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RESUMO 

 

Introdução: As doenças lisossômicas (DLs) são patologias genéticas que, apesar de serem 

classificadas como raras, acometem uma significativa porcentagem da população. Muitos 

fatores tornam seu diagnóstico desafiador, entre eles a variabilidade no fenótipo, com 

poucos sinais e sintomas clínicos específicos. O desenvolvimento de ferramentas inovadoras 

de investigação, destacando-se os novos métodos de sequenciamento massivo, reduziria a 

“odisseia diagnóstica” enfrentada pelo paciente e sua família, proporcionaria um diagnóstico 

mais precoce com melhor resultado no tratamento nas situações em que há terapia 

disponível, além de um adequado aconselhamento genético. A tecnologia de 

sequenciamento de nova geração (next-generation sequencing, NGS) tem claras vantagens 

sobre as técnicas de sequenciamento convencional, oferecendo um alto rendimento 

diagnóstico ao permitir definir um espectro mutacional abrangente. O NGS permite o 

sequenciamento de vários genes simultaneamente com custo global relativamente baixo, 

tornando painéis de genes uma alternativa atrativa para o screening genético. Esta 

abordagem é capaz de detectar, de maneira altamente específica, variantes missense, 

nonsense, de sítio de splicing, e pequenas indels, e algumas grandes deleções em 

homozigose ou hemizigose. No entanto, para que essa tecnologia seja aplicável à prática 

clínica, é necessária uma etapa de validação prévia para a determinação dos parâmetros 

críticos de análise desde o processamento da amostra até a análise e interpretação de dados. 

Após a validação dos métodos, será possível a avaliação da utilidade clínica de painéis NGS 

para diversas aplicações, incluindo seu uso como método confirmatório nos casos de 

triagem neonatal alterada para doenças lisossômicas. 

Objetivos: 1) Desenhar e validar uma estratégia baseada no NGS para a análise de 24 

genes, incluídos em 3 painéis distintos de acordo com parâmetros pré definidos, e 

associados com 22 DLs; 2) Avaliar a qualidade e eficiência do ADN extraído de sangue 

impregnado em papel filtro (SIPF) para uso no NGS; 3) Avaliar a utilidade clínica do NGS 

para: a) diagnóstico molecular, b) diagnóstico diferencial e, c) confirmação diagnóstica de 

casos alterados na triagem neonatal para pelo menos 4 dessas condições (doença de 

Gaucher, Fabry, Pompe e Niemann-Pick tipo A/B). 

Metodologia: Estudo descritivo, amostragem por conveniência, incluindo pacientes com 

diagnóstico clínico e bioquímico das DLs estudadas. Foi utilizada a plataforma NGS Ion 
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Torrent Personal Genome Machine (Thermo Fisher Scientific) para sequenciamento de três 

painéis de genes, desenhados através da ferramenta Ion AmpliseqTM Designer (Thermo 

Fisher Scientific). Para a validação foram incluídos pacientes com diagnóstico molecular 

prévio por sequenciamento de Sanger. Para a extração de ADN de SIPF, foi avaliado o 

método não comercial de fenol-clorofórmio. A utilidade clínica do NGS foi estabelecida 

através do: a) diagnóstico molecular de um grupo de pacientes com suspeita de 

lipofuscinose ceróide neuronal tipo 2 (CLN2) para o estabelecimento do genótipo (TPP1) 

associado à doença, assim como estabeleceu-se o diagnóstico molecular de outros pacientes 

com suspeita clínica e/ou bioquímica de algumas das DLs selecionadas, b) diagnóstico 

diferencial de um paciente utilizando um dos painéis NGS desenhados e, c) avaliação das 

amostras de recém-nascidos (obtidas em estudo paralelo) que tiveram resultados 

inicialmente alterados na triagem neonatal bioquímica para algumas das DLs selecionadas. 

Resultados: 1) Três painéis foram desenhados, cada um consistindo em dois pools de 

primers que amplificam as regiões codificantes e 20pb da junção exon-intron. Os painéis A, 

B e C têm amplitude de cobertura de 97.74, 99.6 e 98.38%, respectivamente. Nesta 

validação foi possível estabelecer a sensibilidade, especificidade e limitações de cada painel 

(Artigo 1); 2) foi estabelecida a metodologia para a extração de ADN para seu uso em vários 

processos moleculares downstream: PCR convencional, Real-Time PCR, PCR-RFLP, 

MLPA, Sequenciamento de Sanger e NGS na plataforma Ion Torrent PGMTM (Artigo 2); 3) 

A utilidade clínica dos painéis desenhados foi estabelecida através de: a) Genotipagem de 

48 pacientes com suspeita clínica e bioquímica de CLN2 (painel C) (Artigo 4), e de 3 outros 

casos: 1 caso de Niemann-Pick tipo B (SMPD1) (painel B) e 2 casos de doença de Danon 

(LAMP2) (painel A) (Artigo 1), b) o diagnóstico diferencial foi realizado através do caso de 

um paciente com suspeita inicial de Niemann-Pick C que, após a análise molecular, foi 

diagnosticado com Niemann-Pick tipo B utilizando o painel B, (Artigo 1) c) a aplicabilidade 

dos painéis de genes para a confirmação diagnóstica em casos de triagem neonatal foi 

realizada em 2 casos com resultados alterados na triagem neonatal: um caso de Pompe 

(painel A) e outro de Gaucher (painel B) (Artigo 3 e Anexo I).  

Conclusão: A abordagem por NGS através do uso de painéis, foi capaz de identificar 

diferentes alterações genéticas nos genes estudados, incluindo variantes do tipo missense, 

nonsense, de sítio de splicing, e pequenas indels. Estes painéis oferecem uma estratégia de 

triagem dos 24 genes associadas às DLs selecionadas.  Este trabalho foi inovador ao utilizar 

o NGS para a análise molecular dos genes associados às DLs no Brasil; foi desenvolvido no 
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Laboratório de Genética e Biologia Molecular do Serviço de Genética Médica do Hospital 

de Clínicas de Porto Alegre, conhecido como um centro de referência em diagnóstico e 

pesquisa de DLs, e que atualmente tem os painéis NGS como principal ferramenta de 

diagnóstico molecular.  
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ABSTRACT 

Introduction: Lysosomal diseases (LDs) are genetic pathologies that, although classified as 

rare, affect a significant percentage of the population. Many factors make its diagnosis 

challenging, including variability in phenotype, with few specific clinical signs and 

symptoms. The development of innovative research tools, highlighting new methods of 

massive sequencing, would reduce the "diagnostic odyssey" faced by the patient and his 

family, would provide an earlier diagnosis with better treatment outcome in situations where 

therapy is available, in addition to adequate genetic counseling. Next-generation sequencing 

(NGS) technology has clear advantages over conventional sequencing techniques, offering a 

high diagnostic yield by enabling a comprehensive mutational spectrum to be defined. The 

NGS allows the sequencing of several genes simultaneously with relatively low overall cost, 

making gene panels an attractive alternative for genetic screening. This approach is able to 

detect, in a highly specific manner, missense, nonsense, splicing, and small indels variants, 

and some large deletions in homozygosis or hemizygosis. However, for this technology to 

be applicable to clinical practice, a prior validation step is required to determine the critical 

parameters of analysis from sample processing to data analysis and interpretation. After 

validation of the methods, it will be possible to evaluate the clinical usefulness of NGS 

panels for several applications, including their use as a confirmatory method in cases of 

altered neonatal screening for lysosomal diseases. 

Objectives: 1) To design and validate an NGS-based strategy for the analysis of 24 genes, 

included in 3 different panels according to pre-defined parameters, and associated with 22 

LDs; 2) To evaluate the quality and efficiency of DNA extracted from dried blood spots 

(DBS) for its use in NGS; 3) To evaluate the clinical use of NGS for: a) molecular 

diagnosis, b) differential diagnosis and c) diagnostic confirmation of altered cases in 

neonatal screening for at least 4 of these conditions (Gaucher, Fabry, Pompe and Niemann-

Pick type A / B). 

Methodology: Descriptive study, convenience sampling, including patients with clinical 

and biochemical diagnosis of selected LDs. The NGS Ion Torrent Personal Genome 

Machine (Thermo Fisher Scientific) platform was used for the sequencing of three gene 

panels, designed using the Ion Ampliseq ™ Designer tool (Thermo Fisher Scientific). For 

the validation, patients with previous molecular diagnosis by Sanger sequencing were 

included. For the extraction of DBS DNA, a non-commercial method of phenol-chloroform 

was evaluated. The clinical utility of NGS was established through: a) molecular diagnosis 
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of a group of patients with suspected type 2 neuronal cercoid lipofuscinosis (CLN2) to 

establish the disease-associated genotype (TPP1), as well as the molecular diagnosis of 

other patients with clinical and / or biochemical suspicion of some of the selected LDs, b) 

differential diagnosis of a patient using one of the designed NGS panels, and c) evaluation 

of the newborn samples (obtained in a parallel study) that initially had altered results in the 

neonatal screening for some of the selected LDs. 

Results: 1) Three panels were designed, each consisting of two pools of primers that 

amplify the coding regions and 20pb of the exon-intron junction. Panels A, B and C have 

coverage range of 97.74, 99.6 and 98.38%, respectively. In this validation it was possible to 

establish the sensitivity, specificity and limitations of each panel (Article 1); 2) the 

methodology for the extraction of DNA for its use in several downstream molecular 

processes was established: conventional PCR, Real-Time PCR, PCR-RFLP, MLPA, Sanger 

Sequencing and NGS in the Ion Torrent PGMTM platform; 3) The clinical use of the panels 

was established through: a) Genotyping of 48 patients with clinical and biochemical CLN2 

(panel C) (Article 4), and of 3 other cases: 1 case of Niemann-Pick type B ( SMPD1) (panel 

B) and 2 cases of Danon's disease (LAMP2) (panel A) (Article 1), b) he differential 

diagnosis was made through the case of a patient with initial suspicion of Niemann-Pick C 

who, after molecular analysis, was diagnosed with Niemann-Pick type B using panel B 

(Article 1), c) the applicability of the gene panels for diagnostic confirmation in cases of 

neonatal screening was performed in 2 cases with altered results in neonatal screening: one 

case of Pompe (panel A) and another case of Gaucher (panel B) (Article 3 and Annex I) . 

Conclusion: The NGS approach using gene panels was able to identify different genetic 

alterations in the genes studied, including missense, nonsense, splicing variants, and small 

indels. These panels offer a screening strategy for the 24 genes associated with the selected 

LDs. This work was innovative by using NGS for the molecular analysis of genes associated 

with LDs in Brazil; it was developed in the Laboratory of Genetics and Molecular Biology 

of the Medical Genetics Service of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, known as a 

reference center in diagnosis and research of LDs, and that currently has the NGS panels as 

the main tool of molecular diagnosis. 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO 

 

1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO 

O termo “erros inatos do metabolismo” (inborn errors of metabolism, EIM) foi proposto 

pela primeira vez em 1902 pelo doutor Archibald E. Garrod ao descrever doenças como 

alcaptonúria, albinismo, cistinúria, porfiria e pentosúria1. 

Os EIM são doenças metabólicas hereditárias resultantes do defeito de uma enzima 

envolvida na síntese, transporte ou degradação de moléculas, o que leva à interrupção da via 

metabólica ou a interferência de uma via alternativa2,3. Este bloqueio leva à falta ou excesso 

de um determinado substrato. 

A incidência dos EIM varia muito e depende da população. Apesar de serem 

catalogados individualmente como doenças raras, em conjunto têm uma incidência 

combinada que varia de 1 em 784 nascidos vivos até 1 em 2555 nascidos vivos4–6, 

representando cerca do 10% de todas as doenças monogênicas7,8 

Aproximadamente 600 EIM têm sido reconhecidos até o momento, e esse número está 

aumentando constantemente à medida que novos conceitos e técnicas se tornam disponíveis 

para a identificação de fenótipos bioquímicos9. Aproximadamente 25% se manifestam no 

período neonatal, os recém-nascidos são usualmente sadios ao nascimento com sinais 

clínicos se desenvolvendo em horas até dias após o nascimento. Estes sinais são geralmente 

inespecíficos e podem incluir diminuição da atividade, má alimentação, dificuldade 

respiratória, letargia ou convulsões. Esses sinais são comuns a várias outras condições 

neonatais, como sepse e disfunção cardiopulmonar10,11. 

Devido a heterogeneidade dos EIM, a sua classificação se torna um desafio. A 

classificação pode se basear no órgão afetado (distúrbios neurológicos ou hepáticos), 

organela afetada (distúrbios mitocondriais, peroxissomais ou lisossômicos) e/ou na idade de 

início (desde início neonatal até início juvenil ou adulto)9. Estes podem ser classificados 

também de acordo com a fisiopatologia em três grupos principais (Tabela 1)12: 
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Tabela 1. Tipos de Erros Inatos do Metabolismo 

I. Distúrbios do metabolismo intermediário 

Metabolismo e transporte de aminoácidos 

Oxidação de ácidos graxos e cetogênese 

Metabolismo e transporte de carboidratos 

Relacionado com vitaminas (cobalamina, folato) 

Metabolismo peptídico 

Metabolismo mineral 

Metabolismo Energético Mitocondrial 

II. Distúrbios da biossíntese e quebra de moléculas complexas 

Metabolismo de purinas e pirimidinas 

Armazenamento lisossomal 

Peroxissomas 

Metabolismo isoprenóide e esterol 

Ácido biliar e metabolismo do heme 

Glicosilação 

Metabolismo das lipoproteínas 

III. Distúrbios do metabolismo dos neurotransmissores 

Metabolismo de glicina e serina 

Metabolismo de amina biogênica  

Metabolismo gama-aminobutirato 

Outros (por exemplo, convulsões dependentes de piridoxina ou dependentes de ácido 

folínico, deficiência de sulfito oxidase) 

 

O diagnóstico é realizado através de testes bioquímicos, enzimáticos ou moleculares. O 

diagnóstico bioquímico baseia-se na identificação de níveis elevados de um substrato ou 

níveis baixos de produtos, o qual é realizado por espectrometria de massas. O ensaio de 

atividade enzimática pode ser realizado para alguns distúrbios. Alternativamente, quando os 

testes bioquímicos não podem confirmar nem descartar um EIM, o sequenciamento do gene 

associado à doença pode ser realizado para a confirmação do diagnóstico13. No entanto, 

novas tecnologias estão sendo empregadas para este fim e para o descobrimento de novas 

doenças, entre elas encontram-se o whole-exome sequencing (WES) e o untargeted 

metabolomics. O WES, através da tecnologia do NGS, permite que os 20.000 genes do 

nosso exoma sejam sequenciados de maneira simultânea14. Por outro lado, a análise 

metabolômica permite o estudo e a caracterização de pequenas moléculas numa amostra 

biológica e pode fornecer uma visão geral do status bioquímico do indivíduo do qual a 

amostra foi obtida13. 
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1.2 DOENÇAS LISOSSÔMICAS (DLs) 

1.2.1 Definição, etiologia e manifestações clínicas 

Os lisossomos foram descobertos por Christian de Duve em 1955, no seu laboratório em 

Leuven, Bélgica15. Estas organelas intracelulares, degradam e reciclam uma série de 

macromoléculas extracelulares, incluindo glicosaminoglicanos, esfingolipídios, fragmentos 

de glicogênio e proteínas.  Esta função catabólica é realizada através da ação de 

aproximadamente 60 tipos diferentes de hidrolases ácidas, como glicosidases, sulfatases, 

fosfatases, lipases, fosfolipases, proteases e nucleases16.  

Dez anos após o descobrimento desta organela, o pesquisador H.G. Hers desenvolveu o 

conceito de doença lisossômica (DLs)17. Até o momento, aproximadamente 60 DLs têm 

sido descritas (Tabela 2). A maioria delas é herdada de forma autossômica recessiva, 

embora alguns estejam ligadas ao cromossomo X (Fabry, Hunter ou MPS II e Danon) ou de 

herança dominantes (CLN4).  

As DLs são causadas por mutações em genes que codificam hidrolases ácidas 

solúveis, proteínas integrais de membrana, proteínas ativadoras, proteínas transportadoras 

ou proteínas não lisossomais que são necessárias para a função lisossomal, resultando no 

acúmulo de substratos específicos nestas organelas e na produção de grandes vacúolos 

intracelulares. O acúmulo é progressivo e causa perda da função celular e tecidual em 

diferentes fases do desenvolvimento da doença, sendo que as manifestações clínicas não são 

específicas deste grupo de doenças16.  

A maioria dos pacientes com DLs nasce aparentemente saudável e os sintomas 

aparecem progressivamente18. Alguns sintomas comuns incluem dismorfismo facial, atrasos 

de desenvolvimento, infecções recorrentes, problemas musculares, organomegalia e 

alterações esqueléticas. Muitas DLs afetam o sistema nervoso central (SNC) e a maioria dos 

pacientes tem uma redução significativa na expectativa de vida e aumento da morbidade19. 

A avaliação de tecidos através de histologia, análise enzimática ou de imagens podem ajudar 

no diagnóstico. Tecidos que são úteis no diagnóstico das DLs estão listados na Tabela 316. 

Quase todas as DLs mostram um amplo espectro clínico com relação à gravidade dos 

sintomas, progressão e idade de início que podem variar acentuadamente dentro de um 

único distúrbio. Isso pode ser explicado, em parte, pela atividade enzimática residual 

associada ao genótipo do paciente. Assim, os fenótipos dependerão do tipo, quantidade e 

local de armazenamento do material não degradado, sendo que a sua diversidade dificulta o 
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diagnóstico precoce.  O estabelecimento de uma correlação genótipo-fenótipo é difícil 

devido a vários fatores. Primeiro, existe um número elevado de mutações privadas, o que 

implica que a maioria de famílias possui diferentes mutações. Outra causa que dificulta a 

correlação é a variabilidade clínica entre pacientes portadores da mesma mutação, mesmo 

entre pacientes da mesma família, sugerindo que  existam outros fatores responsáveis de 

levar à alteração da função da proteína e subsequentemente ao fenótipo clínico, entre eles 

variantes polimórficas e  modificadores genéticos20,21. 

Embora as DLs sejam individualmente raras, a prevalência combinada é 

relativamente alta, variando de 7,5 por 100.000 na Colúmbia Britânica4 a 23,5 por 100.000 

nascidos vivos nos Emirados Árabes Unidos22, com as esfingolipidoses como o grupo mais 

prevalente, seguido pelas mucopolissacaridoses. No Brasil, esta prevalência combinada foi 

estabelecida pelo grupo de Giugliani et al.23, em 5.56 por 100.00 nascidos vivos23. 

Alguns distúrbios são mais prevalentes que outros em certas áreas geográficas ou em 

grupos populacionais específicos (por exemplo, as doenças de Gaucher, Tay-Sachs, 

Niemann-Pick tipo A e mucolipidose IV são mais comuns em judeus Ashkenazi), em grande 

parte como resultado do efeito fundador de mutações ancestrais24–26.  

As DLs são classificadas frequentemente de acordo com o substrato acumulado27 

(Tabela 2). Clinicamente esta classificação é muito útil e aceita. Assim, os distúrbios em que 

prevalece o acúmulo de glicosaminoglicanos são classificados como mucopolissacaridoses 

(MPS), aqueles dominados pelo armazenamento de lipídios como lipidoses. No entanto, 

deve ser destacado que na maioria de DLs mais de um composto é acumulado e, em alguns 

distúrbios, por várias razões, o material armazenado pode ser bastante heterogêneo28.  
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Tabela 2. Classificação das doenças lisossômicas (DLs) 

 

DLs Enzima deficiente ou defeito Produto de depósito Gene 
Nº Mutações 

descritas* 

Esfingolipidoses 

Fabry α-Galactosidase A Gb3 GLA 922 

Farber Ceramidase ácida Ceramida ASAH1 71 

Gaucher β-Glucocerebrosidase Glicosilceramida GBA1 472 

Niemann-Pick A & B Esfingomielinase ácida Esfingomielina SMPD1 251 

GM1 gangliosidosis β-Galactosidase GM1  GLB1 215 

GM2 gangliosidosis (Tay-Sachs) β-hexosaminidase A GM2  HEXA 184 

GM2 gangliosidosis (Sandhoff) β-hexosaminidase B GM2  HEXB 112 

GM2 gangliosidosis (GM2-activator 

deficiency) 
Proteína Ativadora de GM2 

Gangliósidos GM2 e outros 

glicolípidos 
GM2A 10 

Krabbe β-galactocerebrosidase Galactosilceramida GALC 237 

Leucodistrofia 

metacromática 
Arilsulfatase A Sulfatídeos ARSA 227 

Mucopolissacaridoses 

MPS I (Hurler, Scheie, Hurler/Scheie) α-L-iduronidase Dermatan e heparan sulfato IDUA 279 

MPS II (Hunter) Iduronato-2-sulfatase Dermatan e heparan sulfato IDS 632 

MPS III A (Sanfilippo) Heparan N-sulfatase Heparan sulfato SGSH 147 

MPS III B (Sanfilippo) N-acetyl-α-glucosaminidase Heparan sulfato NAGLU 168 

MPS III C (Sanfilippo) 
α-Glucosaminida-acetilCoA 

transferase 
Heparan sulfato HGSNAT 70 

MPS III D (Sanfilippo) 
N-acetylglucosamina-6- 

sulfatase 
Heparan sulfato GNS 25 

MPS IVA (Morquio) 
N-acetilgalactosamina-6- 

sulfatase 

Sulfato de 

condroitina e Queratan sulfato 
GALNS 334 
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MPS IVB (Morquio) β-galactosidase ácida Queratan sulfato GLB1 215 

MPS VI (Maroteaux-Lamy) Arilsulfatase B Dermatan sulfato ARSB 200 

MPS VII (Sly) β-glucuronidase 

Sulfato de 

condroitina, dermatan sulfato, 

heparan sulfato 

GUSB 64 

MPS IX (Natowicz) Hialuronidase Ácido hialurônico HYAL1 3 

MPSPS (Mucopolysaccharidosis-plus 

syndrome) 
desconhecido desconhecido VPS33A 1 

Mucolipidoses 

Mucolipidosis IIα/β, 

IIIα/β 

N-acetil 1-glucosamina 

fosfotransferase, 

subunidades α/β 

Lipídos e 

oligossacarídeos 
GNPTAB 183 

Mucolipidosis IIIγ GlcNAc-1-P transferase Oligos, GAGs, lipídeos  GNPTG 45 

Oligossacaridoses e glicoproteinoses 

α-mannosidosis α-manosidase α-manosides MAN2B1 144 

β-mannosidosis β-manosidase β-manosides MANBA 20 

Pompe α-glucosidase ácida glicogêneo GAA 565 

Fucosidoses Fucosidase 
 

glicolípidos de fucosídeos 
FUCA1 33 

Aspartylglucosaminuria Aspartylglucosaminidase aspartil-glucosamina AGA 38 

Schindler (Kanzaki) α-galactosidase B 
glicoesfingolipídos, 

glicoproteínas, oligossacarídeos 
NAGA 9 

Sialidosis Sialidase, α-neurominidase1 oligossacarídeos NEU1 60 

Lipidoses     
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Doença de Wolman e doença de 

armazenamento dos ésteres do 

colesterol (CESD) 

Lipase ácida 

Ésteres de 

colesterol, 

triglicerídeos 

LIPA 86 

Defeitos em proteínas integrais de membrana e estruturais 

Cistinose Cistinosina Cistina CTNS 148 

Danon LAMP2 Glicogênio LAMP2 98 

Infantile sialic-acid-storage disease 

and Salla disease 
Sialin Ácido siálico SLC17A5 53 

Niemann-Pick Type C1  NPC1  Colesterol e esfingolipídos  NPC1 455 

Niemann-Pick Type C2  NPC2 Colesterol e esfingolipídos  NPC2 27 

Mucolipidosis IV Mucolipin Lipídos MCOLN1 35 

Outros 

Galactosialidosis Proteína protetora catepsina A (PPCA) sialiloligossacarídeos CTSA 36 

Deficiência múltipla de sulfatase Enzima geradora de formilglicina 
Sulfatídeos, 

mucopolissacarídeos 
SUMF1 53 

Lipofuscinose Ceróide Neuronal 

(Batten) CLN1 
palmitoil tioesterase 1 Saposinas PPT1 77 

CLN2 tripeptidil-peptidase 1 
subunidade c da ATP sintase 

mitocondrial  
TPP1 110 

CLN3 Battenina 
subunidade c da ATP sintase 

mitocondrial  
CLN3 71 

CLN4 DnaJ homolog subfamily C member 5 
subunidade c da ATP sintase 

mitocondrial  
DNAJC5 2 

CLN5 Proteína neuronal lipofuscinose 5 
subunidade c da ATP sintase 

mitocondrial  
CLN5 45 
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CLN6 Proteína neuronal lipofuscinose 6 
subunidade c da ATP sintase 

mitocondrial  
CLN6 82 

CLN7 
Proteína 8 Contendo o domínio da 

superfamília facilitadora maior 
desconhecido MFSD8 46 

CLN8 Proteína neuronal lipofuscinose 9 
subunidade c da ATP sintase 

mitocondrial  
CLN8 42 

CLN9 desconhecido desconhecido - - 

CLN10 Catepsina D Saposinas CTSD 19 

CLN11 Granulinas - GRN 176 

CLN12 Cation-transporting ATPase 13A2 - ATP13A2 38 

CLN 13 Catepsina F - CTSF 11 

CLN 14 
Proteína KCTD7 contendo domínio BTB / 

POZ 
- KCTD7 17 

Cistinose Transportador de cistina cistina 
SLC3A1 

SLC7A9 

202 

135 

Cobalamina F Transportador de cobalamina cobalamina TCN2 37 

Picnodisostose Catepsina K proteínas ósseas CTSK 54 

Galactosialidose 
Neuraminidase e proteína protetora β-

galactosidase 
oligossacáridos, ácido siálico CTSA 36 

Tabela adaptada de Filocamo et al. (2011)27. * HGMD Professional 2018.1, consultado: 7 junho 2018.  
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Tabela 3. Sistemas analisados no diagnóstico das DLs. 

