspeita confirmou-se tendo entdo sido proposta, e realiza-
da, retransplantacao do figado. Alguns dias apés esta segunda
intervenc@o e com o objetivo de garantir a doente e ao centro
de transplantacdo que, desta vez, o figado provinha de um
dador “saudavel”, o soro proveniente do segundo dador cada-
vérico foi-nos enviado para anélise. Nao foi detetada a proteina
mutada (TTRV30M) no soro do segundo dador (4.

_Objetivos

Este breve artigo tem dois propdsitos: apresentar um ensaio la-
boratorial que permite, num curto espago de tempo, determinar
a condicao de portador de TTRV30M de um dador quando 0s
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resultados de testes genéticos preditivos nao estao disponi-
veis, e fazer uma breve reflexao critica sobre o transplante he-
patico em Portugal no contexto da paramiloidose; sobre os
procedimentos que precedem o transplante propriamente dito
e sobre aspetos do enquadramento legal que o regulamenta.

_Método e resultado

A auséncia de TTR MET30 no soro do segundo dador cadavéri-
co foi estabelecida por espectrometria de massa precedida de
imunoprecipitacao da TTR ().

_Consideragdes

A transplantagao hepatica é ainda a principal opc¢ao terapéu-
tica na paramiloidose, tendo por objetivo eliminar a producao
de TTRV30M circulante. Por altura do transplante hepatico,
normalmente 12 horas depois da colheita do figado, a Unica
informagao disponivel nos centros de histocompatibilidade
sobre 0 dador diz respeito a doengas infeciosas e neoplasias
malignas.

A lei portuguesa (Lei n.° 12/93, de 22 de abril) (6) assume
que qualquer cidadao é um potencial dador de 6rgdos post
mortem, a ndo ser que declare expressamente o contrario.
A prevaléncia da PAF em Portugal é elevada (cerca de 1/500
em algumas regides, figura 1) (7). O risco de transplantar um
figado TTRV30M positivo num doente paramiloidético é ainda
assim baixo. No entanto, num pais que ja transplantou mais
de mil doentes, este indesejavel acontecimento acabaria por
acontecer.

A paramiloidose ¢ uma doenca de manifestagao tardia, e 0s
testes genéticos preditivos eventualmente realizados néo
estdo disponiveis, por imperativo legal. No entanto, seria pos-
sivel implementar ensaios laboratoriais que permitam, num
curto espago de tempo, determinar a condigao de portador
de TTRV30M de um dador.

As implicacdes da realizagao destes testes num dador cada-
vérico aconselhariam a ter em consideracao tanto o enquadra-
mento legal aplicavel como a dimensé&o ética do problema. Em
particular os possiveis maleficios e beneficios de comunicar

Figura 1: [ Prevaléncia da paramiloidose nas regides mais
afetadas de Portugal, estimada a partir dos testes
genéticos realizados no INSA entre 1989 e 2008.
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Testes genéticos realizados no Centro de Estudos de Paramiloidose do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA, Porto), no dmbito do rastreio
realizado no norte de Portugal (6).

(ou ndo) a condigao genética do dador a familia, na auséncia
de consentimento, teriam de ser ponderados.

A possibilidade de realizar testes genéticos a dadores, em
situagdes andlogas, teria possivelmente de ser considerada
aguando da reavaliagao das politicas de transplante.
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_Resumo

A Anemia de Fanconi (AF) é uma doenga recessiva rara, com uma fre-
quéncia estimada de 4 a 7 por 1 000 000 de nascimentos. Carateriza-

se por malformacdes congénitas, faléncia medular e hipersensibilidade
a agentes clastogénicos de DNA. Devido a grande complexidade desta
patologia a primeira abordagem de diagndstico, consiste na analise da
instabilidade cromossémica, apds cultura celular com estimulagdo com
agentes clastogénicos diepoxibutano (DEB) ou mitomicina C (MMC). Re-
alizou-se um estudo retrospetivo de 34 anos (1980-2014) em 243 amos-
tras com suspeita de AF e de 25 amostras de familiares de doentes de
AF, num total de 268 amostras. Nas 243 amostras suspeitas de Anemia
de Fanconi, foram identificadas 37 com AF. A idade média ao diagnésti-
co foi de 7 anos, existindo um ligeiro predominio da incidéncia no sexo
feminino (59%). Uma amostra foi classificada como AF(-/+). Nos fami-
liares de doentes com AF foram identificados 2 casos positivos, o que
perfaz 39 amostras de AF positivas. Em quatro das amostras AF nega-
tivas, observaram-se cariotipos anormais. Estes resultados nao permi-
tem estimar uma frequéncia de doentes de AF em Portugal, uma vez que
néo englobam individuos de todas as regides portuguesas, mas permi-
tem uma estimativa da frequéncia espectavel.

_Abstract

Fanconi anemia (FA) is a rare recessive disease with an estimated fre-
quency from 4 to 7 per 1 000 000 live births. It is characterized by con-
genital malformations, bone marrow failure and hypersensitivity to DNA
clastogenic agents. Due to the great complexity of the pathology the first
diagnostic approach is the analysis of chromosomal instability in cultured
cells after stimulation with the clastogenic agents diepoxybutane (DEB)
or mitomycin C (MMC). We performed a retrospective study of 34 years
(1980-2014) in 243 samples suspected of FA and 25 samples from rela-
tives of FA patients, totalizing 268 samples. In 243 suspected samples
37 were confirmed to be FA. The average age at diagnosis was 7 years,
with a slight predominant incidence in females (59%). One sample was
classified as FA (-/+). Among the patients’ relatives, 2 positive FA cases
were identified totaling 39 positive samples. In four negative samples of
suspected FA, abnormal karyotypes were observed. Since these samples
are not representative of individuals from all Portuguese regions, the data
only allow estimating the frequency of FA in Portugal.

