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_Resumo

As doengas raras s&o caracterizadas por uma grande diversidade de sinais
e sintomas que variam néo s6 de doenga para doenga, mas também entre
doentes que sofrem de uma mesma patologia. As doencas raras afetam nao
apenas os individuos doentes, mas também tém grande impacto nas fami-
lias, amigos, cuidadores e na sociedade em geral. O diagnéstico precoce e
o inicio de tratamento com base na evidéncia sao fatores importantes para
reduzir o impacto de uma doenca rara na vida adulta. As doencas raras
sdo um problema de salde puUblica reconhecido pela Comissdo Europeia
e pela Organizagdo Mundial da Saude "1?). O atraso no diagndstico pode
significar que se desperdigou a oportunidade de uma intervencao atempa-
da enquanto um diagnéstico correto podera revelar a existéncia de uma
doenca rara subjacente ndo suspeitada. Neste trabalho pretende-se dar a
conhecer as contribuicdes efetivas a nivel nacional do Instituto Nacional de
Salde Doutor Ricardo Jorge (INSA, I.P.), para o Servigo Nacional de Saude
(SNS) na investigacao, diagndstico, prevenc@o e controlo das doengas
raras, realizadas no Departamento de Genética Humana (DGH) desde 1975.

_Abstract

Rare diseases are characterized by a wide range of signs and symptoms
that vary not only from disease to disease but also among patients suf-
fering from the same clinical condition. Rare diseases not only affect
sick individuals, but also have a major impact on families, friends, care-
takers and society. Early diagnosis and evidence-based initiation of
treatment are important factors in reducing the impact of a rare disease
on adulthood. Rare diseases are a public health issue recognized by
the European Commission and by the World Health Organization ("2,
A delay in diagnosis may represent that an opportunity was missed for
a timely intervention whereas a correct diagnosis may reveal the exist-
ence of a rare unsuspected underlying disease. The aim of this work is
to present the effective contributions of the National Institute of Health
Doutor Ricardo Jorge to the National Health System in the context of re-
search, diagnosis, prevention and control of rare diseases, which have
been performed since 1975 in the Human Genetics Department.
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_Introdugéo

As doencas raras sao numerosas, de natureza heterogénea
e geograficamente diferentes. Estas doencas sdo raramen-
te evitaveis ou curaveis, a maioria tem uma evolucao cronica
e muitas resultam em morte prematura. Apesar da sua he-
terogeneidade, os doentes raros partilham pontos comuns
relacionados com a raridade da doenca, 0 que exige uma
abordagem abrangente de saude publica. Os desafios de-
correntes da baixa prevaléncia, falta de conhecimento e es-
cassez de especializacao clinica e laboratorial, bem como a
sua natureza cronica, degenerativa e com risco de vida, le-
varam as doencgas raras a emergir como uma prioridade de
satde publica na Europa (3).

Na Europa, uma doenca é considerada rara quando afeta
menos do que uma em 2000 pessoas. No total os doentes
raros perfazem cerca de 30 milhdes de cidadaos da Uniao
Europeia, ou seja, 6% a 8% da populacdo em que 50% des-
tes sdo criancas.

Das mais de 6000 doencas raras, 80% sao de origem gené-
tica sendo caracterizadas por uma grande diversidade de
fendtipos e gravidade variavel. Dada a sua natureza incapa-
citante, tém também forte impacto na familia (por exemplo, a
nivel social, econémico, reprodutor) e na sociedade exigindo
apoios em multiplas areas (ensino, saude, formacao profis-
sional, transportes, etc.). Um dos problemas do doente raro
¢ a auséncia de um diagnostico ou um diagnéstico incorreto
da sua doenca, sendo que o diagnostico e o tratamento pre-
coces sdo fatores determinantes na reducdo do impacto da
doenca na vida adulta.

Em Portugal, a situacdo das doencas raras nao é completa-
mente conhecida dada a inexisténcia de um registo Unico
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adequado a estas doencgas, bem como o reduzido nimero e
extenséo dos estudos epidemiolégicos realizados até a data.

