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Resumo

Introdugdo: A Doenga Renal Poliquistica Autossémica Dominante (DRPAD) é a etiologia
da doenga renal em 7 a 10% dos doentes dependentes de técnicas substitutivas da
funcdo renal (TSFR), apresentando-se o transplante renal como a TSFR que confere
maior sobrevida aos doentes. Na DRPAD o estabelecimento de critérios claros para a
inclusdo ou exclusdo de individuos geneticamente relacionados como potenciais
dadores é dificultado pela heterogeneidade fenotipica da doenga. As metodologias de
sequenciacdo de alto débito de nova geracdo (Next generation sequencing — NGS)
facilitam o diagndstico genético, auxiliando na avaliacdo do potencial dador aparentado
de doentes com DRPAD.

Objetivos: Desenvolvimento de um algoritmo para a avaliagdo do dador vivo
aparentado na DRPAD que permita a exclusdao de doenca nestes individuos.

Métodos: Revisao bibliografica através da pesquisa de artigos publicados em motores
de busca tais como o PubMed; Investigacao sobre quais os recursos disponiveis em
Portugal para avaliacdo das alteracdes genéticas na DRPAD.

Resultados: Da revisdao da literatura assume-se a ecografia como exame de primeira
linha para a avaliacdo do dador vivo aparentado na DRPAD. Em individuos cujos
resultados ecograficos ndo permitam a exclusdo de doenca devem ser realizados
estudos genéticos no recetor e no dador utilizando técnicas de NGS selecionadas de
acordo com o fenétipo da doenca quistica e ainda ponderada a realizacdo de
ressonancia magnética. Foram desenvolvidos trés fluxogramas para avaliacao do dador
vivo aparentado na DRPAD, com fenétipo tipico e atipico.

Conclusées: O algoritmo construido podera constituir um instrumento facilitador e
unificador da tomada de decisdo na avaliacdo do dador vivo aparentado na DRPAD,

beneficiando ndo sé o potencial dador e recetor, mas também o clinico.

Palavras-chave: Doenga Renal Poliquistica Autossémica Dominante (DRPAD); Dador

vivo; Transplante Renal; Diagndstico Genético.
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Abstract

Introduction: Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD) is responsible for
7 to 10% of patients on renal function replacement techniques. Kidney Transplantation
is the technique that provides patients with the longest survival. The establishment of
clear criteria for the evaluation of living related donors for ADPKD patients is hampered
by the phenotypic heterogeneity of this disease. New-generation high-throughput
sequencing (NGS) methodologies facilitate genetic diagnosis and thus the assessment of
the potential donor.

Objectives: Development of an algorithm for the evaluation of a living related donor for
ADPKD patients, that allows the exclusion of the disease in these individuals.

Methods: Bibliographic review through the search of articles published in search
engines such as PubMed; Research on genetic diagnostic tests for ADPKD available in
Portugal through contact with reference laboratories;

Results: Based on the bibliographic review, ultrasound is the gold standard for the
evaluation of the living related donor in ADPKD. In individuals whose ultrasound results
cannot exclude the disease, genetic studies using NGS techniques should be performed
in the recipient and the donor. The NGS techniques should be chosen according to the
cystic disease phenotype. Magnetic resonance imaging should also be considered. Three
flowcharts were developed to aid in the evaluation of the living related donor in ADPKD,
with typical and atypical phenotype.

Conclusions: The developed algorithm presents itself as a safe tool to aid decision-
making in the evaluation of a living related donor in ADPKD, allowing to overcome
diagnostic challenges of the disease and benefiting not only the potential donor and

recipient, but also the clinician.

Keywords: Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD); Genetic Diagnosis;

Kidney Donor; Kidney Transplantation;

The Final Work is the sole responsibility of its author, with FMUL not being responsible

for the contents presented therein.
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Introdugao

A DRPAD é uma doenca multissistémica caracterizada pelo crescimento de multiplos
quistos, particularmente a nivel renal, levando a progressdo para doenca renal crénica
(DRC) com necessidade de inicio de terapéutica substitutiva da funcdo renal (TSFR) por

volta da sexta ou sétima década de vida.