Orgão Manifestação Doença a considerar 

Fígado Hepatomegalia 

CESD 

MPS 

Glicoproteinoses 

Mucolipidoses II, III 

Doença de Pompe 

Doença de Gaucher 

Niemann-Pick 

Wolman Disease 

Baço Esplenomegalia 

MPS 

Doença de Gaucher 

Niemann-Pick 

Osso e articulações 

Disostose óssea multiplex 

Articulações inchadas, 

nódulos dos tecidos moles 

MPS 

Glicoproteinoses 

Doença de Farber 

Músculo- 

Cardíaco 

Esquelético 

Cardiomegalia, insuficiência 

cardíaca, 

miopatia 

Doença de Pompe 

Doença de Danon 

Doença de armazenamento de 

glicogênio tipo III e IV 

Olho 

Mancha macular vermelho 

cereja 

 

 

 

Opacidade da córnea 

 

 

Cristais na córnea 

Doença de Tay-Sachs 

Doença de Sandhoff 

Niemann-Pick 

GM1 

Sialidoses 

MPS 

Mucolipidoses II, III 

 

Cistinoses  

Glândula supra-renal 
Calcificações adrenais 

bilaterais 
Doença de Wolman 

Cérebro 
Disfunção mental e motora 

 

Doença de Krabbe 

Leucodistrofia metacromática 

NCLs 

Niemann-Pick 

Doença de Gaucher 

MPS 

Glicoproteinases 

Doença de Tay-Sachs 

Doença de Sandhoff 

GM1 

Tabela adaptada de Ferreira et al. (2017)16. 

 

1.2.2 Diagnóstico das DLs 

O diagnóstico definitivo de uma DL requer uma colaboração entre especialistas 

clínicos e laboratoriais. O diagnóstico clínico é crítico, pois com base na avalição física e 
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resultados de exames adicionais, é possível direcionar os testes laboratoriais a serem 

realizados. 

A investigação laboratorial tradicionalmente inclui uma análise preliminar (em urina 

ou plasma) para a detecção específica de macromoléculas não degradadas, seguida pela 

análise de atividade enzimática em plasma, leucócitos, fibroblastos ou sangue impregnado 

em papel filtro23; a demonstração da atividade deficiente ou ausente por um ensaio 

enzimático específico é um método eficaz e confiável de diagnóstico27. Cerca de 75% das 

DLs são causadas por uma deficiência na atividade hidrolase lisossomal.  

Por outro lado, a presença da atividade normal da enzima lisossomal não pode 

excluir um diagnóstico específico se for acompanhado por sintomas clínicos sugestivos e/ou 

pela presença anormal de metabolitos na urina e/ou biopsia do tecido. Podem existir 

mutações em cofatores da enzima29-30, por exemplo, mutações no gene PSAP, o qual 

codifica o cofator SapC, necessário para a função da β-glucosidase, no caso da doença de 

Gaucher29. Neste caso, a análise molecular pode complementar o diagnóstico enzimático. 

Além disso, existem indivíduos que mostram uma redução significativa da atividade 

enzimática, mas permanecem clinicamente saudáveis. Esta condição, denominada 

“pseudodeficiência” enzimática, é conhecida em algumas hidrolases lisossomais (Tabela 4).  

Tabela 4. Hidrolases ácidas com pseudodeficiência 

Enzima lisossomal Gene Doença associada ao gene 

arisulfatase A31 ARSA Leucodistrofia metacromática 

β-hexosaminidase32 HEXA Tay-Sachs 

α-iduronidase33 IDUA MPS I 

α-glucosidase34 GAA Doença de Pompe 

α-galactosidase35,36 GLA Doença de Fabry 

β-galactosidase37 GLB1 MPS IVB 

GM1 

α-fucosidase38 FUCA1 Fucosidoses 

β-glucuronidase39,40 GUSB MPS VII 

 

Embora algumas dessas condições genéticas sejam raras, estima-se que a 

pseudodeficiência da arisulfatase A tenha uma frequência de 7.3 a 15%41–43; e no caso da α-

glucosidase, embora esteja presente em menos do 1% dos bebês nos Estados Unidos, a 

frequência dos alelos da pseudodeficiência pode ser bastante alta em algumas populações 

(3.9% no Japão e 3.3% em Taiwan)44,45. Por tanto é necessário realizar uma combinação de 
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análises enzimáticas e moleculares para determinar o genótipo dos indivíduos e seus 

familiares, a fim de diferenciar os indivíduos com pseudodeficiência daqueles portadores ou 

afetados por uma DL, com a finalidade de tomar uma decisão sobre a introdução de uma 

determinada terapia.  

Por outro lado, o atraso no diagnóstico é frequente, principalmente nas DLs que 

apresentam formas atenuadas. No caso da doença de Fabry, têm sido descritos atrasos de 14-

20 anos em homens e, 14-16 anos em mulheres46. Na doença de Pompe de início tardio tem 

sido descrito atrasos de 5 até quase 9 anos desde o início da doença até o diagnóstico 

definitivo47,48. No Brasil, no ano 2008 foi descrito um atraso de 4.8 anos no diagnóstico das 

mucopolissacaridoses49. 

1.2.3 Tratamento das DLs 

Como as DLs compreendem uma ampla gama de doenças que afetam múltiplos 

órgãos, o tratamento é necessariamente multidisciplinar. Embora não exista ainda cura para 

as DLs, nos últimos 25 anos, o foco tem sido o desenvolvimento de terapias que corrijam os 

efeitos metabólicos destas doenças. Algumas dessas terapias são altamente experimentais, 

enquanto outras já são aplicadas50–53. 

1.2.3.1 Terapia de Reposição enzimática 

Os primeiros estudos da terapia de reposição enzimática (Enzyme replacement 

therapy, TRE) foram realizados no ano 1990, os quais demonstraram a eficiência desta 

terapia na doença de Gaucher. No período de 2000 até o presente, a TRE também foi 

utilizada na doença de Fabry, Pompe, MPSI, II, IV, VI e VII. Para outras cinco DLs, a TRE 

está sendo testada em ensaios clínicos na Europa e nos Estados Unidos54.  

Atualmente no Brasil, o tratamento para sete DLs está aprovado pela Anvisa 

(Agência Nacional de Vigilância Sanitária) (Tabela 5). 
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Tabela 5. Status da Terapias de Reposição Enzimática no Brasil 

Doença Nome do produto Nome genérico 
Aprovado 

pelo Anvisa 

Fornecidas 

pelo SUS 

Pompe Myozyme® Alfa-alglicosidase Sim Não 

Fabry 
Fabrazyme® 

Replagal® 

Betagalsidase 

Alfagalsidase 
Sim Não 

Gaucher 

Cerezyme 

VPRIV 

Uplyso™ 

Imiglucirase 

Alfavelaglucirase 

Alfataliglicerase 

Sim Sim 

Niemann-

Pick tipo B 
- Alfa-Olipudase 

Protocolo aprovado para ensaio 

clínico- 2017 

MPS I Aldurazyme ® Alfa-idurinase Sim Não 

MPS II Elaprase® Iduronate-2-sulfatase Sim Não 

MPS IVA Vimizin® Elosulfasa alfa Sim Não 

MPS VI Naglazyme® 

N-

acetylgalactosamine 

4-sulfatase 

Sim Não 

 

Apesar do êxito da TRE, a eficácia é variável entre os pacientes. Uma limitação é a 

biodisponibilidade da enzima recombinante, sendo estas moléculas grandes, não são capazes 

de difundir livremente através da membrana e muitas vezes não atingem os níveis 

terapêuticos nos tecidos-alvos, especialmente no SNC. No entanto, existem estratégias em 

fase pré-clínica para aumentar a biodisponibilidade, por exemplo, a administração intratecal 

em pacientes com MPSI e VI 55,56. 

1.2.3.2 Transplante de células-tronco hematopoéticas 

As células-tronco hematopoéticas, derivadas da medula óssea do doador ou do 

sangue do cordão umbilical, podem ser terapêuticas ao repovoar os tecidos e enzimas 

lisossomais funcionais no espaço extracelular e no sangue. Estas enzimas funcionais 

atravessam a barreira hematoencefálica e, nos tecidos, podem ser internalizadas pelas 

células, corrigindo a atividade deficiente da enzima e, assim, reparando o defeito 

metabólico. Esta é a única terapia disponível para Krabbe57 e foi demonstrado que funciona 

em algumas outras DLs como na MPS I58 e na Leucodistrofia Metacromática59, mas é 

ineficaz em outras como MPS III, enquanto não é mais recomendada para Gaucher60. Tanto 

os ossos como o cérebro são os tecidos menos suscetíveis aos benefícios clínicos deste tipo 

de terapia. Entre as suas desvantagens está a rejeição do enxerto e infecção.  
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1.2.3.3 Terapia de Redução de Substrato 

Existe ainda pouco progresso com a terapia de redução de substrato (substrate 

reduction therapy, TRS). O miglustate é um agente redutor de substrato aprovado para tratar 

as doenças de Gaucher tipo I e Niemann-Pick, e alguns outros estão sendo testados em 

ensaios clínicos50,53. 

1.2.3.4 Terapia Gênica  

Como a maioria das DLs são monogênicas, elas são excelentes candidatas à terapia 

gênica. Atualmente, a Leucodistrofia metacromática é o único exemplo bem-sucedido 57. 

1.2.3.5 Chaperonas moleculares 

As chaperonas moleculares ou farmacológicas é uma abordagem emergente para o 

tratamento das DLs mais prevalentes61 (Fabry, Gaucher tipo I, Pompe, GM1, GM2, MPS 

IIIC e Batten). São moléculas pequenas capazes de atravessar a barreira hematoencefálica. 

Essas moléculas interagem com as enzimas mutantes, favorecendo sua conformação correta 

e aumentado sua estabilidade62. Em comparação com outras abordagens, esta mostra 

vantagens, particularmente em termos de administração oral, ampla biodistribuição, e 

impacto positivo na qualidade de vida dos pacientes61. As chaperonas são mutação-

específica61. 

 

Alguns estudos clínicos mostraram que algumas alterações patológicas associadas às 

DLs não são reversíveis, mesmo com tratamento a longo prazo. Assim, um diagnóstico 

molecular preciso e precoce pode ser de grande importância. Um diagnóstico molecular 

preciso é requisito fundamental para que o paciente tenha acesso a estudos de novas 

estratégias terapêuticas, como as de pequenas moléculas para TRS ou as chaperonas 

moleculares63,64. 

 

1.2.4 Triagem Neonatal das DLs 

A Triagem Neonatal (TN) é uma ação preventiva para a identificação de doenças em 

fase pré-sintomática em todos os recém-nascidos, possibilitando assim o tratamento precoce 

e, consequentemente, a redução da morbi/mortalidade gerada pelas doenças triadas65,66. 

Introduzida nos anos 60 nos Estados Unidos para a pesquisa de fenilcetonúria, a TN foi 

se expandindo ao longo dos anos em termos de cobertura geográfica e número de doenças 
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investigadas, chegando alguns deles a incluir mais de 60 condições. Hoje, a maior parte dos 

recém-nascidos do mundo são submetidos a algum tipo de triagem neonatal, e dezenas de 

milhares tem a história natural das suas doenças alterada positivamente65. 

Na TN são coletadas algumas gotas de sangue do calcanhar do recém-nascido (entre o 

terceiro e quinto dia de vida), as quais são impregnadas em papel-filtro (SIPF), após a coleta 

as amostras são encaminhadas para os Serviços de Referência em Triagem Neonatal para a 

execução dos diferentes testes de triagem. No caso de um resultado alterado, a família é 

contatada, e uma segunda amostra (soro, sangue total, urina ou sangue impregnado em papel 

filtro) é coletada para a realização de testes confirmatórios, diferenciando os resultados 

positivos dos falsos-positivos67,68. 

A possibilidade de tratamento específico para as doenças lisossômicas, iniciada com o 

TRE para a doença de Gaucher nos anos 90 e, ampliada para outras diversas condições ao 

longo dos anos seguintes, junto com os benefícios do tratamento precoce, trouxeram para 

discussão a possibilidade de incluir DLs selecionadas nos programas de TN69.  No mundo 

vem se realizando diversos esforços, através da realização de estudos pilotos que 

determinem a viabilidade e necessidade da inclusão destas doenças nos programas de TN. 

Entre os países estão: Áustria70, Taiwan71–73, Itália74,75, Hungria76, e os Estados Unidos77–79. 

Nos Estados Unidos, tanto as doenças de  Pompe, MPS I,  Krabbe, Niemann-Pick A/B e a  

Fabry foram recomendadas para inclusão nos programas de TN80, sendo que Pompe e MPS 

I já tiveram a recomendação aprovada (Advisory Committee on Heritable Disorders in 

Newborns and Children). O estado de Nova Iorque faz a TN para a doença de Krabbe desde 

o ano 200681. 

Não existem programas de TN para as DLs na América Latina. No entanto, no Brasil foi 

implementado um programa piloto de TN, inicialmente para uma comunidade com alto risco 

de incidência de MPS VI, o que vem permitindo o atendimento precoce dos indivíduos 

afetados e o aconselhamento genético69,82. Entre outras iniciativas, encontram-se um estudo 

piloto para a triagem de 04 DLs (MPS I, Pompe Gaucher e Fabry) em 10,527 recém-

nascidos, realizada no Sul do país, e um outro estudo piloto em desenvolvimento para a 

triagem de DLs tratáveis, realizado no SGM-HCPA. 

Até o momento, os programas de TN de DLs se basearam em métodos bioquímicos de 

triagem simultânea de diferentes condições, seguidos da confirmação pela análise 
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molecular, usualmente pelo sequenciamento convencional (método de Sanger) do gene 

relacionado ao defeito enzimático 78. 

 

1.3 ANÁLISE MOLECULAR DAS DLs 

1.3.1 Espectro mutacional das DLs 

Na maioria de DLs,  grande parte das mutações são de novo, privadas e é observada 

uma alta frequência de heterozigosidade composta, além da presença de vários 

polimorfismos 83–87. Desta maneira, a análise molecular de mutações específicas não é uma 

solução, uma vez que, na maioria dos casos, não existem mutações comuns nos genes 

associados às DLs (Tabela 6)88.  

É observado um amplo espectro mutacional nas DLs (Tabela 6). Entretanto, é 

importante destacar que em algumas populações, como nos judeus Ashkenazi, existem 

mutações recorrentes para alguns distúrbios como a doença de Gaucher Tipo 1. Nesta 

população, aproximadamente 90% das mutações podem ser detectadas através do screening 

das quatro mutações comuns: N370S, L444P, IVS2* e 84insG. No resto da população não 

judaica, estas quatro mutações contabilizam para o 50-60% dos alelos mutados sendo que o 

restante corresponde a mutações privadas. Da mesma maneira, quatro mutações são as 

responsáveis por mais de 95% dos alelos mutantes em pacientes judeus Ashkenazi com 

Niemann-Pick tipo A/B84.   
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Tabela 6. Revisão das mutações encontradas na literatura nos genes incluídos no presente estudo. 

Cr: cromossomo, M/N: missense/ nonsense, S: sítio de splicing, R: regulatória, PID: pequenas indels, GID: grandes indels, RC: rearranjos 

complexos. * HGMD Professional 2018.1, consultado 7 junho 2018.  

Painel Doença Gene Exons Cr. 
Mutações 

descritas* 

Tipo de mutação (%) 

M/N S R PID GID RC 

A 

Fabry GLA 07 Xq22 922 70.1 4.7 0.5 19.3 4.7 0.7 

Pompe GAA 20 17q25.2-q25.3 565 59.8 12.7 0.2 23.0 3.4 0.9 

Danon LAMP2 10 Xq24 98 31.6 19.4 2.0 36.7 10.3 - 

Schindler NAGA 09 22q11 9 88.9 - - 11.1 - - 

B 

Niemann-Pick tipo C1 NPC1 25 18q11.2 455 67.0 8.2 - 22.6 2.2 - 

Niemann-Pick tipo C2 NPC2 05 14q24.3 27 70.4 14.8 - 11.1 3.7 - 

Gaucher  GBA1 12 1q21 472 76.7 5.3 0.2 11.9 1.5 4.4 

Niemann-Pick tipo A/B SMPD1 06 11p15.4-q15.1 251 73.3 1.6 - 24.7 0.4 - 

Def. lipase ácida LIPA 10 10q23.2-q23.3 86 57.0 16.3 1.2 18.5 5.8 1.2 

Def. quitotriosidase CHIT1 11 1q31-q32 8 50.0 - - 12.5 25.0 12.5 

Def. prosaposina PSAP 15 10q21-q22 26 57.7 19.2 - 15.4 7.7 - 

C 

CLN1 PPT1 09 1p32 77 62.3 18.2 - 16.9 2.6 - 

CLN2 TPP1 13 11p15 110 59.1 16.4 - 23.6 0.9 - 

CLN3 CLN3 14 16p12.1 71 49.3 18.3 - 15.5 16.9 - 

CLN4 DNAJC5 05 20q13.33 2 50.0 - - 50.0 - - 

CLN5 CLN5 04 13q21.1-q32 45 64.4 2.2 - 28.9 4.5 - 

CLN6 CLN6 07 15q23 82 69.5 4.9 - 23.2 2.4 - 

CLN7 MFSD8 13 4q28.1-q28.2 46 71.7 13.0 - 15.3 - - 

CLN8 CLN8 03 8p23 42 73.8 - - 14.3 11.9 - 

CLN10 CTSD 09 11p15.5 19 73.7 5.3 - 21 - - 

CLN11 GRN 13 17q21.32 176 42.6 11.9 3.5 36.9 5.1 - 

CLN12 ATP13A2 29 1p36 38 65.8 7.9 - 21.1 5.2 - 

CLN 13 CTSF 13 11q13 11 81.8 9.1 - 9.1 - - 

CLN 14 KCTD7 04 7q11.21 17 64.7 5.9 - 23.5 5.9 - 
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1.3.2 Pseudogenes 

Pseudogenes são sequencias com alta homologia aos genes funcionais, mas que não 

produzem uma proteína funcional89. A presença destes pode levar a uma genotipagem errada 

de um paciente, razão pela qual são necessárias técnicas adicionais para diferenciar o gene 

funcional do pseudogene e realizar uma chamada de variantes correta. Por exemplo, no caso 

de pacientes MPS II é necessária uma análise adicional para a detecção de rearranjos gene-

pseudogene que não são detectados pelos testes convencionais90. Na doença de Gaucher, 

também é necessária a análise de deleções parciais/totais do gene e rearranjos gene-

pseudogenes que podem não ser detectadas nas análises de mutações de rotina91,92. 

O gene GBA1, associado à doença de Gaucher, compreende 11 exons e 10 introns ao 

longo de 7.6kb. Está localizado no cromossomo 1q21 dentro de um locus complexo que 

contém sete genes e dois pseudogenes, provavelmente devido a um evento de duplicação 

desta região cromossômica. De fato, um pseudogene de 5.7kb altamente homólogo 

(GBAP1) está localizado aproximadamente há 16kb downstream do gene funcional GBA193. 

A região exônica do GBAP1 compartilha 96% de homologia com a região codificante do 

gene GBA1, enquanto a homologia alcança 98% na região entre o intron 8 e a UTR_3´. 

GBAP1 é menor do que GBA1, devido à falta de várias inserções Alu, regiões intrônicas e 

com uma deleção de 55 pares de bases no intron 994,95. A alta homologia e a proximidade 

física entre GBAP1 e GBA1 permite eventos de recombinação resultando na geração dos 

denominado “alelos complexos” ou alelos “Rec”96,97. Estes alelos “Rec” são gerados tanto 

por eventos de crossovers ou por conversão gênica entre o gene GBA1 e seu pseudogene. 

Todos esses alelos “Rec” têm sido encontrados em heterozigose, sugerindo letalidade em 

homozigose98. Os poucos casos de homozigotos descritos na literatura, correspondem a 

abortos ou mortes neonatais99–101. 

Dentre as 472 mutações descritas no gene GBA1, existem mais de 20 alelos “Rec”, 

sendo o RecNcil e Recdelta55 as mais frequentes, sozinho ou em combinação com outra 

mutação pontual102,103. O alelo RecNcil é produto de uma recombinação do intron 9 ao exon 

10, resultando na incorporação de um segmento do GBAP1 que inclui as mutações 

p.Leu483Pro (L444P), p.Ala495Pro (A495P) e p.Val499Val (V460V) no gene funcional 

GBA1104. Recdelta55 engloba uma deleção de 55pb no exon 9 do gene GBA, correspondente 

à porção do pseudogene105. 
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1.3.3 Testes genéticos moleculares para diagnóstico das DLs 

Apesar dos testes bioquímicos fornecerem um diagnóstico confiável para a maioria de 

DLs, a identificação de variantes patogênicas, através da análise genética, está sendo cada 

vez mais recomendada devido às informações adicionais que proporciona.  

Um teste genético molecular pode confirmar o diagnóstico enzimático de uma DL, e é 

essencial para o diagnóstico definitivo de uma DL que é produto da deficiência de uma 

proteína lisossomal não enzimática, por exemplo, na doença de Danon e várias 

lipofuscinoses ceróides neuronais (Tabela 2). A confirmação do diagnóstico é crucial para 

avaliar as opções de tratamento, como a TRE disponível para algumas DLs, e para 

tratamentos alternativos como as chaperonas farmacológicas ou TRS, para as quais estão em 

andamento alguns estudos clínicos20,106.  

Estes testes também permitem distinguir casos de pseudodeficiência32–34,36–41, a 

identificação de membros da família em risco e podem esclarecer o tipo de variação 

genética e seu impacto na proteína e na atividade residual da enzima, ajudando no 

estabelecimento de uma correlação genótipo-fenótipo para algumas DLs27.  

Algumas técnicas convencionais de análises de mutações concentram-se principalmente 

na identificação de uma mutação por vez. A mais usada por vários grupos de pesquisa e 

laboratórios clínicos é o sequenciamento de Sanger, o qual é considerado o método padrão 

ouro para o sequenciamento de ADN107–111, mas devido à alta heterogeneidade alélica e ao 

fato de que esta metodologia só pode analisar um segmento de ADN/exon de cada vez, se 

torna um processo de trabalho intensivo, demorado e caro. Atualmente, o sequenciamento 

de Sanger é geralmente o método escolhido para investigar indivíduos de uma família com 

uma mutação conhecida num gene específico, e assim identificar mais pacientes, portadores 

ou para diagnóstico pré-natal. Em alguns centros, o sequenciamento de Sanger também é 

aplicado para preencher eventuais gaps (regiões com pouca ou sem cobertura) que a 

abordagem baseada no NGS pode deixar112.  

Em geral, a análise de sequência tem potencial de detectar ambas variantes patogênicas 

em uma grande porcentagem dos probandos (Tabela 6). Para a detecção de outras variantes, 

além das variantes missense, nonsense, de sítio de splicing, e pequenos indels, existem 

outros métodos, por exemplo, para análise de deleções/duplicações (PCR quantitativo, PCR 

long-range, MLPA, microarranjos desenhados para detectar deleções de exon único ou 
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duplicações) e, para a análise de rearranjos complexos (sequenciamento, análise de SNPs, 

análise cromossômica por microarranjos). 

Entre outros métodos convencionais para análise genética utilizados, encontram-se o 

RFLP (restriction fragment length polymorphism)113–117, ARMS (amplification-refractory 

mutation system)118–120, SSCP (single strand conformation polymorphism)121–123, dHPLC 

(denaturing high performance liquid chromatography)124,125, RT-PCR (real-time 

polymerase chain reaction)126, HRM (high resolution melting)127 e MLPA (multiplex 

ligation-dependent probe amplification)128–135, todos eles utilizados na análise molecular de 

diferentes DLs. Também existem novas abordagens como o a-CGH (array comparative 

genomic hybridization)114,136–138 e o sequenciamento de nova geração (next-generation 

sequencing). Algumas indicações e limitações gerais das diferentes técnicas moleculares 

recomendadas para o diagnóstico das DLs encontram-se em detalhe na Tabela 7. 
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Tabela 7. Indicações e limitações das diferentes técnicas moleculares utilizadas para o diagnóstico das DLs. 

Método  Indicação Limitação 

Sequenciamento de 

Sanger 

Para detectar variantes de ADN localizadas em regiões codificantes 

do gene associado e regiões adjacentes da junção exon/intron, 

incluindo mutações tipo SNPs, pequenas indels e variantes de sítios 

de splicing. 

Não detecta Variação no Número de Cópias (Copy 

Number Variations, CNVs). 

 

RT-PCR (Taqman) Adequado para o screening de mutações pontuais específicas. 
Requer optimização para cada locus analisado. 

Novas variantes não descritas não são detectadas. 

HRM Determinação do status de metilação do ADN e genotipagem Não detecta CNVs 

MLPA Para estabelecer a presença de CNVs. 

Necessário confirmar resultados com outras técnicas 

(sequenciamento de Sanger, tecnologias NGS e 

técnicas de a-CGH, entre outras) ou com sondas 

diferentes do probemix, devido à interferência de 

polimorfismos na região de alinhamentos dos 

probes. 

CGH e a-CGH 

Para detectar grandes deleções e duplicações, rearranjos não 

balanceados e limites de deleção que não são detectados por análise 

de sequencia 

Não detecta rearranjos balanceados. 

NGS (painéis) 

Detecção de mutações pontuais e pequenas indels em muitos genes 

diferentes ao mesmo tempo e de uma maneira eficiente em termos de 

custo e tempo. 

 

Análise de pseudogenes ou regiões altamente 

homólogas (ex. MPSII e Gaucher) 

O sequenciamento de Sanger é necessário para 

atender aos padrões de cobertura e para confirmação 

e variantes em regiões homopoliméricas. 

Não são detectadas translocações e inversões. 
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1.4 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERAÇÃO (NGS) 

O sequenciamento de nova geração (next-generation sequencing, NGS) é uma 

tecnologia de sequenciamento de ADN de alto rendimento que permite a geração rápida de 

dados de milhares a milhões de pares de bases do ADN de um paciente através do 

sequenciamento de vários genes em uma única reação139. O conceito por trás da tecnologia 

NGS é semelhante ao sequenciamento tradicional por eletroforese capilar. A diferença está 

no fato de que, em vez de sequenciar um único fragmento de ADN, o NGS pode sequenciar 

milhões de fragmentos de forma massiva e paralela. 