Desde 1975 que o DGH do INSA, I.P., tem contribuido de
forma efetiva em matéria de controlo das doencgas raras no
SNS através da investigagao, formacao, e de um investimen-
to constante e progressivo na disponibilizacdo de novos tes-
tes genéticos de apoio a clinica. Neste Departamento sao
realizados atualmente testes genéticos para mais de 500 do-
encas raras (Figura 1), assumindo-se como o maior Labora-
torio de Genética Humana do sector publico nacional para o
diagndstico laboratorial de patologias genéticas. No ambito
da sua politica de desenvolvimento e qualidade, é acreditado
desde 2014 pelo Instituto Portugués de Acreditacao (IPAC) no
ambito da norma NP EN ISO 15189 (4) para varios testes ge-
néticos, assegurando assim uma oferta de elevada qualidade
e de acordo com critérios e recomendacgdes internacionais.
O DGH ¢ o laboratorio de referéncia em Portugal da Interna-
tional Society of Paediatric Oncology European Neuroblas-
toma (SIOPEN) e do rastreio neonatal metabdlico (através do
Programa Nacional do Rastreio Neonatal - PNRN). Ainda no
ambito da qualidade, tem colaborado no desenvolvimento de
legislag@o especifica para o licenciamento de laboratérios
que executam testes de genética médica em Portugal (5) de
acordo com as melhores praticas, bem como na elaboragao
de orientagdes internacionais (6).

O objetivo primordial do diagnéstico é o tratamento especi-
fico e atempado, quando possivel, e 0 aconselhamento ge-
nético do paciente e da familia (Figura 2). Como exemplo,
temos o PNRN cujo principal objetivo é o de rastrear e diag-
nosticar, nas primeiras semanas de vida, as patologias que
fazem parte do painel das 26 doencas que, uma vez identi-
ficadas, permitem o tratamento precoce e evitam a ocorrén-
cia de atraso mental, de doenca grave irreversivel ou a morte
da crianca. Junto do DGH funcionam a Comissao Técnica
Nacional e a Comissao Executiva do PNRN, a Comissao Co-
ordenadora do Tratamento das Doencas Lisossomais de So-
brecarga e o Registo Portugués de Paramiloidose.

No campo das doencas raras € também importante conscien-
cializar o publico em geral, os profissionais de salde e 0s to-
madores de decisdo sobre estas doencas e 0 seu impacto
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social, além das consequéncias diretas na satde dos proprios
individuos afetados.

O doente raro, mas também os profissionais de salde, en-
frentam diversos problemas éticos estando estes geralmente
relacionados com a disponibilidade de um diagndstico clinico,

Figura 1: Testes genéticos em doengas raras.

Disponibilizacdo de testes genéticos de:
Citogenética, incluindo citogenética molecular
Genética molecular

Genética bioguimica

Para >500 doencas raras, exemplos
= Cancro hereditario (mama/ovario e colorretal)
= Cancro raro (neuroblastoma)
= Cromossomopatias
= Doencas do desenvolvimento sexual
= Doencas hemorragicas hereditarias
= Doencas hereditarias do metabolismo
- Doengas mitocondriais
- Doengas Lisossomais de Sobrecarga
- Doengas peroxissomais
- Aminoacidopatias
- Acidurias organicas
- Doengas da B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos
- Doengas dos neurotransmissores
- Doengas do metabolismo da creatina
- Doencas do ciclo da carnitina
- Defeitos congénitas da glicosilagao
- Galactosemias
- Glicogenoses hepaticas e musculares
- Doencgas do metabolismo do colesterol
- Ceroide Lipofuscinoses
- Porfirias
= Fibrose quistica
= Hemoglobinopatias
" Hemocromatose hereditaria
= Infertilidade masculina
= Fatores genéticos de risco trombético
= Malignidade hematolégica
= Polineuropatia Amiloidética Familiar

= Trombofilias hereditarias
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a abordagem desigual nos cuidados de salde, 0s servicos
sociais inadequadamente preparados, bem como a indispo-
nibilidade de terapia e de medicamentos 6rfaos (7).

Figura 2: 2 O DGH Interliga a hipdtese de diagndstico clini-
co inicial com a investigagcdo e desenvolvimento
(implementagao de tecnologia e/ou caraterizagéo
estrutural e funcional de novas variantes genéti-
cas) e com a disponibilizagdo do teste genético
para confirmagao do diagnéstico.