_Introdugéo

A Anemia de Fanconi (AF) é uma doenca rara, com uma fre-
quéncia estimada de 4 a 7 por 1 000 000 de nascimentos,
podendo este valor aumentar em grupos étnicos com consa-
guinidade (1:2),

E uma doenca genética autossomica recessiva, que podera ter
transmissao ligada ao cromossoma X (#227650) (3). Doentes
com AF podem apresentar malformagdes congénitas, faléncia
da medula 6ssea, hipersensibilidade a agentes clastogénicos
de DNA, fragilidade cromossémica e uma maior suscetibilida-
de para doengas oncoldgicas. Entre 60 a 70% dos individuos
afetados apresentam malformacdes congénitas entre as quais:
baixa estatura, pigmentagao anormal da pele (manchas café-

au-lait), atraso de desenvolvimento, malformacdes do esquele-
to, olhos, sistema urinario, cardiaco, gastrointestinal e nervoso
central (%), A maioria destes doentes apresentam ainda uma fa-
|éncia medular progressiva que se carateriza por pancitopenia
e uma grande incidéncia de doencgas hemato-oncoldgicas (10-

30%) e de doengas oncoldgicas ndo hematoldgicas (25 a 30%),
como os tumores soélidos da cabega, pescogo, pele, entre
outros (3),

A AF é uma patologia com uma grande heterogeneidade ge-
nética, que envolve varios genes de reparacao de DNA e de
estabilidade cromossémica (). Até & presente data, ja foram
identificados 19 genes associados a AF, contudo, devido aos
critérios de selecao, apenas 15 estdo classificados como genes
causadores de doenca, nomeadamente, [FANCA; FANCB;
FANCC; BRCA2 (FANCD1) FANCD2; FANCE; FANCF; FANCG
(XRCCY); FANCI; BRIP1 (FANCJ);, FANCL; PALB2 (FANCN);
SLX4 (FANCP); FANCQ (ERCC4); FANCT] ). Os genes
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RAD51C (FANCO), FANCR e FANCS séo considerados “AF-
like”, uma vez que induzem sindromes de fragilidade cromossoé-
mica e malformacdes idénticas as observadas nos doentes de
AF, mas ndo apresentam faléncia medular (4). O FANCM néo
¢ considerado um gene causador de AF, pois ainda nao exis-
tem estudos suficientes que demonstrem esta associagao (4).
Aproximadamente 85% dos individuos afetados apresentam
mutacdes nos genes FANCA, FANCC e FANCG e as restantes
encontram-se distribuidas pelos outros 12 genes (3:5:9). Contu-
do existem doentes de AF que ndo apresentam mutagdes nos
15 genes identificados, 0 que sugere que existem mais genes
envolvidos por identificar (3:5).

Devido a grande complexidade desta patologia a primeira abor-
dagem de diagndstico, consiste na detecéo de aberracdes cro-
mossomicas (quebras, rearranjos estruturais, radiais, anéis)
em células de sangue periférico em cultura em resposta a um
agente clastogénico como o diepoxibutano (DEB) ou mitomici-
na G (MMC).

_Objetivo

Apresentacéo dos resultados obtidos dos estudos de instabili-
dade cromossémica induzida por DEB e MMC realizados entre
1980-2014 na Unidade de Citogenética do Departamento de
Genética Humana do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricar-
do Jorge (INSA).

_Métodos

Foi realizado um estudo retrospetivo de 34 anos (1980-2014)
de 243 amostras enviadas a unidade de citogenética com sus-
peita de AF e de 25 amostras de familiares de doentes de AF.
Num total de 268 amostras, foram analisadas 260 de sangue
periférico, 3 de bidpsia de pele, 3 de liquido amnidtico, 1 de
sangue do cordédo e 1 de sangue medular,

As amostras foram processadas segundo o protocolo estabe-
lecido para a anélise cromossémica de doencas associadas a
fraturas, incluindo cultura celular com estimulagdo por MMC
e/ou DEB, para cada produto bioldgico, seguida de analise
microscopica para estudo da determinacdo da instabilidade

cromossomica induzida pelo DEB e/ou MMC, de acordo com
o protocolo estabelecido pelo International Fanconi Anemia
Registry (IFAR).

_Resultados

Nas 243 amostras analisadas no perfodo entre 1980 e 2014
foram identificados 37 casos (15,2%) de AF (gréafico 1).

Uma das amostras foi classificada como AF (-/+), uma vez que 0
estudo nao evidenciou um numero de quebras cromossoémicas
suficientes para ser catalogado como doente de AF, podendo
tratar-se de um mosaico, situacao que este teste nao permite
identificar (9).

A idade média ao diagnéstico foi de 7 anos, existindo um ligeiro
predominio da incidéncia no sexo feminino, com 59%.

Nos estudos citogenéticos dos familiares com AF foram identifi-
cados mais 2 casos positivos, 0 que perfaz 39 amostras de AF
positivas (14,6%), numa populacao total de 268.

Em quatro das amostras AF negativas analisadas foram obser-
vados cariotipos anormais (tabela 1).

Grafico 1: £ Nimero de doentes identificados de Anemia de
Fanconi, entre 1980 e 2014.
1:0,4%
37:15,2%
@ AF(-/4)
205; 84,4% @ AF+
L AF-
n=243 .

AF-/+: ndo apresenta nimero de quebras cromossémicas suficientes para
ser considerado doente de AF; AF+: doente de AF; AF-: ndo doente de AF.
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Tabela 1:
Caso n° Informagéo clinica Sobreposicao
c/ fenotipo AF
o Agenésia bilateral do radio +

o Proeminéncia das bossas frontais -
o Dismorfia das maos +

o Sem alteragdes do SP -

o Atraso de Desenvolvimento psico-motor +
o Peso e altura <P5 desde os 6 meses +
! o Implantagédo baixa do polegar +
o Qutras pequenas dismorfias +
1l o Malformagdes dos membros superiores +
o Trombocitopénia ligeira + macrocitose +
o Hb fetal 1 +
o Focomelia +
IV
o LCA (Amaurose congénita de Leber) -
o Mé evolugéo ponderal +
o Baixa estatura +

_Conclusdes

Este estudo evidéncia que a maioria dos individuos com suspei-
ta de AF sdo negativos. Este facto deve-se a sobreposicdo do
fendtipo dos doentes de AF com o de outras sindromes, das
quais é exemplo Dubowitz, Seckel, Holt-Oram, Baller-Gerold,
trombocitopenia - auséncia de radio, sindromes de quebras
de Nijmegen, associacao VACTERL e/ou disqueratose congéni-
ta, e ainda, a presenca de anomalias cromossomicas, que po-
der&o induzir um fenotipo semelhante ao de um doente de AF.
Também a existéncia de doentes de AF assintomaticos e a so-
breposigao fenotipica com outras sindromes, contribuem para
um subdiagndstico desta patologia.