As diferentes abordagens do NGS permitem o sequenciamento rápido de todo o genoma 

(whole-genome sequencing, WGS) ou partes dele (via whole-exome sequencing- WES ou 

painéis de genes) (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Comparação das regiões alvo sequenciadas no WGS, WES e Painel NGS e 

suas aplicações principais. 
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As diferentes abordagens NGS têm vantagens sobre o sequenciamento de Sanger, como 

a grande profundidade de cobertura (vezes que uma base é lida) e uma alta sensibilidade. Na 

Figura 2 (superior), encontra-se a visualização parcial das leituras geradas pelo NGS, no as 

barras cinzas verticais indicam a profundidade de cobertura e as barras cinzas horizontais o 

alinhamento de cada leitura. Todas as posições, na cor cinza, indicam que a base na leitura é 

igual à da referência, qualquer troca é indicada como um retângulo colorido. A figura 2 

representa, na parte superior, uma mutação de ponto em heterozigese (G/C) com 

profundidade de cobertura de 295 vezes. Na parte inferior da é observado parte do 

eletroferograma gerado no sequenciamento automatizado (Sanger), indicando a presença da 

mesma mutação em heterozigose como 2 picos sobrepostos (1 pico correspondendo à base 

G em preto e outro à base C em azul). 

 

Figura 2. Comparação da profundidade de cobertura entre o NGS (parte superior, como 

visualizado no software IGV) e o Sequenciamento de Sanger (parte inferior) de uma 

mutação pontual. 
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1.4.1 Desenho de painéis NGS  

É recomendado que os painéis NGS contenham genes com evidência científica 

suficiente de um papel causal da doença141, pois variantes em genes que ainda não estão 

estabelecidos como causadores da doença são difíceis de interpretar e podem levar a 

resultados inconclusivos. O Clinical Genome Resource ou ClinGen (financiado pelo NIH) 

tem realizado uma revisão abrangente baseada em evidências das associações gene-doença, 

classificando-a em “definitiva”, “forte”, “moderada”, “limitada”, “nenhuma evidência 

declarada” ou “evidências conflitantes”142.  

Concentrar-se em um conjunto limitado de genes permite obter uma maior 

profundidade de cobertura, levando a uma sensibilidade e especificidade analítica superior. 

Uma maior profundidade de cobertura aumenta a confiança da chamada de heterozigotos141. 

As regiões que apresentam baixa cobertura (por exemplo, regiões ricas em GC ou regiões 

repetitivas), podem ser completadas utilizando o sequenciamento de Sanger ou outra 

metodologia, o que melhoraria a sensibilidade clínica do ensaio. Incluir menos genes no 

desenho também permite que o laboratório utilize sequenciadores menores e que sejam 

sequenciadas mais amostras por “corrida” em comparação com o WES ou WGS. A 

quantidade de dados gerados e requisitos de armazenamento também são mais manejável 

quando se trabalha com painéis gênicos141. 

Após a seleção dos genes que serão incluídos no painel, é importante realizar uma 

revisão completa das variantes descritas em cada um deles com a finalidade de identificar 

variantes patogénicas comuns ou hotspots e variantes patogênicas localizadas fora de 

regiões exónicas tipicamente cobertas, como regiões intrônicas profundas ou não traduzidas. 

Esta informação é essencial para determinar a região genômica alvo de interesse e poder ser 

importante para selecionar as amostras para o processo de validação. Também é importante 

para determinar a sensibilidade e especificidade do teste. 

O próximo passo é determinar a região genômica de interesse. Geralmente são 

selecionadas as regiões codificantes e junções exon-intron. Não existe consenso sobre o 

número de bases da sequência intrônica que deve ser incluída na análise, embora a maioria 

de laboratórios inclua sequencias de ±10-20 bases da junção exon-intron para a detecção de 

mutações de sítios de splicing143. 

Informações sobre a doença, incluindo os principais indicadores clínicos, 

mecanismos de doença, prevalência, modo de herança, penetrância e expressividade, devem 
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ser investigadas no estágio de planejamento do teste. Todos esses fatores desempenham um 

papel crítico na interpretação de resultados e na elaboração do relatório final. 

1.4.2 Ion Torrent Personal Genome Machine  

A plataforma Ion Personal Genome MachineTM (PGM) (Thermo Fisher Scientific), 

foi lançada no ano 2011 e está catalogada como um sequenciador de segunda geração. Esta 

plataforma detecta os prótons que são liberados a medida que os nucleotídeos são 

incorporados na fita que está sendo sintetizada144. 

Ao comparar as especificações técnicas desta plataforma com outras disponíveis no 

mercado, podemos observar que o Ion PGM é a plataforma NGS de menor custo, 

proporciona diferentes rendimentos de sequenciamento dependendo do Ion chip utilizado 

(até 1Gb utilizando o Ion chip 318) e o tempo de corrida é um dos menores que existe (2 

horas). Embora os dados gerados utilizando essa plataforma tenham uma taxa de erro 

(~1.8%) superior ao da Illumina (<0.4%), desde que haja profundidade de cobertura 

suficiente, a capacidade de chamada de variantes é bastante semelhante às das outras 

tecnologias144. 

Uma das limitações que esta plataforma apresenta é a detecção de homopolímeros 

(sequencias contínuas de bases iguais). Nesse caso, todas as bases do homopolímero vão ser 

incorporadas em um único fluxo de dNTP´s. O sensor acoplado à cada poço do Ion chip tem 

uma resposta bastante linear; por tanto, se um A tem um sinal x, um AA vai ter um sinal 

aproximado de 2x, e assim por diante. Na prática, é possível detectar com boa acurácia 

homopolímeros de até 6 bases. Além disso, o Ion Torrent possui um mapeador (TMAP) 

otimizado também para lidar com erros de homopolímeros145. 

Independentemente da plataforma utilizada, é possível identificar etapas comuns 

entre todos os sequenciadores: preparo da amostra (biblioteca), enriquecimento da biblioteca 

e sequenciamento, processamento de dados brutos, seguido da análise e interpretação dos 

dados gerados (Figura 3).  
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Figura 3. Fluxo de trabalho geral do NGS. 

1.4.3 Preparo da amostra 

O processo começa com a extração do ADN genômico de uma amostra do paciente. 

O NGS pode ser realizado a partir do ADN extraído de qualquer tipo de amostra, desde que 

a quantidade e qualidade sejam suficientes.  

1.4.4 Preparo da biblioteca 

Primeiro, o ADN é amplificado utilizando o painel NGS (pool de primers para a 

amplificação dos genes incluídos no painel) através de um PCR ultrahigh-multiplex. Desta 

maneira são gerados milhares de templates, de forma que todas nossas sequencias alvos 

sejam cobertas o mais uniforme possível. Uma vantagem é que é necessário relativamente 

pouco ADN do paciente nessa etapa. Trabalhando com o Ion PGM, é necessário apenas 

20ng de ADN total. 

Após a amplificação, adaptadores, sequencias artificias conhecidas, são incorporadas 

ao template. Nesta etapa é possível combinar diferentes amostras de uma mesma reação de 

sequenciamento através do uso de barcodes diferentes, normalmente de 5 ou 10 bases, 

reduzindo assim, o custo de processamento. O número de amostras que podem ser 

sequenciadas em simultâneo dependerá da profundidade de cobertura desejada141. Depois de 

ligados esses adaptadores-barcodes, as amostras são misturadas, amplificadas e 

sequenciadas juntas. Após isso, no processo de sequenciamento, essa parte do adaptador-

barcode é lida e as amostras são separadas computacionalmente145. 
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1.4.5 Enriquecimento da biblioteca 

O enriquecimento da biblioteca tem como objetivo gerar em um pequeno espaço 

físico milhares de cópias de cada template de ADN produzido na etapa anterior. O objetivo 

dessa amplificação é aumentar a fonte de sinal iônico para o sequenciador Ion PGM, que 

será detectado na etapa de sequenciamento. 

Um dos processos de amplificação desenvolvidos para esse propósito é o PCR em 

emulsão. Nele são criados milhões de micro reatores em uma emulsão de óleo. Esses 

reatores contêm todos os reagentes necessários para uma reação de PCR e pequenas esferas 

(também chamadas de Ion Sphere Particle-ISP) cobertas com a sequência complementar ao 

adaptador e com um diâmetro de 3-µm. Esses fragmentos servem para fixar os clones do 

template à esfera e também como primer para a reação de PCR. Ao final do processo a 

esfera pode estar em três estados: 1) caso ideal: um único template foi incorporado a uma 

única esfera; 2) ISP policlonais: múltiplos fragmentos foram incorporados a uma esfera e, 3) 

ISP vazias: nenhum fragmento foi à esfera145. Tanto as ISPs vazias como as policlonais são 

eliminadas através de diferentes processos. 

1.4.6 Sequenciamento  

As ISPs são carregadas num Ion chip que contém milhões de poços (3.5µm de 

diâmetro) com sensores de prótons e, o sequenciamento é iniciado a partir da sequência do 

adaptador. Atualmente são oferecidos 3 tipos diferentes de chips para sequenciamento: Ion 

314TM Chip v2 com rendimento de até 100 Mb, Ion 316TM Chip v2 com rendimento de até 

500Mb e, o Ion 318TM Chip v2 com rendimento de até 1Gb. O tamanho das leituras pode 

alcançar 400pb, com comprimento médio de aproximadamente 200pb.  

Cada esfera é carregada num poço com um sensor individual pela ação da 

centrifugação do chip utilizando uma centrífuga especial. Durante o sequenciamento, os 

quatro nucleotídeos são fornecidos de forma gradual durante a corrida. Quando o 

nucleotídeo fornecido é complementar à base, este é incorporado na fita pela ação de uma 

polimerase. Isso aumenta o comprimento da fita que está sendo sintetizada em uma base (ou 

mais, se trata-se de um homopolímero) e resulta na hidrólise do nucleotídeo trifosfato, que 

causa a liberação de um único próton (H+) por cada nucleotídeo incorporado, alterando o pH 

do poço (∆pH).  Esta alteração do pH é detectada por um sensor (ion-sensitive field-effect 

transitor, ISFET) e convertida em um sinal elétrico durante o todo o processo de 

sequenciamento144. Após o fluxo de cada nucleotídeo, é realizada uma lavagem para garantir 
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que estes não permaneçam no poço. A medida que o sequenciamento prossegue, cada uma 

das quatro bases é introduzida sequencialmente. Se as bases desse tipo forem incorporadas, 

os prótons são liberados e um sinal é detectado proporcionalmente ao número de bases 

incorporadas144. Esses dados de sinal bruto são transformados em chamadas de bases, que é 

a identificação do nucleotídeo presente em cada posição em uma leitura. Isto é realizado 

utilizando o software Torrent Suite v5.0 (Thermo Fisher Scientific). 

O principal tipo de erro desta plataforma são as inserções e deleções pois, em regiões 

homopoliméricas maiores de 6 bases, não existe linearidade entre a intensidade do fluxo de 

íons hidrogênios detectados e o número de nucleotídeos incorporados, fazendo com que 

erros na determinação do tamanho de tais regiões sejam frequentes146. 

 

1.4.7 Análise e interpretação de dados 

O NGS produz uma quantidade extensa de dados de sequência que normalmente é 

processada e analisada em três etapas principias (Figura 4).  
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Figura 4. Fluxograma da análise de dados gerados pelo NGS. 

 

O primeiro passo, executado pelo software do instrumento (Torrent Suite 

SoftwareTM), é o processamento dos sinais em sequencias com valores de qualidade 

associadas a cada base. Também é realizada a demultiplexação das amostras. Essas 
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informações são compiladas em um formato de .fastaq147, que é o arquivo de entrada para a 

análise secundária durante a qual as leituras de sequência são alinhadas a uma sequência 

referência (hg19, Genome Reference Consortium GRCh37). As leituras alinhadas são 

compiladas em um formato de arquivo denominado .bam. As principais informações no 

arquivo .bam incluem a localização do alinhamento de leitura em relação à referência, a 

qualidade do mapeamento de leitura, a profundidade de cobertura por base mapeada e a 

orientação das leituras (forward ou reverse) quando o sequenciamento é bidirecional143. Os 

arquivos .bam podem ser visualizados no programa IGV (Integrative Genomics Viewer do 

Broad Institute).  

A terceira etapa utiliza o arquivo .bam como entrada no software (Ion ReporterTM) 

que determina as diferenças entre as leituras alinhadas e a sequencia de referência e compila 

essas diferenças em um formato de arquivo de chamada de variantes (variant caller file, 

VCF). O arquivo VCF (Variant Call Format) é um arquivo de texto que contém 

informações relacionadas a: cromossomo, posição da variante iniciando a contagem por 1, 

bases de referência, bases alteradas, score da variante em escala phred, se a variante passou 

pelos controles de qualidade, e informação com estatísticas sobre as variantes. A precisão da 

chamada de variantes depende da profundidade de cobertura e melhora com o aumento da 

cobertura141. Esta última etapa também inclui a anotação de variante, na qual é adicionada 

informação sobre cada variante detectada (por exemplo, atribuição da nomenclatura c. e p., 

localização exonica ou intronica) e a associação da variante com meta-dados (por exemplo, 

frequencia populacional)143,145,148.  

Cada etapa é complexa e para realiza-las requer uma combinação de algoritmos e 

softwares. As escolhas desses são influenciadas pela química do sequenciamento e da 

plataforma, o tipo de variantes que serão detectadas (por exemplo, SNVs CNVs) e a 

experiência bioinformática do laboratório. 

A interpretação da variante é geralmente realizada usando a informação de 

frequência nas diferentes bases de dados, análise de segregação, banco de dados de 

mutações, literatura e programas de predição in silico. 

É recomendado que as variantes sejam interpretadas seguindo as diretrizes de 

classificação de variantes publicadas recentemente149. A American College of Medical 

Genetics and Genomics (ACMG) publicou pela primeira vez recomendações para a 

interpretação de variantes no ano 2005, depois no 2008150, com a revisão mais recente de 
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2015149, introduzindo um novo sistema de classificação: “patogênica”, “provavelmente 

patogênica”, “de significado incerto”, “provavelmente benigna” e “benigna”, com base em 

critérios usando determinadas evidências, por exemplo, dados populacionais, dados 

computacionais, dados funcionais, dados de segregação, etc). 

As variantes com uma frequência populacional alta (geralmente maior que 1%, no 

caso de doenças raras) são frequentemente filtradas. Para relatar uma variante, é importante 

determinar se o efeito da variante é consistente com o fenótipo do paciente e também 

examinar a segregação da variante na família do probando (quando for possível). Para 

frequências populacionais, existem dados disponíveis gratuitamente para seu uso em 

pesquisa e diagnóstico, como os do projeto 1000 Genomes151 e Exome Aggregation 

Consortium (ExAC)152, dbSNP153, Online Archive of Brazilian Mutations154, Human Gene 

Mutation Database88, e outras bases de dados específicas de doenças como Pompe Center at 

Erasmus Medical Center (http://www.pompecenter.nl/), Fabry-database.org (http://fabry-

database.org/), International Niemann-Pick Rare Disease Registry (https: // inpdr .org /) e o 

NCL Mutation and Patient Database (https://www.ucl.ac.uk/ncl/mutation.shtml).  

A avaliação da patogenicidade de novas variantes (não encontradas nas bases de 

dados de mutações ou descritas anteriormente na literatura) são analisadas através de 

ferramentas in silico. Para a predição do potencial efeito deletério na função da proteína, são 

utilizados os programas SIFT155,156, Polyphen-2157 e Mutation Taster158. Para avaliar o 

possível efeito de uma variante de sítio de splicing, pode ser utilizado o Human Splice 

Finder159. As inserções e deleções, podem ser analisadas através do Mutation Taster e SIFT 

Indel160. Mutações nonsense, frameshift e de sítios canônicos de splicing geralmente são 

classificadas automaticamente como patogênicas149. 

Estudos funcionais são úteis para determinar se a variante afeta a função da 

expressão normal. No entanto, esses estudos podem ser difíceis de interpretar porque não 

existem sistemas modelo perfeitos e os resultados podem ser contraditórios entre as 

diferentes análises143. 

1.4.8 Limitações do NGS 

Durante o desenho do painel NGS, é importante considerar as limitações do NGS. 

Muitas dessas limitações são inerentes a todas as tecnologias. Entre as limitações técnicas 

temos:  
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1) Interferência de sequencias homólogas: Alguns genes ou partes de genes, podem não 

ser sequenciados adequadamente, o que não permite total confiança na qualidade dos dados. 

Isto inclui genes com sequencias complexas como pseudogenes, rearranjos genéticos e 

regiões com alto conteúdo de GC. Regiões de alta homologia com outras regiões genômicas, 

como pseudogenes ou eventos de duplicação gênica, podem levar a resultados falsos-

positivos e/ou falsos negativos devido as leituras mapeadas incorretamente141. Chamada de 

variantes em regiões altamente homólogas que não podem ser detectadas com precisão pelo 

NGS frequentemente podem ser resolvidas por outros métodos, como o sequenciamento de 

Sanger, através do desenho de primers específicos, ou por outros métodos, como os 

bioinformáticos, através do realinhamento digirido141,143.  

 Por exemplo, além da análise NGS do gene GBA, associado à doença de Gaucher, 

alguns investigadores analisam pelo menos a região 3´ do gene por sequenciamento de 

Sanger161,162 ou apenas os alelos “Rec” mais frequentes163. Muitos estudos que utilizaram a 

tecnologia NGS sem o apoio do Sanger, não descreveram a presença de alelos “Rec”, 

desestimando-os. De fato, apesar dos avanços da tecnologia de sequenciamento, o 

sequenciamento de Sanger continua sendo o método padrão ouro para analisar o gene GBA, 

a não ser em grandes grupos de pacientes164–168. Outra abordagem para resolver o problema 

dos alelos “Rec”, em especial do alelo RecNciI é o desenho de primers NGS específicos 

seguido do realinhamento dirigido das leituras com a sequência do gene GBA e não contra 

genoma completo169.  

2) Duplicações e deleções de exons: Deleções e duplicações em nível de exon podem ser 

detectadas por NGS usando algumas ferramentas bioinformáticas disponíveis 

comercialmente; no entanto, a sensibilidade e especificidade devem ser estabelecidas pelo 

laboratório170. 

3) Regiões repetitivas: regiões homopoliméricas e expansão de trinucleotídeos não são 

detectadas pelo NGS e podem ser analisadas usando outros métodos171. 

1.4.9 Confirmação das variantes detectadas pelo NGS 

Dentro da comunidade científica se discute sobre a necessidade de confirmar as 

variantes chamadas no NGS utilizando o sequenciamento de Sanger, isto devido a que 

vários laboratórios têm descrito uma alta especificidade para os dados gerados pelo NGS. A 

confirmação por Sanger dos resultados do NGS pode ser ineficiente, redundante e cara172. 

O grupo de Nelson et al.173 determinou que 80% dos dados gerados poderian ser 

liberados sem confirmação pelo método de Sanger, isto reduziria o tempo de resposta e 
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manteria a especificidade. Mu et al174, relataram 98.7% de concordância entre o NGS e o 

Sanger, 1.3% foram identificados como falsos-positivos, localizados principalmente em 

regiões genômicas complexas (regiões ricas em AT, regiões ricas em GC, regiões 

homopoliméricas e regiões de pseudogenes) e para os quais é indispensável a confirmação 

por Sanger. 

O grupo de Nelson et al, também estabeleceu certos critérios para descrever uma 

variante genética detectada pelo NGS sem confirmação pelo método de Sanger, entre eles: 

1) se é uma substituição de nucleotídeo, 2) “PASS” no filtro, 3) score de qualidade 

adequada, 4) frequência alélica da variante (heterozigoto = 0.3-0.6, 

homozigoto/hemizigoto= >0.9). É recomendado a confirmação da variante se: 1) 

inserções/deleções (devido a inconsistências no mapeamento), 2) score de qualidade baixo e, 

3) frequência alélica da variante fora dos intervalos estabelecidos. 

 

1.5 VALIDAÇÃO ANALÍTICA 

Uma vez que a metodologia foi estabelecida e o protocolo otimizado no laboratório, o 

teste deve ser validado, incluindo todas as etapas do processo (tanto o trabalho de bancada 

como a parte bioinformática) usando todos os tipos de amostra que serão aceitos para o 

painel (por exemplo: sangue total, sangue impregnado em papel filtro, saliva, tecido 

embebido em parafina, swab bucal, amniócitos e vilosidades coriônicas) (Figura 5). É 

exigido que os laboratórios determinem as características de desempenho do ensaio, 

incluindo 3 medidas: sensibilidade analítica, especificidade analítica e precisão ou 

reprodutibilidade141,175,176. Estas 3 medidas são determinadas testando amostras provenientes 

de indivíduos com variantes de sequência conhecidas e controles negativos conhecidos. Para 

a validação de um painel NGS, não é viável identificar e analisar controles para cada uma 

das mutações descritas nos genes; por tanto é realizada uma validação baseada nos métodos. 

Esta abordagem de validação baseada nos métodos, utiliza amostras com mutações 

conhecidas, particularmente direcionada para mutações comuns e tipos de variantes ou 

regiões genômicas que podem ser mais difíceis de detectar, como indels, regiões ricas em 

GC e regiões repetitivas143.  

A sensibilidade analítica é a probabilidade de o ensaio detectar uma variante quando 

está presente na região alvo (1- taxa de falsos negativos). Isso é determinado dividindo o 

número de variantes conhecidas (positivos verdadeiros) detectados pelo painel NGS pelo 
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número total de variantes conhecidas detectadas por um método de referência. A 

especificidade analítica é a probabilidade de o ensaio ser negativo quando nenhuma variante 

estiver presente (1-taxa de falsos positivos). Essa medida é estabelecida dividindo o número 

de verdadeiros negativos pela soma de verdadeiros negativos e falsos positivos, tipicamente 

obtidos por comparação com os resultados obtidos por um método de referência como o 

sequenciamento de Sanger. Por último, a precisão refere-se à reprodutibilidade ou 

“robustez” do ensaio, ou seja, a capacidade de obter os mesmos resultados quando o ensaio 

é repetido. Para a reprodutibilidade, tanto a reprodutibilidade intra como inter-corridas 

devem ser avaliadas143. 
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Figura 5. Fluxograma do processo de validação de um painel NGS. Adaptado de Rehm et al141
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1.6 PAINÉIS NGS, WES E WGS NO DIAGNÓSTICO E PESQUISA DAS DLs 

Existem poucos estudos sobre a aplicação de painéis NGS no diagnóstico das DLs 

(Tabela 8).  

O estudo de Fernandez-Marmiesse et al177 descreve pela primeira vez os resultados de 

um projeto piloto para avaliar a aplicação do NGS para o screening de mutações no 

diagnóstico das DLs. Utilizando uma abordagem baseada no NGS para a análise simultânea 

de 57 genes lisossomais, foram capazes de diagnosticar corretamente 18 controles positivos 

cegos e 25 pacientes com suspeita de DL, os pacientes eram da Espanha e de Portugal. 

Foram analisados 84 probandos, incluindo 18 controles positivos com diagnóstico clínico e 

bioquímico prévio de alguma DL e 66 pacientes com suspeita, de moderada a alta, de 

alguma DL. Foi realizada a preparação da biblioteca através da amplificação das regiões 

codificantes e junções exon-intron dos 54 genes incluídos no painel. O sequenciamento foi 

feito utilizando a plataforma SOLiD4 e HiSeq2000 Illumina, sendo que a última plataforma 

mencionada rendeu uma cobertura maior (99.97% das bases cobertas pelo menos 20x). Os 

autores encontraram duas dificuldades técnicas relacionadas ao enriquecimento das 

bibliotecas; a primeira devido à composição de bases de alguns exons, o qual interferiria 

com a eficiência do enriquecimento, assim, os exons próximos a regiões repetitivas não 

foram completamente cobertos. Para exons localizados em ilhas CpG, a cobertura também 

diminuiu drasticamente, produzindo gaps na cobertura de determinados exons dos genes 

associados às DLs, principalmente nos genes IDUA, GBA e GAA. Os autores também 

apontam dificuldades na filtragem e interpretação de dados gerados pelo NGS. A 

interpretação de todas as variantes detectadas é um dos principais desafios, além disso, as 

irregularidades na cobertura contribuiram com resultados falsos-positivos.  

Outro exemplo da utilidade clínica dos painéis NGS no diagnóstico das DLs é o do 

diagnóstico da doença de Pompe de início tardio realizado pelo grupo de Lèvesque et al178. 

Os autores desenvolveram um painel para analisar os exons e junções exon-intron do gene 

GAA junto com outros 77 genes associados a diversas desordens neuromusculares com 

fenótipos sobrepostos. Eles alcançaram uma cobertura média de 200x com todos os exons 

do GAA sendo cobertos 20x e apenas 0.03% dos exons dos genes do painel com coberturas 

menores de 20x. Obtiveram uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 98%. 

Analisaram 34 pacientes com desordens musculares de etiologia desconhecida, o estudo 

demonstrou um rendimento diagnóstico de 32%. Esse painel NGS demostrou facilitar o 

diagnóstico em pacientes com fraqueza muscular inespecífica o com fenótipos atípicos. 
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No ano 2016, o grupo de Yubero et al179 desenvolveu um painel NGS incluindo 171 

genes associados a um grupo selecionado de EIM, entre os quais se encontravam genes 

associados a algumas DLs como a doença de Pompe, doença de Danon, MPS I, II, III IV, 

VI, VII, IX, doença de Fabry, doença de Farber, GM1, GM2, doença de Gaucher, doença de 

Krabbe, leucodistrofia metacromática, entre outros. O objetivo do estudo foi comparar os 

achados de rendimento diagnóstico de um grupo com diagnóstico clínico e bioquímico 

prévio de algum EIM (grupo 1) com um grupo com suspeita inespecífica de algum EIM 

(grupo 2). Foram analisados um total de 146 pacientes, 81 do grupo 1 e 65 do grupo 2. O 

rendimento médio foi de 50%, sendo que o rendimento para o grupo 1 foi de 78% e para o 

grupo 2 de 15.4%. Foi utilizada a plataforma MiSeq da Illumina, e se obteve uma cobertura 

média de 355x com 93% das bases cobertas mais de 20x. Uma das limitações mais críticas 

que este grupo descreveu foram as limitações metodológicas. Uma fração das regiões 

codificantes permaneceu sem ser sequenciada, assim levando a falsos negativos. O grupo 

concluiu que as avaliações clínicas em combinação com achados bioquímicos consistentes, 

são ferramentas úteis para aumentar o rendimento diagnóstico em pacientes com EIM. 

