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_Resumo

As Doenga Raras apresentam uma incidéncia inferior a 5 casos em cada
10.000 pessoas, estando identificadas cerca de 7.000 a nivel mundial,
das quais 80% sao origem genética. Estima-se que em Portugal existam
600.000 a 800.000 doentes portadores destas patologias. O projeto de
investigacdo DESVENDAR “DEScobrir, VENcer as Doencas rARas”, finan-
ciado pelo Norte 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-000014), possibilitou a
implementagdo da tecnologia de sequenciagdo de nova geragao (NGS) no
nosso laboratério, contribuiu para grandes avangos no diagnéstico genéti-
co das doengas hereditarias do metabolismo, uma vez que tem a capacida-
de de gerar uma enorme quantidade de dados num curto espago de tempo
e a um custo acessivel, fornecendo informacg6es importantes aos profissio-
nais de salde e aos doentes, no ambito da medicina personalizada. A
translagao de conhecimentos de NGS para a area de prestagao de servigos
permite obter um diagndstico preciso destas doencas raras, detetar com
maior celeridade a existéncia de casos semelhantes e diminuir o peso no
Sistema Nacional de Salude devido a tratamentos paliativos prolongados
e pouco especificos. Esta investigagdo translacional estd a capacitar
0 nosso pals com novas abordagens tecnoldgicas, reforgando o nosso
Centro como laboratério de referéncia para o estudo destas patologias.

_Abstract

Rare Diseases have an incidence of less than 5 cases per 10.000 people,
with around 7.000 identified worldwide, being 80% of genetic origin. It
is estimated that in Portugal there are 600,000 to 800,000 patients with
rare diseases. The research project DESVENDAR “DEScobrir, VENcer
as Doencgas rARas”, funded by Norte 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-

000014), allowed the implementation of Next Generation Sequencing
(NGS) technology in our laboratory, which is underlying major advances
in genetic diagnosis of rare metabolic diseases, as it has the capacity to
generate a huge amount of data in a short time and at an affordable cost,
providing practical information to health professionals and patients within
the scope of personalized medicine. The translation of NGS knowledge to
the laboratorial routine is facilitating a better understanding of these rare
diseases and is allowing a quicker detection of similar cases, reducing
the costs in the national health system due to prolonged and unspecific
palliative treatments. This translational research is enabling our country
with new technological approaches, strengthening our Center as a refer-
ence laboratory for the study of these pathologies.
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_Introdugéo

Na Uniédo Europeia, as Doencas Raras (DR) sao definidas
por uma prevaléncia inferior a 5 casos por 10 000 pessoas
(Decisao 1295/1999/CE do Parlamento Europeu e do Conse-
lho de 29-04-1999), afetando, segundo as ultimas estatisti-
cas publicadas, cerca de 6 a 8% da populacao. Em Portugal,
estima-se que existam 600.000 a 800.000 portadores des-
tas doencas. O numero total de DR é cada vez maior, sendo
estimado que, a cada semana, sejam descritas cinco novas
doencas a nivel mundial.

No nosso pais a verdadeira dimensao do problema permane-
ce desconhecida, dada a inexisténcia de uma identificacao
adequada destas doencas, bem como o reduzido numero
e dimensao dos estudos epidemioldgicos realizados até a
data. No entanto, a publicagdo da Estratégia Integrada para
as DR 2015-2020 esta a melhorar o conhecimento destas do-
encas no pais (1). De acordo com a literatura, cerca de 25%
dos doentes espera pelo diagndstico definitivo entre 5 a 30
anos apds o aparecimento dos primeiros sintomas (2). Este
facto é revelador das dificuldades com que se deparam 0s
doentes afetados por estas doengas. O progndstico destes
doentes é, em geral, desfavoravel, sendo as DR responséveis
por 35% da mortalidade antes da idade de 1 ano, 10% entre
0s 1 e5anos e 12% entre 0s 5 e os 15 anos (3). A gestao das
DR exige além da prestacao de cuidados de saude altamen-
te especializados, uma agao intersectorial conjunta para a
consensualizacdo de boas praticas para a utilizacéo eficiente
dos recursos, partilha de bases de dados, definigao de prio-
ridades, fornecimento de informagao detalhada aos doentes
e monitorizacao dos resultados de avancos na investigacéo.
Torna-se assim imperioso aprofundar a investigacéo focan-
do estas patologias, com vista a aumentar o conhecimento
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sobre as suas bases moleculares e, consequentemente, me-
Ihorar o diagnostico dos doentes raros tornando mais célere
e mais precisa a resposta aos clinicos, facilitando o acesso
dos doentes a terapia, quando existente, ou a informacao.
Note-se que a informacao, por si s6, é ja uma enorme mais-
valia na area das DR de base genética uma vez que permi-
te oferecer as familias afetadas aconselhamento genético,
despiste de portadores e mesmo diagndéstico pré-natal. A
identificacdo da causa de uma DR representa, tanto para a
familia afetada como para a comunidade médico-cientifica,
um enorme avango.

A Unidade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
no Porto, é o braco laboratorial do Programa Nacional do
Rastreio Neonatal, sendo dos Unicos centros de investiga-
cao do Ministério da Saude exclusivamente dedicados ao
estudo das Doengas Hereditarias do Metabolismo (DHM). O
INSA, enquanto laboratério de estado, conjuga as vertentes
de investigacado e desenvolvimento (I&D) e de prestacéo de
servicos. Assim, esta investigacao translacional permitiu a
transferéncia de conhecimentos e técnicas resultantes de
abordagens de 1&D no a&mbito do estudo das doengas raras,
para a érea assistencial, de modo a serem disponibilizados
como prestacao de servigos pelo INSA.