No que diz respeito a epidemiologia, a literatura é pouco homogénea, o que pode ser
devido a expressividade varidavel da doenca. Estudos epidemiolégicos recentes
revelaram uma prevaléncia de 3 a 5 casos por cada 10 000 pessoas (Bergmann et al.,
2018). No entanto, um estudo realizado através da sequencia¢do do genoma completo,
evidenciou uma prevaléncia de mutacdes associadas a DRPAD mais elevada do que seria
expectavel, na ordem dos 9,3 por 10 000 casos (Lanktree et al., 2018). Havera, portanto,
uma proporc¢do consideravel de doentes sem diagndstico (Reiterova & Tesar, 2022). A
prevaléncia parece ser igual em ambos os sexos mas a doencga tende a ser menos grave
em individuos do sexo feminino, que apresentam menor incidéncia de doenca renal
cronica terminal (DRT) e menor taxa de crescimento quistico (Bae et al., 2019; Harris et

al., 2002).

A formacdo dos quistos inicia-se in Utero, sendo o seu diagndstico, por norma, apenas
realizado na idade adulta (Grantham, 2008). Os quistos surgem numa minoria dos
nefrénios, cerca de 1%, e caracterizam-se inicialmente por protusdes focais no epitélio
renal cujo crescimento depende da proliferacao celular anormal, da secrec¢ao de fluido
e da producdo de matriz extra-celular. Embora possa afetar todo o parénquima renal,
estes quistos tém frequentemente origem na regido distal do nefrénio e no tubo coletor

(Bergmann et al., 2018; Reiterova & Tesar, 2022).

As mutacdes nos genes PKD1 e PKD2, que codificam a policistina-1 (PC1) e a policistina-
2 (PC2) sdo responsaveis por 75-80% e 10-15% dos casos de doenga, respetivamente
(Schoénauer et al., 2020). No entanto, numa minoria dos doentes as mutacdes causais

localizam-se noutros genes.



As policistinas estdo localizadas predominantemente, mas nao exclusivamente, nos
cilios primdrios, estruturas constituintes da membrana apical das células tubulares
renais com protusdo para o lumen do nefrénio. Acredita-se que estes organelos tenham
um papel na mecanotransduc¢do, mediando a transmissdo de sinais entre o exterior e o
interior da célula. Por esta razdo, a DRPAD é considerada uma ciliopatia (Bergmann et
al., 2018; Harris et al., 2002). A funcdo da PC1 é ainda hoje controversa assumindo-se
que, além de recetor e coativador de transcricdo genética, atua como molécula de
adesdo entre as células. J& a PC2 é um canal de calcio permedvel ndo seletivo,
encontrando-se presente ao nivel dos cilios, reticulo endoplasmatico e membrana

celular (Chebib & Torres, 2016; Ong et al., 2015).

A compressao mecanica que os quistos exercem sobre os nefrénios circundantes resulta
na apoptose das células epiteliais renais, na formacdo quistica noutros nefrénios, num
estado inflamatdrio subjacente, no remodelling vascular e na fibrose intersticial
(Bergmann et al.,, 2018). Estas alteracdes resultam numa hiperfiltracdo glomerular
compensatdria que se torna deletéria e insuficiente, condicionado a perda progressiva

da funcdo renal (Oh et al., 2021).

A maioria dos doentes com DRPAD s3o portadores de uma mutacdo num dos alelos dos
genes PKD1 ou PKD2, sendo necessario um segundo evento mutagénico para que se
inicie a cistogénese, ou seja, um fendmeno de inativacdo somatica que conduza a perda
de heterozigotia do alelo wild-type — two hit hypothesis (Bergmann et al., 2018;
Grantham, 2008). Por isso, apesar do padrdo de transmissdo ser autossomico
dominante, a DRPAD comporta-se como recessiva a nivel celular (Chebib & Torres,
2016). Sabe-se atualmente que o desenvolvimento da doenca depende da reducdo da

concentragdo de policistina abaixo do limiar critico de 20 a 30% (Lanktree et al., 2021).