Contudo, ao longo de 34 anos, foram identificados, 39 novos
casos de AF oriundos maioritariamente da regiao de Lisboa e
Vale do Tejo, casos pontuais da Regiao Auténoma dos Acgores,
regido centro e dos Paises Africanos de Lingua Oficial Portu-
guesa (PALOP). Dois destes novos casos foram identificados
em familiares diretos dos casos index, assintomaticos até a

Informagao clinica versus dados bibliograficos nas 4 amostras de suspeita de Anemia de Fanconi com cariotipo anormal.

Fendtipo vs cariétipo

G (dados bibliogréficos)

Baixa estatura (©)
Clinodactilia ()
mos47,XY,+7[3]/46,XY[47] Assimetria corporal ©
Facies triangular (©)
Atraso desenvolvimento psico-motor @)
46,XY,dup(2)(p23.1p24.3). Microcefalia (7)

ish dup(2)(wcp2+) Testa proeminente (7)

Dismorfias faciais (7)

47,XX,+mar[2]/46,xx[28]

Pancitopénia com marcada

trombocitopénia (&)

Doengas hematologicas (©)
46,X,i(X)(p10)[11]/46,XX[39] )

Apneia (&)

Hipotonia (®)

Atraso de crescimento ()

data do diagndstico, o que demonstra que o estudo citogenéti-
co € relevante, ndo so6 para a identificagao dos doentes de AF,
mas também para os seus familiares diretos. Por este motivo
sugere-se que seja realizado o estudo familiar dos individuos
AF positivos e um aconselhamento genético adequado.

Foram analisadas amostras, de individuos com um fendtipo
sugestivo de AF, mas cujo estudo citogenético de quebras
cromossémicas revelou nao serem doentes de AF. No entan-
to, estes estudos permitiram pela analise cromossémica por
citogenética convencional identificar um cariotipo anormal
(tabela 1). Por este motivo e como forma de despiste prima-
rio, sugere-se a realizagdo de cariotipo constitucional, em
simultaneo com a pesquisa de quebras cromossémicas indu-
zidas pelos agentes clastogénicos MMC e DEB.

Estes resultados ndo permitem estimar uma frequéncia de do-
entes de AF em Portugal, uma vez que nao englobam individu-
0s de todas as regides portuguesas e por outro lado, estao
incluidos dois individuos de origem PALOP. Se ndo considerar-
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mos estas duas amostras provenientes dos PALOP e estiman-
do uma populagdo de 10 milhdes de habitantes em Portugal,
a frequéncia sera muito baixa, com um valor aproximado de =
4 individuos por milhao de habitantes. Este valor néo se encon-
tra longe do estimado para 0s paises europeus que é de 4 a
7 por 1 000 000 de nascimentos, de acordo com Gulbis et al.
em 2010 (1) A diferenca observada entre estes valores podera
estar relacionada com o facto de 0 nosso estudo nao englobar
amostras provenientes de todas as regides de Portugal.
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_Resumo

A Hemocromatose Hereditéaria (HH) ¢ uma doenca autossomica recessiva
caracterizada pela absorgao excessiva de ferro a nivel intestinal e sua acu-
mulac@o em 6rgaos vitais, podendo originar cardiomiopatia, cirrose e car-
cinoma hepatocelular. O correspondente diagndstico molecular é obtido
pela associagdo com genotipos especificos no gene HFE (homozigotia
para p.Cys282Tyr ou heterozigotia composta p.Cys282Tyr/p.His63Asp).
Contudo, nos paises do sul da Europa, cerca de um terco dos doentes
com diagnostico clinico de HH nao apresenta os referidos gendtipos. Para
identificar a base molecular da HH nado-classica em Portugal usaram-se
metodologias de pesquisa geral de variantes genéticas (SSCP e dHPLC),
Next-Generation Sequencing (NGS) e sequenciagdo de Sanger, cobrindo
seis genes relacionados com o metabolismo do ferro em 303 doentes.
Identificaram-se 69 variantes diferentes e de varios tipos, por ex. missense,
nonsense, de splicing, que perturbam a transcricao do gene ou a regula-
¢ao da tradug@o do mRNA. Seguidamente, realizaram-se estudos in silico
e in vitro para esclarecer o significado etiolégico de algumas das novas va-
riantes. Concluiu-se que a base molecular desta patologia é bastante hete-
rogénea e que a NGS ¢é uma ferramenta adequada para efetuar a analise
simultanea dos varios genes num grande numero de amostras. Contudo,
o0 estabelecimento da relevancia clinica de algumas variantes requer a rea-
lizagao de estudos funcionais.

_Abstract

Hereditary Hemochromatosis (HH) is an autosomal recessive disorder
characterized by excessive intestinal iron absorption and deposition
in vital organs leading to cardiac failure, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. Molecular diagnosis of common HH is made by the pres-
ence of specific genotypes in HFE gene (p.Cys282Tyr homozygosity or
p.Cys282Tyr/p.His63Asp compound heterozygosity). However, in South-
ern European countries up to one third of the patients with a clinical
diagnosis of HH do not have these genotypes. In order to identify the
molecular basis of the non-classical HH in Portugal, we used genetic
screening methods for the detection of unknown mutations (SSCP and
dHPLC), Next-Generation Sequencing (NGS) and/or Sanger sequenc-
ing in six HH-related genes in 303 patients. Sixty-nine different variants
were identified, including missense, nonsense and splicing variants, and
variants that impair gene transcription or mRNA translation regulation.
In silico and in vitro studies were performed to know the likely etiologic
significance of some of the novel variants found. We can conclude that

the molecular basis of the non-classical HH in Portuguese population is
largely heterogeneous. NGS revealed to be an appropriate tool for fast
analysis of the HH-related genes in a large number of samples. How-
ever, establishing the clinical relevance of some novel variants requires
further functional studies.