Nesses casos, o uso do painel NGS é altamente produtivo e custo-efetivo. 

Outros dois exemplos de aplicação do NGS para LSD tem sido descritos através de 

relatos breves e correspondem aos grupos de Wood et al180 e Coutinho et al181. 

De acordo com as “orientações para o diagnóstico por NGS” da EuroGentest and the 

European Society of Human Genetics e outros guidelines141,143,182, “para fins de diagnóstico, 

apenas os genes com uma relação conhecida (isto é, publicada e confirmada) entre o 

genótipo e a patologia devem ser incluídos na análise” através do NGS. No entanto, existem 

algumas aplicações com foco em pesquisa que se aventuram a aplicar a tecnologia NGS 

para identificar variações de sequência em genes candidatos conhecidos, mas também 

potencialmente novos genes candidatos para as DLs. Entre as primeiras publicações de um 

extenso painel de pesquisa para a identificação de DLs está o estudo de Di Fruscio et al183 

em 2015, com o objetivo de detectar variantes genéticas na via endocítica no lisossomo. 

Detalhes deste painel NGS podem ser encontrados na Tabela 8.  

Nos últimos anos, as abordagens  de WES e WGS passaram a ser consideradas como 

testes universais para a identificação da maioria de distúrbios mendelianos184–186 com a 

exceção daquelas causadas por variações estruturais complexas. O WES tem demonstrado 

ser uma solução económica com um maior rendimento de sequenciamento e que favorece a 
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identificação de novos genes associados a doenças. Três publicações recentes demostram a 

complexidade e variabilidade clínica das DLs, bem como o papel fundamental do WES em 

expor lacunas no conhecimento clínico devido à raridade de muitas dessas doenças. O 

primeiro exemplo corresponde ao de três irmãos, entre 40 e 60 anos de idade, que 

desenvolveram osteólise severa dos ossos nas mãos e pés. Os genes conhecidos de displasia 

esquelética foram sequenciados, mas nenhuma mutação foi encontrada. O WES 

eventualmente revelou variantes patogênicas no ASAH1, causando deficiência da 

ceramidase ácida ou doença de Farber, o que foi confirmado posteriormente por testes 

enzimáticos. Os pacientes tinham sintomas “típicos” da doença na infância, mas eram tão 

leves que não suspeitavam de uma DL. Estes se tornaram os pacientes mais idosos com 

diagnóstico de doença de Farber. Além disso, o gene ASAH1 agora pode ser incluído na lista 

de genes  testados em pacientes com osteólise187.   

O segundo exemplo, é o descrito pelo grupo de Kondo et al 188 no ano passado. Um 

grupo de pacientes com manifestações clínicas (características faciais grosseiras, 

anormalidades esqueléticas, hepatoesplenomegalia, problemas respiratórios e retardo 

mental) e achados bioquímicos (acumulação excessiva de GAGs urinários, níveis 

extremamente altos de heparan sulfato no plasma) muito similares aos apresentados por 

pacientes afetados com mucopolissacaridoses (MPS) foram investigados para este grupo de 

doenças. No entanto, não puderam ser diagnosticados enzimaticamente como MPS. Usando 

o WES e o sequenciamento de Sanger, foi identificada uma mutação em homozigose 

(c.1492C>T, p.Arg498Trp) no gene VPS33A dos 13 pacientes. Este gene está envolvido na 

via endocítica e autofágica, mas a mutação não afetou nenhuma destas duas vias. A 

acidificação lisossômica e o acúmulo de heparan sulfato foram detectados nas células dos 

pacientes, sugerindo um novo papel desses genes na função lisossomal. Por tanto, este grupo 

propôs um novo tipo de MPS que não é causado por deficiência enzimática, denominando-a 

MPSPS (Mucopolysaccharidoses Plus Syndrome).  

Certamente, o WES está  se mostrando como uma ferramenta com grande potencial e 

sua utilização é fundamental para o diagnóstico de doenças conhecidas com “apresentações 

atípicas”189.   Isto é crítico na maioria das DLs, distúrbios genéticos raros que podem não ser 

diagnosticados por anos, uma vez que todo o espectro da variação fenotípica não é bem 

caracterizado, dado o número reduzido de pacientes descritos na literatura e a baixa 

frequência em que eles ocorrem190–194. 
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Tabela 8. Parâmetros utilizados nos estudos selecionados para a análise NGS das DLs. 

Parâmetros do 

estudo 

Di Fruscio et 

al.183 (Lysoplex) 

Fernandez-

Marmiesse et 

al.177 

(Painel LSD) 

Levesque et 

al.178 

(Painel 

Muscular) 

Wood et al.180 

(Painel LSD) 

Coutinho et al.181 

(Painel LSD) 

Yubero et al.179 

(Painel IEM) 

Número de genes 

incluídos no painel 
891 57 78 81 96 171 

Conteúdo de genes 

194 genes 

lisossomais, 106 

genes associados 

à autofagia, 627 

genes com papel 

na via endocítica 

57 genes 

associados às 

DLs 

GAA e 77 genes 

associados a 

doenças 

musculares 

81 genes 

associados às 

DLs 

96 genes 

codificadores de 

proteínas 

lisossomais, 

reguladores 

lisossomais e 

proteínas não 

lisossomais 

envolvidas na 

biogênese 

lisossomal. 

171 genes 

associados a EIM, 

dentro dos quais 

encontram-se as 

DLs. 

Doença 

Lipofuscinose 

ceróide neuronal 

(NCL) 

DLs 

Doença de 

Pompe de início 

tardio 

DLs DLs DLs 

Número de 

pacientes 

analisados 

48 pacientes com 

NCL 

18 controles 

positivos, 66 

pacientes com 

suspeita de DLs 

34 pacientes 

com distúrbio 

muscular não 

estabelecido 

14 controles 

positivos com 

11 DLs 

diferentes 

12 pacientes com 

DLs variadas: 

Mucolipidoses II 

α/β, MPS VI, 

Gaucher, Fabry, 

Picnodisostoses, 

Krabbe, GM2 e 

NCLs. 

81 pacientes com 

suspeita clínica e 

bioquímica de 

algum EIM, 65 com 

suspeita 

inespecífica de 

EIM. 

Média da cobertura 40x 95% 20x 94.5% 20x 97.7% 372x Não informado 355x (MiSeq) 
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(HiSeq1000) 

100x 80% 

(SOLiD) 

20x 99.97% 

(HiSeq2000) 

(MiSeq) 50x 95% 20x 93% 

Rendimento 

diagnóstico 

67% de 

pacientes com 

NCL analisados 

51% dos 

pacientes 

analisados 

32% dos 

pacientes 

analisados 

Não 

determinado. 

100%, devido ao 

uso de amostras 

com diagnóstico 

bioquímico prévio. 

50% dos pacientes 

analisados 

Valor do método 

Mais robusto que 

WES, pode ser 

utilizado de 

maneira efetiva 

para o 

descobrimento 

de novos genes 

associados à 

doença 

Diagnósticos 

inesperados 

(GM1, GM2), 

menor tempo 

para diagnóstico. 

O diagnóstico 

foi estabelecido 

em 

apresentações 

atípicas. 

Diagnóstico 

estabelecido, 

painel especial 

para DLs com 

ensaios 

bioquímicos 

disponíveis. 

Painel robusto, 

envolvendo 96 

genes associados 

às DLs. 

Diagnóstico rápido 

e eficaz, 

particularmente no 

grupo que 

apresentava 

indicações clínicas 

e bioquímicas para 

o diagnóstico. 
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1.7 O SERVIÇO DE GENÉTICA MÉDICA DO HOSPITAL DE CLÍNICAS DE 

PORTO ALEGRE E SEU PAPEL NAS LSD NO BRASIL 

 

O Serviço de Genética Médica (SGM) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), 

criado no ano de 1982, é um centro de referência no Brasil e na América Latina para o 

diagnóstico e pesquisa nas diferentes áreas médicas na região sul do Brasil, especialmente 

de Erros Inatos do Metabolismo, e conta com profissionais treinados em avaliação clínica, 

diagnóstico laboratorial e manejo de doenças genéticas, EIM e DLs.  

Desde 2004 é reconhecido como Centro Colaborador da OMS para o desenvolvimento 

de Serviços de Genética Médica na América Latina e foi habilitado como Serviço de 

Referência em Doenças Raras pelo Ministério da saúde no ano de 2016195.  

No SGM-HCPA, no período do 1982-2015, amostras de um total de 72,797 pacientes 

foram encaminhadas para investigação de algum EIM, tendo sido confirmada uma DL em 

3.211 casos (4.41% ou 1 em 22), sendo 3,099 pacientes brasileiros (96.5%). Esses casos, 

vindo de diferentes regiões brasileiras, forneceram informações sobre a frequência relativa 

das DLs (Figura 6) no país e permitiram estimar a frequência mínima das DLs no país23. 

O número de diagnósticos neste serviço aumentou ao longo do tempo, em parte devido à 

implementação de diferentes testes enzimáticos em vários tipos de amostra (leucócitos, 

fibroblastos, plasma e sangue impregnado em papel filtro) e à criação de diferentes redes de 

diagnóstico, entre elas a “Rede EIM Brasil”, “Rede MPS Brasil”, “Rede NPC Brasil” e a 

“Rede DLD Brasil”, as quais envolvem muitos serviços brasileiros.  
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Figura 6. DLs diagnosticadas no Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre no período de 1982-2015. Figura 

baseada no trabalho de Giugliani et al. 23.
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CAPÍTULO 2: JUSTIFICATIVA 

 

As doenças lisossômicas constituem um problema de saúde importante, com impacto enorme 

sobre os indivíduos afetados e suas famílias. Muitos fatores dificultam o diagnóstico destes 

distúrbios genéticos, sendo a variabilidade fenotípica e genotípica a principal causa e levando a um 

atraso significativo do diagnóstico.  

Existem poucos centros especializados no diagnóstico deste grupo de doenças na América 

Latina, um deles é o Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, no sul do 

país, o qual dispõe de vários laboratórios incluindo o de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM) e o de 

Genética Molecular (LGM), ambos situados entre os mais completos do país. Por este motivo, o 

SGM-HCPA tem se consolidado como um serviço de referência, concentrando uma grande 

quantidade de pacientes, referidos de diferentes regiões brasileiras e de outros países, para 

diagnóstico de DLs.  

As mucopolissacaridoses (MPS) são o principal grupo de DLs caracterizadas no LGM 

através de diferentes testes moleculares, incluindo o NGS. A implementação desta abordagem para o 

diagnóstico de outros grupos de DLs, permitirá sua identificação e reduzirá a “odisseia diagnóstica” 

que essas famílias enfrentam, levando a um aconselhamento genético apropriado e uma introdução 

mais precoce das medidas terapêuticas disponíveis, provavelmente com melhor resultado. 

Por outro lado, amostras provenientes de outros países ou de regiões distantes do país são 

enviadas na forma de sangue impregnado em papel filtro (SIPF) ao SGM-HCPA, devido à fácil 

coleta e transporte deste tipo de material. A implementação de um método de extração de ADN, a 

partir do SIPF, que seja eficiente e custo-efetivo, é fundamental para o diagnóstico molecular por 

NGS ou outros testes moleculares, especialmente em um laboratório assistencial.  

Além disso, um estudo piloto de um programa de triagem neonatal (TN) está sendo 

desenvolvido no SGM-HCPA para doenças lisossômicas tratáveis. A validação dessa tecnologia 

permitirá também sua avaliação para utilização como método confirmatório para casos de triagem 

neonatal para doenças lisossômicas alterada, utilizando o ADN extraído do mesmo SIPF coletado 

para a triagem neonatal. A possibilidade de realizar a análise molecular, por NGS, a partir de ADN extraído 

do SIPF coletado na TN, reduziria significativamente o tempo de confirmação diagnóstica. 
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Neste sentido, sendo o SGM-HCPA um serviço de referência para DLs, a implementação 

destes painéis NGS e a demonstração da sua utilidade clínica, representará um aporte inestimável 

para o diagnóstico deste tipo de doenças. 
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CAPÍTULO 3: OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Validar e avaliar a utilidade clínica de uma estratégia baseada no sequenciamento de nova 

geração (NGS), estabelecendo a sensibilidade, especificidade e limitações, para a detecção de 

mutações em pacientes com suspeita de doenças lisossômicas selecionadas;  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 

1. Desenhar e validar 3 painéis NGS, contendo 24 genes, para o diagnóstico de doenças 

lisossômicas selecionadas, utilizando a plataforma Ion PGMTM e ADN extraído de sangue 

periférico de pacientes com diagnóstico bioquímico e molecular prévio de alguma DL.  

 

2. Avaliar a qualidade e eficiência do ADN extraído de sangue impregnado em papel filtro 

(SIPF) para seu uso no NGS. 

 

3. Avaliar a utilidade clínica da abordagem NGS para:  

a) diagnóstico molecular de DLs, 

b) diagnóstico diferencial de DLs e, 

c) confirmação diagnóstica de casos alterados na triagem neonatal para pelo menos 3 DLs 

(doença de Gaucher, Fabry e Pompe). 
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS 

 

O trabalho desenvolvido nesta tese resultou em 4 artigos científicos: um já publicado, um 

aceito para publicação, e dois em preparo para serem submetidos a publicação.  

Na seção Anexos: um quinto artigo (Anexo I) contém resultados parciais desta tese, a 

respeito da Triagem Neonatal de DLs, e outros 4 artigos refletem o trabalho em paralelo realizado 

durante meus estudos de doutorado. 
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4.1 Artigo 1: Sensitivity, Advantages, Limitations and Clinical Utility of Targeted Next-Generation 

Sequencing Panels for the Diagnosis of Selected Lysosomal Storage Disorders 

 

Artigo aceito para publicação na revista GENETICS AND MOLECULAR BIOLOGY, 2018. 
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Abstract 

Lysosomal storage disorders (LSDs) constitute a heterogeneous group of approximately 50 

genetic disorders. Variability in phenotype penetrance, similar clinical manifestations, and a 

high allelic heterogeneity are aspects that turn LSDs diagnosis challenging. The 

development of a powerful tool for the diagnosis could reduce the “diagnostic odyssey” for 

these families, leading to an appropriate genetic counseling, and a better outcome for current 

therapies, since enzyme replacement therapy have been approved in Brazil for Gaucher, 

Fabry and Pompe disease and is under development for Niemann-Pick Type B. However, 

application of NGS technology in the clinical diagnostic setting require a previous 

validation phase. Here we assess the application of this technology as a fast, accurate, and 

cost-effective method to determine genetic diagnosis in selected LSDs. We have designed 

two panels for testing simultaneously 11 genes known to harbor casual mutations of LSDs. 

A cohort of 58 patients were used to validate those two panels, and the clinical utility of 

these gene panels was tested in four novel cases. We report the assessment of a NGS 

approach as a new tool in the diagnosis of LSDs in our service. 

Keywords: Ion Torrent, molecular diagnostics, next-generation sequencing, lysosomal 

storage disorders, validation.  
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Introduction 

Lysosomal Storage Disorders (LSDs) comprise a heterogeneous group of at least 50 rare 

genetic disorders caused by progressive accumulation of specific substrates, generally due to 

a deficiency of a lysosomal enzyme (Filocamo et al., 2011). One main factor related to 

diagnosis delay is the variable severity of a wide spectrum of clinical manifestations, which 

are not specific of the disorder, and can overlap with symptoms of other LSDs (Vieira 2008; 

Martins 2013). Another challenge in this group is the high allelic heterogeneity for genetic 

screening. Early diagnosis is important since enzyme replacement and other available 

therapies improve the natural course of many of these diseases (Giugliani et al, 2016; 

Tajima et al, 2013; Franco et al, 2016; Muenzer et al, 2014). 

Canonical approach to the diagnosis of patients with LSDs include the detection of the 

accumulated substrate, whenever possible, and the activity assay of the deficient enzyme, 

followed by Sanger sequencing of the gene associated to the disorder, which can be 

expensive and time consuming (Wang 2011). Fortunately, new technologies are becoming 

more accessible and relative affordable for the diagnostic routine. Targeted next-generation 

sequencing (TNGS) allows the simultaneous screening of several LSDs-related genes, with 

great depth of coverage, manageable interpretation, and relatively low risk of finding 

variants of unknown significance, with short turn-around times for the final report 

(Bhattacharjee 2015; Rehm 2013).  

However, before using TNGS technologies as a diagnostic tool, the validation of each test 

offered in the clinical setting is required. This validation is essential for stablishing critical 

parameters, from sample processing to the analysis and interpretation steps, following the 

recommendations of published guidelines (Rehm 2013, Gargis 2012).   

Here, we present the development and validation of two different TNGS panels of genes 

related to a subgroup of LSDs, offered as a diagnostic alternative by a Brazilian reference 

service for rare diseases. The sensitivity, advantages, drawbacks, and clinical utility of these 

TNGS panels are then reported. 

Methods 

Gene panel design 

Genes associated with LSDs with overlapping clinical manifestations as well as related 

deficiencies were included in our panels (Figure 1). The two panels comprised 11 genes: 
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Panel A: GLA (Fabry disease), NAGA (Schindler disease), GAA (Pompe disease), LAMP2 

(Danon disease), and Panel B: NPC1 (Niemann-Pick disease type C1), NPC2 (Niemann-

Pick disease type C2), GBA1 (Gaucher disease), LIPA (Lysosomal acid lipase deficiency), 

SMPD1 (Niemann-Pick disease type A/B), CHIT1 (Chitotriosidase deficiency) and PSAP 

(Prosaposin deficiency and saposin B deficiency). Custom primers were designed using Ion 

AmpliseqTM Designer v3.4 (Thermo Fisher Scientific) to generate a pool of primers for 

amplification of genomic regions of interest. Each one consists of two primer pools that 

target the entire coding region, including 20pb of intron-exon junction. Missed areas in the 

design were fill in with Sanger sequencing to reach a 100% breadth of coverage.   

Samples 

The validation phase was performed using gDNA, extracted from whole blood using a 

standard saline extraction method (Miller 1988), from 55 previously diagnosed patients (22 

for panel A and 33 for panel B), who underwent previous investigation with biochemical 

tests and Sanger sequencing (with known mutations and polymorphisms, including SNPs 

and small indels). Samples from 3 healthy adults were also analyzed. All probands derived 

from Medical Genetic Service, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil. All samples 

were anonymized, sequenced, and analyzed in a blind manner. TNGS was performed using 

Ion Torrent Personal Genome MachineTM (PGMTM) System (Thermo Fisher Scientific). 

Clinical utility assay of the validated tests was assessed by evaluating four patients with 

suspected LSDs. This study was approved by the institutional Ethics Committee of HCPA, 

Brazil (#15-0165). 

Multiplex PCR enrichment, library construction, and massive parallel sequencing 

Twenty nanograms of each gDNA sample were used for PCR enrichment of targets by 

applying the two custom AmpliseqTM panel (Thermo Fisher Scientific). Each panel 

consisted of 2 separated PCR primer pools. Library was constructed using Ion AmpliSeq™ 

Library kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Eight to nine samples barcoded with Ion 

Xpress™ Barcode Adapters kit (Thermo Fisher Scientific) were included in each set of 

library preparation. Unamplified libraries were purified with Agencourt AMPure XP kit 

(Beckman Coulter). Libraries were prepared in equimolar concentrations using the Ion 

Library Equalizer™ kit (Thermo Fisher Scientific) or quantified using the Qubit® dsDNA 

HS kit (Thermo Fisher Scientific), followed by dilution to the same concentration. For 

template preparation, the barcoded libraries were pooled in equimolar concentrations of 100 
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pM each and were subsequently submitted to emulsion PCR (emPCR) using the Ion PGM™ 

Template OT2 200 kit (Thermo Fisher Scientific) on the Ion OneTouch2™ Instrument 

(Thermo Fisher Scientific). The percent of positive Ion Sphere Particles (ISPs) was defined 

with flow cytometry performed on Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Thermo 

Fisher Scientific) according to the demonstrated protocol (Part. no. 4477181, Thermo Fisher 

Scientific). Positive ISPs were enriched using Ion OneTouch™ ES (Enrichment System; 

Thermo Fisher Scientific). 

All barcoded samples were loaded onto Ion 314TM chips v2 (Thermo Fisher Scientific) 

taking up to 8-9 samples on a single chip per sequencing run. Chip loading procedure was 

performed according to the user guide for the Ion PGM sequencing 200 kit v2 (Thermo 

Fisher Scientific), following the manufacturer´s instruction. 

Data analysis 

Raw signal data were analyzed using Torrent Suite Software v.5.0 (Thermo Fisher 

Scientific). Primary analysis includes signal processing, base calling, demultiplexing, read 

alignment to human genome 19 reference (Genome Reference Consortium GRCh37), 

quality control of mapping quality, coverage analysis, and variant calling. Afterwards, a list 

of detected sequence variants, including SNPs and small insertions/deletions, was imported 

into Ion ReporterTM Software (Thermo Fisher Scientific) for annotation. Alignments were 

visually verified with the Integrative Genomics Viewer (IGV) v2.3 (Robinson et al. 2011). 

Candidate variants met the following criteria: detected on both strands and to account for 

20% of total reads at that site, quality score ≥20, minimum read depth of 100X and variant 

frequency in the population ≤1%. The filtered variants were then compared to mutation 

databases, including dbSNP (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000G 

(http://browser.1000genomes.org), ExAC (http://exac.broadinstitute.org), Online Archive of 

Brazilian Mutations (http://abraom.ib.usp.br/), HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/), 

Pompe Center at Erasmus Medical Center (http://www.pompecenter.nl/), Fabry-

database.org (http://fabry-database.org/) and the International Niemann-Pick Rare Disease 

Registry (https://inpdr.org/). All databases were last accessed in September 2017. 

Evaluation of the pathogenicity of the novel variants of unknown significance (VUS) (i.e., 

not found in any of the mutation databases or not previously described in the literature) were 

analyzed with in silico web tools, such as SIFT (Sim 2012, Kumar 2009), Polyphen-2 

(Adzhubei 2009), Mutation Taster (Schwarz et al., 2014), to predict potential protein 
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deleterious effect on protein function. To evaluate the possible effect of synonymous variant 

in gene splicing, we used the Human Splicer Finding web tool (Desmet 2009). Indels were 

analyzed by using VEST (Variant Effect Scoring Tool), VEP (Vep Effect Preditor) as well 

as Mutation Taster (Carter et al., 2013, Douville et al., 2016, McLaren et al., 2016). 

Nonsense, frameshift, and canonical splice mutations were classified automatically as 

pathogenic (Richards et al., 2015). 

Performance characteristics 

Run metrics and coverage analyses were performed to identify systematic deficiencies. We 

analyzed depth of coverage (DoC) in the targeted amplicons to assess target enrichment 

across all 58 samples data sets, to establish an acceptable reference range for key measures.  

Two coverage analysis were generated: (1) High-level DoC overview plot, based on Tayoun 

et al., 2013, with relative DoC in the y-axis and amplicons on the x-axis, highlighting in red, 

the amplicons with significant lower coverage (Figure 2); (2) relative DoC over exons per 

gene plot (Supplementary Figure S1-S2). Direct visual inspection of amplicons reads on 

IGV v2.3 and evaluation of high-level DoC overview of coverage were used to established 

the reportable ranges for each panel. 

Sensitivity and specificity were calculated (overall and for each gene) and compared with 

results obtained by standard testing by Sanger sequencing. False negative and positive 

overall rates were also calculated. To assess reproducibility of the assay, we measured 

concordance between independent runs using relative DoC. 

Sanger sequencing 

Sanger sequencing was performed for confirmation of all variants, to fill the regions missed 

by the custom panel design and low-coverage regions, and in the analysis of clinical utility. 

gDNA was amplified using specific primers designed for the free software Primer3 v.0.4.0. 

(available upon request). Amplicons were sequenced by both ends using the Big Dye 

Terminator v3.1 cycle sequencing kit, and fragments were resolved on an ABI 3500 DNA 

Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Analysis of results was performed with the BioEdit 

v7.2.5 package free software. 

Results 

Run metrics 
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Our designs generate a total of 73 and 118 amplicons for Panel A and B, respectively. Mean 

amplicon read length was 150-180pb. Sequencing of genes generated reads in the range of 

69000 to 7600 per sample. An evenly distributed mean depth of coverage for both panels 

was achieved and a mean of 95% of targeted bases were covered at least 100X. Another run 

metrics are summarized in Table 1. 

Coverage analysis 

An overview coverage for all analyzed samples is shown in Figure 1. Although the coverage 

for GAA and SMPD1 was expected to be 94.54 and 100%, respectively, the actual mean 

coverage was found to be 92.46 and 97.22%. The coverage analysis demonstrates two 

regions poorly covered in these genes that is shown in more detail in Figure S1-S2 in 

Supplementary Material. Unfortunately, the low covered region is the location of c.573delT 

(p.Ser192fs) SMPD1 mutation. The actual coverage for all other genes was as expected to 

be, based on probe design (100%).  

Sensitivity 

To assess the analytical sensitivity of the panels (Table 2 and 3), we compared results 

obtained by Sanger sequencing to those obtained by TNGS, including as many different 

types of variations as possible: nonsense, missense, small deletions, small insertions, 

splicing, and intronic variants. A total of 57 variants (pathogenic and polymorphisms) were 

analyzed (Table 4). We have also identified their correct zygosity status (data not shown). 

Our assay identified precisely all casual mutations for LSDs, excepting 2 in Panel B. For 

this panel, one limitation was the inability to detect: (1) SMPD1 c.573delT, p.Ser192fs, 

located in a region with low coverage, and (2) GBA1 c.[1448T>G; 1483G>C; 1497G>C], 

p.[Leu444Pro;Ala456Pro,Val460Val] (Table 2 and 4). 

Specificity  

Of all sequenced DNA samples, we have identified 3 false positives in panel A (3 into 7476 

true negative) and 5 false positives in panel B (5 into 15054 true negative), resulting in a 

specificity value of 99.96% (95%CI=0.998-0.999) and 99.97% (95%CI=0.9992-0.999), 

respectively (Table 2). Specificity by gene is shown in Table 3. These false positives were 

located in low coverage regions which are prone to sequencing errors.  