Teste
genético
INSA
Hipotese de Laboratério do Confirmacdo do
diagnéstico clinico Estado diagnéstico
DGH

Implementacdo

1&D

Caraterizacao de
novas variantes
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_Métodos

O DGH aplica metodologias de epidemiologia, genética médi-
ca, citogenética/citogenética molecular, genética bioquimica,
genética molecular e celular, quer em diagndéstico pré-natal,
neonatal e pos-natal. Estas metodologias sao utilizadas de
forma integrada por pessoal técnico e cientifico especializa-
do, trabalhando geralmente em equipas multidisciplinares.
De forma a estudar anomalias cromossomicas constitucio-
nais sdo utilizadas diferentes abordagens como por exemplo
citogenética convencional, Fluorescent In Situ Hybridization
(FISH), Multicolor-Fluorescent In Situ Hybridization (M-FISH),
e microarrays, 0s quais também permitem detetar perdas
de heterozigotia. Os métodos da genética molecular humana
sao aplicaveis ao diagnostico de diferentes doencas raras e
a investigacao das mesmas, incluindo patologias com com-
ponente genética de suscetibilidade ou predisposi¢ao. Neste
ambito, as técnicas de sequenciagao e genotipagem de DNA
s&o amplamente utilizadas, sendo o DGH dotado de equipa-
mento de ponta contando com dois equipamentos automa-
tizados de capilares para sequenciacédo de Sanger e trés
plataformas de sequenciacdo de nova geragéo. Ao longo dos
anos, as atividades de investigacdo e desenvolvimento reali-
zadas no DGH registaram uma evolucéo significativa, com
natural reflexo na vertente de prestacdo de servicos especiali-
zados e na caraterizacdo funcional de variantes da sequéncia
de DNA com significado clinico desconhecido (Figura 3). Séo
exemplos disto a recente implementacao do teste de rastreio
pré-natal ndo invasivo de aneuploidias no SNS e a aplicacdo
da sequenciacdo na identificagdo das alteracdes cromosso-
micas e genémicas estruturais (8).
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Exemplo de uma abordagem multidisciplinar a uma doenga rara, a Fibrose Quistica.

Caracterizacao
de alteracoes
encontradas no gene
CFTR 4]

Identificado alvo
para intervencdo
farmacoldgica 17

Participacdo num
estudo Europeu para
a FQ sl

Aumento da eficdcia de
farmaco para a FQ ['d

1990 1994

Fibrose Quistica (FQ)

2015 2019

inicio da participacdo Acreditacdo do teste Acreditacdo do teste Acreditacao do teste

em programas de genético FQ genético FQ genético FQ
AEQ [1®1 P6s natal Pré natal Neonatal
1994 2014 2018 2019
Gene CFIR

Introducéo da FQ

12 Diagnéstico 12 Detecao de portador 12 Diagndstico

. Rastrei
Rastreio neonatal de FQ assintomatico de FQ Pré natal de FQ no nastreio
Neonatal [2) [13]
1989 1989 1990 2019

_Resultados

De 1975 a 2007 a atividade do DGH realizou-se exclusiva-
mente no INSA em Lisboa. Em 2007, em consequéncia da
fusdo do Instituto de Genética Médica Jacinto Magalhaes
(IGMJM) com o INSA, as atividades de genética médica,
geneética molecular, genética bioquimica, citogeneética, ras-
treio neonatal, e investigacdo foram integradas no DGH.
Desde 2013, das atividades que vieram do IGMJM, apenas
o rastreio neonatal, os testes de genética bioguimica asso-
ciados ao mesmo e a investigagdo permaneceram no DGH.
Todos os anos sdo executados no DGH mais de 6000 tes-
tes genéticos de citogenética (incluindo a citogenética mo-
lecular), genética molecular e genética bioquimica, visando
o diagnoéstico de individuos com doenga genética e a pre-
vencao (priméaria) da ocorréncia de novos casos de doenga,
através da (i) identificacdo de portadores assintomaticos,
(ii) da identificacao de casais com risco acrescido de terem
descendéncia afetada (Figuras 4, 5, 6) e (iii) do diagnésti-
co pré-natal (Figura 7). Por outro lado, no que diz respeito
ao PNRN (que sucedeu, em 2019, ao Programa Nacional
de Diagnostico Precoce - PNDP), sdo processadas cerca
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de 86000 amostras/ano, que correspondem a todos 0s
recém-nascidos em Portugal.