No que diz respeito as alteracdes da funcdo renal, a reducdo da capacidade de
concentracdo de urina e a reducdo da excrecao de amdnia sdo um sinal precoce da
doenga, ocorrendo em cerca de 60% das criangas com DRPAD (Bergmann et al., 2018;

Harris et al., 2002).
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A hipertensao é outra manifestagao precoce, ocorrendo em 40% dos doentes em idade
pediatrica, sendo a idade média de diagndstico aos 30 anos, antecedendo em 50 a 70%
dos individuos a reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) (Bergmann et al., 2018;
Reiterova & Tesar, 2022).

Na maioria das séries os individuos evoluem para DRC dependente de TSFR entre os 56
e 0s 78 anos, sendo que 50% dos doentes esta dependente destas técnicas aos 60 anos.
A perda progressiva da TFG estd associada a um aumento exponencial no volume total
renal ajustado a altura (ht-VRT) (Bergmann et al., 2018).

A dor abdominal, hematuria por rotura de quisto, nefrolitiase e infecao do trato urindrio
sdo também manifestacdes frequentes da DRPAD (Bergmann et al., 2018). O carcinoma
de células renais ocorre com uma frequéncia idéntica a da populacdo em geral, mas é
biologicamente distinto e apresenta uma idade de inicio mais precoce (Harris et al.,

2002).

A DRPAD é considerada uma doenca multissistémica, visto que as policistinas sdo
expressas em multiplos tecidos. De facto, a formacdao de quistos ocorre também em
multiplas localizaces extra-renais, nomeadamente ao nivel do figado (> 90%), pancreas
(10%), vesiculas seminais (40%) e membrana aracnoideia (8%). Surgem também com
maior frequéncia do que na populacdo em geral os aneurismas intracranianos e adrticos,
os defeitos valvulares, os diverticulos célicos e as hérnias (Cornec-Le Gall et al., 2019;
Reiterova & Tesar, 2022).

Utilizando a Ressonancia Magnética (RM) identificam-se quistos hepaticos em mais de
90% dos doentes entre os 35 e 0s 46 anos, e a sua prevaléncia aumenta com a idade
(Kanaan et al., 2014). Sao, por norma, assintomaticos e ndo cursam com alteracdes da
funcdo hepatica, estando por isso indicado o rastreio imagiolégico de modo a identificar
a presenca e extensdo das lesdes (Harris et al., 2002; A. B. Chapman et al., 2015; Rangan
et al., 2016). Os aneurismas intracranianos tém uma prevaléncia estimada de 9 a 12%
nos doentes com DRPAD, sendo este risco 4 vezes superior ao da populacdo em geral.
(Cornec-Le Gall et al., 2019).

No que diz respeito ao progndstico, o curso da DRPAD é muito varidvel, podendo alguns
doentes necessitar de TSFR aos 40 anos de idade e outros nunca requerer técnicas de

substituicdo de funcdo renal. Torna-se assim relevante identificar os doentes com
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doenca rapidamente progressiva (Cornec-Le Gall et al.,, 2019; Gall et al., 2016). A
avaliacdo do risco de progressao da doenca pode ser realizada através do score PROPKD
(Predicting Renal Outcomes in Polycystic Kidney Diasease), do score genético ou da

Classificacdo Mayo Clinic (Soroka et al., 2018), abordados de seguida.

O score PROPKD prediz o progndstico de acordo com as varidveis nomeadas na tabela
1. Em individuos com idade inferior a 35 anos ou com dados clinicos em falta o score
PROPKD ndo é valido, utilizando-se apenas o score genético (Gall et al., 2016).