Reproducibility 
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To determine the reproducibility of our assay, we sequenced 24 samples divided in 3 

independent runs for Panel A, and 34 samples divided in 4 independent runs for Panel B 

(Figure 3). 

Clinical Utility Assessment 

Case 1 

A 15-year-old male patient suspected of having a LSD, referred to our service via NPC 

Brazil Network. The main clinical findings were unexplained hepatosplenomegaly and 

myelogram with presence of numerous hystiocytes. Several biochemical assays were 

performed to reach a diagnosis, including measurement of oxysterol and activity of 

chitotriosidase, lysosomal acid lipase and b-galactosidase as reference enzyme, that were all 

within normal ranges. Filipin test resulted inconclusive. Eventually was suspected NPA/B 

and ASM enzyme activity in cultured skin fibroblast was tested, resulting in 1.25 nmol/h/mg 

prot (reference value: 49-72), this result indicates NPA/B disease. Due to several factors, 

like request of new samples for the biochemical assays, it took approximately 12 months to 

reach this biochemical diagnosis. Panel B, which includes genes related to LSD with 

hepatosplenomegaly as common clinical manifestation, was utilized as second-tier 

diagnostic approach. We found 2 pathogenic variants in SMPD1, both confirmed by Sanger 

sequencing: p.Arg610del (c.1826_1828delGCC) (rs120074118) and p.Asp420fs 

(c.1259delA), the last one being a novel, unreported mutation and not found in controls 

(n=32).  

Case 2 

A 21-month-old patient, daughter of consanguineous parents, who presented macrocephaly 

and hepatosplenomegaly as main clinical features, high cholesterol (228mg/dl) and 

triglycerides (492 mg/dl) levels, elevated liver enzymes (GGT: 137UI/L; TGP:256UI/L) as 

well as low levels of sphingomyelinase activity, was referred for molecular analysis of 

SMPD1 gene. TNGS (Panel B) reveals the homozygous small deletion p.Leu474fs 

(c.1420_1421delCT), which was reported previously as being pathogenic (rs398123476). 

Case 3 

A 21-year-old female, child of a non-consanguineous marriage, diagnosis of hypertrophic 

cardiomyopathy at 18 years of age and with previous diagnosis of Danon disease, was 
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referred to our service to mutation analysis of LAMP2 gene. TNGS (Panel A) detected the 

hemizygous variant p.Asn242fs (c. 725delA), a novel pathogenic variant.  

Case 4 

A 16-year-old male with suspicion of Danon disease due to hypertrophic cardiomyopathy 

with anomalous pathway, also presented intellectual deficiency, proximal myopathy and 

alterations in liver test. As case 3, was used Panel A, detecting the hemizygous variant 

c.741+1G>A, described as pathogenic (HGMD CS003703). 

Discussion 

Due to various reasons, such as a wide clinical and genetic heterogeneity, LSDs are difficult 

to diagnose, and it can take several years to reach a final diagnosis (Vieira 2008, Martins 

2013). Even if no treatment is available for many of these disorders, genetic diagnosis has 

potential benefits as predict the prognosis, genetic counselling, and family screening. Recent 

studies highlight the clinical utility of TNGS technology for genetic diagnosis of LSDs 

(Wood 2013, Fernandez-Marmiesse 2014, Lévesque Sébastin 2016). Although some TNGS 

restrictions, such as the inability to detect large indels and structural variants, there are 

several advantages to consider this approach to be early applied in the investigation of 

patients with LSDs like high coverage, completeness, low rate of incidental finding, and 

potential to reduce diagnostic delay. TNGS assay involve various technical steps, starting 

from sample preparation to analysis and data interpretation, and each one requires a full 

validation. We have presented data on the developing and validation of two gene panels, 

designed following the criteria of overlapping clinical manifestations, to be offered as a 

diagnostic option by a reference center of rare disease (Figure 1). Prior to TNGS is 

necessary an enrichment step of the genes included in the panel through capture approaches 

based on hybridization or PCR-based strategies. The last one, especially suitable for the 

investigation of regions less than 100kb, versatile design and the most convenient for 

analysis of genes with pseudogenes due to its high specificity, sensitivity, and 

reproducibility (Claes & De Leener 2014). Despite some disadvantages have been reported 

for this approach (time-consuming, uneven coverage of the target regions due to unequal 

PCR efficiency across the various amplicons, allelic dropout and difficulties to detect large 

deletion/insertion events), Ion Ampliseq targeted technology utilized an PCR-based method 

(high throughput multiplex PCR) for this purpose, overcoming some of the limitations and 
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providing a high specificity (here, 99.96% and 99.97%) and uniformity (91%-98% for both 

panel) as those obtained in this study. 

From run metrics results, we can conclude that all samples were uniformly covered at depths 

that exceed the minimum coverage required (100 X) for accurate calling of variants. 

Bioinformatics pipeline applied here demonstrated high sensitivity for panel A (sensitivity 

100%) and for panel B (sensitivity 93.75%) (Table 1). The use of normal controls (n=3) 

allowed the identification of 8 platform-specific false positive variants and then filter these 

variants from subsequent analyses. A high reproducibility was observed revealing a high 

concordance between independent runs. 

Inadequate coverage regions were identified by coverage plots (Figure 2), being those 

regions completed with Sanger sequencing. A technical difficulty encountered was related 

to enrichment of some targets and, as a consequence, low sequence coverage was found. 

This was observed at two targets corresponding to GAA and SMPD1 genes. A high GC-

content region (70%) was probably the main reason why the GAA amplicon was poorly 

covered (~20X). For SMPD1 low covered amplicon (~30X) was identified both a GC-

content of 66% and a homopolymeric region within the target. These are well-recognized 

limitations of NGS sequencing. As recommended by the ACMG, both tests achieved a 

100% breadth of coverage when complemented with gold-standard DNA sequencing that 

improve clinical sensitivity.  

Another major limitation of Panel B was the inability to detect RecNciI allele, c.[1448T>G; 

1483G>C; 1497G>C]/ p.[Leu444Pro;Ala456Pro,Val460Val]. Highly-sequence similarity 

between functional genes and their pseudogenes can make it difficult the detection of 

genuine mutation due to the ambivalent mapping in the analysis of NGS data, which cannot 

always be avoided. Sanger sequencing is generally used to elucidate the correct variant 

mapping (Kathleen Clases & Kim De Leener). In our study, the presence of GBAP1, highly 

homologous GBA1 pseudogene, complicated sequencing analysis by NGS, being the 

RecNciI allele particularly difficult to assess since mutant bases in GBA1 (exon 10) are the 

wild type sequence in its pseudogene. Panel B failed to detect this allele (Table ), 

representing a case of false negative when present because variant-containing reads align to 

homologous loci. Our strategy to infer the presence of RecNciI was based on the 

employment of a global alignment strategy, analyzing then the DoC of exon 10 GBA1 and 

homologous GBAP1 region. We observed that in the presence of Rec allele, an uneven reads 
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distribution was observed, due to the exclusive alignment of variant-containing reads with 

GBAP1. As examples: (a) For homozygous N370S, we observed a DoC of 369 X for GBA1 

exon 10 and 370X for GBAP1 homologous region; (b) In the case of compound 

heterozygous (N370S/RecNciI) for exon 10 GBA1 was observed a DoC of 144X and 313X 

for GBAP1. Therefore, presence of this Rec allele was infered, but Sanger sequencing using 

specific primer pair for exon 10 was required for confirmation of this inference. 

Clinical utility assessment was performed. Two pathogenic variants were found, SMPD1 

p.Asp420fs (c.1259delA) and LAMP2 p.Asn242fs (c. 725delA), demonstrating that our 

TNGS panel is a sensitive tool, with faster TAT for provision of results, and relatively low 

cost (~USD 320 per sample) when compared with Sanger sequencing of individual genes, 

and showing the potential role for diagnosis of LSDs in our Medical Genetics Service. 

In conclusion, TNGS technology could be used for the simultaneous testing of a broad range 

of SNPs and indels, being fast, accurate as well as a cost-effective method for the diagnosis 

of selected LSDs. It could allow faster diagnosis and earlier treatment of patients, 

contributing to reduce the morbidity of the diseases and to improve patient survival and 

quality of life.  
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Figure 1. Overlapping of clinical manifestations among LSDs. Venn´s four-set diagram 

represented by causal genes. A, Panel A. B, Panel B. 
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Figure 2. Depth of Coverage (DoC) of panels presented in this study. Overview for all 

191 custom amplicons designed for Panel A (73 amplicons) (upper panel) and Panel B (118 

amplicons) (lower panel) for TNGS. Line indicates a DoC of 100X. Relative DoC on the y-

axis and amplicons on the x-axis. 
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Figure 3. Reproducibility of assays. (A) Panel A: corresponds to the mean relative DoC at 

30 amplicons (GAA gene) of 8 different samples sequenced in 3 different assay runs (B) 

Panel B: corresponds to the mean relative DoC at 16 amplicons (SMPD1 gene) of 8-9 

different samples sequenced in 4 different assay runs. Error bars represent standard 

deviation. 
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Table 1. Performance characteristic for both LSDs panels 

Panel Breadth of coverage 
Mapped reads per sample On  

Target 

Mean  

Depth (X) 
Uniformity 

% Target bases covered 

20x 100x 500x 

A 97.74% 76729±31195 0.95±0.02 812±339 0.91±0.06 98.66±0.49 95.55±2.17 55.06±18.08 

B 99.67% 69044±26566 0.86±0.05 498±198 0.98±0.01 99.72±0.14 94.71±6.41 56.42±25.39 
 

Table 2. Analytical sensitivity, specificity, FN and FP rates for both TNGS panels. 

Panel 
Pathogenic variants Polymorphism Sensitivity 

Specificity FN rate FP rate 
NGS/Sanger 

A 17/17 8/8 100% (25/25)* 99.96% 0.000% 0.040% 

B 20/22 10/10 93.75% (30/32)** 99.97% 0.063% 0.033% 

*95% CI=0.875-1; **95%CI=0.8091-0.9837, FN: false negative, FP: false positive 

Table 3. Analytical sensitivity and specificity for each gene contained in our gene panels. 

Panel Gene Sensitivity Specificity 

A 

GLA 100% (10/10) 100% (1398/1398) 

NAGA 100% (3/3) 100% (1381/1381) 

GAA 100% (12/12) 99.89% (2987/2990) 

LAMP2 n.d* 100% (1707/1707) 

B 

NPC1 100% (8/8) 100% (4265/4265) 

NPC2 100% (1/1) 100% (5521/5521) 

GBA1 83.3% (5/6) 100% (1875/1875) 

LIPA 100% (4/4) 100% (1462/1462) 

SMPD1 91.7% (11/12) 99.8% (2775/2780) 
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CHIT1 100% (1/1) 100% (1936/1936) 

PSAP n.d* 100% (2184/2184) 

n.d*: not determined because there were not positive controls with variant pathogenic in this gene. 

 

Table 4. Variants detected in this study by TNGS and Sanger sequencing. 

Gene 
Sequence 

reference 
Location cDNA change Protein change dbSNP 

Mutation 

type 

NGS 

detected 

GLA NM_000169 

Exon 01 c.32delG p.Gly11fs - Deletion Yes 

Exon 01 c.4C>T p.Gln2Ter - Nonsense Yes 

Exon 01 c.167G>A p.Cys56Tyr - Missense Yes 

Exon 02 c.334C>T p.Arg112Cys rs104894834 Missense Yes 

Exon 03 c.456C>A p.Tyr152Ter - Nonsense Yes 

Exon 04 c.605G>A p.Cys202Tyr rs869312344 Missense Yes 

Exon 05 c. 644A>G p.Asn215Ser rs28935197 Missense Yes 

Exon 05 c.776C>G p.Pro259Arg - Missense Yes 

Exon 05 c. 790G>T p.Asp264Tyr rs190347120 Missense Yes 

Exon 07 c.1102G>A p.Ala368Thr rs144994244 Missense Yes 

NAGA NM_000262.2 

Exon 03 c. 279G>A p.Pro93Pro rs133369 Missense Yes 

Exon 06 c.720G>A p.Gln240Gln - Missense Yes 

Exon 08 c.973G>A p.Glu325Lys rs121434529 Missense Yes 

GAA NM_001079804 

Intron 01 c.-32-13T>G - rs386834236 Splicing Yes 

Exon 03 c.596A>G p.His199Arg rs1042393 Missense Yes 

Exon 03 c.668G>A p.Arg223His rs1042395 Missense Yes 

Intron 8 c.1327-18A>G - rs2278619 Intron 

variant 

Yes 

Exon 09 c.1374C>T p.Tyr458Tyr rs1800305 Missense Yes 

Exon 10 c.1465G>A p.Asp489Asn rs398123169 Missense Yes 
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Exon 10 c.1504A>G p.Met502Val rs376067362 Missense Yes 

Exon 14 c.1905C>A p.Asn635Lys - Missense Yes 

Exon 14 c.1941C>G p.Cys647Trp - Missense Yes 

Intron 14 c.2040+20A>G - rs2304836 Intron 

variant 

Yes 

Exon 15 c.2065G>A p.Glu689Lys rs1800309    Missense Yes 

Exon 18 c.2560C>T p.Arg854Ter rs121907943 Nonsense Yes 

NPC1 NM_000271.4 

Exon 02 c.114_122delGAGGTACAA p.Lys38_Tyr40del - Deletion Yes 

Exon 05 c.530G>A p.Cys177Tyr rs80358252 Missense Yes 

Exon 5, 

8, 12 
c.[547G>A;1093T>C;1937G>A] 

p.[Ala183Thr;Ser365Pro;Arg646His] rs111256741,-, 

rs112387560 

Missense Yes 

Exon 20 c.3019C>G p.Pro1007Ala rs80358257 Missense Yes 

Exon 21 c.3104C>T p.Ala1035Val rs28942107 Missense Yes 

Exon 21 c.3182T>C p.Ile1061Thr rs80358259 Missense Yes 

Intron 22 c.3477+3 insCA - - Insertion Yes+ 

Exon 24 c.3662_3662delT p.Phe1211fs - Deletion Yes 

NPC2 NM_006432 Exon 01 c.58G>T p.Glu20Ter rs80358260 Nonsense Yes 

GBA1 NM_001005742 

Exon 07 c.850C>A p.Pro245Thr - Missense Yes 

Exon 07 c.982_983insTGC p.Leu327dup rs121908298  Yes 

Exon 09 c.1226A>G p.Asn370Ser rs76763715 Missense Yes 

Exon 09 c.1251G>C p.Trp378Cys - Missense Yes 

Exon 10 c.1448T>G p.Leu444Pro rs421016 Missense Yes 

Exon 10 
c.[1448T>G;1483G>C;1497G>C] p.[Leu444Pro; Ala456Pro; 

Val460Val] 

- Missense No 

LIPA NM_001127605 Exon 02 c.67G>A p.Gly23Arg rs1051339 Missense Yes 

Exon 08 c.894G>A p.Glu298Glu rs116928232 Missense Yes 

Exon 10 c.1204G>A p.Gly342Arg - Missense Yes 

Intron 05 c.539-5C>T - rs2297472 
Intron 

variant 
Yes 

SMPD1 NM_000543 Exon 01 c.107T>C p.Val36Val rs1050228   Missense Yes 
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Exon 02 c.338G>A p.Arg113His rs149770879 Missense Yes 

Exon 02 c.573delT p.Ser192fs rs727504167 Deletion No 

Exon 02 c.636T>C p.Asp212Asp rs7951904 Missense Yes 

Exon 02 c.690C>G p.Arg230Arg - Missense Yes 

Exon 02 c.714A>G p.Ala238Ala rs2682091 Missense Yes 

Exon 02 c.739G>A p.Gly247Ser rs587779408 Missense Yes 

Exon 06 c.1522G>C p.Gly508Arg rs1050239 Missense Yes 

Exon 06 c.1749G>A p.Ser583Ser rs35098198 Missense Yes 

Exon 06 c.1805G>C p.Arg602Pro - Missense Yes 

Exon 06 c.1805G>A p.Arg602His rs370129081 Missense Yes 

Exon 06 c.1826_1828delGCC p.Arg608del rs120074118 Deletion Yes 

CHIT1 NM_003465.2 Exon 04 c.304G>A p.Gly102Ser rs2297950     Missense Yes 

+: new mutation, confirmed by Sanger. 
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4.2 Artigo 2: Evaluation of a non-commercial DNA extraction method from dried blood 
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ABSTRACT 

Dried blood spot (DBS) sampling has been used for diagnostic purposes since its 

introduction for early diagnosis of phenylketonuria almost 50 years ago. From that time 

onwards, the range of applications has extended to now include next-generation 

sequencing (NGS) for molecular genetic diagnosis. Here, we evaluated an organic method 
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to extract DNA from DBS for its use in diagnostic setting. DNA was extracted from five 3-

mm diameter DBS simultaneously. Quality, purity and concentration were determined, and 

its performance was assessed through standard PCR and Sanger sequencing, RT-PCR 

(TaqMan-based assay), MLPA and targeted next-generation sequencing (TNGS). Results 

were compared to those previously obtained from whole blood reference samples. This 

low-cost method proved to be effective in obtaining high-quality DNA extracted from DBS 

and compatible with several downstream molecular applications.  

Keywords: dried blood spot, DNA extraction, in-house, molecular genetic diagnostic.  
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INTRODUCTION 

Collecting dried blood spots (DBS) was first introduced in 1963 as an alternative to blood 

sampling and for screening of phenylketonuria in a large population of newborn infants 

(Guthrie & Susi, 1963). Since then, DBS sampling has emerged as an appropriate method 

for the collection, transport, analysis and storage of biological fluids, due to its simplicity, 

less invasive, and low cost (Smit et al., 2014; Knudsen et al., 1993; Lakshmy, 2008). Being 

the best option when venipuncture, transportation and storage conditions are not favorable 

(Karthipan et al., 2011).  

DBS utility in diagnostic setting has increased throughout the years (Pollard et al., 2018) 

and besides some limitations (little amount of material available, risk of DNA degradation, 

etc), its performance in downstream molecular processes is similar or slightly inferior 

compared to gold standard sample types (Smit et al., 2014). To date, DNA obtained from 

DBS has been used for diagnostic purposes using different molecular biology techniques 

such as standard PCR (Karthipan et al, 2011), real-time PCR (Boppana et al, 2010), 

Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) (Sorensen et al, 2010), High-

resolution melting (HRM) analysis (Er et al, 2012) and different next-generation 

sequencing (NGS) approaches: TNGS (targeted NGS), WES (whole-exome sequencing) 

and WGS (whole-genome sequencing) (Lefterova et al, 2016, Qian et al, 2017, Hollegaard 

et al, 2013, Boemer et al, 2017, Bassaganyas et al, 2018).  

The performance and reliability of the different molecular downstream processes are 

strongly influenced by both quantity and quality of DNA (Wang et al., 2011). Therefore, it 

is highly required to establish an efficient and cost-effective methodology for DNA 

extraction that maximize both yield and quality of DNA with minimal co-extraction of 

inhibitors (Shams et al, 2011). To reach that exists a wide range of commercial and non-

commercial method for purifying DNA from DBS (Chaisomchit et al, 2003, Karthipan et 

al, 2011, Hue et al, 2012, Saavedra-Matiz et al, 2013). Organic extraction, a non-

commercial method, is well-known for having high extraction efficiency as well as for 

removing a majority of PCR inhibitors in comparison with other methods (Thompson et al, 

2009). 
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Here, we assessed an organic extraction method for isolating DNA from DBS, its 

performance was tested in a wide range of different molecular biology methods, 

demonstrating a high efficiency. 

MATERIAL AND METHODS 

DNA extraction 

The study received ethical approval in 2018 from the local Ethics committee (Project:18-

0249).  

For method standardization were used anonymous DBS negative controls. Additionally, 

peripheral blood sample from patients, entered through the MPS and DLD Brazil-Network 

for molecular diagnosis of a suspected lysosomal storage disorder (LSD), were spotted on 

Whatman® Protein Saver Card 903. The blood spots were left at room temperature to 

completely dry before storage, were kept at room temperature and away from direct heat or 

sunlight. 

Five discs (3-mm-sized) were punched out into a 1.5mL microcentrifuge tube using a 

metal hole puncher from a completely dried blood spot, four blank spots were punched 

between each sample to avoid cross-contamination. DBS punch spots were incubated at 

56°C overnight with in constant agitation with 500µL of Extraction Buffer (100mM Tris-

HCl pH 8.0, 10mM EDTA disodium salt pH 8.0, 100mM NaCl2 and 2%w/v SDS) and 5µL 

of proteinase K (10mg/ml) (Promega). After this, lysate was treated with the same volume 

of buffered phenol (pH 8.0) (Sigma®), vortexing and centrifugation at 14,000rpm for 10 

minutes at room temperature. The aqueous phase was transferred to a fresh 

microcentrifuge tube and added with 500µL of chloroform (Sigma®) with subsequent 

vortex and centrifugation at 14,000rpm for 10 minutes. Then the upper aqueous phase 

precipitated with 3M sodium acetate pH5.2 and 100% absolute ethanol (Merck) and 

incubated at -20°C. The solution was centrifuged at 14,000 for 30 minutes at room 

temperature. The supernatant was removed, and the pellet was washed with 70% ethanol, 

and dried out. DNA was resuspended in 20µL of TE buffer.  

DNA integrity 

DNA (2-3µl) integrity was checked on 1% agarose gel. Concentration was measured using 

Qubit dsDNA HS Assay kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific), which calculates 
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concentration based on the fluorescence of a dye which binds to double stranded DNA 

(dsDNA) and then Qubit fluorometer picks up this fluorescence signal and converts it into 

a DNA concentration measurement using DNA standards of known concentration. DNA 

Purity was determined using NanoDropTM Spectrophotometer. 

As calculated by Saavedra-Matiz et al. (2013), a DNA extraction 100% efficient is 

expected to yield 3,47ng/µL of DNA per 3-mm DBS, in that sense, is expected for five 3-

mm DBS a yield of approximately 17.35 ng/µL, which will be our reference to calculate 

extraction efficiency.  

Molecular biology techniques performed 

To evaluate the quality of DNA extracted by this method was performed PCR of different 

size fragments using primers flanking exonic regions of the following genes: 271pb (GAA, 

exon 3), 337pb (TPP1, exon 7), 449pb (GAA, exon 10/11), 900pb (GAA, exon 17/18) and 

296pb (TPP1, exon 6), and checked on 1.5% agarose gel. Followed by BigDye sequencing 

of TPP1 and GAA genes using AB 3500xl 96 capillary DNA analyzer (Thermo Fisher 

Scientific).  

We also tested a Taqman assay for the detection of variant c.894G>A (E8SJM) in LIPA 

using StepOne Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) and MLPA was 

performed for deletion/duplication detection in DMD using the P035-DMD-2 probemix 

(MRC-Holland), the largest known human gene. 

Targeted next-generation sequencing (TNGS) 

Briefly, twenty nanograms of DNA sample was used for PCR enrichment of targets by 

applying the custom panels, consisted of 2 different PCR primer pools (Thermo Fisher 

Scientific). Samples were barcoded with NGS library adapters, these unamplified libraries 

were purified, prepared in equimolar concentrations (Qubit® dsDNA HS kit, Thermo 

Fisher Scientific), and pooled in equimolar concentrations of 100 pM each. Barcoded 

libraries were submitted to emulsion PCR (Ion PGM™ Template OT2 200 kit, Thermo 

Fisher Scientific) on the Ion OneTouch2™ Instrument (Thermo Fisher Scientific). Positive 

Ion Sphere Particles (ISPs) were enriched using Ion OneTouch™ ES (Enrichment System; 

Thermo Fisher Scientific). Barcoded samples were loaded onto Ion 316TM chips (Thermo 

Fisher Scientific) for sequencing. Raw sequencing data was processed and analyzed using 
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Torrent Suite Software (Thermo Fisher Scientific). After this, a list of detected sequence 

variants, including SNPs and small insertions/deletions, was imported into Ion ReporterTM 

Software (Thermo Fisher Scientific) for annotation. Alignments were visually verified with 

the Integrative Genomics Viewer (IGV) v2.3. 

Run metrics and coverage analyses were performed to identify systematic deficiencies. A 

High-level DoC overview plot was generated, based on Tayoun et al., 2013, with relative 

DoC in the y-axis and amplicons on the x-axis. We used three different gen panels: Panel I 

(6.85Kb), Panel II (28.00Kb) and Panel III (42.84Kb). 

RESULTS 

Quantity and quality of extracted DNA 

A mean extraction efficiency of >85% was achieved (mean 15 ng/µL). Purity was about 

1.7, indicating the good-quality of extracted DNA. Agarose gel electrophoresis was applied 

for DNA extracted, showing a clean band of genomic DNA (Figure 1).  

Quality of DNA was also checked by ability to be amplified through different molecular 

assays: 

Molecular biology techniques performed 

All samples gave good PCR products, with clearly recognizable bands of the different 

targeted genomic regions. Figure 2 shows the amplification of different PCR products from 

271 to 900pb, comparing the amplification between a PCR product obtained through 

amplification of DNA extracted from DBS and from whole blood. Figure 3A shows 

BigDye sequence analysis for the c.622C>T (p.Arg208Ter) pathogenic variant in exon 6 of 

TPP1, and variants p.Gly576Ser (c.1726G>A) and p.Glu689Lys (c.2065G>A) in exon 12 e 

15 of GAA, respectively.  

DNA extracted was also used as template for genotyping real-time Taqman assay using to 

detect the variant c.894G>A (commonly known as E8SJM) in LIPA, detecting a 

heterozygote for the mutation (Figure 3B). Wildtype allele in green (VIC) and E8SJM 

allele in blue (FAM). 

For MLPA, was not detected any deletion or duplication. All the 56 probes included in the 

mix were amplified correctly (Figure 3C). 
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TNGS 

Results from TNGS shown a good sequence data, high depth of coverage for variant 

calling and high concordance with results obtained from DNA extracted from whole blood 

TNGS (Table 1).  When compared with results obtained from whole blood NGS, was 

observed a concordance in relative depth of coverage (DoC) (Figure 4), and 100% variant 

calling concordance.  