_Introdugéo

A Hemocromatose Hereditaria (HH) classica (HH-tipo 1;
OMIM#235200) é uma doenca genética autossémica reces-
siva, comum em Caucasianos, caracterizada por absorcéo
aumentada de ferro a nivel intestinal e consequente acumu-
lagcédo em varios 6rgéos, podendo originar cirrose hepatica,
carcinoma hepatocelular, cardiomiopatias, etc. E uma pato-
logia de manifestacao tardia cujo gene associado é o HFE
(High Fe). No norte da Europa, a grande maioria dos do-
entes com HH tem a variante HFE:c.845G>A,p.Cys282Tyr
em homozigotia. Uma segunda variante neste gene, a
¢187C>G,p.His63Asp, tem também sido implicada no
desenvolvimento da doenga quando em heterozigotia com-
posta com a anterior (1). Pelo contrario, nos paises do sul
da Europa cerca de um tergo dos doentes com HH nao
apresenta os genotipos acima referidos (1:2). Nestes casos
poderao estar envolvidos outros genes relacionados com o
metabolismo do ferro e, entdo, estaremos em presenca de
uma doenca rara, a HH ndo-classica, que se classifica em
varios tipos (revisto em (3)).

A HH-tipo 2, também chamada de Hemocromatose Juvenil
(HJ), é a forma mais grave da doenca. Nesta, a sobrecarga
em ferro instala-se a um ritmo mais acelerado e os individuos
apresentam cardiomiopatia e problemas enddcrinos ainda em
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jovens. A HJ deve-se a alterac6es no gene da Hemojuvelina
(HJV; HH-tipo 2a; OMIM#602390) ou da Hepcidina (HAMP;
HH-tipo 2b; OMIM#613313). Por outro lado, na HH-tipo 3
(OMIM#604250) o gene envolvido é o do Receptor 2 da Trans-
ferrina (TFR2). Neste caso s&o observados sintomas clinicos
semelhantes aos da HH-tipo 1 mas, por vezes, de manifesta-
¢do mais precoce. Por ultimo, a HH-tipo 4 (OMIM#606069) é
causada por alteracées no gene da ferroportina (SLC40A7),
sendo por isso também designada de Doenca da Ferroporti-
na, e ao inverso das anteriores apresenta transmissao autos-
sémica dominante.

_Objetivos

Neste trabalho pretendeu-se identificar a base molecular da
HH nédo-classica na populagao portuguesa, bem como avaliar
a metodologia de genética molecular mais adequada para o
seu diagnostico.

_Materiais e métodos

Foram estudados 303 doentes selecionados pelos clinicos
segundo 0s critérios: persisténcia de parametros aumenta-
dos do status do ferro (ferritina sérica >400 pg/L e saturacao
da transferrina >50 %), auséncia de fatores de risco ambien-
tal (alcoolismo e hepatite) e auséncia dos gendtipos de risco
em HFE.

Numa primeira fase os métodos utilizados para a pesquisa
geral de alteragbes genéticas foram o Single-Stranded
Conformation Polymorphism (SSCP) e a Denaturing High-
Performance Liquid Chromatography (dHPLC) (4). Numa
segunda fase usou-se a Next-Generation Sequencing
(NGS). Para tal, foi desenhado um painel com 97 amplicoes,
cobrindo as regides codificantes, as jungdes exao/intrao e
as regides transcritas nao traduzidas de seis genes relacio-
nados com o metabolismo do ferro (HFE, TFR2, HJV, HAMP,
SLC40A17 e FTL, o gene da cadeia leve da ferritina) perfazen-
do uma sequéncia cumulativa de 12115 pb. As bibliotecas
de DNA foram preparadas utilizando o kit TruSeq Custom
Amplicon (llumina), sequenciadas no MiSeq (lllumina) e as
sequéncias foram comparadas com o genoma humano de

referéncia hg19 no software MiSeqReporter. A sequencia-

cao de Sanger foi realizada usando o kit BigDye Terminator
v1.1 Cycle sequencing e o sequenciador 3130xI Genetic
Analyser (Applied Biosystems).

_Resultados

Em 215 doentes, com fendtipo clinico e bioquimico compati-
vel com HH e que cumpriam os critérios acima mencionados,
realizou-se uma pesquisa geral de alteracdes nos genes HFE,
TFR2, HJV e HAMP, pelos métodos de SSCP ou dHPLC.
Estas foram posteriormente identificadas por sequenciacéo
de Sanger (4). Numa segunda fase analisaram-se mais 88 do-
entes pela metodologia de NGS (nos genes HFE, TFR2, HJV,
HAMP, SLC40A1 e FTL). As variantes novas (n&o descritas
nas bases de dados publicas) ou muito raras foram validadas
por sequenciacdo de Sanger.

No total dos 303 doentes analisados identificaram-se 69
variantes genéticas diferentes, algumas delas novas: 29
missense, 8 sinénimas, 5 localizadas em regides de splicing,
1 que origina um codao de stop prematuro, 1 que origina um
codao de iniciagao da traducé@o prematuro, 2 localizadas num
elemento de resposta ao ferro (Iron-Responsive Element) e
23 aparentemente neutras.

Na tabela 1 apresentam-se as principais variantes identifi-
cadas nos genes HFE, TFR2, HJV e HAMP, as respetivas
frequéncias alélicas e significado clinico [obtido por consul-
ta das bases de dados e pelos estudos in silico e in vitro
efetuados (4:5)]. Para além dessas, de entre as alteracdes
detetadas nos genes SLC40A7 e FTL sdo de referir duas
variantes patogénicas com transmissao autosséomica domi-
nante: SLC40A1:c.238G>A,p.Gly80Ser, responsavel pelo
feno6tipo de HH-tipo 4 onde ocorre uma sobrecarga intrace-
lular de ferro (sobretudo nos macroéfagos) e FTL:c.-167C>A,
responsavel pela sindrome de hiperferritinémia hereditaria
com cataratas congénitas (OMIM#600886).
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Tabela 1: [ Variantes detetadas em genes relacionados com o metabolismo do ferro em doentes portugueses com fenétipo compativel
com Hemocromatose Hereditaria ndo-cléssica.

