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      _Resumo

As doenças lisossomais de sobrecarga (DLS) são um grupo heterogéneo de 

cerca de 70 doenças metabólicas hereditárias raras, causadas por deficiên-

cias enzimáticas que comprometem a função do lisossoma, resultando em 

manifestações clínicas multissistémicas graves. Embora estejam disponíveis 

algumas abordagens terapêuticas, muitas DLS continuam sem opções efica-

zes de tratamento, e a validação funcional de variantes genéticas mantém-se 

um desafio na era da sequenciação de nova geração.

Neste trabalho, descrevemos a criação e caracterização de modelos experimen-

tais inovadores para várias DLS, incluindo as Mucopolissacaridoses (MPS) I, II, 

IIIB, IIIC, IIID e VI e a Mucolipidose (ML) tipo II. Foram geradas linhas de células 

estaminais da polpa dentária de dentes decíduos (SHEDs) e células estaminais 

pluripotentes induzidas (iPSCs), bem como modelos de peixe-zebra editados 

por CRISPR/Cas9. Estes sistemas recapitularam fenótipos típicos das doenças, 

como acumulação de glicosaminoglicanos e colesterol, défice enzimático e dis-

função lisossomal.

Destacam-se a obtenção das primeiras linhas SHED para várias MPS, uma 

linha iPSC de ML II oficialmente registada (INSAi003-A) e a validação de mo-

delos animais para MPS IIIB e ML II. Estes modelos constituem ferramentas 

complementares para estudar mecanismos patológicos, avaliar variantes de 

significado incerto e desenvolver terapias personalizadas, reforçando o papel 

do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge na investigação transla-

cional de doenças raras.

      
      _Abstract

Lysosomal storage diseases (LSDs) are a heterogeneous group of about 70 

rare inherited metabol ic disorders, result ing from enzymatic def iciencies 

that impair lysosomal function, leading to severe multisystemic cl inical 

manifestations. 

Although some therapeutic approaches exist, many LSDs sti l l lack ef fective 

treatment options, and the functional val idation of genetic variants remains 

a chal lenge in the era of next-generation sequencing. In this work, we 

describe the creation and characterization of innovative experimental 

models for several LSDs, including Mucopolysaccharidoses (MPS) I, I I, I I IB, 

II IC and VI, and Mucolipidosis (ML) type II. 

Stem cel l l ines from the dental pulp of ex fol iated deciduous teeth (SHEDs) 

and induced pluripotent stem cel ls ( iPSCs) were generated, and zebraf ish 

models were engineered using CRISPR/Cas9. These systems recapitulated 

typical disease phenotypes, such as glycosaminoglycan and cholesterol 

accumulation, enzymatic def iciency, and lysosomal dysfunction. Highl ights 

include the establ ishment of the f irst SHED l ines for several MPSs, the 

f irst of f icial ly registered ML II iPSC l ine (INSAi003-A), and the val idation of 

animal models for MPS II IB and ML II. 

These mode ls represent complementary tools to study pathogenic 

mechanisms, eva luate var iants of uncer ta in s igni f icance, and deve lop 

personal ized therapies, re inforc ing the Nat ional Heal th Inst i tute Dr 

R icardo Jorge ro le in t ranslat iona l research on rare d iseases.

_Introdução

As Doenças Lisossomais de Sobrecarga (DLS) constituem um 

grupo de doenças metabólicas hereditárias raras, causadas 

por variantes patogénicas que afetam a função do lisossoma 

e resultam na acumulação progressiva de substratos não 

degradados (1). Estão descritas cerca de 70 DLS, todas 

monogénicas, maioritariamente autossómicas recessivas, 

embora três apresentem modo de transmissão ligado ao X. 

São, em geral, causadas por variantes patogénicas em genes 

que codificam hidrolases ácidas, proteínas de membrana do 

lisossoma, ou transportadores, levando à acumulação de 
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substratos não degradados no inter ior do l isossoma e 

comprometendo processos essenciais como a regulação 

do seu pH, a autofagia, a endocitose e a homeostasia do 

cálcio, entre outros (2,3).

