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Resumo

Reconhecendo a importancia e o impacto das patologias hemorragicas heredi-
tarias na saude humana, o Departamento de Genética Humana (DGH) do INSA
foi o primeiro laboratério em Portugal a realizar a abordagem molecular destas
doengas, com o objetivo inicial de identificar portadoras e possibilitar a realiza-
¢ao de diagnosticos pré-natais (DPNs) em familias com hemofilias A e B. Desde
os primeiros estudos dedicados a identificagdo do alelo de risco, passando
pela caracterizag@o de variantes patogénicas através da analise exaustiva dos
genes, pelo estabelecimento de correlagdes gendtipo-fendtipo e pelo esclareci-
mento de mecanismos patogénicos, a investigacao tem acompanhado os avan-
cos metodologicos. Concomitantemente, o ambito das patologias estudadas
foi alargado a doenca de von Willebrand e as deficiéncias dos fatores VII, Xl e,
mais tarde, a deficiéncia de fator V. A investigagao passou também a abranger
trombofilias hereditarias, nomeadamente as deficiéncias de proteina C, proteina
S e antitrombina Ill, incluindo ainda os fatores genéticos de predisposicao para
trombose.

O trabalho desenvolvido no DGH nesta area foi pioneiro na caracterizagdo mo-
lecular de patologias hemorragicas e tromboticas hereditarias na populagéo
portuguesa, tendo permitido a determinagdo da etiologia e caracterizagdo mo-
lecular destas patologias em cerca de 1.000 familias da nossa populagéo, bem
como o conhecimento do espectro de variantes nos diferentes genes e a ado-
¢ao, em cada caso, das estratégias de analise mais adequadas. Foi determina-
do o estado de portador em mais de 1.600 familiares e realizaram-se 75 DPNs.
Com o constante acompanhamento dos avangos cientificos e tecnoldgicos,
incluindo o recurso a sequenciagao de nova geragéo, alargamento das patolo-
gias e respetivos genes, bem como das familias estudadas, o DGH continua a
ser uma referéncia nacional nesta area.

_Abstract

Recognising the importance and impact of hereditary bleeding disorders on
human health, the Department of Human Genetics (DGH) of INSA was the
first laboratory in Portugal to undertake the molecular approach to these
diseases, with the initial objective of identifying carriers and enabling the
performance of prenatal diagnoses (PNDs) in families with haemophilia A
and B. From the earliest studies dedicated to identifying the risk allele,
through the characterisation of pathogenic variants via exhaustive gene
analysis, the establishment of genotype-phenotype correlations, and the
elucidation of pathogenic mechanisms, the research has accompanied the
methodological advances. Concurrently, the scope of studied pathologies

was expanded to include von Willebrand disease and deficiencies of factors
VII, XI, and later, factor V deficiency. Research also came to encompass
hereditary thrombophilias, namely deficiencies of protein C, protein S, and
antithrombin Ill, as well as genetic factors predisposing to thrombosis.

The work carried out by the DGH in this field was pioneering in the molecu-
lar characterisation of hereditary bleeding and thrombotic disorders within
the Portuguese population, enabling the determination of the aetiology and
molecular characterisation of these conditions in around 1,000 families
from our population, as well as providing knowledge of the spectrum of
variants across different genes and the adoption, in each case, of the
most appropriate analytical strategies. Carrier status was determined in
more than 1,600 relatives, and 75 PNDs were performed. With constant
monitoring of scientific and technological advances, including the use of
next-generation sequencing, expansion of the range of disorders and their
respective genes, as well as the families studied, the DGH continues to be
a national reference in this area.

_Introdugéo

As doengas hemorragicas e trombdéticas hereditérias, ainda
que raras, representam um desafio clinico e de saude publica
devido ao risco de complicacbes graves e a necessidade
de tratamento especializado e prolongado. De entre as
doencas hemorragicas, destacam-se as deficiéncias de
Fator VIII (hemofilia A) e de Fator IX (hemofilia B), associadas,
respetivamente, aos genes 8 e F9. A hemofilia A apresenta
uma incidéncia de cerca de 1/5.000 individuos do sexo mas-
culino, enquanto a hemofilia B ocorre em aproximadamente
1/25.000. A doenca de von Willebrand, associada ao gene
VWEF, ainda que mais frequente, manifesta-se muitas vezes
de forma ligeira e é subdiagnosticada. Outras deficiéncias
hemorragicas, mais raras, incluem as dos fatores VIl e Xl
(genes F7 e F11, respetivamente). No grupo das trombofilias
hereditarias, salientam-se as deficiéncias de Antitrombina IlI
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(SERPINCT), Proteina C (PROC) e Proteina S (PROST),
com prevaléncia inferior a 0,5%. As variantes FVLeiden
(NM_000130.4:¢.1601G>A, p.(Arg534GIn)) e Protrombina
G20210A (NM_000506.5:¢.*97G>A), mais comuns na popu-
lagdo, estdo ambas associadas a um risco aumentado de
eventos tromboticos.