o Golfegio  lowlshn  Maadofe  mpogsans  Femérds  Saicadsclicooyarar
rs149342416 6:9.26087458 c.18G>C Missense; p.(Arg6Ser) 0,17 Desconhecido
rs765114087 6:9.26090901 c.1377>C Missense; p.(Leud6Trp) 0,17 Provavelmente patogénico (4)
rs1799945 6:9.26090951 c.187C>G Missense; p.(His63Asp) 19,32 Possivelmente patogénico/Fator de risco
rs1800730 6:9.26090957 c.193A>T Missense; p.(Ser65Cys) 1,01 Possivelmente patogénico/Fator de risco
rs2071303 6:9.26091108 .340+4T>C Altera regido dadora de splicing 0,17 Provavelmente benigno
rs200706856 6:9.26091358 €.385G>A Missense; p.(Asp129Asn) 0,17 Provavelmente patogénico (4)
HFE rs780563614 6:9.26091387 C.414C>T Sinénima; p.(Tyr138=) 0,17 Provavelmente benigno (4)
sem n° de ID 6:9.26091387 c.414C>G Nonsense; p.(Tyr138%) 0,17 Patogénico (4)
sem n° de ID 6:9.26092757 c.689A>T Missense; p.(Tyr230Phe) 0,17 Provavelmente benigno (4)
rs758663135 6:9.26092757 €.689A>G Missense; p.(Tyr230Cyst) 0,17 Provavelmente patogénico*
rs140080192 6:9.26092897 €.829G>A Missense; p.(Glu277Lys) 0,17 Patogénico (5)
rs1800562 6:9.26092913 c.845G>A Missense; p.(Cys282Tyr) 2,82 Patogénico
rs143175221 6:9.26092952 .884T>C Missense; p.(Val295Ala) 0,17 Patogénico (5)
rs376955913 7:9.100640856 €.303C>T Sindnima; p.(Tyr101=) 0,17 Provavelmente benigno
rs148902192 7:9.100640678 c.473+8T>A Altera regido dadora de splicing 0,17 Provavelmente benigno
rs34242818 7:9.100633241 c.714C>G Missense; p.(lle238Met) 0,34 Benigno
rs151198873 7:9.100633010 c.840C>G Missense; p.(Phe280Leu) 0,17 Provavelmente benigno
sem n° de ID 7:9.100229569 .967-1G>C Altera regido aceitadora de splicing 0,34 Patogénico*
rs41303501 7:9.100629279 c.1364G>A Missense; p.(Arg455Gin) 0,17 Nao esclarecido; fator de risco
TFR2 rs80338885 7:9.100628294 C.1403G>A Missense; p.(Arg468His) 0,17 Patogénico
rs139178017 7:9.100628224 ¢.1473G>A Sinénima; p.(Glu491=) 0,17 Patogénico (9)
rs62625319 7:9.100627570 c1767+7C>T Altera regido dadora de splicing 0,17 Provavelmente benigno
rs2075674 7:9.100627408 c.1851C>T Sindénima; p.(Arg617=) 0,34 Provavelmente benigno
sem n° de ID 7:9.100218637 €.2249T>C Missense; p.(Leu750Pro) 0,34 Patogénico*
rs41295942 7:9.100621008 €.2255G>A Missense; p.(Arg752His) 3,23 Benigno (10)
sem n° de 1D 7:9.100218556 €.2330C>T Missense; p.(Ala777Val) 0,34 Patogénico*
rs56025621 1:9.146019740 ¢.98-6C>G Altera regido aceitadora de splicing 0,34 Desconhecido
HJV sem n° de ID 1:9.145415755 ¢.371C>T Missense; p.(Pro124Leu) 0,17 Estudos funcionais em curso
sem n° de ID 1:9.145415769 ¢.385T>C Sinonima; p.(Asn129 =) 0,17 Provavelmente benigno
sem n° de ID 19:9.35773456 C.-25G>A Cria coddo de iniciagao da tradugéo 0,66 Patogénico (4,7,8)
e r$10489469 19:9.35284999 ¢.212G>A Missense; p.(Gly71Asp) 0,17 e dlo fisee

* Resultado proveniente de estudos in silico e de associagao gendtipo/fenétipo.
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_Discusséo

A analise dos resultados revelou que a base molecular da
HH-nao cléssica na populacdo portuguesa é bastante hetero-
génea, envolvendo varios genes assim como varios tipos de
mutacdes. Observa-se um predominio de variantes nos genes
HFE e TFR2, associadas a HH com fendtipo de aparecimento
tardio e sintomas semelhantes a HH-tipo 1 (tabela 1). No
grupo de doentes analisados as variantes com maior frequén-
cia alélica encontram-se no gene HFE: p.His63Asp=19,32% e
p.Cys282Tyr=2,82%. Contudo estas frequéncias nédo diferem
significativamente das descritas para a populacdo portugue-
sa em geral [p.His63Asp=15-20% e p.Cys282Tyr=0,9-5,8%,
dependendo da regido do pais (6)]. A terceira variante mais
frequente é a p.Ser65Cys com frequéncia alélica de 1,01%.
Nao existindo dados sobre a frequéncia desta variante na po-
pulacdo portuguesa consultou-se o 7000 Genomes Project -
Iberian population in Spain, onde a frequéncia do alelo T €
de 1%, muito semelhante ao aqui encontrado. As restantes
variantes detetadas neste gene apresentam frequéncias muito
baixas, na ordem de 0,17%. Quanto as variantes patogénicas,
ou possivelmente patogénicas, detetadas no gene TFR2, nao
foi observada nenhuma predominancia mas sim diversas va-
riantes raras com frequéncias na ordem de 0,34%.

A hepcidina é uma hormona sintetizada no figado e é o princi-
pal regulador (de agao negativa) da absorcdo intestinal do
ferro. De entre as variantes detetadas no seu gene destaca-se
a HAMP:c.-25G>A (frequéncia = 0,66%). Esta ja foi detetada
em segregacdo em quatro familias portuguesas naturais de
diferentes regides do pafs ((7:8), este estudo). A variante ori-
gina um codao de iniciagdo da traducao prematuro, alteracéo
da grelha de leitura, expressao muito baixa de hepcidina (7:8)
e, consequentemente, sobrecarga de ferro na fase juvenil
(HH- tipo 2b). Assim, esta parece ser a principal causa da HJ
na nossa populacao (tabela 1).