No que diz respeito a execucao de atividades de investiga-
cao e desenvolvimento de natureza epidemioldgica, etiopa-
togénica e clinica, o DGH publica anualmente mais de trés
dezenas de artigos em revistas internacionais indexadas e
oito em revistas nacionais. Sendo a captacao de financia-
mento para o desenvolvimento destas atividades um aspe-
to essencial, e dos cerca de vinte e cinco projetos/ano do
DGH, destaca-se a participacao em dois projetos internacio-
nais direcionados as doencas raras, o “EUCERD Joint Ac-
tion: working for rare diseases” (2015) e o “European Joint
Program for Rare Diseases” (em curso) e trés projetos nacio-
nais, o “Desvendar - DEScobrir, VENcer as Doengas rARas”
financiado pelo Norte2020, o “ Defeitos genéticos das doen-
cas mitocondriais: abordagem por sequenciacdo de nova
geracgao” financiado pela Fundagao para a Ciéncia e a Tecno-
logia (FCT) e desenvolvido em colaboracao com trés grandes
Centros Hospitalares do nosso pais e o “Citogenética de proé-
xima geracao irrompe nos cuidados de saude e contribui para
a anotacao do genoma humano”, financiado também pela FCT
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e que contou com a cooperacdo da Harvard Medical School.
Nestes projetos, a abordagem da sequenciagdo genémica na
identificagao das alteragdes cromossomicas e gendmicas es-
truturais permitiu identificar a base gendmica/molecular das
patologias em cerca de 50% dos doentes investigados e por
fim a “odisseia do diagndstico” por que passam estes doentes
com doenca rara e seus familiares e cuidadores.

Desde ha véarios anos, salienta-se ainda a capacidade de-
monstrada na caraterizagao de variantes classificadas com
significado clinico desconhecido. Por exemplo, foi possivel
classificar uma variante encontrada numa familia de Polipo-
se Adenomatosa Familiar como patogénica através de estu-
dos complementares efetuados no DGH (9).

No DGH, a formacéo e sensibilizagao para as doengas raras
tem sido efetuada através da capacitagdo de novos profissio-
nais de saude (médicos e técnicos de laboratério) e investiga-
dores, sendo dada formagdo complementar especializada a

Tabela 1:

Atividades

Prevengéo (secundaria) das complicagdes da doenga nos individuos
afetados, através do rastreio neonatal (o chamado “teste do
pezinho”) e do diagnéstico precoce - Programa Nacional do
Rastreio Neonatal

Realizagao de testes genéticos visando o diagndstico clinico
(incluindo o diagndstico pré-sintomatico), nas populagdes
pediatrica e adulta

Execucdo de atividades de investigacdo e desenvolvimento de
natureza epidemioldgica, etiopatogénica e clinica.

Capacitacdo de novos profissionais de salde (médicos e técnicos
de laboratério) e investigadores.

Colaboracgédo no processo de licenciamento de laboratérios para a
execugao de testes de genética médica de acordo com as melhores
praticas.

Reflexao bioética nas vertentes assistencial e de investigacéo,
nomeadamente através dos pareceres da Comisséo de Etica para
a Saude

Apoio cientifico, técnico e logistico as associagdes de doentes.
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cerca de 4 estagiarios por ano. Por outro lado, 0 apoio cientifi-
co, técnico e logistico demonstrado as associagdes de doen-
tes constituem também um contributo de suporte ao doente
raro e seus familiares. Até a data foram assinados protocolos
com a APOFEN - Associagao Portuguesa de Fenilcetondria e
outras Doencas Hereditarias do Metabolismo (DHM) proteico
e com a associacao Rarissimas, e tém sido desenvolvidos es-
forcos para apoiar a nova organizagao agregadora das asso-
ciacdes de doencas raras.

Registam-se ainda como resultados a reflexdo bioética nas
vertentes assistencial e de investigacdo, nomeadamente atra-
vés dos pareceres da Comissao de Etica para a Saude, parti-
cipagdo em vérias outras Comissdes de Etica Nacionais e a
publicacéo do livro “Biobancos e investigacao genética: orien-
tages éticas” (10).

Na tabela 1 resumem-se as atividades e os resultados do
DGH em matéria de controlo das doengas raras no SNS.

Resumo das atividades do controlo das doengas raras no SNS e respetivos resultados do DGH.

Resultados do DGH

Rastreio de todos os recém nascidos em Portugal

Realizagao de aproximadamente 6000 testes genéticos/ano

Cerca de 25 projetos de 1&D/ano, a maioria em doengas raras
Publicagdo média anual de 35 artigos em revistas internacionais

e 8 em revistas nacionais

Aproximadamente 4 estagios/ano

Portaria 167/2014 - Licenciamento de laboratérios de genética
médica

Elaboragdo do Manual de Boas Préaticas para Laboratérios de
Genética Médica

Participacdo em vérias comissdes de ética nacionais
Publicagdo “Biobancos e investigag@o genética: orientagdes
éticas”

Protocolo assinado com APOFEN -Associagdo Portuguesa de
Fenilcetonuria e outras DHM proteico

Protocolo assinado com as Rarissimas

Apoiar a nova organizagao agregadora das associacoes de
doencas raras
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Figura 4: [1 Nimero de testes de genética molecular realizados

N.° de testes

no DGH nos Ultimos 10 anos com vista ao diagndsti-
co de individuos com doenga genética e a prevengéo
(primdria) da ocorréncia de novos casos de doenga,
através da identificagdo de (i) individuos afetados
(caso index) e (ii) portadores assintométicos.