O diagndstico precoce destas patologias é essencial para
prevenir complicacdes, como hemorragias espontaneas ou
tromboses recorrentes. Neste contexto, o diagndstico mo-
lecular assume um papel determinante, permitindo a identi-
ficacdo das variantes genéticas associadas a cada quadro
clinico, orientando a estratégia terapéutica e permitindo a
identificagao de portadoras e um aconselhamento genético
mais preciso as familias em risco. O diagndstico pré-natal
(DPN), quando clinicamente indicado, representa um recur-
so valioso para familias com estas patologias, permitindo
decisdes informadas e um planeamento atempado dos cui-
dados médicos.

Desde 1987, o Departamento de Genética Humana (DGH)
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
através da implementacdo de diversas metodologias de
diagnéstico e de investigacdo molecular aplicada, incluindo
a abordagem inovadora da sequenciagao de nova geracao
(NGS), e em estreita colaboragédo com centros clinicos de
referéncia, tem possibilitado a identificag@o da base genéti-
ca e da patologia molecular destas doencas na populacdo
portuguesa, bem como a melhoria dos cuidados de saude
prestados a doentes com patologias trombo-hemorragicas.

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivos principais: i) a revisdo dos
estudos moleculares desenvolvidos no Departamento de Ge-
nética Humana do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricar-
do Jorge no ambito da identificagdo da base e da patogénese
molecular das patologias hemorragicas e trombdticas heredi-
tarias da populacdo portuguesa; ii) a analise do impacto dos
resultados nos cuidados de saude e na prevencéo da doenca;
e iii) a identificagdo das especificidades de cada patologia,
sempre num contexto de investigacdo aplicada e na perspeti-
va de alargamento ao estudo de outras patologias.

_Materiais e métodos

A extracdo de DNA gendmico a partir de amostras de sangue,
de liquido amniotico ou de vilosidades coridnicas foi realizada
por métodos manuais ou automatizados.

A identificacdo da base molecular das patologias acompa-
nhou a evolugao tecnoldgica. Nos primeiros estudos, a restri-
cao enzimatica e o Southern blotting foram as metodologias
mais usadas para 0s estudos de linkage e estabelecimento de
estados de portadora, tendo sido também a primeira metodo-
logia utilizada na detecdo das inversdes envolvendo o intrdo
22 do gene F8 (INV22).

Até a automatizacé@o da sequenciagao de Sanger, a andlise de
conformagao de DNA em cadeia simples (SSCP) () foi utiliza-
da em larga escala como método de rastreio de variantes, e
constituiu-se como método de diagnéstico direto no caso de
variantes conhecidas; a analise por DHPLC foi também utiliza-
da nalguns casos como método de rastreio.

A amplificacdo enzimatica de DNA (PCR) das regides
codificantes, intrénicas adjacentes e reguladoras relevantes dos
genes, seguida de sequenciagao de Sanger, tem sido 0 método
mais utilizado na identificagdo e confirmagdo de variantes
de nucledtido Unico (SNVs) e pequenas insergoes/delegoes
(indels), continuando como gold standard. A PCR é usada na
pesquisa das inversdes INV22 (PCR longo) e INV1 do F8 (2:3),
A PCR especifica de alelo (ARMS, amplification refractory
mutation system) é utilizada em contextos especificos para
detegao de variantes, incluindo a versao ARMS fluorescente.

A Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
é utilizada para identificacdo e confirmacado de delecdes ou
duplicacdes.

Recentemente, foi desenvolvido e validado um painel
customizado de sequenciacdo de nova geracdo (NGS)
permitindo de forma mais célere e com custos inferiores, a
analise simultanea de varios genes, incluindo os associados
a patologias hemorragicas e trombédticas.
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_Resultados e discussao

No seguimento da publicacdo da estrutura dos genes F8 e F9
(4.5), o Centro de Genética Humana (atual DGH) foi o primeiro
laboratdrio, a nivel nacional, a realizar estudos moleculares em
familias com hemofilia A, inicialmente efetuando a genotipagem
de polimorfismos extragénicos e, posteriormente, intragénicos
(6), Esta abordagem permitiu a determinagdo do alelo de
risco, a identificacdo de portadoras em familiares de casos
index e a realizacao dos primeiros DPNs. Dadas as limitacoes
metodologicas de entdo, o desconhecimento das sequéncias
intronicas e a grande extensdo das regides funcionalmente
importantes do gene F8 (constituido por 26 exdes, sendo que
0 maior, exao 14, tem mais de 3000 nucleotidos), s6 apods a
identificacao das sequéncias dos intrdes adjacentes, realizada
em colaboracéao internacional, foi possivel o desenvolvimento
de primers para amplificagdo das sequéncias essenciais
do F8, incluindo as juncdes exdes/introes, tendo entao sido
publicados os primeiros diagnosticos diretos em familias
de hemofilia A, com andlise por SSCP (7). Foram também
identificadas as primeiras variantes do F9 em familias com
hemofilia B (8.9),