_Concluséo

Nos doentes portugueses com fendtipo compativel com
HH-nao classica foi detetada uma grande variedade de altera-
cbes moleculares cuja prevaléncia €, em geral, muito baixa.
Isto indica que para o diagnéstico molecular desta patologia
devera ser utilizada uma metodologia de pesquisa/identificacdo
geral de alteracdes genéticas como a NGS, que se revelou de
execucéo rapida e de elevada sensibilidade e especificidade.
No entanto, a concluséo sobre a relevancia clinica das novas
variantes encontradas é complexa e requer frequentemente a
realizagdo de estudos funcionais.
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_Resumo

A dislipidemia ¢ um distdrbio do perfil lipidico, seja por elevagdo ou
diminui¢do de particulas lipidicas. O objetivo deste trabalho é fazer uma
revisao dos casos com dislipidemia rara em estudo no Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge, apresentando os dados clinicos e mole-
culares mais relevantes. O perfil lipidico foi determinado para cada caso
index e familiares e 0 estudo molecular dos genes envolvidos foi realizado
por amplificacdo por PCR e sequenciagao de Sanger. Foram estudados,
ou esta em curso o estudo, de 14 casos index com os seguintes diagnés-
ticos clinicos: Deficiéncia familiar em lipoproteina lipase (3), Lipodistrofia
familiar parcial de Dunningan Tipo 2 (1), Deficiéncia em lipase acida lisos-
somal (3), Abeta/hipobetalipoproteinemia (2), Deficiéncia em HDL (1),
Hipertrigliceridemia autossémica recessiva (3), Sitosterolemia (1). O fend-
tipo clinico de cada caso index é variavel dependendo de cada condigéo.
Foi encontrada a causa genética da doenca em 8/14 doentes, estando
o0s restantes ainda em estudo. Doentes com as varias dislipidemias raras
apresentadas tém um risco acrescido de ter outras doengas graves como
pancreatite, doenga cardiovascular ou complicagdes neuroldgicas e
devem, por esta razao, ser identificados o mais precocemente possivel,
de forma a minimizar ou prevenir os efeitos nefastos destas condicdes.

_Abstract

Dyslipidemia is a disorder of lipid metabolism, characterized by either an
increase or decrease in lipid particles. The aim of this study is to review
all cases with rare dyslipidemia, studied in the National Health Institute of
Portugal, presenting the most relevant clinical and molecular data. Lipid
profile was determined for each index case and relatives, and molecular
analysis of the genes involved was performed by PCR amplification and
Sanger sequencing. This study includes 14 index cases, with the following
clinical diagnoses: Familial lipoprotein lipase deficiency (3), Familial partial
lipodystrophy, Dunningan Type 2 (1), Lysosomal acid lipase deficiency (3),
Abeta / hypobetalipoproteinemia (2), HDL deficiency (1), Autosomal reces-
sive hypertriglyceridemia (3), Sitosterolaemia (1). The clinical phenotype of
each index case varies depending on each condition. It was possible to
find the genetic cause of the disease in 8/14 patients, and the remaining
are still under study. Patients with the rare dyslipidemias presented have
an increased risk of having other serious disorders such as pancreatitis,
cardiovascular disease or neurological complications and should, there-
fore, be identified as early as possible in order to minimize or prevent the
adverse effects of these conditions.

_Introdugéo

A dislipidemia é um disturbio do perfil lipidico, seja por elevacao
ou diminui¢do de particulas lipidicas, usualmente associadas
aos triglicéridos (TGs), colesterol LDL (C-LDL) ou colesterol HDL
(C-HDL) (1=8). Uma dislipidemia, para ser considerada rara,
deve estar presente em menos de 1 em 2 000 pessoas, embora
algumas doengas raras tenham frequentemente uma prevalén-
cia mais baixa, estimada em menos de 1 em 100 000 individuos
(www.orpha.net/).

O Departamento de Promocéo da Saude e Prevencao de Doen-
¢as nao Transmissiveis do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge (INSA) tem na sua missdo estudar os determi-
nantes bioldgicos associados a doencas nao transmissiveis.
Nesse contexto, o estudo dos determinantes associados a disli-
pidemia ¢ uma das areas de referéncia deste departamento, de-
senvolvendo investigacao e prestacao de servicos nesta area.
Atualmente, encontram-se em curso 2 estudos nesta area: 1) o
Estudo Portugués de Hipercolesterolemia Familiar (FH), o qual
n&o seré abordado neste artigo uma vez que a FH é considera-
da uma doenga comum (4); 2) o Estudo de Dislipidemias Familia-
res Monogénicas Raras ou Poligénicas. No &mbito deste Ultimo
estudo tém sido referenciados ao INSA vérios casos index e fa-
miliares com diagnostico clinico de diferentes dislipidemias mo-
nogeénicas raras ou outras patologias em que a dislipidemia €é
o fator clinico que desperta para a necessidade de um diagnos-
tico genético (tabela 1). A maioria das hiperdislipidemias e a de-
ficiéncia em HDL conferem um risco cardiovascular aumentado
enquanto as hipodislipidemias, como a abeta ou hipobetalipo-
proteinemia, podem apresentar diferentes manifestacoes desde
ma progressdo ponderal a manifestacdes neurolégicas (3:5-20),
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Salientamos a existéncia de varias outras doencgas raras acom-
panhadas por hiperlipidemias ou hipolipidemias como, por
exemplo, a glicogenose do tipo 1, a doenca de Niemann Pick
tipos A e B e a sindrome de Smith Lemli Opitz. Estas doengas
nao sdo aqui abordadas por terem manifestacoes clinicas su-
gestivas e terem diagndsticos bioguimicos ou enzimaticos es-
pecificos (21-23),

_Objetivo

O objetivo deste trabalho é fazer uma revisdao dos casos em
estudo no INSA, apresentando os dados clinicos e moleculares
mais relevantes.

_Material e métodos

No ambito deste estudo foi determinado o perfil lipidico de
cada caso index e familiares, incluindo marcadores de rotina
(colesterol total (CT), LDL, HDL, TGs, ApoAl, Lp(a), ApoB)
e outros em investigacdo no nosso departamento (sdLDL,
ApoA2, ApoC2, ApoC3 e ApoE). Os valores de referéncia reco-
mendados pelas sociedades cientificas para o perfil lipidico
s&o: CT <200 mg/dL; LDL <130 mg/dL; HDL >40 mg/dL e TGs
normal <150 mg/dL; ApoAl >120 mg/dL; Lp(a) <50 mg/dL;
ApoB <90 mg/dL (24). No que se refere aos marcadores em
investigagdo os valores de referéncia recomendados pelo
fabricante (Randox, Crumlin, UK) s&o: ApoA2 entre 25,1 e
34,5 mg/dL; ApoC2 entre 1,6 € 4,2 mg/dL; ApoC3 entre 5,5 ¢
9,5 mg/dL, ApoE entre 2,7 e 4,5 mg/dL e sdLDL < 35mg/dL
(www.randox.com).