DISCUSSION 

Extraction of pure, intact and double stranded DNA is a prerequisite for successful and 

reliable downstream molecular applications (Psifidi et al, 2015).  Blood is preferred to be 

the material for DNA extraction, however, when its collection is not feasible, blood can be 

collected as dried spot in filter paper (DBS) (Hue et al., 2011).  

Several methods for DNA isolation from DBS have been described, overcoming the 

limitations presented by this type of sampling method (Saavedra-Matiz et al., 2013, 

Karthipan et al., 2011; Hue et al., 2012; Fisher et al., 2004; Choi et al., 2014; Hue et al., 

2011). Therefore, the implementation of an efficient and cost-effective DNA extraction 

method is fundamental for molecular diagnosis of genetic diseases in routine laboratories 

as ours. Several commercial kits are available but are expensive and due the nature of the 

method the recovery rate is low (Hue et al., 2011).  

Some studies have shown that different modified phenol-chloroform methods yielded 

suitable amounts of DNA from diverse types of samples (Zhang et al., 2006; Ghatak et al., 

2013; Barnett & Larson, 2012; Hue et al, 2012). Here, a phenol-chloroform extraction 

method was examined for effectiveness and efficiency in extracting and purifying DNA 

from DBS.  

The DNA concentration obtained from most DBS was 15 ng/µL. We observed a not 

degraded DNA, besides the vortexing, repeated pipetting and other forms of mechanical 

stress that was exposed (Figure 1).  

Different studies have demonstrated that is possible to obtain DNA with both sufficient 

quality and quantity from DBS for its use in different molecular techniques (Lefterova et 

al, 2016; Boemer et al, 2017; Bhattacharjee et al., 2015; Qian et al., 2017; Hollegaard et 

al., 2013; Saavedra-Matiz et al., 2013). The molecular processes assessed in this study 

(conventional PCR followed by Sanger sequencing, real-time PCR- Taqman® assay) 
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MLPA assay and targeted next-generation sequencing) were performed and similar results, 

compared with those obtained from DNA isolated from whole blood, were observed 

(Figure 2, Figure 4 and Table 1). 

Our laboratory has used this method for over a year to extract DNA principally for targeted 

next-generation sequencing and other molecular techniques for lysosomal storage disorders 

molecular diagnosis (over 55 genes). These assays are presently used as second-tier test in 

our service (Figure 3 and 4).  

In summary, this is a useful method to yield high concentration of DNA with acceptable 

purity (~1.7), simple, inexpensive (estimated cost of < 1$ USD/sample) and can meet the 

need of centers where commercial extraction kits are not an option. 
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Figure 1. Quality of genomic DNA was checked on 1% agarose gel. Lane 1: Low DNA 

mass ladder (Invitrogen), Lane 2-9: Organic method. 

 

Figure 2. Quality of extracted DNA from DBS was checked based on PCR products on 

1.5% agarose gel through amplification of different size PCR products. Comparing its 

performance to DNA extracted from whole blood (WB). Lane: 1-2: GAA exon 3 (271pb), 

Lane:4-5: TPP1 exon 7 (337pb), Lane 7: 100pb ladder, Lane 8-9: GAA exon 10/11 
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(449pb), Lane 11-12: GAA exon 17/18 (900pb). Lane 3,6,10 and 13 correspond to no 

DNA template controls. 

 

Figure 3. RT-PCR, MLPA and Sanger Sequencing. (A), Bigdye sequence analysis 

showing a C-to-G transition in exon 6 of the TPP1 gene (amplicon size= 296pb), an G-to-

A transition in exon 15 of the GAA gene (amplicon size= 309pb) and a G-to-A transition in 

exon 12 of the GAA gene (amplicon size=210pb). PCR products were purified with 

ExoSap and cycle sequenced according to standard manufacturer recommendations. (B), 
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Taqman assay with 1-probe detection (platform StepOne from Thermo Fisher Scientific), 

detecting a heterozygous for c.894G>A (E8SJM). (C), MLPA for DMD, showing the 

amplification of all 56 probes included in the mix (MRC-Holland), neither 

deletion/duplication were detected. 

 

Figure 4. Targeted NGS. Coverage analysis (relative DoC). 

Table 1. Results TNGS, Ion Torrent report.  

Performance 

characteristics 

Panel I  Panel II Panel III 

DBS WB DBS WB DBS WB 

% bases >Q20 94.5 95.1 94.3 94.7 92 93.5 

Mean length, bp 172 146 212 208 255 208 

Mean coverage depth 772 900 711 909 595 905 

Uniformity 91.5 90 93.9 93.4 90.6 93.5 
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4.3 Artigo 3: Pseudodeficiency of acid α-glucosidase: a challenge in the newborn 

screening for Pompe disease 

 

Artigo publicado na revista GENETICS AND MOLECULAR RESEARCH, 2017. 
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4.4 Artigo 4: Targeted next-generation sequencing-based molecular diagnosis of Latin 

American neuronal ceroid lipofuscinoses type 2 probands using Dried Blood Spots 
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Abstract 

Neuronal ceroid-lipofuscinoses (NCL), a subset of lysosomal storage disorders, are rare 

inherited and severe neurodegenerative disorders of childhood. CLN2, the classic late 

infantile phenotype, caused by mutations in TPP1 gene, is the prevalent genotype in South 

America and is clinically characterized by seizures, ataxia, followed by progressive 

dementia, motor and visual deterioration and early death. The aim of the present study was 

to develop an efficient NGS method to identify variants in TPP1, for the molecular 

diagnosis of CLN2. In total, 48 unrelated Latin American CLN2 patients were recruited for 

this study; each proband was previously evaluated both clinical and biochemically with 

CLN2. Through targeted next-generation sequencing (TNGS) (Ion TorrentTM PGM 

System) and DNA isolated from dried blood spots (DBS), we determined the TPP1 

mutational spectrum. We identified 17 variants previously reported as pathogenic, 05 novel 

putative pathogenic variants (p.His166fs, p.Phe169fs, p. Val480Met, p.Ala448Asp, 

p.Gly409Asp) and 01 variant of unknown significance (p.Gly482Ala). A highest 

diagnostic rate was reached due to the use of a combined enzymatic and genetic approach. 

The median age of diagnosis was 8.5 years old. Targeted NGS is a cost-effective, second-

line genetic test for the evaluation of patients with CLN2. This approach decreases time to 

diagnosis, increases diagnostic rate in a cost-effective way for routine use in clinical 

testing.  

Keywords: Neuronal ceroid lipofuscinoses, tripeptidyl-peptidase 1, CLN2, targeted next-

generation sequencing, molecular diagnostics, Latin American, TPP1 gene.  

Introduction 

The neuronal ceroid lipofuscinoses (NCL) are the most common neurodegenerative disease 

in childhood and are classified as lysosomal disorders. They are a family of 14 disorders 

characterized by lysosomal accumulation of fluorescent storage material in neurons and 

other cell type usually leading to dementia, epilepsy, motor deterioration and premature 

death (from 6 years old to early teenage). Most types are inherited in a autosomal recessive 

manner1–4. 

NCL type 2 (CLN2, OMIM 204500) is one of the most common form of NCL with late-

infantile onset (2-4 years old) and the most prevalent genotype in South America4–6. This 



 

107 

 

disorder is caused by the deficiency of the lysosomal tripeptidyl peptidase 1 (TPP1) 

enzyme (EC 3.4.14.9) due to mutations in the TPP1 gene7. Molecular pathology of TPP1 

enzyme deficiency is poorly understood8. Despite the advances in clinical genetics, the 

diagnosis of CLN2 and the others NLC remains a challenge, even in highly developed 

countries9. Early diagnosis is challenging mainly due to the lack of disease awareness, 

non-specific clinical presentation and limited access to diagnostic testing in some regions, 

delaying its diagnosis until advanced stages5,10,11. Although there is currently no cure 

and the treatments are limited to symptomatic and supportive care12, CLN2 have the most 

advanced therapies to date with clinical trials testing gene therapy and enzymatic 

replacement approaches9. 

The recommended approach once CLN2 disorder is suspected is the demonstration of 

deficient TPP1 enzyme activity (together with normal activity of a control enzyme such as 

PPT1), followed by molecular analysis for the identification of two pathogenic variants in 

TPP1 associated with the phenotype and typically from blood samples (dried blood spots, 

plasma, leukocytes), fibroblasts or saliva5,13. Dried blood spot (DBS) is an option for 

blood sampling when venipuncture, transportation and storage conditions are not 

favorable14, and can be the best choice for any screening approaches to detect CLN25,13. 

Confirmatory tests are typically performed on other types of samples, such as plasma, 

urine, leukocytes, although all these types of samples are more difficult to obtain and send 

to the diagnostic laboratories than DBS. Some biochemical and molecular assays can be 

performed from the sample DBS specimen, thus reusing the material collected15 and 

significantly reducing the time for diagnostic confirmation. Different studies showed that is 

possible to obtain DNA with sufficient quantity and quality from the DBS for its use in 

next-generation sequencing16–21. 

TPP1 gene is located in chromosome 11p15.4, contains 13 exons and is 6.7kb in length22. 

As for May 2018, 121 mutations were reported in TPP1, including missense/nonsense 

(59%), splicing (16%), small deletions (16%), small insertions (6%), small indels (2%) and 

gross deletions (1%)23,24. Two of these are more common than the others: IVS5-1G>C, a 

splicing mutation, and c.622C>T (p.Arg208X)5, a nonsense mutation, together represent 

57% of all reported mutations worldwide25. However, exists evidence that these two 

mutations are not common in all populations. Further, different mutation profiles have 

been reported in some locations, such Argentina and Canada, where mutations c.827A>T 
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(p.Asp276Val) and c. c.851G>T (p.Gly284Val), respectively, suggesting a possible 

founder effect. Consequently, global allele frequencies are not necessarily relevant for 

some local diagnostic purposes26,27. 

Given the broad range of pathogenic variants described and its type (99.2% of those being 

SNPs and small insertion/deletion/indels), sequencing of TPP1 should ideally evaluate the 

entire coding regions and associated intron-exon splice junctions. In this scenario, a 

targeted gene panel (TNGS), containing TPP1 is recommended and may accelerate, 

together with the reuse of the DBS used for the enzyme activity assay, the molecular 

diagnosis5,9. 

Here, we develop, validate and determined the clinical utility of a targeted gene panel that 

included TPP1 to the molecular diagnosis of Latin American probands with clinical 

suspicion of CLN2 using DNA isolated from DBS as starting material. 

Methods 

Study participants 

We determined the genotype of a group of Latin American probands, with clinical 

suspicion of CLN2 disease, recruited for the CLN2 Diagnosis Program (Network DLD-

Brazil) in the period of one year (from May 2017 to May 2018). The study received ethical 

approval from the local Ethics committee (Project:16-0435).  

TPP1 biochemical profile 

Prior molecular analysis, TPP1 enzyme activity was evaluated in samples of 

leukocytes28,29 [Reference value: 93-521 nmol/h/mg protein] or DBS30 [ Reference 

value: 4-23 nmol/h/mL], according to previously published methods. Each individual was 

catalogued as: 1) Positive: low TPP1 activity in leukocytes (gold standard); 2) Suggestive: 

low TPP1 activity in DBS or 3) Inconclusive: residual TPP1 activity, values equal or close 

to the inferior limit of reference value. The integrity of each sample was verified by testing 

TPP1 and PPT1 in parallel assays. 

DNA extraction from DBS 

For molecular analysis, gDNA was isolated from the same DBS specimens used for TPP1 

enzyme activity assay, using an organic method (phenol-chloroform)31 and 05 discs (3-
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mm diameter). For the other 8%, gDNA was isolated from whole blood collected in tubes 

containing ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), using the Iprep PureLink gDNA 

Blodd Kit (Thermo Fisher Scientific) and the Iprep Purification Instrument (Thermo Fisher 

Scientific). gDNA was quantified using the Qubit® dsDNA HS (High Sensitivity) Assay 

Kit (Thermo Fisher Scientific) and measured on the Qubit® Fluorometer (Thermo Fisher 

Scientific). 

DNA variations were studied by Targeted next-generation sequencing (TNGS). 

Gene panel  

We used a panel that included the genes associated with the different types of NCLs. Our 

panel comprise 13 genes: PPT1 (CLN1), TPP1 (CLN2), CLN3 (CLN3), DNAJC5 (CLN4), 

CLN5 (CLN5), CLN6 (CLN6), MFSD8 (CLN7), CLN8 (CLN8), CTSD (CLN10), GRN 

(CLN11), ATP13A2 (CLN12), CTSF (CLN13) and KCTD7 (CLN14) and was previously 

validated. Custom primers were designed using a Thermo Fisher Scientific design tool (Ion 

AmpliseqTM Designer v4.48) to generate a pool of primer for amplification of genomic 

regions of interest. Consisting of two primer pool that target the entire coding region, 

including 20pb of intron-exon junction.  

Multiplex PCR Enrichment, Library construction, and massive parallel sequencing 

Twenty nanograms of each gDNA sample were used for PCR enrichment of targets by 

applying the two custom AmpliseqTM panel (Thermo Fisher Scientific). The panel 

consisted of 2 separated PCR primer pools. For library construction was used Ion 

AmpliSeq™ Library kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Samples were barcoded with Ion 

Xpress™ Barcode Adapters kit (Thermo Fisher Scientific) for library preparation. 

Unamplified libraries were purified with Agencourt AMPure XP kit (Beckman Coulter). 

Libraries were prepared in equimolar concentrations using the Qubit® dsDNA HS kit 

(Thermo Fisher Scientific), followed by dilution to the same concentration. For template 

preparation, the barcoded libraries were pooled in equimolar concentrations of 100 pM 

each and were subsequently submitted to emulsion PCR (emPCR) using the Ion PGM™ 

Template OT2 200 kit (Thermo Fisher Scientific) on the Ion OneTouch2™ Instrument 

(Thermo Fisher Scientific). The percent of positive Ion Sphere Particles (ISPs) was defined 

with flow cytometry performed on Attune® Acoustic Focusing Flow Cytometer (Thermo 
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Fisher Scientific) according to the demonstrated protocol (Part. no. 4477181, Thermo 

Fisher Scientific). Positive ISPs were enriched using Ion OneTouch™ ES (Enrichment 

System; Thermo Fisher Scientific). Sample were loaded onto Ion 316TM chips v2 

(Thermo Fisher Scientific). Chip loading procedure was performed according to the user 

guide for the Ion PGM sequencing 200 kit v2 (Thermo Fisher Scientific), following the 

manufacturer´s instruction. 

Data analysis 

Raw signal data were analyzed using Torrent Suite Software v.5.0 (Thermo Fisher 

Scientific). Primary analysis includes signal processing, base calling, demultiplexing, read 

alignment to human genome 19 reference (Genome Reference Consortium GRCh37), 

quality control of mapping quality, coverage analysis and variant calling. After this, a list 

of detected sequence variants, including SNPs and small insertions/deletions, was imported 

into Ion ReporterTM Software (Thermo Fisher Scientific) for annotation. Alignments were 

visually verified with the Integrative Genomics Viewer (IGV) v2.332. 

Candidate variants met the following criteria: detected on both strands and to account for 

20% of total reads at that site, quality score ≥20, minimum read depth of 50X and variant 

frequency in the population ≤1%. The filtered variants were then compared with mutation 

databases, including dbSNP (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000G 

(http://browser.1000genomes.org), ExAC (http://exac.broadinstitute.org), Online Archive 

of Brazilian Mutations (http://abraom.ib.usp.br/), Human Genome Mutation Database 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/) and NCL Mutation and Patient Database 

(https://www.ucl.ac.uk/ncl/mutation.shtml). All databases were last accessed in May 2018. 

Evaluation of the pathogenicity of the novel variants (i.e., not found in any of the mutation 

databases or not previously described in the literature) were analyzed with in silico web 

tools: SIFT33,34, Polyphen-235, Mutation Taster36, Sift Indel37 to predict potential 

protein deleterious effect on protein function. To evaluate the possible effect of 

synonymous variant in gene splicing we used the Human Splicer Finding web tool38. 

Nonsense, frameshift and canonical splice mutations were classified automatically as 

pathogenic39. Reference sequence used for variant calling was NM_00391.3. 

Sanger sequencing 
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Sanger sequencing was performed for eventual variant confirmation. Specific primers for 

the amplification of each of the 13 exons and the adjacent intronic sequences in the TPP1 

gene were designed using the free software Primer3 v.0.4.0 (Table 1). Amplicons were bi-

directly sequenced using the Big Dye Terminator v3.1 cycle sequencing kit and an ABI 

3500 DNA Analyzer (Thermo Fisher Scientific). Analysis was performed with the BioEdit 

v7.2.5 package free software. 

Results 

In the period of one year, a total of 48 probands with CLN2 suspicion were recruited from 

Argentina (n=11), Brazil (n=09), Chile (n=10), Colombia (n=11), Ecuador (n=2) and 

Mexico (n=5). For 87.5% (42/48) of the probands, both enzyme activity assay and 

molecular analysis were performed from the same dried blood spot sent to our laboratory 

(Table 2). 

The proband´s gDNA, isolated from DBS, was quantified and a mean value of 12ng/µl was 

obtained. This isolated gDNA underwent capture enrichment and high-throughput 

sequencing. High quality sequencing data with an average of 1000x coverage were 

achieved. The sequence coverage for the targeted regions is evenly distributed with 

uniformity of 97% across all the samples. TPP1 was covered at 100%, eliminating the 

necessity of using Sanger for complete any gap in the NGS. 

According to the mutation type were identified along the TPP1 gene: 10 missenses, 05 

nonsenses, 04 splice sites, 02 small deletions, 01 small insertion and 01 synonym that 

affect splice site (Table 3). From these, 17 variants previously reported as pathogenic 

(74%), 05 putative pathogenic variants (22%), and 01 variant of unknown significance 

(VUS) (Figure 1) (Table 3). The novel variants comprised four missense mutations, one 

small deletion and one small insertion that were analyzed using bioinformatics tools, the in 

silico prediction results are listed in Table 4. For the VUS, computational tools were mixed 

on the predicted impact to the protein. The novels p.His166fs and p.Gly409Asp, were 

identified in Argentines probands CLN2-2, -8 and -9; p.Phe169fs and p.Ala448Asp were 

identified in Brazilian probands CLN2-15, -16 and, -17; p.Val480Met was identified in 

Colombian proband CLN2-32 and p.Gly482Ala (VUS) also in one Colombian proband 

(CLN2-35). All 06 putative pathogenic variants (including the VUS) were validated by 
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Sanger sequencing. Co-segregation test was performed if DNA samples from the family 

members were available, this was the case for p.Phe169fs variant in proband CLN2-16. 

From the 23 variants detected, 69.7% (16/23) were known to have a worldwide 

distribution, and 4.3% (1/23) (p.Asp276Val) had been observed previously and exclusively 

in South America. In general, the most frequent mutations were p.Asp276Val (c.827A>T) 

in ~24% (18/74) of the alleles, followed by p.Arg208Ter (c.622C>T) in (11/74) alleles 

(~15%), c.887-10A>G (6/74) alleles (8%), p.Ser475Leu (c.1424C>T) (5/74) alleles (~7%) 

and p.Gly77Ter (c.229G>T) (4/74) alleles (~5.5%) (Figure 2).  

By country, we can observed some prevalent mutations: p.Asp276Val in 57% of the alleles 

(Argentina); p.Arg208Ter in ~28% of the alleles (Brazil); p.Ser475Leu in ~42% of the 

alleles (Chile); p. Arg208Ter and c.1076-2A>T in ~27% of the alleles (each one) in 

Colombia; variant c.Gly77Ter was the only variant detected in the two  Ecuadorian cases 

(100%), and p.Arg127Ter in 75% of the alleles in Mexico (Table 3).  

Details of number of alleles by country can be founded in Figure 3. Allele p.Asp276Val 

was observed in Argentina, Brazil and Chile; p.Arg208Ter in Argentina, Brazil, Chile and 

Colombia and c.887-10A>G in Argentina, Chile, Colombia and Mexico.  

Genotype was established for 38 probands, among them, were detected 2 heterozygous 

(CLN2-10 and CLN2-35), presumably carriers due to the TPP1 residual enzyme activity 

(below-normal levels indicate carrier status) and the presence of only one pathogenic 

variant. Was also observed false positive from DBS (n=10, CLN2-27, -28, -29, -30, -39, -

40, -41, -46, -47 and -48), with enzyme activities values closer to the inferior limit of 

reference (classified first as inconclusive), this was supported by the absence of pathogenic 

variants along the gene (Table 2).  

Considering only the cases of CLN2 probands with stablished genotype, the average age of 

diagnosis was 9.5 years old (Table 2).  

Discussion 

Canonical approach to the diagnosis of patients with CLN2 include the assay of the activity 

of the deficient enzyme (TPP1), followed by sequence analysis of the gene associated to 

the disorder40. Several efforts have been made to identify disease-related causal variants in 

CLN2 Latin American probands. To date, the genotype from Argentines (n=30), Brazilian 
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(n=1), Chileans (n=4) and Mexicans (n=3) patients was established through Sanger 

sequencing 6,9,24,25,41,42. However, the broad range of pathogenic variants described 

along TPP1 gene, demonstrates the need of a tool capable to analyze the entire coding 

regions and intron-exon splice junctions, with reliable results and fast processing. New 

technologies are becoming more accessible and relative affordable for the diagnostic 

routine. Targeted next-generation sequencing (TNGS) for TPP1 may accelerate the 

molecular diagnosis of CLN25,9, due to the massive and parallel sequencing and the 

advantages presented as high depth of coverage, completeness and shorter turn-around 

times for the final report. The TNGS inability to detect large insertions/deletions/indels do 

not represent an important limitation for TPP1 sequence analysis, since ~0.8% of the 

variants described in the different mutation database correspond to a large deletion.  

Dried Blood Spot (DBS) is one of the samples of choice for the screening of CLN2 disease 

and is the ideal sampling approach in regions where timely and proper shipping of whole 

blood samples is a problem43. 87.5% of the samples analyzed in this study correspond to 

this type of material, owing to the distance of our laboratory (South of Brazil) with the 

places of origin of the samples (Argentina, Chile, Colombia, Mexico and Ecuador). The 

use of TNGS and the reuse of DBS for enzymatic activity assay, both had the potential to 

reduce time for diagnostic confirmation, due to the time saved for the sending of new 

samples (whole blood or a new DBS) for this purpose and with short turn-around times for 

the final report. 

Considering that the use of DBS samples in genetic workup has been limited by the 

relative low amounts of gDNA they contain. Here, we highlight a significant advantage of 

Ion TorrentTM PGM System over others commercial sequencing platforms, which is the 

necessity of small amounts of input gDNA, as little as 10-20ng, for high quality 

sequencing.  

TPP1 measurements in leukocytes (gold standard) have a greater sensibility that in DBS. In 

DBS, the tendency of overlapped values between patient and controls was in accordance 

with the results obtained by Kohan et al11. Because the DBS technique often give false 

negatives and positives results due to its low sensitivity, inconclusive biochemical results 

were confirming with TNGS. We observed several patients with inconclusive biochemical 
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results, in which, after NGS, no clinically significant DNA variants were detected, 

confirming a false-positive and false-negative result (n=10).  

A total of 23 pathogenic mutations were recognized. Ours results reveals a great allelic 

heterogeneity of TPP1 due to the composition of the not homogeneous Latin America 

population44. Globally, the two most commonly reported mutations associated with CLN2 

disease are c.509-1G>C and p.Arg208Ter (c.622C>T)25. However, in our laboratory´s 

experience, just one of them (p.Arg208Ter) was observed as the second more frequent, 

after p.Asp276Val (c.827A>G). The p.Asp276Val mutation was the most frequent 

mutation in South America, as it was present in 24.32% of the TPP1 allele (Table 3), being 

present in homozygous (38.5%) and heterozygous (61.5%) state. To date, had been 

reported exclusively in families from Argentina and Chile6. In this study, was detected it in 

Brazilian probands as well (CLN2-12 and -18) (Table 3). The variants detected in this 

study will be submitted to NCL Mutation and Patient Database, since we detected some 

new pathogenic variants, and some that have not been described in: Argentina (5), Brazil 

(7), Chile (2), Colombia (7), Ecuador (1) and Mexico (1). 

Early diagnosis is critical to optimal care for patients but is challenging primarily due low 

disease awareness and the non-specificity of clinical signs and symptoms, delaying its 

diagnosis even in developed countries10,41. In view that some therapies, as the enzyme 

replacement therapy, are in clinical trial phase, the early detection becomes more relevant. 

It has been reported a delay of 2 to 3 years between symptom onset and diagnosis45. In 

this study, the median age at the time of diagnosis of CLN2 was 8.5 years. Assuming the 

age of onset as 2-4 years old, there was a 5.5 to 7.5-year delay between the onset of 

signs/symptoms and the establishment of the diagnosis. 

To our knowledge, this study represents the first molecular diagnosis that includes several 

countries of Latin America and the used of DNA isolated from DBS for CLN2 diagnosis 

confirmation. TNGS technology could be used for the simultaneous testing for a broad 

range of SNPs and insertion, deletions and indels, being a rapid, accurate and cost-effective 

method for the genetic diagnosis of CLN2. Out targeted NGS-based diagnostic approach 

successfully solved 38 out 49 CLN2 suspicion cases, with the identification of 23 

previously and novel pathogenic variants, thus improving our knowledge of CLN2 etiology 

in Latin American population.  
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Figure 1. Distribution of identified mutation along the TPP1 gene.   
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Figure 2. Pie chart showing TPP1 allele frequency in Latin American probands. 

 

Figure 3. Number of alleles founded in this study, classified by countries.
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Table 1. Primer sequences for the amplification of TPP1 exons. 