_Objetivo

O principal objetivo desta investigacéo foi implementar a tec-
nologia de NGS para a investigacdo da etiologia molecular de
DR e transferir os respetivos conhecimentos e técnicas resul-
tantes destas abordagens de investigacdo para a unidade de

prestacdo de servigos, com base na medicina personalizada.

_Doentes e métodos

Em 2016 foi adquirido para 0 nosso laboratério um Sequencia-
dor de Nova Geragao, MiSeq (lllumina), ao abrigo do projeto
DESVENDAR “DEScobrir, VENcer as Doencas rARas”, finan-
ciado pelo Norte 2020 (NORTE-01-0246-FEDER-000014). Se-
guidamente foi implementada a tecnologia de NGS para a
investigacdo da etiologia molecular de DR, permitindo assim
a identificac&o de novas mutacdes causadoras de doenca de
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uma forma mais répida e eficaz através do desenvolvimento
de novos testes de diagndstico.

Foram estudados 335 doentes pediatricos e adultos com ida-
des compreendidas entre 1 dia e 0s 80 anos, provenientes de
varios Centros Hospitalares do pais, com suspeita de doenca
genética de origem metabdlica.

Para a preparacao das amostras foi utilizado DNA genémico
extraido a partir de sangue periférico, utilizando o kit QlAamp
DNA Blood (QIAGEN).

Foram utilizados diferentes painéis de genes para as varias
DHM, desenhados especificamente e de acordo com a meto-
dologia SureSelect QXT da Agilent, aplicados a investigagao
de doencas metabolicas (Aminoacidopatias, Acidurias Organi-
cas, Doengas da B-oxidagdo Mitocondrial dos Acidos Gordos
e Glicogenoses), Doencas Mitocondriais (4), Doencas Lisosso-
mais de Sobrecarga e Doengas Peroxissomais ().

Os resultados foram analisados utilizando programas de ana-
lise disponiveis (Surecall e Annovar). As variantes foram filtra-
das através de uma pipeline bioinformatica desenvolvida in
house, tendo em conta o tipo de mutagao, a frequéncia popu-
lacional, a presenca em bases de dados (dbSNP, HGMD, Clin-
Var, etc) e preditores in-silico (6.

_Resultados

Através da sequenciagao dos varios painéis de genes asso-
ciados a DHM nos 335 doentes investigados obteve-se uma
profundidade de leitura média de 213x por amostra. A média
de variantes identificadas para cada amostra foi de 422 e
apos a analise destas, filtrando através de varios parametros,
identificamos a variante ou variantes causais em 97 casos es-
tudados (29%). Das 103 variantes identificadas, 42 eram va-
riantes patogénicas descritas na literatura, 17 novas variantes
provavelmente patogénicas e 44 novas variantes de significa-
do clinico incerto (VUS). Para averiguar a patogenicidade das
VUS identificadas esta em curso o desenvolvimento de estu-
dos funcionais. Todas as variantes causais foram confirmadas
pelo método de Sanger e efetuaram-se estudos familiares de
co-segregacao. Nos restantes 238 doentes em que ndo se
identificou nenhuma variante suspeita, iremos prosseguir o
estudo através da sequenciacao do exoma clinico (Figura 1).
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Figura 1: [/ Resultados do estudo de 335 doentes suspeitos de Doengas Raras
analisados por NGS.

20 335 doentes analisados por NGS

97 Positivos (29%) J) 238 Negativos (71%) J)
- 42 variantes patogénicas descritas na literatura
> 17 novas variantes provavelmente patogénicas

> 44 novas variantes de significado clinico incerto (VUS)
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_Discusséo Figura 2: [ Painéis de genes disponibilizados

como prestagéo de servigos pelo

O recente desenvolvimento da tecnologia de NGS revolucio-
nou o diagndstico molecular das DR de base genética, que

INSA.

em geral ndo tém biomarcador patognoménico. O presente Painéis de NGS N° genes
estudo possibilitou esclarecer a etiologia molecular de 29% DNA mitocondrial completo 37
dos doentes estudados, permitindo o seu diagnéstico defi- Doengas Mitocondrials (genes nucleares) 202
nitivo. Doengas Lisossomais de Sobrecarga
Aimplementacdo desta tecnologia de NGS esté a contribuir Doengas Peroxissomais 0
para a melhoria significativa da capacidade de diagndstico Doengas da B-oxidagéo mitocondrial dos 30
instalada, incrementando a oferta de prestagéo de servicos Acidos Gordos
com novos testes diagndsticos para DR (Figura 2), mais ra- Glicogenoses 22
pidos, precisos e potencialmente rentaveis. e 14
A identificacao da causa de uma DR diminui a ansiedade da fabdomiolise %
familia e permite a melhoria da condicdo do doente através ripoglicemia %
do acesso a cuidados especificos. SR o
Exoma Clinico ou Mendelioma ~5.000
Exoma Completo ~20.000
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_Concluséo

Esta investigagao translacional estd assim a proporcionar o
desenvolvimento de uma medicina personalizada com trata-
mentos orientados para cada doente e para um aconselha-
mento genético adequado as familias afetadas. Possibilitara
ainda a comunidade médico-cientifica compreender melhor
a etiologia das DR, detetar com maior celeridade a existén-
cia de casos semelhantes e reforcar o nosso Centro como
laboratério de referéncia para o estudo destas patologias.
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