Uma das primeiras confirmacdes do efeito molecular de
uma variante de splicing no F8, utilizando RNA de expressdo
ectopica de sangue total, foi realizada por nés (19),

Aintroducgao da pesquisa das inversdes INV22 e INV1 do F8,
a primeira associada a cerca de 50% dos casos graves de
hemofilia A, permitiu identificar a base molecular num nimero
significativo de familias. Em 2006, o laboratdrio publicou
0 seu primeiro grande estudo descrevendo o espetro de
variantes e a patogénese molecular num ndmero relevante
de doentes com hemofilia A, correlagcdes genotipo-fenotipo,
incluindo a associacao de variantes aos diferentes fendtipos
CRM (cross-reacting material-negative) e a presenga de
inibidores, bem como especificidades da patologia na
populacdo portuguesa (1), A grafico 1A mostra a distribuicéo
de variantes do F8 identificadas em 435 familias da populacao
portuguesa estudadas até ao presente.

Progressivamente, alargou-se o diagnéstico molecular a outras
patologias hemorragicas hereditarias relevantes, nomeadamen-
te doencga de von Willebrand (o tipo 2 foi o primeiro alvo de
estudo, associado a um numero limitado de exdes do VWF, de
um total de 52), bem como deficiéncias de Fator VIl e de Fator
XI da coagulagao (12). Observam-se diferengas notérias na dis-
tribuicéo do tipo de variantes genéticas associadas a cada pa-
tologia (grafico 1, B-E), implicando a adogao de estratégias
analiticas particulares em cada caso.

A distribuicao dos pedidos de anélise molecular para as prin-
cipais patologias hemorragicas e tromboticas mostra-se na
grafico 2. Os estudos moleculares das principais trombofi-
lias hereditarias, nomeadamente, deficiéncias de Proteina
S (13) Antitrombina Il (14) ¢ Proteina C (1), foram iniciados
em 19983, sendo fundamentais para o estabelecimento da
sua etiologia em cada familia e contribuindo também para
a caracterizagdo molecular destas patologias na populagéo
portuguesa (grafico 1, F-H).

Em 1999, foi iniciada a pesquisa de FVLeiden em familias com
histdria de patologia trombotica sem causa aparente, tendo-se
confirmado esta variante como fator genético predisponente a
trombose na nossa populagao, tal como a variante Protrombina
G20210A (16), Atualmente, sdo também pesquisadas as variantes
MTHFR 677T e 1298A (NM_005957.5:c.677C>T, p.(Ala222Val);
NM_005957.5:¢.1298A>C, p.(Glu433Ala)) e a variante SERPINE1
5G/4G (NM_000602.5:c.-675_676insG (5G) / ¢.-675delG (4G).
Dada a elevada frequéncia das patologias trombdticas na nossa
populacéo e o facto destas variantes estarem também descritas
em associagao a outras condigdes clinicas, foram analisadas
até agora cerca de 10.000 amostras neste ambito.

46



2025
numero

nstiuto_Nacional de Sadde

Doutor Ricardo Jorge

Observagbes_ Boletim Epidemiolégico

(¢

especial 17

22 série

Gréfico 1: [ Representagéo das variantes genéticas consideradas patogénicas identificadas em familias portuguesas com patologias
hemorrdgicas e trombdticas hereditérias.

F8 - Hemofilia A (435 familias)

INV1 (1) 1%

F9 - Hemofilia B (86 familias) VWF - Doenca vonWillebrand (106 familias)

grande del. (1) 0%

missense (34) missense (54)
A B 78% C 80%
indel (36) missense (83) '
18% 50%
nonsence
nonsence (3) 6%
(5) 6%
" grande dup. splicing splicing
splicing (15) (1)1% indel  (5) 6% indel  (4)6%
4% nonsence (17) 5% grande del. regulagdo (3) 6% conversao génica (5) 5%
(2) 2% (1) 1% (3) 3%
F7 - Deficiéncia FVII (116 familias) F11 - Deficiéncia FXI (62 familias)
regulagéo
D (4) 6% E indel
0
(2)13% missense (13)
indel (3) 42%
3%
splicing (6)
23%
splicing (7)