O estudo molecular foi realizado por amplificagao de todos
0s exdes e juncdes exao/intrdo de cada gene indicado na
tabela 1, por PCR e sequenciagao pelo método de Sanger.

_Resultados

Foram estudados, ou estdo em curso, os 14 casos index com
0s seguintes diagnosticos clinicos: FLLD (3 casos), FPLD2 (1),
LALD (3), ABL/FHBL (2), HDLD (1), ARHTG (3), STL (1).

O fendtipo clinico de cada caso index é variavel dependendo
de cada condigao, conforme resumido na tabela 2.

Em todos os 3 casos recebidos com diagnostico clinico de

FLLD foi encontrada uma alteracdo patogénica nos genes
LPL (p.[(Gly215Glu);(Ser286Gly)]), (p.[(Gly215Glu);(Gly215GIu)))
e APOC2 (p.[(Tyr87Asp);(Tyr37Asp)]) tendo sido identificados
3 doentes e 6 portadores. O estudo molecular do caso index
com suspeita de FPLD2 também foi bem sucedido levando a
identificacdo de uma mutagdo ja descrita (p.(Arg482Trp)) no
caso index e 5 familiares. Foram identificados 3 casos index e
um familiar com LALD sendo que estes casos foram referencia-
dos como casos index ao Estudo Portugués de Hipercolestero-
lemia Familiar (EPHF) mas um estudo subsequente identificou
a mutacdo mais comum no gene LIPA associada a LALD
(0.[(Ser275_GIn298del);(Ser275_GIn298del)]). Foram recebidos
para estudo 2 casos com suspeita de ABL/FHBL em que num
foi possivel encontrar a mutacdo causadora da doenga, uma
mutacao stop no gene APOB (p. [(Trp1237);(Trp1237%)]) (25). O
segundo caso com diagnéstico de ABL/FHBL, encontra-se em
estudo neste momento de forma a identificar a causa genética
do seu fendtipo, uma vez que o estudo molecular foi negativo
para os genes APOB, MTP, SARB1B e PCSK9. Foram recebi-
dos também 3 casos com suspeita de ARHTG em que 0s estu-
dos moleculares dos genes LPL, APOC2, LMF1 e GPD1 foram
negativos sendo que todos 0s casos ainda se encontram em
estudo. O Unico caso recebido até a data com deficiéncia em
HDL encontra-se ainda em estudo, bem como o caso com sus-
peita de STL (tabela 2).

_Discusséo

Doentes com as varias dislipidemias raras apresentadas tém
um risco acrescido de ter outras doengas graves como pan-
creatite, doenca cardiovascular ou complicagdes neurologicas
e devem, por esta razao, ser identificados 0 mais precoce-
mente possivel, de forma a minimizar ou prevenir os efeitos
nefastos destas condicdes. A identificacéo genética da causa
da patologia, em qualquer dos casos apresentados, permi-
tiu uma melhor e mais personalizada abordagem terapéutica
com melhoria do prognéstico do doente, assim como também,
um aconselhamento genético adequado, com identificacéo de
outros familiares em risco.
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Tabela 1: [ Dislipidemias familiares monogénicas raras: fenétipo, genes e prevaléncia.

Patologia Genética Fenotipo Genes/ Hereditariedade Prevaléncia
Deficiéncia familiar em lipoproteina lipase Hiperquilomicronemia e hipertrigliceridemia LPL (lipoproteina lipase); 1/1 000 000
(FLLD) severas (TGs>1000 mg/dL) APOC2 (apolipoproteina C2)

(OMIM-238600) Hereditariedade - autossomica recessiva

Lipodistrofia familiar parcial de Dunningan Hipertrofia muscular dos membros inferiores, LMNA (lamina A/C) 1/150 000

Tipo 2 (FPLD2)
(OMIM-151660)

lipodistrofia do tronco com deposi¢do de
gordura na cara e em volta do pescogo,
hiperlipidemia (valores elevados de C-LDL e TG)

Hereditariedade - autossémica dominante

Deficiéncia em lipase acida lisossomal (LALD)
(OMIM-613497)

Hiperlipidemia (valores elevados de C-LDL,
baixos valores de C-HDL) e esteatose
microvesicular. Fenocopia da FH

LIPA (lipase lisossomal acida)

Hereditariedade - autossoémica recessiva

1/90 000 a 1/170 000

Hipertrigliceridemia autossémica recessiva
(ARHTG)

(OMIM-614480)
(OMIM-611761)
(OMIM-615947)

Niveis elevados de triglicéridos (>500 mg/dL)
e baixos niveis de colesterol HDL

GPIHBP1 (Glycosylphosphatidylinositol
Anchored High Density Lipoprotein Binding
Protein 1);

LMF1 (fator de maturacao de lipase 1);
GPD1 (Glicerol-3-fosfato-desidrogenase 1)

Hereditariedade - autossomica recessiva

Nao conhecida

Abetalipoproteinemia (ABL) (OMIM-200100)/
hipobetalipoproteinemia (FHBL)

(OMIM-615558)

Colesterol total, LDL e triglicéridos abaixo do
percentil 5

APOB (apolipoproteina B)

MTP (proteina de transferéncia
microssomal);

ANGPTL3 (Angiopoietin-Like 3);

SAR1B (Secretion Associated, Ras Related
GTPase 1B)

Hereditariedade - autossomica recessiva

1/1 000 000

Sitosterolemia (STL) (OMIM-210250)

Elevagdo de fitoesterdis e sitoesterdis, bem

ABCG5/8 (transportadores ABCG5/8)

