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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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