A classificacdo Mayo Clinic, define dois grandes grupos de doentes tendo em
consideracdo o padrao imagioldgico: Classe 1 com padrao imagioldgico tipico de DRPAD
(90% dos doentes) e classe 2 com padrdo imagiologicamente atipico (Soroka et al.,
2018). A tabela 2 resume as principais caracteristicas de cada classe. Esta classificacdo
baseia-se no aumento do volume renal relativo, mensuravel pelo ht-VRT, para
determinar a taxa de progressdo para doenca renal crénica terminal (DRCT), sendo que
o ht-VRT aumenta num padrdo exponencial, numa taxa constante para um mesmo
individuo (Higashihara et al., 2019). Um ht-VRT elevado ao diagnéstico é preditor de um
rapido declinio da TFG, sendo este mais sensivel que os marcadores cldssicos de funcao
renal (Bae et al., 2019; Cornec-Le Gall et al.,, 2019). O método preferencial para a
medicdo da ht-VRT é a RM ou a Tomografia Computorizada (TC) ainda que possam ser

usadas outras modalidades como a ecografia (Chapman et al., 2015).

Com os avangos recentes no conhecimento fisiopatoldgico da DRPAD, sobretudo a
nivel molecular, tém sido desenvolvidos farmacos promissores, de entre os quais o
Tovalptan. O Tovalptan é um antagonista seletivo do recetor V2 da vasopressina que
diminui a progressao do desenvolvimento de quistos renais, assim como a taxa de
aumento do volume renal, o declinio da TFGe e a necessidade de TSFR (Chebib et al.,

2018; Tanaka et al., 2017).

12



PROPKD score Genetic Score
Fator Pts

- Fator Pts
Sexo masculino 1
Hipertensdo antes dos 35 anos 2 Mutagdo em PKD2 1
Primeiro evento uroldgico antes dos 2 Mutacdo n3o truncante em PKD1 2
35 anos
Mutagdo em PKD2 0 Mutagdo truncante em PKD1 3
Mutagdo ndo truncante em PKD1 2 Homem com mutagdo truncante em | 4
Mutagdo truncante em PKD1 4 PKD1

Tabela 1: Score PROPKD (Predicting Renal Outcomes in Polycystic Kidney Disease) e

Genetic Score;

Adaptado de Soroka et al., 2018; Evento uroldgico é definido por hematuria macroscopica ou dor nos
flancos, Categorias de risco: baixo (0-3 pontos), intermédio (4-6 pontos) e alto risco (7-9 pontos),
correspondendo a uma idade de instalagdo de DRC com necessidade de TSFR aos 70,6; 56,9 e 49 anos,
respetivamente (Gall et al., 2016); Pts — Pontos

Mayo Clinic

Classificagcdo da DRPAD baseada em caracteristicas imagioldgicas segundo a Classificagdo

Classe 1: DRPAD tipica
(IA, IB, IC, ID, IE)

Distribuicdo bilateral e difusa, com substituicdo do
parénquima renal por quistos; Todos os quistos
contribuem de forma semelhante para o aumento do
ht-VRT; Subdividida de A a E com base no ht-VRT e a
idade, estimando diferentes taxas de declinio da TFG e
consequentemente o progndstico. O progndstico das
diferentes subclasses pode ser calculado através da
ferramenta online:
http://www.mayo.edu/research/docu-
ments/pkd-center-adpkd-classification/doc-20094754.

Classe 2: DRPAD atipica

A: Unilateral

Envolvimento quistico difuso de um rim com aumento
do ht-VRT; Rim contralateral normal e presenca de 0 a
2 quistos

A: Segmentar

Doenca quistica que envolve apenas um polo de um ou
de ambos os rins, poupando o restante parénquima

A: Assimétrica

Aumento renal unilateral acentuado por envolvimento
quistico difuso de um rim; Rim contralateral com
envolvimento segmentar ligeiro ou minimamente
difuso (quistos> 2, mas <10 e representando um
volume renal <30% do ht-VRT)

A: Loopsided

Quistos renais com distribuicdo bilateral. Substituicao
ligeira do parénquima renal por quistos atipicos, sendo
gue menos de 5 quistos representam mais do que 50%
do ht-VRT.