A apresentação clínica destas doenças é altamente variável, 

podendo ir de formas neonatais graves a manifestações 

tardias ou assintomáticas. Em geral, são doenças 

multissistémicas, com envolvimento neurológico nas formas 

mais severas, levando a neurodegeneração, défice cognitivo, 

epilepsia e morte precoce. Outros sinais frequentes incluem 

hepatoesplenomegalia, alterações esqueléticas e cardiopatias 
(4). Apesar de individualmente raras (1:50.000–1:250.000), 

a sua prevalência conjunta varia entre 1:5.000–1:5.500 

nados-vivos, sendo mais elevada em Portugal (cerca de 

1:4.000), com incidências ainda superiores em algumas 

populações devido a efeitos fundadores (1,5-7). Dada a 

heterogeneidade clínica destas doenças e sobreposição de 

sintomas com outras patologias, o diagnóstico continua a 

ser um desafio. Isto é particularmente relevante uma vez que 

a ausência de diagnóstico atempado pode comprometer a 

eficácia das intervenções terapêuticas atualmente disponíveis. 

Embora ainda não exista cura, têm sido desenvolvidas várias 

abordagens terapêuticas, incluindo terapia de substituição 

enzimática (ERT), terapia de redução de substrato, chaperones 

farmacológicos e transplante de células hematopoiéticas (1,8). 

Estão também em desenvolvimento estratégias terapêuticas 

de base genética como terapia génica, terapias de RNA e 

edição genética (1,8,9). Atualmente, estão disponíveis em 

Portugal múltiplas terapias aprovadas para diferentes DLS, 

nomeadamente para a Doença de Fabry, Doença de Gaucher, 

Deficiência de Lipase Ácida Lisossomal, MPS I, II, IVA, VI 

e VII, Niemann-Pick tipo C e Doença de Pompe. Para a 

Alfa-Manosidose e para a Deficiência da Esfingomielinase 

Ácida também estão disponíveis no nosso país duas 

abordagens de ERT na modalidade de autorização de 

utilização especial. No entanto, a maioria das DLS continua 

sem tratamento eficaz, e as opções existentes não garantem 

resposta clínica sustentada.

O Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (INSA) 

tem um papel central no diagnóstico bioquímico e molecular 

destas doenças, incluindo testes enzimáticos, doseamento 

de biomarcadores e diagnóstico molecular por sequenciação 

de Sanger e de nova geração (NGS), e tem contr ibuído, ao 

longo dos anos, com diversos estudos de caracter ização 

de doentes por tugueses (10-16). O INSA coordena ainda 

a Comissão Coordenadora do Tratamento das Doenças 

Lisossomais de Sobrecarga (CCTDLS), responsável pela 

aval iação e acompanhamento dos doentes com DLS em 

tratamento no nosso país. Segundo os dados publicados 

no relatór io da CCTDLS de 2022, cerca de 350 doentes 

encontravam-se em tratamento em Por tugal (17).

No domínio da investigação, o INSA, através do seu 

Departamento de Genética Humana (DGH), tem liderado 

vários projetos centrados nas DLS. Para além da investigação 

translacional, tem dado particular enfoque ao desenvolvimento 

de novos modelos in vitro e in vivo, com o objetivo de melhor 

compreender os mecanismos patológicos e testar terapias 

inovadoras. Embora os fibroblastos de doentes continuem a 

ser amplamente utilizados como modelo celular, permitindo o 

estudo da acumulação lisossomal e a avaliação de terapias, a 

sua limitação em replicar fenótipos de tecidos complexos, como 

o sistema nervoso central, tem motivado o desenvolvimento 

de abordagens mais avançadas. Nesse sentido, têm sido 

estabelecidos modelos neuronais a partir de células estaminais 

da polpa dentária de dentes decíduos exfoliados (SHED, do 

inglês Stem Cells from Exfoliated Deciduous Teeth) e de células 

estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglês induced 

Pluripotent Stem Cells) derivadas de fibroblastos de doentes, 

possibilitando o estudo direto dos efeitos das variantes 

patogénicas em tipos celulares mais relevantes. Paralelamente, 

estão a ser estabelecidos modelos animais de peixe-zebra 

com variantes específicas, gerados por CRISPR/Cas9. Estas 

ferramentas permitem avaliar a patogenicidade de variantes 

de significado incerto (VUS, do inglês Variants of Uncertain 

Significance) detetadas por NGS, estudar os mecanismos 

moleculares associados a cada doença e desenvolver terapias 

personalizadas, como as chamadas terapias N-of-few, 

direcionadas a variantes específicas.
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_Objetivo e metodologia