Forward primer Sequence (5’-3’) Reverse primer Sequence (5’-3’) 
TM 

(°C) 

Product 

size (bp) 

TPP1_Ex1/2_F AGAGCTCATGTGATCCGTCA TPP1_Ex1/2_R AGAACAGGGTATGGGGAAGG 60 298 

TPP1_Ex3_F CTAGGATCCTCCCCAAGGTC TPP1_Ex3_R AGCCCTGTGTCCCTCCAC 62 300 

TPP1_Ex4_F AGGTCCAAAAGGGGGAGTTT TPP1_Ex4_R AACTCCCTCCCATCCATCTC 60 285 

TPP1_Ex5_F CAGGGATGCTCAGAGGTAGC TPP1_Ex5_R AGCCCCTGGATCTGTGTG 60 245 

TPP1_Ex6_F GGTGGGGTGAGTTGTAAGGT TPP1_Ex6_R GACACTGTGGGGAGGCTATG 60 296 

TPP1_Ex7_F CTCCCCACAGTGTCCTCAAT TPP1_Ex7_R CAGGGATCAACACCCATCTC 60 337 

TPP1_Ex8_F TGACAACCCCCAGTGACTATC TPP1_Ex8_R GGCTGCAGAGGTGTAAGCAT 62 297 

TPP1_Ex9_F CTGACATCCGAACCCACATA TPP1_Ex9_R TGGGGTCAAGACAAAGGTTC 60 220 

TPP1_Ex10_F TATACTCACCCCTCCCCACA TPP1_Ex10_R GATCCCCCATCCTCACTCTT 62 248 

TPP1_Ex11_F CAGGCCACATGCCAATACT TPP1_Ex11_R AGGGGGTAAGGGTAGTTCCTG 60 250 

TPP1_Ex12_F TCACTCAGAACCCCTGACCT TPP1_Ex12_R CCCCTTAGCACTCCCCATAG 62 229 

TPP1_Ex13_F TGTGAGTACAGGGTGAGGAGA TPP1_Ex13_R TCCAACAGGGCAGAATAAGG 60 296 
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Table 2. Genotype determination of 48 Latin American probands. Age, age at diagnosis; DBS, dried blood spots (reference value: 4-23 nmol/h/ml), n.d: not 

detected; L, leukocytes (reference value: 93-521 nmol/h/mg protein); Biochemical, biochemical conclusion: S: Suggestive, I: Inconclusive, P: Positive); *: 

putative pathogenic variant; **: variant of unknown significance; n.a: not available. 

Country Proband ID 
Age 

(years) 

Enzyme activity 
Biochemical 

Genotype 

DBS L Allele 1 Allele 2 

Argentina 

n=11 

CLN2-1 2 0.3 - S p.Asp276Val (c.827A>T) p.Asp276Val (c.827A>T) 

CLN2-2 15 0.35 - S c.1551+1G>A p.His166fs (c.496delC)* 

CLN2-3 5 0.4 - S p.Asp276Val (c.827A>T) p.Asp276Val (c.827A>T) 

CLN2-4 7 0.2 - S p.Asp276Val (c.827A>T) p.Asp276Val (c.827A>T) 

CLN2-5 10 n.d - S p.Asp276Val (c.827A>T) p.Arg127Gln (c.380G>A) 

CLN2-6 11 0.25 - S c.887-10A>G p.Arg208Ter (c.622C>T) 

CLN2-7 5 0.62 - S p.Gln509Ter c.1525C>T p.Asp276Val  (c.827A>T) 

CLN2-8 6 0.52 - S p.Asp276Val (c.827A>T) p.His166fs (c.496delC)* 

CLN2-9 17 1.3 - S p.Gly409Asp (c.1226G>A) * c.887-10A>G 

CLN2-10 10 2.6 - I p.Asp276Val (c.827A>T) - 

CLN2-11 6 2.6 - I p.Asp276Val (c.827A>T) p.Asp276Val (c.827A>T) 

Brazil 

n=09 

CLN2-12 9 - 8.3 P p.Asp276Val (c.827A>T) p.Asp276Val (c.827A>T) 

CLN2-13 10 - n.d P p.Arg208Ter (c.622C>T) p.Arg447His (c.1340G>A) 

CLN2-14 19 - 13.5 P p.Arg447His (c.1340G>A) c.1552-1G>A 
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CLN2-15 20 n.d - S p.Ala448Asp (c.1343C>A)* p.Arg447His (c.1340G>A) 

CLN2-16 6 0.4 - S p.Phe169fs (c.503_504insTGGA) * p.Gln75Gln (c.225A>G) 

CLN2-17 5 0.9 - S p.Phe169fs (c.503_504insTGGA) * p.Phe169fs (c.503_504insTGGA) * 

CLN2-18 n.a - n.a - p.Arg208Ter (c.622C>T) p.Asp276Val (c.827A>T) 

CLN2-19 n.a - n.a - p.Arg208Ter (c.622C>T) p.Ser62fs (c.184_185delTC) 

CLN2-20 n.a - n.a - p.Arg208Ter (c.622C>T) p.Arg208Ter (c.622C>T) 

Chile 

n=10 

CLN2-21 11 n.d - S p.Arg208Ter (c.622C>T) p.Asp276Val (c.827A>T) 

CLN2-22 7 1 - S p.Arg350Trp (c.1048C>T) p.Ser475Leu (c.1424C>T) 

CLN2-23 15 1 - S p.Ser475Leu (c.1424C>T) p.Ser475Leu (c.1424C>T) 

CLN2-24 7 1.1  S c.887-10A>G p.Asp276Val (c.827A>T) 

CLN2-25 16 1.35 - S p.Ser475Leu (c.1424C>T) c.887-10A>G 

CLN2-26 7 0.3 - S p.Ser475Leu (c.1424C>T) p.Asp276Val (c.827A>T) 

CLN2-27 14 3.2 - I - - 

CLN2-28 6 3.1 - I - - 

CLN2-29 29 5 - I - - 

CLN2-30 25 4.7 - I - - 

Colombia 

n=11 

CLN2-31 9 n.d - S p.Arg208Ter (c.622C>T) p.Arg208Ter (c.622C>T) 

CLN2-32 23 0.1 - S p.Val480Met (c.1438G>A) * p.Val480Met (c.1438G>A) * 

CLN2-33 4 0.6 - S c.1076-2A>T p.Arg206Cys (c.616C>T) 

CLN2-34 14 0.7 - S c.1076-2A>T c.887-10A>G 

CLN2-35 11 2.8 - S p.Gly482Ala (c.1445G>C) ** - 
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CLN2-36 4 n.d - S c.1076-2A>T c.471C>A (p.Tyr157Ter) 

CLN2-37 6 1 - S p.Arg208Ter (c.622C>T) p.Arg208Ter (c.622C>T) 

CLN2-38 4 0.3 - S c.1076-2A>T p.Arg206Cys (c.616C>T) 

CLN2-39 17 3.2 - I - - 

CLN2-40 12 3.6 - I - - 

CLN2-41 14 3.3 - I - - 

Equador 

n=2 

CLN2-42 5 0.5 - S p.Gly77Arg (c.229G>C) p.Gly77Arg (c.229G>C) 

CLN2-43 3 0.4 - S p.Gly77Arg (c.229G>C) p.Gly77Arg (c.229G>C) 

Mexico 

n=5 

CLN2-44 13 n.d - S p.Arg127Ter (c.379C>T) c.887-10A>G 

CLN2-45 8 n.d - S p.Arg127Ter (c.379C>T) p.Arg127Ter (c.379C>T) 

CLN2-46 1 1.7 - S - - 

CLN2-47 3 3.7 - I - - 

CLN2-48 4 3.1 - I - - 
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Table 3. TPP1 allele frequency by country and in Latin America. E: exon; I: intron; *: putative novel pathogenic variant, **: VUS 

Exon Mutation type cDNA Protein Argentina Brazil Chile Colombia Equador Mexico Latin America 

E3 small deletion c.184_185delTC p.Ser62fs  - 5.56 - - - - 1.35 

E3 synonym c.225A>G p.Gln75Gln - 5.56 - - - - 1.35 

E3 nonsense c.229G>T p.Gly77Ter - - - - 100.00 - 5.41 

E4 nonsense c.379C>T p.Arg127Ter - - - - - 75.00 4.05 

E4 missense c.380G>A p.Arg127Gln 4.76 - - - - - 1.35 

E5 nonsense c.471C>A  p.Tyr157Ter - - - 6.67 - - 1.35 

E5* small deletion c.496delC p.His166fs  9.52 - - - - - 2.70 

E5* small insertion c.503_504insTGGA  p.Phe169fs - 16.67 - - - - 4.05 

E6 missense c.616C>T p.Arg206Cys - - - 13.33 - - 2.70 

E6 nonsense c.622C>T p.Arg208Ter 4.76 27.78 8.33 26.67 - - 14.86 

E7 missense c.827A>T p.Asp276Val 57.14 16.67 25.00 - - - 24.32 

I7 splice site c.887-10A>G - 9.52 - 16.67 6.67 - 25.00 8.11 

E8 missense c.1048C>T p.Arg350Trp - - 8.33 - - - 1.35 

I8 splice site c.1076-2A>T - - - - 26.67 - - 5.41 

E10* missense c.1226G>A p.Gly409Asp 4.76 - - - - - 1.35 

E11 missense c.1340G>A p.Arg447His - 16.67 - - - - 4.05 

E11* missense c.1343C>A p.Ala448Asp  - 5.56 - - - - 1.35 

E11 missense c.1424C>T p.Ser475Leu - - 41.67 - - - 6.76 

E12* missense c.1438G>A p.Val480Met  - - - 13.33 - - 2.70 
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E12** missense c.1445G>C p.Gly482Ala  - - - 6.67 - - 1.35 

E12 nonsense c.1525C>T p.Gln509Ter 4.76 - - - - - 1.35 

I12 splice site c.1551+1G>A - 4.76 - - - - - 1.35 

I12 splice site c.1552-1G>C - - 5.56 - - - - 1.35 

 

 

Table 4. In silico analysis of novel pathogenic variants in the CLN2 probands. SIFT, Scale-Invariant Feature Transform; Polyphen, Polymorphism 

Phenotyping v2; D.C, disease causing; N.A, not applicable; D: deleterious; N: neutral 

 p.Gly409Asp p.Ala448Asp p.Val480Met p.His166fs p.Phe169fs p.Gly482Ala 

Mutation Taster D.C D.C D.C D.C D.C D.C 

SIFT Indel N.A N.A N.A D D N.A 

SIFT D D D N.A N.A N 

Polyphen2 D D D N.A N.A N 
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CAPÍTULO 5: DISCUSSÃO 

 

Desde o ano 2013, os painéis NGS têm sido aplicados no diagnóstico das doenças 

lisossômicas177–181,183, demonstrando a sua maior sensibilidade devido à profundidade de 

cobertura alcançada, sua utilidade clínica, seu potencial para reduzir o atraso no diagnóstico e 

proporcionando reduções de custo e de prazo em comparação com o sequenciamento de 

Sanger177. Com a tecnologia NGS, um diagnóstico genético-molecular pode ser estabelecido 

em 4-6 semanas, sendo fundamental no início do curso da doença uma vez que novas terapias 

estão se tornando disponíveis, ademais de outros benefícios como o aconselhamento 

genético, planejamento familiar e a escolha de opções reprodutivas para as famílias afetadas 

(por exemplo, diagnóstico pré-implantacional). 

O SGM-HCPA é um serviço de referência nacional e internacional no diagnóstico de 

erros inatos do metabolismo, sendo que a sua maior especialidade é a de doenças 

lisossômicas. Para essa finalidade, utilizam-se diferentes técnicas bioquímicas de triagem 

(qualitativas, semi-quantitativas e quantitativas), técnicas mais específicas (na maioria 

ensaios enzimáticos colorimétricos e fluorométricos), e a investigação laboratorial de 

alterações genéticas por PCR, PCR-RFLP, PCR em tempo real e o sequenciamento 

automatizado.  

Até poucos anos atrás, as MPS eram o principal grupo de DLs caracterizadas através 

dos diferentes testes moleculares no nosso serviço. No ano 2014, com a aquisição do 

sequenciador de nova geração, Ion Torrent PGM, inicio-se o processo de desenho e validação 

de painéis contendo diferentes genes associados às DLs, ampliando assim o rol de doenças 

investigadas no SGM-HCPA além das MPS.  

Neste estudo, 03 painéis NGS (“A”, “B” e “C”) foram desenhados, validados e a sua 

utilidade clínica avaliada para o diagnóstico de DLs selecionadas. O critério de desenho 

destes painéis foram as manifestações clínicas sobrepostas que incluem 

hepatoesplenomegalia (Painel B: Niemann-Pick A, B e C, doença de Gaucher, Deficiência da 

Lipase Ácida e Deficiência da Prosaposina), disfunção do tecido muscular (Painel A: doenças 

de Fabry, Pompe, Schindler e Danon) e disfunção neurológica (Painel C: Lipofuscinoses 

ceróides neuronais).  
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Além disso, os 24 genes associados às DLs selecionadas apresentam uma alta 

heterogeneidade alélica. Até o momento, 3655 mutações88 foram relatadas nestes genes, 

sendo as mais frequentes as mutações missense/nonsense, seguidas das pequenas indels , 

sítios de splicing, grandes indels, rearranjo complexos e as regulatórias (Tabela 6). Nesses 

genes, as mutações pontuais (missense/nonsense/sítios de splicing) e pequenas indels podem 

chegar a representar de 83.1% (CLN3) até 100% (CTSF) das mutações totais (Tabela 6). Por 

isto, a análise de sequência por NGS é a abordagem ideal para obter um alto rendimento 

diagnóstico, devido a que os painéis NGS são especificamente sensíveis à detecção deste tipo 

de variantes.  

No primeiro artigo, mostramos o desenho e validação de 02 painéis NGS (“A” e “B”), 

determinando a sensibilidade, especificidade e limitações para cada um deles, assim como a 

demonstração da sua utilidade clínica. A detecção das limitações desta metodologia foi 

crítica, pois algumas regiões não foram cobertas pelo teste (regiões com alto conteúdo GC e 

regiões homopoliméricas), levando a falsos-negativos (variante c.573delT/p.Ser192fs no gene 

SMPD1). Os falsos-negativos são o maior problema enfrentado no diagnóstico genético, 

embora a proporção de falsos-negativos e falsos-positivos seja menor que as obtidas no WES 

e WGS196. Outra limitação foi a incapacidade de detectar a variante c.[1448T>G; 1483G>C; 

1497G>C]/ p.[Leu444Pro;Ala456Pro,Val460Val], presente no gene GBA1, devido à presença 

do seu pseudogene GBAP1, mas isto foi superado parcialmente graças a uma abordagem 

bioinformática. Além das limitações, a sensibilidade analítica de ambos painéis foi alta (100 

% para o painel A e 93,75% para o painel B). Conforme o recomendado pela ACMG141, foi 

alcançada uma sensibilidade de 100% quando complementada com o sequenciamento de 

Sanger. A utilidade clínica foi demonstrada após o diagnóstico de 4 casos de pacientes 

encaminhados ao SGM-HCPA. A validação do painel “C” (Lipofuscinoses ceróides 

neuronais) foi realizada, mas não foi publicada. 

O desenvolvimento do NGS para o diagnóstico das doenças genéticas utilizando DNA 

extraído de sangue impregnado em papel filtro (SIPF) tem sido um desafio, mas, na última 

década, tem sido alcançado um progresso considerável197–202. Contudo, são poucos os estudos 

que utilizaram metodologias não comerciais para a extração de DNA a partir deste tipo de 

material, entre elas, uma baseada na utilização de hidróxido de sódio198 e outra baseada numa 

solução de lise celular, detergente alcalino e tampões neutralizantes de ácido201.  
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Com o NGS se implementando na rotina do SGM-HCPA, era necessário um método 

de baixo custo e confiável para a extração de DNA a partir do SIPF, uma vez que a coleta, 

transporte e armazenamento deste tipo de material é mais simples. No artigo 2, avaliamos a 

qualidade e eficiência do DNA extraído de SIPF para seu uso no diagnóstico molecular de 

doenças genéticas, entre elas as DLs. O método não comercial de fenol-clorofórmio 

apresentou resultados aceitáveis, com desempenho similar ao obtido com DNA extraído de 

sangue periférico. Este método demonstrou a sua efetividade com volumes pequenos de DNA 

e é compatível com futuras aplicações downstream, incluindo o NGS. Isto torna possível o 

diagnóstico genético dos pacientes cujas amostras são encaminhadas ao nosso serviço como 

SIPF por causa da distância da cidade ou país dos quais são remetidas. Este método também 

está sendo utilizado para a confirmação diagnóstica dos casos com resultado alterado na 

triagem neonatal para DLs (de um estudo em paralelo), realizando a extração de DNA a partir 

do SIPF coletado durante a TN, sem necessidade de coleta de novo material e diminuindo o 

tempo para o diagnóstico confirmatório. 

No artigo 3, a descrição de um caso de pseudodeficiência de α-glucosidase detectado 

num estudo-piloto brasileiro de triagem neonatal de DLs203, frisa a necessidade de 

complementar os testes bioquímicos com testes moleculares, a fim de diferenciar os 

indivíduos com pseudodeficiência (considerados falso-positivos78) daqueles portadores ou 

afetados pela doença de Pompe. A análise genética do paciente foi realizada utilizando nossa 

abordagem NGS e, o genótipo dos pais estabelecido através da análise mutação-específica 

por sequenciamento de Sanger. Um segundo caso alterado para Gaucher também foi 

analisado através do NGS, confirmando o estado de portador/heterozigoto 

(c.1226A>G/p.Asn409Ser) (Anexo I). Ambos pacientes apresentaram valores baixos para a 

atividade enzimática correspondente, mas que não correspondiam aos observados nos casos 

afetados. Um outro caso, proveniente do estudo paralelo realizado no SGM-HCPA para TN 

das DLs, com resultado alterado para doença de Pompe foi investigado, se tratando de um 

falso-positivo. Portanto é necessário realizar uma combinação de análises enzimáticas e 

moleculares para distinguir indivíduos com pseudodeficiência daqueles portadores ou 

afetados por uma DL, com a finalidade de tomar uma decisão sobre a introdução do 

tratamento específico, como a terapia de reposição enzimática, uma vez que são doenças 

progressivas e a introdução precoce melhora a história natural da doença.  

Finalmente, no quarto artigo, foi utilizado o painel NGS “C” para a análise genético-

molecular de indivíduos latino-americanos com suspeita de Lipofuscinose ceróide neuronal 
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tipo 2 (CLN2). Este painel tem cobertura e sensibilidade de 100% para o gene associado 

(TPP1).  Nossa abordagem permitiu identificar pacientes e portadores de CLN2, assim como 

ampliar o conhecimento das variantes patogênicas no nosso grupo de pacientes. A análise 

molecular por NGS foi realizada usando DNA extraído de SIPF, extraído através do método 

descrito no artigo 2. A utilização de DNA extraído de SIPF foi essencial, devido à que os 

pacientes foram encaminhados de diferentes países latino-americanos (Argentina, Brazil, 

Chile, Colômbia, Equador e México), e o transporte de amostras de sangue líquido não teria 

sido viável em razão das barreiras alfandegárias e sanitárias, que retardam a entrega do 

material. Graças a este estudo, foi possível implementar no SGM-HCPA a extração de DNA 

partir de SIPF para seu uso no NGS. Não apenas para este painel, se não para todos os painéis 

para DLs disponíveis no LGM do SGM-HCPA (8 painéis contendo 56 genes associados às 

DLs).  

Os resultados do presente estudo cumpriram todos os objetivos estabelecidos e 

permitiram o diagnóstico genético-molecular de 45 pacientes com suspeita de DL.  

Este estudo demostra também que o diagnóstico bioquímico deve permanecer como 

uma parte fundamental do algoritmo diagnóstico das DLs, uma vez que garante que as 

variantes patogênicas detectadas sejam a causa real do fenótipo observado. Além disso, o 

diagnóstico bioquímico direciona a escolha do painel NGS a ser utilizado, elevando assim o 

rendimento diagnóstico desta abordagem no nosso serviço.  
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CAPÍTULO 6: CONCLUSÃO 

 

Até onde sabemos, este estudo é o primeiro a usar o NGS no diagnóstico de DLs no 

Brasil. Nossa abordagem demostra que o NGS pode ser usado para a triagem paralela de 

múltiplos genes associados às DLs e pode identificar com sucesso variantes patogênicas de 

mutação pontual e pequenas indels. Este ensaio pode ser utilizado como ferramenta de 

suporte, que em combinação com dados bioquímicos e clínicos podem facilitar o diagnóstico.  

Os painéis validados foram implementados no SGM-HCPA e são oferecidos através 

da “Rede DLD Brasil” para o diagnóstico molecular de DLs, o que reflete o caráter 

translacional deste estudo.  

A mesma abordagem NGS pode ser aplicada para o diagnóstico molecular de outras 

doenças genéticas. Utilizando a experiência obtida no desenvolvimento deste trabalho, será 

realizado um projeto piloto para avaliar a utilidade clínica do NGS na confirmação 

diagnóstica das doenças incluídas no Programa Nacional de Triagem Neonatal. 

A implementação desta tecnologia de vanguarda permitirá um diagnóstico mais rápido 

e mais preciso das as DLs, permitindo que milhares de pacientes e suas famílias possam se 

beneficiar da introdução mais precoce do tratamento específico (disponível para muitas 

dessas condições), bem como das medidas gerais de manejo e das medidas preventivas como 

a detecção de portadores, o aconselhamento genético e o diagnóstico pré-natal e pré-

implantacional.  
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ANEXO I – Artigo 5: Investigation of newborns with abnormal results in a newborn 

screening program for four lysosomal storage diseases in Brazil 
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ANEXO II – Artigo 6: Detección de la mutación E8SJM en el gen LIPA, por PCR en tiempo 

real, para la investigación de la enfermedad por almacenamiento de ésteres de colesterol 
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ANEXO III– Artigo 7: Recent advances in molecular testing to improve early diagnosis in 

children with mucopolysaccharidosis 

 

Aceito para publicação na revista EXPERT REVIEW OF MOLECULAR DIAGNOSTIC, 

2018. 
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Abstract 

Mucopolysaccharidosis (MPS) are a group of rare genetic disorders caused by deficiency in 

the activity of specific lysosomal enzymes required for the degradation of 

glycosaminoglycans (GAGs). The defect in the activity of these enzymes responsible for the 

degradation of GAGs will result in its abnormal accumulation inside the lysosomes of most 

cells, inducing progressive cellular damage and multiple organ failure. DNA samples from 70 

patients with biochemical diagnosis of different MPSs genotype confirmed by Sanger 

sequencing were used to evaluate a Next Generation Sequencing (NGS) protocol. Eleven 

genes related to MPSs were divided into three different panels according to the clinical 

phenotype. This strategy lead to identification of several pathogenic mutations distributed 

across all exons of MPSs related genes. We were able to identify 96% of all gene variants 

previously identified by Sanger sequencing, showing high sensitivity in detecting different 

types of mutations. Furthermore, new variants were not identified representing 100% 

specificity by the NGS protocol. The use of this NGS approach for genotype identification in 

MPSs is an attractive option for diagnosis of MPS patients. In addition, the MPS diagnosis 

workflow could be divided in a two-tier approach: NGS as a first-tier followed by 

biochemical confirmation as a second-tier. 

  

Keywords: Lysosomal storage disease; mucopolysaccharidoses; next Generation Sequencing; target 

Sequence; mutation detection. 
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Introduction 

The mucopolysaccharidoses (MPSs) are a group of rare genetic disorders caused by 

deficiency in the activity of specific lysosomal enzymes required for the degradation of 

glycosaminoglycans (GAGs). Thus, a defect in the activity of any of the eleven enzymes 

responsible for the stepwise degradation of GAGs will result in its abnormal accumulation 

inside the lysosomes of most cells, inducing progressive cellular damage and multiple organ 

failure, with consequent reduction of the quality of life and life expectancy (Neufeld and 

Muenzer, 2001).  

The MPS disorders are inherited in an autosomal recessive manner and affect males 

and females equally. The exception is MPS II, an X-linked recessive disorder that primarily 

affects males (due to autosomal X-chromosomal translocation and non-random X-

chromosome inactivation, rare female patients with MPS II have also been reported) 

(Neufeld and Muenzer, 2001). The clinical manifestations of the MPSs vary considerably, 

with a wide spectrum of signs and symptoms in multiple organ systems, being chronic and 

progressive conditions (Muenzer et al, 2011). 

MPS I, II and VII are characterized by many similar clinical features, that include 

skeletal abnormalities (dysostosis multiplex), coarse facies, corneal opacity, hearing loss, 

decreased pulmonary function, cardiac disease, umbilical and inguinal hernias, 

visceromegaly, among other problems. The disease onset and rate of progression varies 

from attenuated to severe manifestations. In addition to the symptomatic manifestations, 

patients with severe forms of MPS I, II and VII may have cognitive impairment, typically 

appearing in childhood. MPS VI patients present similar somatic manifestations as MPS I, II 

and VII, also with a wide spectrum of severity but with absence of cognitive impairment 

(Muenzer et al,2009, 2011; Martin et al, 2008;Montaño et al, 2016; Valayannopoulos et al, 

2005). 

Patients with any forms of MPS III present severe central nervous system 

degeneration with little or no somatic involvement. This disorder may be recognized by a 

rapid loss of social skills with aggressive behavior and hyperactivity, hirsutism, and coarse 

facies. The skeletal pathology is relatively mild and often became apparent only after a 

diagnosis is established ((Neufeld and Muenzer, 2001; Valstar et al, 2010).  

Both forms of MPS IV are characterized by skeletal dysplasia, ligamentous laxity, 

odontoid hypoplasia and short stature, without cognitive impairment. Patients with severe 

phenotype may live into their second or third decade, and those with attenuated disease may 

live much longer (Northover et al, 1996; Tomatsu et al, 2011). 
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MPS IX is the rarest form of MPS, with only 4 patients diagnosed to date, mainly 

with joint disease, short stature, bifid uvula, submucosal cleft palate, flat nasal bridge, 

generalized cutaneous swelling, multiple periarticular soft-tissue masses and popliteal cyst 

(Triggs-Raine et al, 1999). 

The purpose of this work was to validate and establish the sensitivity and specificity 

of NGS panels to identify genetic mutations in MPS patients previously diagnosed and 

genotyped. Panels were designed to be phenotype-oriented, considering the feasibility of 

this approach as a first-tier alternative followed by biochemical confirmation as a second-

tier.  

Materials and Methods 

1.1 Patients 

This study was approved by the Hospital de Clinicas de Porto Alegre Research 

Ethics Committee, which is recognized by the Office for Human Research Protections as an 

Institutional Review Board (IRB0000921). 