B: Apresentacao bilateral com
atrofia unilateral adquirida

Aumento renal unilateral por envolvimento quistico
difuso com atrofia contralateral adquirida.

B: Apresentacao bilateral com
atrofia renal bilateral

Funcdo renal diminuida (creatinina sérica = 1,5 mg/dL)
sem aumento significativo do tamanho renal, definido
por um comprimento médio <14,5 cm e substituicdo do
tecido renal por quistos e atrofia do parénquima.

Tabela 2 - Classificagdo da DRPAD baseada em caracteristicas imagioldgicas segundo a
Classificagdo Mayo Clinic Adaptado de Soroka et al., 2018; DRPAD — Doenca Renal Poliquistica
Autossdomica Dominante; ht-VRT - Volume Renal Total ajustado a altura: VRT- Volume Renal Total;

13




Objetivos

Objetivo geral: Desenvolvimento de um algoritmo para a avaliagdo do dador vivo

aparentado na DRPAD, que permita a exclusdao da doenca nestes individuos.

Para alcancar este objetivo foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

1- Revisdo da literatura referente ao diagndstico genético e imagioldgico da DRPAD bem
como a avaliacdo do dador vivo renal na DRPAD

2- Avaliacdo dos principais métodos de diagndstico genético e imagiolégico disponiveis
na realidade portuguesa.

3- Criacdo de um algoritmo para exclusdao de DRPAD em potenciais dadores vivos

aparentados.

Metodologia

Foi desenvolvido um instrumento para a avaliacdo do dador vivo aparentado na DRPAD,
de aplicacdo clinica, com base nas seguintes metodologias:

1- Revisdo bibliografica através da pesquisa de artigos publicados em motores de busca
tais como o PubMed e ainda bases de dados genéticas tais como a Autosomal Dominant
Polycystic Kidney Disease Mutation Database [PKDB — https://pkdb.mayo.edu/].

As palavras-chave utilizadas foram: “Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease
(ADPKD)”; “Kidney Donor Evaluation”; “ADPKD” e “Kidney Donation”; “ADPKD” e
“Genetic Diagnosis“. Foram incluidos systematic reviews, scientific reports, review
articles, research articles, original articles, guidelines e author manuscripts, tendo estes
sido selecionados pela andlise dos seus abstracts.

2- Adicionalmente, foram ainda selecionados todos os artigos originais que compararam
diferentes métodos de diagndstico genético na DRPAD, tendo sido analisados seis
artigos, publicados entre 2016 e 2022, estando agrupados os dados dos mesmos na
tabela 4. Os critérios de exclusdo para a selecao dos artigos foram: artigos prévios a
2016, dada a limitada utilizacdo de técnicas NGS prévia a esta data, e auséncia de dados
disponiveis que permitissem calcular a taxa de detecdo de mutacdes para as diferentes

técnicas, impossibilitando um estudo comparativo.
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3- Foi ainda investigado quais os testes genéticos para DRPAD disponiveis em Portugal
e qual o seu custo aproximado, através do contacto direto com os laboratérios que

realizam testes diagndsticos baseados em NGS e da consulta dos e-sites respetivos.
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Resultados