21% missense (23)

70%

PROC - Deficiéncia Proteina C
(67 familias)

PROST1 - Deficiéncia Proteina S
(47 familias)

SERPINC1 - Deficiéncia Antitrombina Il
(41 familias)

F G H
regulagao limorfismo
grande del. po :
(1) 15% (2) 3% Heerlen (1) missense (15) mlss::;e o

: 22% 40% . °
indel (2) indel (5)

8% 29%

splicing (5)
9% indel (4)
missense (20) 15%
0
R splicing (5)
13% grande del.
(2) 3%
nonsence (4) 7% spli(;ior;g @ nonsence (1) 3%
0

Indicam-se: numero de familias aparentemente nédo relacionadas, tipo e nimero de variantes Unicas; percentagem das familias com um tipo de
variante. indel — insergao/delecao até 50 nucledétidos; grande del./ grande dup. — delegdo/duplicagcéo >50 nucledtidos, podendo envolver um a varios
exodes, ou a totalidade do gene; regulacao — variante em regiado reguladora; INV1 e INV22 - inversdes envolvendo o intrdo 1 e o intrao 22 do F8,
respetivamente; conversdo génica — variante resultante de conversdo génica do VWF com o seu pseudogene; polimorfismo Heerlen — variante
NM_000313.4(PR0OS):c.1501T>C, p.(Ser501Pro).
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Grafico 2: [} Ndmero de testes genéticos solicitados ao DGH-INSA para estudo de casos index e de familiares para as principais
(A) Patologias hemorragicas hereditarias; (B) Trombofilias hereditérias.
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Os dados de 2025 sdo uma estimativa, com base nas amostras recebidas de janeiro a junho. Para facilitar a analise da figura,
agruparam-se os dados das patologias Hemofilia A e Hemofilia B (HMA + HMB), Deficiéncia de Fator VIl e Deficiéncia de Fator Xl (Def.
FVII + Def. FXI); Def. PS - Deficiéncia de Proteina S; Def. ATIIl — Deficiéncia de Antitrombina Ill. Def. PC — Deficiéncia de Proteina C.

O registo das variantes identificadas em bases de dados in-
ternacionais contribuiu para a partilha global de conhecimen-
to, permitindo uma melhor caracterizag@o destas patologias.
O DGH tem também acompanhado a harmonizacao interna-
cional da nomenclatura (29) ¢ a classificagéo de variantes, no-
meadamente através de aplicagao dos critérios ACMG/AMP
(American College of Medical Genetics and Genomics and
the Association for Molecular Pathology) (21), e participa em
programas internacionais de avaliagdo externa de qualidade
relativamente a estes grupos de patologias, os quais tém com-
provado a fiabilidade e qualidade dos resultados obtidos.

Globalmente, foram analisadas um total de cerca de 13.000
amostras, incluindo cerca de 1.000 doentes com patologias
hemorragicas e trombofilias hereditarias e mais de 1.600 fa-
miliares, tendo sido realizados 75 DPNs, demonstrando o im-
pacto relevante destes estudos no diagndstico e prevencao
destas doencas. Os resultados obtidos tém contribuido signifi-
cativamente para aprofundar o conhecimento da base molecu-
lar e especificidades das patologias estudadas, ndo apenas
através da identificacédo das variantes genéticas causais, mas
também com o esclarecimento dos mecanismos patogénicos
subjacentes (10,17-19),
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O desenvolvimento de um painel NGS customizado permitiu o
estudo simultaneo de véarios genes, simplificando a analise mo-
lecular, reduzindo custos e tempos de resposta. Com esta me-
todologia, passou a realizar-se o estudo de todos 0s exdes e
regides intrénicas adjacentes do VWF, tendo também iniciado
0 estudo completo do F5 em familias com deficiéncia de Fator
V. O DGH encontra-se na fase final de validacdo da metodolo-
gia de sequenciacdo de Exoma, o que permitira o alargamento
da investigagdo e do diagndstico molecular a todos 0s genes
relevantes na area da trombose e hemostase.

_Conclusoes

No balango dos 50 anos de atividade do DGH do INSA, a
analise retrospetiva realizada no presente estudo ilustra o
papel pioneiro deste laboratdrio na caracterizagdo molecu-
lar das patologias hemorrégicas e tromboticas hereditarias
em Portugal. Com o constante acompanhamento dos avan-
cos cientificos e metodolégicos, o DGH tem contribuido
de forma significativa para o esclarecimento da etiologia e
patogénese molecular destas patologias, possibilitando o
acompanhamento clinico e aconselhamento genético mais
adequados, fundamentais na prevencao e na personaliza-
cado dos cuidados de saude, com reflexo na saude publica,
continuando uma referéncia nacional nesta area.
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