Samples from 70 MPS patients (8 MPS I, 12 MPS II, 23 MPS III, 17 MPS IV, 6 

MPS VI, 4 MPS VII) and 8 controls were included in this study. All patients had a previous 

biochemical diagnosis and were already genotyped by Sanger sequencing. 

1.2 AmpliSeq gene panels 

 Ion Torrent semiconductor technology is able to load, onto an Ion 314TM, 316TM and 

318TM chip, 10 Mb, 100 Mb and 1Gb of sequence per run respectively. Targeted NGS can 

be achieved by Ion AmpliSeq™ technology (Thermo Fisher Scientific); an ultrahigh-

multiplex PCR amplification strategy that uses very low input genomic DNA for a simple 

and fast library construction of specific human genes or genomic regions (Buermans and 

den Dunnen,2014).    

To set up a fast and comprehensive assay for molecular analysis of MPS based in 

NGS sequencing using the Ion Torrent Personal Genome MachineTM, we designed three 

customized AmpliSeqTM panels for sequencing eleven genes (IDUA, IDS, SGSH, NAGLU, 

HGSNAT, GNS, GALNS, GLB1, ARSB, GUSB and HYAL1) related with MPSs. These panels 

were validated in 78 samples (70 MPS patients and 8 controls) previously sequenced by 

Sanger method.  

The eleven genes related with MPS disease were divided into three different 

customized panels according to the similarity of clinical presentations. Panel 1, firstly 

comprised MPS types I, II, VI and VII and was later redesigned to include MPS IX; panel 2 

included all MPS III types and panel 3 included the MPS IV types A and B. AmpliSeqTM 
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primer panels were designed by Ion AmpliSeq™ Designer software (Thermo Fisher 

Scientific) resulting in a 2-pool design for each panel.  

 

1.3 DNA isolation 

The genomic DNA (gDNA) was extracted from fresh peripheral blood samples using 

Salting out method or automated extraction using iPrep Purelink gDNA Blood kit 

(InvitrogenTM). DNA sample quantity and purity of the nucleic acid samples were assessed 

using Nanodrop 1000 instrument (Thermo Fisher Scientific). All of the gDNAs had 

260/280-nm absorbance ratios between 1.8 and 2.0. Patient's DNAs were adjusted to a final 

concentration of 10 ng/μL. 

 

1.4 Library preparation 

The customized Ion AmpliSeqTM panel was processed using the Ion AmpliSeq 

Library Kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s 

recommendations, starting from 10 ng of gDNA per pool. The samples were barcoded with 

the Ion Express Barcode Kit (Thermo Fisher Scientific) to optimize the patient pooling on 

the same sequencing chip. The number of samples by chip was determined taking into 

account the total length of each panel, aiming for at least 100X coverage (number of reads 

per amplicon). 

 

1.5 Ion Torrent PGM Sequencing  

The template preparation was performed using an Ion One Touch 2 System (Thermo 

Fisher Scientific) and an Ion One Touch ES (Thermo Fisher Scientific) following the latest 

version of the manufacturer’s manuals. The template-positive Ion Sphere Particles (ISP+) 

were sequenced on Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM) (Thermo Fisher 

Scientific) using the 314 Chip v2 following the Ion PGM Sequencing 200 Kit v2 manual. 

We used 500-flow runs, which support a template read length of approximately 200 bp. 

 

1.6 Bioinformatics analyses 

The raw data was processed with the Torrent Suite Software v5.0 (Thermo Fisher 

Scientific) using the standard pipeline parameters. Read alignment and variant identification 

were performed with the Torrent Mapping Program (TMAP) v3.4.1 and Torrent Variant 

Caller (TVC) v5.0 software. We used hg19 (Human Genome version 19, UCSC) as 

reference to perform alignment with TMAP and a BED (Browser Extensible Display, 
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UCSC) file to define our regions of interest on TVC (Merriman et al, 2012). The Integrative 

Genome Viewer (IGV; Broad Institute) was used for the analysis of depth coverage, 

sequence quality, and variant visualization (Thorvaldsdóttir et al, 2013).  

Coverage Analysis plugin from Torrent Suite software was also used to establish 

four different types of coverage charts. For each sample, the amplicon coverage summary 

file was downloaded, sorted according to .bed reference file and the total reads information 

was used to create a unique spreadsheet for all samples of a given panel. Each amplicon 

depth values were divided by the median depth of the batch, following by calculation of the 

log25 ratio to access comparisons between sequenced samples. To evaluate the intra-run 

performance of each amplicon, the mean of log25 value and the standard deviation were 

calculated. In order to analyze the inter-run reproducibility, we concatenated the intra-run 

results. We also used the normalized total reads mean values to explore the depth of each 

sequenced gene.  

 

Results  

In this study, we aimed to evaluate the sensitivity and specificity of three custom 

Ampliseq panels designed for amplifying the coding regions of MPS related genes. These 

designed panels allowed the analysis of 81 out of 90 exons, targeting 90-95% of the genes 

(table 1 a;b).  

Libraries of 78 samples, previously sequenced by Sanger sequencing, were re-

sequenced, by NGS, in twelve separated runs: six for panel 1 and three for panel 2 and 3.  

To ensure adequate depth and coverage for variant identification we sequenced 8-16 

barcoded samples on 314-chip. For this sample set, we obtained an average of mapped reads 

of 76.00 0 for panel 1, 58.000 for panel 2 and 47.000 for panel 3, average of reads on target, 

depth of coverage and uniformity varied from gene to gene (Table 1c).    

We were able to identify 250 variants in the 70 samples. Variants were filtered 

according: a) minimum coverage of 100X; b) variant detection in both strands and c) variant 

frequency <1%. After filtration, 65 variants remained, including 48 missense/nonsense 

mutations and 17 pathogenic indels. 

Overall, with our panels we were able to identify 90% of all variants previously 

identified by Sanger method, 96% in panel 1, 100% in panel 2 and 100% in panel 3, 

showing a high sensitivity in detecting different types of mutations using this approach 

(Table 2). Furthermore, no other known pathogenic mutations were detected, in addition to 

those found by Sanger sequencing, showing 100% specificity of our assays. 
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A partial deletion, present in two MPS II patients could be inferred from coverage 

graphics. These events are noticed as decreased coverage of consecutives exons, compared 

with the median observed for samples sequenced in the same batch (Figure 1). Nevertheless, 

the exact breakpoints could not be determined, and other technologies, such as array-CGH, 

should be used for this purpose. 

The exon I of some genes (IDUA, ARSB, NAGLU, HGSNAT and GALNS), and other 

four exons (exon 10 of IDUA gene, exon 7 & 11 of GUSB, exon 5 of), failed in the design of 

amplicons, probably due to the high GC content and/or presence of repeat regions. 

IDUA gene had low amplification efficiency of some amplicons, as it can be seen on 

Figure 2a, which shows the log25 ratio for eight samples sequenced in different runs. 

Consistently, all of them fall below the median depth of the batch in most of exons, as MPS 

I is the third most frequent MPS in our routine analysis, we decided to re-design the panel 1, 

improving the exons coverage.  

 A run with 8 samples was performed, in order to evaluate the new panel design for 

the IDUA gene. We could identify 12 out of 14 mutations previously detected by Sanger 

sequencing. The other 2 mutations not detected were in exon I, and no amplicons were 

designed by AmpliseqTM design software for this region. The median depth of the batch 

showed a high coverage depth when compared with the first designed panel (Figure 2b). 

HYAL1 gene, which is associated with MPS IX, was included in the re-designed panel in 

order to have a complete coverage of the MPSs genes. This analysis was validated only 

using 8 normal samples, once this type of MPS is very rare and no positive case was 

available. The analysis showed a great coverage and depth for all exons. Although the 

finding of a specific enzyme deficiency in leucocytes or fibroblasts confirms the diagnosis, 

molecular analysis of the respective gene is recommended, whenever possible (Figure 3). 

 

Discussion 

The MPSs are genetic metabolic diseases which could be caused by mutations in 

several distinct genes, each one coding for a specific enzyme in the GAG degradation 

pathway. Symptoms may be similar in some MPS types, and nowadays definitive diagnosis 

is achieved by enzyme assay, usually confirmed by genotype analysis.  

Once a clinical suspicion of MPS is raised, biochemical studies are usually 

performed with diagnostic purposes. The first step in this process aims to identify if the 

levels of total GAGs in urine are increased and which are the GAGs species excreted in 

urine. Quantitation of urinary GAGs is usually colorimetric (14), and the qualitative pattern 
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can be obtained by thin-layer chromatography (TLC), electrophoresis or tandem mass 

spectrometry (TMS) techniques (Dembure eta al, 1990; Hopwood et al, 1982; Tomatsu et al, 

2014; Auray-Blais et al, 2012). The gold standard diagnosis of MPS is based on 

determination of the enzyme activity in plasma, leukocytes or fibroblasts by fluorometric 

methods (Vozny et al,2001).  Dried blood spots (DBS) could also be used for most enzyme 

assays, but it is usually recommended to confirm positive results in leukocytes or 

fibroblasts. These biochemical tests are often laborious and require specialized personnel 

and specific substrates. Sometimes, it is hard to obtain viable samples, especially when there 

is the need to travel long distances and across international borders.  

Although the biochemical tests (enzyme assays and GAG analysis) are sufficient to 

confirm the diagnosis of MPS, genetic analysis of the specific genes involved are necessary 

for the characterization of the molecular defect and prognosis prediction. This enables the 

detection of carrier status of relatives (that is especially important for female relatives of 

MPS II patients) and accurate genetic counseling. The knowledge of the causative mutation 

also allows a faster and more precise prenatal diagnosis in future pregnancies in affected 

families.   

Over the past 30 years, Sanger sequencing technology has been regarded as the gold 

standard to identify sequence alterations in the target region, being an accurate approach for 

molecular diagnosis. This method relies on analyzing individual genes, usually exon-by-

exon, being expensive and time consuming (Sanger et al, 1977).  

In this sense, we developed a custom panel for molecular analysis of MPS patients 

using NGS, thus allowing the simultaneous sequence of multiple genes grouped according 

to the MPS phenotype. In our study we chose to group MPS patients according to their 

clinical symptoms, instead of developing a comprehensive panel for all disease types. This 

allows maximizing the number of patients per run, avoiding unnecessary sequencing of 

genes that do not fit the clinical hypothesis.  

The use of NGS mutation detection method compared with Sanger sequencing lead 

to the identification of 250 variants and 90% coverage of the 11 genes involved in MPSs 

etiology. The high sensitivity of our assay could be demonstrated in the detection of 94% 

mutations, including missense, nonsense, splice sites, in-frame deletions and large deletions, 

such as a deletion of four exons in the IDS gene. 

On the other hand, in five samples the genotype could not be defined. This was due 

to mutations located in regions not covered or with low amplification (<100X), caused by a 

high GC content or repeat regions. For these regions which Ion Torrent PGM is unable to 
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sequence or for regions not designed by Ampliseq design software, other methodologies 

such as Sanger sequencing must be used for a complete gene amplification. 

Moreover, due to the inability of NGS to adequately cover some GC-rich regions, as 

seen for IDUA gene (MPS I) we re-designed panel 1 changing primers for these regions in 

order to improve read depth, because there are pathogenic mutations previously reported in 

these regions. We did not redesign the other panels, which present genes without coverage 

or with low coverage depth, due to the presence of high GC content in the segments. 

Other studies had used NGS to diagnose lysosomal storage disorders by whole-

exome approaches (Prada et al, 2014; Fernández-Marmiesse et al, 2014). Selmer et.al, 2012 

described a mild form of MPS IIIB and illustrated the diagnostic potential of targeted NGS 

in Mendelian disease with unknown etiology. Wei et al., 2011, reported a novel disease-

causing mutation in the IDS gene using this strategy.  

NGS is limited by: enormous amounts of genomic data generated after sequencing of 

large genomic regions making interpretation a big challenge. We were able to minimize this 

by our targeted sequencing strategy. To assign pathogenicity for previously undetected 

variants can also be difficult (Barba et al, 2014; Grada and Weinbrecht,2013). In the specific 

scenario, the existence of validated biochemical tests can help establishing which alterations 

are disease causing. However, if more than two variants of unknown significance are found 

in the same gene (or one in the case of X-linked IDS) there might remain the doubt of which 

one (if any) is a non-pathogenic variant.  

Additionally, complex rearrangements and large gene deletions could not be detected 

by Ion Torrent platform requiring the use of other technologies, including aCGH, MLPA 

and cDNA analysis by Sanger sequencing, to complement the NGS molecular analysis.   

In conclusion, the Ion Torrent PGM showed to be a fast tool with a high capacity of 

sequencing, allowing the mutation detection of multiple genes and patients at the same time 

improving the molecular diagnosis approach. This massively parallel sequencing technology 

allows the sequencing of large genomic regions in a short period of time and at a lower cost. 

In addition, NGS platforms are becoming more popular and consequently more 

affordable to smaller centers. Thus, we suggest this NGS protocol as a first-tier for MPS 

diagnosis followed by a second-tier biochemical confirmation.  

 

Acknowledgements 



 

177 
 

This study was supported by grants from FAPERGS, CNPq and FIPE-HCPA funds. 

ACBF receives a governmental postdoctoral scholarship from CAPES. SLS and RG are 

recipients of CNPq research grants. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

References 

1. Neufeld EF and Muenzer J (2001) The mucopolysaccharidoses. In: Scriver CR SW, 

Childs B, Beaudet AL, Valle D, Kinzler KW, Vogelstein B The metabolic and 

molecular basis of inherited disease. 8th edition.McGraw-Hill, Medical Publishing 

Division, vol3. p. 3421-52 

2. Muenzer J, Beck M, Giugliani R, Suzuki Y, Tylki-Szymanska A, Valayannopoulos 

V, Vellodi A, Wraith JE. (2011) Idursulfase treatment of Hunter syndrome in 

children younger than 6 years: results from the Hunter Outcome Survey. Genet Med 

13,102-109 

3. Martin R, Beck M, Eng C, Giugliani R, Harmatz P, Muñoz V, Muenzer J 

(2008) Recognition and diagnosis of mucopolysaccharidosis II (Hunter 

syndrome). Pediatrics 121, 377-86. 

4. Muenzer J, Wraith JE, Clarke LA; International Consensus Panel 

on Management and Treatment of Mucopolysaccharidosis I. 

(2009) Mucopolysaccharidosis I: management and treatment 

guidelines. Pediatrics 123, 19-29 

5. Montaño AM, Lock-Hock N, Steiner RD, Graham BH, Szlago M, Greenstein 

R, Pineda M, Gonzalez-Meneses A, Çoker M, Bartholomew D, et al. (2016) Clinical 

course of sly syndrome (mucopolysaccharidosis type VII). J Med Genet.  53(6):403-

18 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monta%C3%B1o%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lock-Hock%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steiner%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Graham%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Szlago%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greenstein%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Greenstein%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pineda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonzalez-Meneses%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%87oker%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bartholomew%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26908836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26908836


 

178 
 

6. Valayannopoulos V, Nicely H, Harmatz P, et al. (2005) Mucopolysaccharidosis VI. Orphanet 

J Rare Dis 5:5. 

7. Valstar MJ, Neijs S, Bruggenwirth HT, Olmer R, Ruijter GJ, Wevers RA, van 

Diggelen OP, Poorthuis BJ, Halley DJ, Wijburg FA. (2010) Mucopolysaccharidosis 

type IIIA: clinical spectrum and genotype-phenotype correlations. Ann Neurol 68, 

876-87. 

8. Northover H, Cowie RA, Wraith JE (1996) Mucopolysaccharidosis type IVA 

(Morquio syndrome): a clinical review. J Inherit Metab Dis 19, 357-65. 

9. Tomatsu S., Montaño A.M., Oikawa H., Smith M., Barrera L., Chinen Y., Thacker 

M.M., Mackenzie W.G., Suzuki Y., Orii T. (2011) Mucopolysaccharidosis type IVA 

(Morquio A disease): clinical review and current treatment. Curr Pharm Biotechnol., 

12, 931-945.  

10. Triggs-Raine B1, Salo TJ, Zhang H, Wicklow BA, Natowicz MR (1999) Mutations 

in HYAL1, a member of a tandemly distributed multigene family encoding disparate 

hyaluronidase activities, cause a newly described lysosomal disorder, 

mucopolysaccharidosis IX.Proc Natl Acad Sci USA 96, 6296-630. 

11. Buermans HP, den Dunnen JT (2014) Next generation sequencing technology: 

Advances and applications. Biochim Biophys Acta,1842,1932-1941. 

12. Merriman B, Ion Torrent R&D Team, Rothberg JM (2012) Progress in Ion Torrent 

semicondutor chip based sequencing. Electrophoresis, 33, 3397-417.  

13. Thorvaldsdóttir H, Robinson JT, Mesirov JP (2013) Integrative Genomics Viewer 

(IGV): high-performance genomics data visualization and exploration. Briefings in 

Bioinformatics 14, 178-192. 

14. Dembure PP, Drumheller JE, Barr SM, Elsas LJ (1990) Selective urinary screening 

for mucopolysaccharidoses. Clin Biochem 23(1):91-6 

15. Hopwood JJ, Harrison JR. (1982) High-resolution electrophoresis of urinary 

glycosaminoglycans: an improved screening test for the mucopolysaccharidoses. 

Anal Biochem 119(1):120-7 

16. Tomatsu S, Shimada T, Mason RW, Kelly J, LaMarr WA, Yasuda E, Shibata Y, 

Futatsumori H, Montaño AM, Yamaguchi S, Suzuki Y, (2014) Assay for 

Glycosaminoglycans by Tandem Mass Spectrometry and its Applications. J Anal 

Bioanal Tech (Suppl 2):006 

17. Auray-Blais C, Lavoie P, Zhang H, Gagnon R, Clarke JT, Maranda B, Young 

SP, An Y, Millington DS. (2012) An improved method for glycosaminoglycan 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomatsu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Monta%C3%B1o%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oikawa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barrera%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chinen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thacker%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thacker%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mackenzie%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suzuki%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orii%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21506915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21506915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Triggs-Raine%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10339581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salo%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10339581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10339581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wicklow%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10339581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Natowicz%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10339581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Buermans%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24995601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=den%20Dunnen%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24995601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24995601
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Merriman%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23208921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ion%20Torrent%20R%26D%20Team%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rothberg%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23208921
https://academic.oup.com/bib/article/14/2/178/208453/Integrative-Genomics-Viewer-IGV-high-performance?searchresult=1
https://academic.oup.com/bib/article/14/2/178/208453/Integrative-Genomics-Viewer-IGV-high-performance?searchresult=1
https://academic.oup.com/bib/article/14/2/178/208453/Integrative-Genomics-Viewer-IGV-high-performance?searchresult=1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Auray-Blais%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lavoie%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gagnon%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clarke%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maranda%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Young%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Young%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=An%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Millington%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22285314


 

179 
 

analysis by LC-MS/ MS of urine samples collected on filter paper. Clin Chim Acta 

413(7-8):771-8 

18. Voznyi Y.V., Keulemans J.L., van Diggelen O.P.(2001) A fluorimetric enzyme 

assay for the diagnosis of MPS II (Hunter disease) J Inherit Metab Dis.,24, 675-680. 

19. Sanger F, Nicklen S, Coulson AR.(1977) DNA sequencing with chain-terminating 

inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 74(12), 5463–5467. 

20. Prada CE, Gonzaga-Jauregui C, Tannenbaum R, Penney S, Lupski JR, Hopkin RJ, 

Sutton VR (2014) Clinical utility of whole-exome sequencing in rare diseases: 

Galactosialidosis. Eur. J. Med. Genet. 57(7), 339–344. 

21. Fernández-Marmiesse A1, Morey M, Pineda M, Eiris J, Couce ML, Castro-Gago 

M, Fraga JM, Lacerda L, Gouveia S, Pérez-Poyato MS (2014) Assessment of a 

targeted resequencing assay as a support tool in the diagnosis of lysosomal storage 

disorders. Orphanet J. Rare Dis. 9, 59.  

22. Wei X1, Jin F, Ye Y, Xu C, Qu N, Ju X, Yi X (2011) A novel mutation of IDS gene 

in a Chinese patient with mucopolysaccharidosis II by next-generation sequencing. 

Clin Chim Acta 412, 2340-2 

23. Selmer KK1, Gilfillan GD, Strømme P, Lyle R, Hughes T, Hjorthaug HS, Brandal 

K, Nakken S, Misceo D, Egeland T, Munthe LA, Braekken SK, Undlien DE (2012) 

A mild form of Mucopolysaccharidosis IIIB diagnosed with targeted next-generation 

sequencing of linked genomic regions. Eur J Hum Genet 20(1):58-63 

24. Barba M, Czosnek H, Hadidi A (2014) Historical perspective, development and 

applications of next-generation sequencing in plant virology. Viruses 6, 106–36  

25. Grada A, Weinbrecht K (2013) Next-Generation Sequencing: Methodology and 

Application. J. Invest. Dermatol. 133(8) 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Voznyi%20YV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11768586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keulemans%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11768586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Diggelen%20OP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11768586
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11768586
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prada%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24769197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonzaga-Jauregui%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24769197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tannenbaum%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24769197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Penney%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24769197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lupski%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24769197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hopkin%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24769197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sutton%20VR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24769197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez-Marmiesse%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morey%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pineda%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eiris%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Couce%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castro-Gago%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castro-Gago%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fraga%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lacerda%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gouveia%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez-Poyato%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24767253
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jin%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ye%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ju%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yi%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21910981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selmer%20KK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gilfillan%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Str%C3%B8mme%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lyle%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hughes%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hjorthaug%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandal%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandal%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakken%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Misceo%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Egeland%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Munthe%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Braekken%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Undlien%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21712855


 

180 
 

 

 

 

 
Figure 1: Deletion visualized in the decrease coverage of log25 values. Relative 

copy number at relative copy number derived from coverage data per target. The red 

squares mark the probable deletion of the exons IV to VIII of IDS gene.  
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Figure 2: a) IDUA gene amplicon coverage. Intra-run relative depth of coverage 

(RDoC) at 14 exons corresponding to 8 samples sequenced in 6 runs; b) IDUA gene 

amplicon coverage of second design. Intra-run relative depth of coverage (RDoC) at 

14 exons corresponding to 8 samples sequenced in 1 run. 
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Figure 3. Flowchart of molecular investigation for MPS. MPS, mucopolysaccharidosis; MLPA, 

multiplex ligation-dependent probe amplification; NGS, next-generation sequencing; 

mRNA, RNA messenger; RT-PCR, real-time PCR; a-CGH, microarray-based 

comparative genomic hybridization; UPD, uniparental disomy; WES, whole exome 

sequencing; WGS, whole genome sequencing.  
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Table 1: Panels coverage metrics 

 

a) 

 Size Number of 

amplicons 

Missed 

bp 

Coverage 

(%) 

Panel 1 13.42Kb 83 342 95.9 

Panel 2 7.81Kb 66 435 95.1 

Panel 3 8.61Kb 49 562 90.1 

 

      b) 

Gene Target size  

(bp) 

Missed  

(bp) 

Covered 

(%) 

IDUA 2.256 209  90.74 

IDS 2.079 0 100 

ARSB 1.820 96  94.73 

GUSB 2.208 37  98.32 

SGSH 1.597 0 100 

NAGLU 2.298 294  87.21 

HGSNAT 2.106 141  93.3 

GNS 1.813 0 100 

GALNS 2.657 541 79.64 

GLB1 3.049 21  99.31 

 

 

c) 

  
Number of samples 

Mapped 

reads 

Reads 

on target 

Depth 

of coverage 

Uniformity 

of coverage 

Panel 1       

 IDUA 8 77.000 79% 1160 88% 

 IDS 12 76.000 81% 641 87% 

 ARSB 6 75.000 82% 841 86% 

 GUSB 4 76.000 82% 580 86% 

Panel 2       
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 SGSH 11 56.000 94% 693 90% 

 NAGLU 8 61.000 94% 764 89% 

 HGSNAT 2 58.000 76% 477 91% 

 GNS 2 - - - - 

Panel 3       

 GALNS 13 42.000 67% 565 87% 

 GLB1 4 53.000 83% 800 87% 

       

   a)Panels metrics;  b) Genes target coverage and missed regions; c) Panel coverage  metrics. 
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Table 2: Number of variants identified by Sanger and NGS 

 

* Non- pathogenic mutations: synonymous or polymorphisms 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gene 

Pathogenic point 

mutations 

Pathogenic 

indels 

Other* 

variants 

Panel 1  Sanger NGS Sanger NGS  

 IDUA 6 3 0 0 44 

 IDS 6 6 6 6 10 

 ARSB 4 4 2 2 25 

 GUSB 4 4 1 1 18 

       

Panel 2       

 SGSH 6 6 2 2 21 

 NAGLU 9 9 3 3 19 

 GNS 0 0 0 0 14 

 HGSNAT 2 2 0 0 11 

Painel 3 GALNS 12 12 1 1 15 

 GLB1 2 2 2 2 8 
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ANEXO V – Artigo 9: Mutation Analysis of Peruvian Patients Diagnosed with Duchenne 

Muscular Dystrophy 
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ABSTRACT 

The study was performed in a group of 129 patients with clinical findings of Duchenne 

Muscular Dystrophy, ages ranging from 2-20 years old. Patients came from several hospitals 

of Lima-Perú. It is appropriate to note that Peruvians have about 80% of native American 

ancestry, therefore, studies to depict mutations for this and other diseases may give results 

that are not in agreement with data from other populations worldwide. Genetic tests were 

performed using the MLPA technique and NGS for a group of MLPA negative patients. 

Results obtained with the MLPA technique showed 51 patients with deletions/duplications 

on the DMD gene. Sixty-five patients had MLPA negative results, and in a group of 26 

patients, NGS assays were performed. Our data, although small, is showing 

duplications/deletions in 40% of cases. Also, a high percentage of point mutations 

distributed as stop codons nucleotide deletions and splice site mutations were found after 

NGS analyses. Some of the point mutations are not listed in databases consulted. Our aim is 

to show results of our population, that could also benefit from treatments currently used. To 

our knowledge, this is the first study of molecular rearrangements performed for DMD in 

our country. 
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