Avaliagao do Dador Vivo com Histdria Familiar de DRPAD

Cerca de 50% dos individuos com DRPAD evoluem para DRCT, encontrando-se
dependentes de TSFR (Oh et al., 2021). O Transplante Renal constitui a terapéutica
substitutiva da funcdo renal que confere maior sobrevida aos doentes. A doacdo em
vida permite ultrapassar limitagcdes impostas pelo reduzido pool de érgaos disponivel,
devendo, no entanto, ser garantida a maxima seguranca para o dador. Existem varias
guidelines de orientacdo clinica para a avaliacdo do dador renal vivo, verificando-se
pequenas discrepancias entre diversas sociedades e mesmo entre os varios centros de
transplante. De modo a uniformizar o conteldo e ir ao encontro do que é praticado
atualmente no nosso pais, as recomendacdes apresentadas tém por base as guidelines
da Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO). A tabela que consta no Anexo 2
sumariza os principais parametros a avaliar no potencial dador vivo assim como os
critérios de elegibilidade. As motiva¢cdes do dador devem também ser clarificadas,
averiguando se o seu ato é voluntario e altruista, ndo estando submetido a pressdes
afetivas, e se esta ciente dos riscos da intervencao.

Avaliacbes dentro dos pardmetros da normalidade permitem a partida considerar o

individuo sauddvel e apto para o transplante.

Esta avaliacdo torna-se mais complexa quando s3ao estudados dadores vivos
aparentados de individuos com doencas genéticas, dado que estes podem vir a ser
afetados pela mesma doenca do recetor (Claisse et al., 2020). Na DRPAD, a marcada
variabilidade intra e interfamiliar, nomeadamente no que se refere a idade de inicio e a
taxa de progressdo da doenca dificulta o estabelecimento de critérios claros para a

inclusdo ou exclusdo destes individuos como potenciais dadores (Bergmann et al., 2018).

Nos proximos capitulos abordar-se-3o as caracteristicas genéticas e particularidades
diagnésticas que tornam a exclusdo de doenca nestes dadores tao desafiante e que
refletem a relevancia da construcao de um algoritmo de auxilio na avaliacdo do dador

vivo aparentado na DRPAD.
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Caracteristicas genéticas da DRPAD

A DRPAD, sendo uma doenga monogénica, distingue-se pela heterogeneidade genética
alélica e ndo alélica (Bergmann et al., 2018). Tendo um padrdo de hereditariedade
autossémica dominante, ha 50% de probabilidade de um descendente herdar o gene
mutado e desenvolver a doenca, tendo esta penetrancia completa e expressividade

variavel (Grantham, 2008).

A reducdo dos niveis de policistinas, conduzindo ao fendtipo de DRPAD, pode ser devida
as seguintes mutacdes:

- mutacgdes germinais e/ou somaticas no gene PKD1 ou PKD2;

- mutagbes noutros genes que n3ao os PKD1 ou PKD2 mas que conduzem
secundariamente a alteracdo da biossintese das policistinas, nomeadamente: DNAJB11,

GANAB, SEC63, SEC61B, PRKCSH, ALG8 e ALGY (Lanktree et al., 2021).

Mutagdes nos genes PKD1 e PKD2

Como ja referido, mutag¢des nos genes PKD1 e PKD2 sao responsaveis pela maioria dos
casos, sendo que 75-80% correspondem a variantes patogénicas no PKD1 e 10-15% no
PKD2 (Schonauer et al., 2020). Alguns estudos documentaram uma prevaléncia superior
de mutagdes no gene PKD2, rondando os 36% (A. B. Chapman et al., 2015).

O gene PKD1, localizado no cromossoma 6, é de dificil sequenciacdo. Além de ser um
gene bastante longo, contendo 46 exdes, os primeiros 33 estdo duplicados em 6
pseudogenes com uma sequéncia de DNA idéntica em 98% ao gene PKD1.
Adicionalmente o gene PKD1 contém um elevado teor em guanina-citosina (GC)
sobretudo nos exdes 1, 42 e 43 (Mallawaarachchi et al., 2016). Estas caracteristicas
tornam o gene PKD1 quatro a cinco vezes mais propenso a mutacdes do que o gene
PKD2 (Pei et al., 2009) e resultam num elevado numero de falsos positivos e negativos

aquando da sua sequenciacdo (Cordido et al., 2017; Lanktree et al., 2021).