Genética molecular

1600

1400

1200

1000
800

600

200 —

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Ano

[0 Caso index [ Pré-sintoméatico/Portador

Figura 5: [ Nimero de testes de citogenética e citogenética

N.° de testes

molecular, realizados no DGH nos Gltimos 10 anos
com vista ao diagndstico de individuos no periodo
pés-natal.

Citogenética, incluindo citogenética molecular

1600

1400

1200

1000 —

S B B DR B a e Ee B N

200N B B2 B B B B BB

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Ano

[ Poés-natal [ Pés-natal citogenética molecular

Figura 6: Nimero de testes de genética bioquimica realizados

N.° de testes

no DGH nos tltimos 6 anos com vista ao diagnéstico
de individuos com doencga genética, & identificacdo
de casais com risco acrescido de terem descendén-
cia afetada e a monitorizagéo de terapéutica.

Genética bioquimica

14 000

12 000

10 000

8 000

6000

4000

2000

2013 2014 2015 2016 2017 2018

Ano

Figura 7: £2 Nimero de testes de DPN realizados no DGH nos

N.° de testes

Gltimos 10 anos. Os DPN de genética molecular
e genética bioquimica representam apenas 2-9%
de todos os DPNs realizados. A partir de 2015,
verifica-se um aumento do DPN de citogenética
molecular em detrimento dos testes de citogenéti-
ca convencional.

Diagnostico pré-natal

2000
1500
1000
500
0
2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Ano
[ DPN citogenética [ DPN citogenética molecular

(@@ DPN genética molecular [ DPN genética bioquimica
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_Conclusdes e perspetivas futuras

Enquanto parte integrante do INSA, IP, que se constitui
como o laboratério do Estado no setor da salde, laboraté-
rio nacional de referéncia e observatorio nacional de saude,
0 DGH aborda a doenca rara de uma forma multidisciplinar
(Figura 3). A sua histéria e desenvolvimento ao longo de
quase 45 anos integram amplas e diversificadas areas de
investigacdo. Embora a investigagdo em genética humana
tenha sofrido muitas mudangas no que é comummente cha-
mado de "era pds-genomica”’, a sua missao principal, no
que diz respeito a investigacao, diagnéstico e prevengao
das doencas raras no SNS ndo mudou, sendo 0 nosso obje-
tivo prestar servicos cada vez mais diferenciados e realizar
investigagao cientifica com o mais alto padrao de excelén-
cia e relevancia.

Os resultados dos testes genéticos, conjugados com o
aconselhamento genético, contribuem diretamente para a
prevengao da doenca rara no contexto familiar e da salude
publica (populacional). Considera-se atualmente que a se-
quenciagdo do genoma humano nas suas diferentes abor-
dagens dara um forte contributo para a identificagdo do
defeito genético associado a diversas doencas genéticas
humanas, ainda sem diagndéstico etioldgico. A medicina ge-
nomica (abordagem gendmica) permitira melhorar significa-
tivamente os cuidados personalizados da genética médica.
No entanto, e apesar do progresso na investigagéo relacio-
nada com as doencas genéticas, em que cerca de 20% dos
genes codificadores de proteinas foram positivamente as-
sociados a um ou mais fendtipos de doenca até ao momen-
to, destaca-se o enorme trabalho de investigacdo que ainda
necessita de ser efetuado (11).

As DHM, um importante grupo das doencas raras, tém sido
um foco constante de atencéo relevante do DGH h& mais de
40 anos e para as quais ja existem no nosso pais Centros de
Referéncia para o Tratamento (Despacho n.° 3653/2016). No
entanto, as doencas raras continuam a representar um gran-
de desafio para a investigacdo, destacando-se por um lado o
aumento da necessidade de cooperacéo e partilha de conhe-
cimento e, por outro lado, a canalizacao de esforgos em dire-
¢ao a mais centros de referéncia dedicados para desenvolver
e oferecer capacitacdes multidisciplinares. Serdo estes 0s
desafios que teremos de enfrentar num futuro proximo?
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