Os pr incipais objetivos deste ar tigo foram: ( i ) Divulgar 

a geração e caracter ização de modelos in vi tro de DLS, 

incluindo cinco modelos de SHEDs para MPS I, I I, I I IB, I I IC e 

VI, e três modelos de iPSCs para MPS II IC e I I ID e ML II; ( i i ) 

Apresentar o desenvolv imento de modelos in vivo de peixe- 

zebra para MPS II IB e ML II, obtidos por edição genética via 

CRISPR/Cas9 knock-out (KO) e knock-in (KI); ( i i i ) Aval iar a 

relevância destes modelos para o estudo dos mecanismos 

f is iopatológicos, val idação de var iantes genéticas e teste 

de novas estratégias terapêuticas. Para isso foi aval iado o 

fenótipo associado à respetiva doença l isossomal nestes 

modelos; ( iv) Enquadrar o contr ibuto destas metodologias 

para o avanço da medicina de precisão em doenças raras, 

com potencial impacto na melhor ia dos cuidados de saúde 

prestados aos doentes em Por tugal.

Todos os estudos aqui refer idos foram conduzidos em 

conformidade com a Declaração de Helsínquia e aprovados 

pela Comissão de Ética do INSA [datas de aprovação: 28 

de junho de 2020; 18 de maio de 2023 e 9 de outubro de 

2023], bem como pela Comissão de Ética do Cel l L ine and 

DNA Biobank from Patients Af fected by Genetic Diseases 

do Ist i tuto Giannina Gasl ini (quando apl icável).

Foi obtido consentimento informado por escrito dos 

indivíduos que forneceram as suas amostras para o estabe-

lecimento de l inhas celulares, e seu estudo subsequente.

_Resultados e discussão

A Unidade de Investigação e Desenvolv imento do DGH do 

INSA tem vindo a consol idar uma l inha de investigação 

robusta e estratégica na área das DLS, centrada não só 

na caracter ização bioquímica e genética dos doentes, 

mas também no desenvolv imento de modelos funcionais 

inovadores, com vista à val idação de var iantes genéticas e 

à exploração de novas abordagens terapêuticas.

O presente trabalho representa um avanço signif icativo 

neste contexto, i lustrando a geração de modelos celulares 

e animais específ icos para vár ias DLS, nomeadamente MPS 

I, I I, I I IB, I I IC, I I ID e VI e ML II.

Geração de células estaminais da polpa dentária de 

dentes decíduos exfoliados (SHEDs)

Foram estabelecidas, pela primeira vez, l inhas SHEDs de 

vários doentes com MPS, nomeadamente: I, I I, I I IB, II IC 

e VI. Para isso, as SHEDs foram estabelecidas a par tir 

de fragmentos de polpa dentária isolados de dentes de 

doentes com estas patologias de acordo com (18). Em geral, 

estas células apresentaram mor fologia típica de células 

estaminais mesenquimais (MSCs) e viabil idade adequada. 

Conf irmou-se a expressão de marcadores de MSCs (CD105, 

CD73 e CD90) e a capacidade de diferenciação nas três 

camadas germinativas reforçando o potencial inigualável 

destas células para modelar doenças neurodegenerativas. 

A caraterização destas células permitiu verif icar a presença 

dos defeitos moleculares esperados bem como a ausência 

de atividade das enzimas em causa. Conseguimos também 

conf irmar que apresentaram fenótipos típicos de doença 

l isossomal, como, por exemplo, acumulação signif icativa de 

glicosaminoglicanos (GAG), o que é indicativo de disfunção 

l isossomal. Poderão encontrar-se detalhes dos resultados 

observados para MPS II em (18), estando outros trabalhos 

em preparação (ver na figura 1 os resultados obtidos numa 

l inha de MPS VI). Estes resultados são par ticularmente 

relevantes, pois demonstram que, apesar da sua elevada 

taxa de divisão celular e consequente nível de proli feração, 

estas células preservam o fenótipo de doença, o que as pode 

tornar adequadas para estudos iniciais de f isiopatologia e 

rastreio de terapias, dispensando, numa primeira fase, a 

diferenciação em tipos celulares específ icos.
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Figura 1:       Representação esquemática das análises efetuadas in vitro para cada uma das linhas estaminais 

estabelecidas para MPS III e análise crít ica comparativa dos métodos que nos permitiram estabelecê-las.