100 casos em todo

como valores elevados de C-LDL Hereditariedade - autossémica recessiva 0 mundo
Deficiéncia em colesterol HDL (HDLD) Colesterol HDL abaixo do percentil 5 APOAT (apolipoproteina Al); 1/1 000 000
(OMIM-604091) ABCAT1 (ATP binding cassette A1)
Hereditariedade - autossémica recessiva
Hipercolesterolemia autossémica recessiva Hipercolesterolemia (valores elevados de LDLRAP1 (Proteina adaptadora do receptor 1/1 000 000

(ARH)
(OMIM-603813)

C-LDL)

das LDL)

Hereditariedade — autossémica recessiva

Sendo a dislipidemia uma das areas laboratoriais de refe-
réncia do INSA e na procura da melhoria constante, encon-
tra-se em curso a implementacdo de um painel de 26 genes
associados a dislipidemia a serem estudados com recur-
S0 a sequenciagao de nova geracao (NGS). Este novo painel
ird permitir uma resposta mais rapida e com uma sensibili-
dade e especificidade mais elevadas, a qualquer pedido de
diagnéstico molecular na area da dislipidemia (26:27), Es-

peramos brevemente com este painel conseguir identifi-
car a mutacdo causadora da doenca nos casos ainda em
estudo e em todos os futuros casos que nos possam ser
referenciados para diagndstico; caso ndo seja possivel
por esta metodologia chegar a um resultado, devera ser equa-
cionado o estudo do exoma, como estudo exploratério, para
identificacdo da causa genética da doenca apresentada, bem
como estudos funcionais para a comprovacao da mesma.
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Tabela 2: [ Caracteristicas clinicas dos casos index em estudo.

ID |dade CT LDL HDL TG Lp(a) ApoA1 ApoB ApoA2 ApoC2 ApoC3 ApoE sdLDL Tratamento Diagnéstico clinico Diagndstico molecular
13 148,00 13,00 19,00 923,00 21,00 98,00 58,00 2685 0,11 33,57 17,66 10,26 Néo FLLP Gene APOC2: p.[(Tyr37Asp);(Tyr37Asp)]

Il 14 139,00 * 8,00 1156,00 8,00 75,00 30,00 14,9 3,15 12,92 5,95 10,92 Nao FLLP Gene LPL: p.[(Gly215Glu);(Ser286Gly)]

1] 34 114,00 19,00 12,00 686,00 8,00 77,00 42,00 24,7 3,11 8,46 2,63 15,12 Estatinas/fibratos FLLP Gene LPL: p.[(Gly215Glu);(Gly215Glu)]

% 45 141 74 47 165 2 158 61 38,7 4,28 10,94 3,66 19,44 Estatina FLPD2 Gene LMNA: p.(Arg482Trp)

v 17 189 122 57 67 18,8 158 104 36,00 0,82 5,47 5,00 28,74 Estatina LALD Gene LIPA: p.[Ser275_GIn298del];[Ser275_GIn298del]
Vi 28 181 135 36 98 3,6 112 115 32,10 2,20 5,54 4,53 42,82 Estatina LALD Gene LIPA: p.[Ser275_GIn298del];[Ser275_GIn298del]
VIl 22 217 163 47 85 65,1 116 125 37,20 3,87 5,84 8,11 36,43 Estatina LALD Gene LIPA: p.[Ser275_GIn298del];[Ser275_GIn298del]
vill 16 22 3 24 6 g2 o o e o o o0 e Néo ABL/FHBL Gene APOB: p.[(Trp1237%); (Trp1237%)]

IX 14 24 <0,10 22 5 9,0 49,0 10,0 11,7 0,05 0,34 2,44 2,50 Nao ABL/FHBL Em estudo

X 42 73 46 3 158 <8,3 10 91 b - - i - Néo HDLD Em estudo

Xl 1 147 4 17 736 39 93 64 21,2 712 9,97 4,64 19,69 Estatinas/fibratos ARHTG Em estudo

Xl 3 116,00 23,00 21,00 536,00 8,00 139,00 45,00 29,2 11,79 19,98 6,42 18,03 Nao ARHTG Em estudo

Xl 1 205 92 42 599 <8,3 168,0 111 i - - i - Fibratos ARHTG Em estudo
XV 4 329 265 32 89 78,6 99,0 208,0 17,60 3,94 473 4,87 51,64 Estatinas STL Em estudo

Idade (anos); IMC - indice de massa corporal (Kg/m?); CT - colesterol total (mg/dL); LDL - lipoproteina de baixa densidade (mg/dL); HDL - lipoproteina de alta densidade (mg/dL); TG - triglicéridos (mg/dL);
Lp(a) - lipoproteina (a) (mg/dL); ApoAl - apolipoproteina A1 (mg/dL); ApoB - apolipoproteina B (mg/dL); ApoA2 - apolipoprotein A2 (mg/dL); ApoC2 - apolipoproteina C2 (mg/dL); ApoC3 - apolipoproteina C3 (mg/dL);
ApoE - apolipoproteina E (mg/dL); sdLDL - lipoproteina de baixa densidade pequenas e densas; * Impossivel determinar por motivos técnicos; ** Nao determinado.
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_Concluséo

Segundo o Plano Nacional de Satde Infantil e Juvenil (28), ¢ re-
comendado que todas as criancas antes dos 10 anos de idade
realizem a caraterizacdo do seu perfil lipidico. Uma vez que,
em todos 0s casos apresentados, a dislipidemia apresenta-se
desde a infancia, se a circular normativa fosse cumprida, estas
criangas seriam identificadas em idade precoce, aumentando a
possibilidade de prevenir as doencgas graves associadas a cada
uma das condicOes referidas. A identificagdo da etiologia de
cada dislipidemia é importante para a implementagao da corre-
ta abordagem terapéutica uma vez que a mesma depende da
via metabolica afetada. A utilizacdo dos novos biomarcadores
bioquimicos diferenciados determinados no INSA permitira uma
melhor estratificagdo do diagndstico molecular contribuindo
para uma medicina mais personalizada. Para a maioria das con-
digOes referidas ja ha terapéutica farmacoldgica; noutros casos
estdo em curso ensaios clinicos como, por exemplo, visando
aumentar o HDL, utilizacéo de enzimas deficientes ou a leptina
no caso de algumas lipodistrofias (29 30), Todos estes avancos
no conhecimento cientifico referentes ao um melhor diagnostico

e/ou novas terapéuticas irdo melhorar o progndéstico do doente.
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