A rosa estão representados os blocos relativos aos estudos em SHEDs, e a verde em iPSCs. Nesta ilustração, usámos apenas linhas MPS, por serem mais 
comparáveis entre si, e selecionámos linhas cuja caraterização não foi ainda publicada a não ser no âmbito de teses. Para ilustrar os resultados obtidos em 
SHEDs, escolhemos apresentar imagens da linha MPS VI, enquanto que os resultados apresentados para iPSCs foram obtidos em linhas MPS IIIC e MPS 
IIID. 1) Confirmação da estaminalidade por vários métodos. Em ambos os casos, o fenótipo estaminal foi confirmado através da presença de marcadores 
standard de estaminalidade: NANOG, SOX2 e OCT3/4. A sua presença foi avaliada tanto quantitativa como qualitativamente, por RT-qPCR e imunofluo-
rescência, respetivamente. No caso das SHEDs, avaliamos também um painel de outros marcadores de superfície, por RT-qPCR, para melhor validar o 
fenótipo de MSC. 2) Confirmação da presença de marcadores de doença lisossomal de sobrecarga/MPS. Para além da habitual confirmação da presença 
das variantes causais, e do seu defeito enzimático associado (défice em arilsulfatase B em SHEDs MPS VI, e em HGSNAT e GNS, em iPSCs MPS IIIC e IIID, 
respetivamente), confirmamos também, por LC-MS/MS, a presença de sulfato de heparano acumulado, e, por imunofluorescência, a alteração do padrão 
de distribuição da LAMP. 
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Geração de iPSCs

As l inhas de iPSCs de ML II, MPS II IC e I I ID foram geradas 

a par tir de f ibroblastos de doentes com estas patologias, 

obtidos a par tir de um biobanco (Insti tuto Giannina Gasl ini ).

Foi uti l izada uma abordagem não integrativa seguindo 

o workf low previamente estabelecido pela equipa para 

a geração das primeiras iPSCs no INSA (19,20). Após 

adquir irem mor fologia típica de células estaminais 

embrionárias humanas, realizaram-se várias análises visando 

a sua caracterização, incluindo a ausência de vetores 

de reprogramação, expressão endógena de fatores de 

transcrição e marcadores de super f ície de pluripotência, 

bem como a capacidade de diferenciação nas três camadas 

germinativas. A caracterização genética validou a sua 

identidade por análise de Short Tandem Repeats (STR), 

estabil idade do cariótipo e presença da variante causadora 

da doença. Foi também excluída a contaminação por 

micoplasma. A nível bioquímico, para as linhas MPS IIIC e IIID 

confirmou-se a deficiência enzimática associada a cada uma 

das doenças, e avaliaram-se dois marcadores fenotípicos 

chave da MPS III, a acumulação de sulfato de heparano e 

o padrão de distr ibuição da LAMP, ambos alterados em 

comparação com os controlos, em concordância com o 

observado nas linhas parentais de f ibroblastos (ver na figura 

1, MPS IIIC e II ID). Relativamente à ML II, foi gerada, pela 

primeira vez, uma l inha de iPSCs para esta doença, a par tir 

de f ibroblastos de um doente homozigótico para a variante 

causal mais comum (c.3503_3504del no gene GNPTAB). A 

l inha de iPSCs ML II apresentou todas as características de 

pluripotência, tendo sido of icialmente registada no Human 

pluripotent stem cel l registry como INSAi003-A, e com 

preservação do fenótipo da doença. Os resultados obtidos 

nesta l inha, estão já publicados (21). 

Apesar de ainda não terem sido diferenciadas em tipos 

celulares relevantes para as respetivas doenças (ex: 

condrócitos, neurónios ou cardiomiócitos), o seu valor como 

modelo in vitro para estudos fenotípicos é enorme dado o 

seu potencial para futuras aplicações em investigação e 

desenvolvimento pré-clínico de terapias dir igidas. Exemplos 

são os oligonucleótidos antissense, ou outras moléculas 

de RNA com potencial terapêutico, aos quais a nossa 

unidade tem também dedicado muita atenção ao longo dos 

últimos anos (22-26). A geração destes modelos celulares 

reforça o compromisso do INSA com a criação de recursos 

reprodutíveis e partilháveis para a comunidade científ ica, com 

potencial para apoiar projetos de investigação colaborativos 

e desenvolvimento pré-clínico de terapias.

Geração de modelos de peixe-zebra 

Paralelamente, através da edição genética dirigida aos genes 

ortólogos naglu e gnptab por tecnologia CRISPR/Cas9, foram 

gerados modelos de peixe-zebra para a MPS IIIB e ML II, os 

quais apresentam impacto fenotípico mensurável, incluindo 

acumulação precoce de sulfato de heparano, alterações 

morfológicas e do comportamento locomotor.

Relativamente ao modelo de peixe-zebra para a MPS 

II IB, a nível genético conf irmou-se o KO do gene naglu, 

e a caracter ização mor fológica e bioquímica na fase de 

desenvolv imento embrionár io revelou que este mimetiza o 

fenótipo observado nos doentes. 

Quanto ao modelo de peixe-zebra para a ML II, foi introduzida a 

mutação ortóloga mais comum em humanos (c.3503_3504delTC) 

com uma elevada taxa de KI (54%). No entanto, a maioria 

dos embriões apresentou mosaicismo, sendo objetivo futuro 

otimizar a estratégia para gerar uma linha estável de fundadores 

heterozigóticos modelo para ML II.

_Conclusões

Os modelos experimentais desenvolvidos neste estudo, 

baseados em células do próprio doente ou em organismos 

geneticamente modif icados, não apenas mimetizam 

aspetos fundamentais da patologia humana, como também 

constituem uma plataforma versáti l para o teste de novas 

terapias e para a tr iagem de var iantes genéticas. Este 

último ponto é par ticularmente relevante face a um dos 

principais desaf ios da medicina genómica atual, o aumento 

exponencial da deteção de VUS resultante da expansão 

das tecnologias de NGS. Estes modelos contr ibuem, assim, 

para colmatar esta l imitação cr ít ica e acelerar a translação 

dos resultados para a prática cl ínica.
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Adicionalmente, o trabalho aqui descrito posiciona o INSA 

como uma referência nacional na aplicação de estratégias de 

medicina de precisão às doenças raras, alinhando-se com as 

orientações estratégicas do European Joint Programme on 

Rare Diseases (EJP RD) e da nova European Rare Diseases 

Research Alliance (ERDERA). A participação ativa nestas redes 

reforça o papel do INSA enquanto entidade de interface entre 

diagnóstico, investigação e políticas de saúde.

Em suma, os resultados obtidos demonstram que os modelos 

desenvolvidos (SHEDs, iPSCs e peixe-zebra) são ferramentas 

ef icazes e complementares para o estudo das DLS. Estes 

modelos não só permitem aprofundar os mecanismos 

moleculares subjacentes à doença, como abrem caminho à 

identif icação de alvos terapêuticos, ao rastreio de fármacos 

e ao desenvolvimento de terapias personalizadas, como as 

abordagens N-of-few. O trabalho realizado constitui, por isso, 

um contributo relevante para a investigação em doenças 

raras, com impacto potencial na melhoria dos cuidados de 

saúde prestados aos doentes em Portugal e além-fronteiras.

Financiamento:

Estes trabalhos foram f inanciados através de fundos nacio-

nais e internacionais. A nível nacional destacamos três 

projetos FCT—Fundação para a Ciência e a Tecnologia, I.P. 

[EXPL/BTM-SAL/0659/2021 (ht tp://doi.org/10.54499/EXPL/BT-

M - S A L / 0 6 5 9 / 2 0 2 1) ; A S O S 2 c u r e M P S I I I - 2 0 2 2 . 0 4 6 6 7. P T D C 

(ht tps://doi.org/10.54499/2022.04667.PTDC) e Model l ingMLII-

-2022.03836.PTDC (ht tps://doi.org/10.54499/2022.03836.PT-

DC)] bem como os fundos anualmente distr ibuídos pelo própr io 

INSA e o apoio da Unidade de I&D CECA (UIDB/00211/2020) e 

do LA à qual per tence, o AL4AnimalS (LA /P/0059/2020). A nível 

internacional, destacamos o apoio recebido pela Sanf i l ippo Chi l-

dren’s Foundation (2019DGH1656/SCF2019I&D). 
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