As mutacdes podem ser encontradas ao longo de ambos os genes, ndao tendo sido

identificado nenhum hot spot mutacional. Muitas das mutacdes tendem a ser exclusivas

17



de cada familia, estimando-se que apenas 30% das mutagdes detetadas tenham sido
anteriormente descritas (Ali et al., 2019). No banco de dados de mutac¢des da DRPAD
(https://pkdb.mayo.edu/variants) desenvolvido pela Mayo Clinic, podem ser

consultadas as mutagdes ja documentadas.

A variabilidade fenotipica da doenca renal é parcialmente explicada genotipicamente.
As mutacdes patogénicas responsaveis pela DRPAD podem ser subdivididas
classicamente em 3 grupos tendo por base a sua implicacdo progndstica: 1) mutacdes
truncantes de PKD1 incluindo mutagbes frameshift, splicing e nonsense; 2) mutacdes
ndo truncantes de PKD1 (missense, inframe deletion/insertion) e 3) mutag¢des no PKD2
(Cordido et al., 2017). Mutac¢Ges no gene PKD1 estdo associados a um maior ht-VRT, a
um maior nimero de quistos e a uma TFG mais reduzida, com uma idade média de
evolucdo para DRCT mais precoce que os doentes com mutacdo no PDK2 (Harris et al.,
2002). De facto, a idade média de evolucdo para DRCT é de 56 anos para mutacdes
truncantes no PDK1, discrepante em 20 anos das mutacdes de PKD2, estas com uma
idade média de 78 anos para a DRCT. Em mutag¢des ndo truncantes de PKD1
encontramos um fenédtipo intermédio, com evolucdo para DRCT pelos 68 anos

(Bergmann et al., 2018).

Informacgdes sobre o nimero e grau de parentesco dos familiares afetados, a sua idade
de diagndstico e a de progressao para DRCT, se aplicavel, poderdo ser Uteis para deduzir
qual o gene mutado, caso a mutacdo nado tenha sido ainda identificada. A presenca de
pelo menos um familiar com diagndstico de DRCT até aos 55 anos é preditivo de
mutagao no PDK1, com um VPP de 100% e sensibilidade de 72%. Ja a existéncia de pelo
menos um familiar com diagndstico de DRCT depois dos 70 anos é preditivo de mutacao

no PDK2, com um VPP de 100% e sensibilidade de 74% (Barua & Pei, 2010).

Embora a maioria dos doentes com DRPAD tenha um familiar afetado, cerca de 15% a
28% nao apresentam historia familiar. Nestes casos o teste genético deve ser solicitado
e o diagndstico diferencial inclui entidades, genéticas e ndo genéticas, que cursam com
doenca poliquistica (Bergmann, 2018; Lanktree et al., 2021). No Anexo 1 constam os

principais diagnodsticos diferenciais a ter em consideracao na DRPAD.
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Possiveis explicacdes para a auséncia de histéria familiar incluem uma mutacao de novo,
em 5% do total de casos de DRPAD (Bergmann et al., 2018), mutagbes hipomdrficas,
auséncia de registos clinicos de familiares, incapacidade de diagnéstico por doenca

ligeira ou mosaicismo somatico ou germinativo (Oh et al., 2021).

Mutagdes noutros genes

Nao raramente surgem casos de doenca renal poliquistica imagiologicamente atipica,
doenca de inicio precoce e de elevada gravidade ou doenca de novo

Doentes com DRPAD tipica apresentam rins globalmente aumentados de tamanho com
uma distribuicdo simétrica de quistos. Ja os padrdes imagiologicamente atipicos
apresentam uma distribuicdo quistica unilateral, segmentar, assimétrica, ou quistos
renais sem aumento do volume renal, mesmo em fases avancadas da doenca (Lanktree
et al., 2021). Estes fendtipos atipicos podem ser causados por mutagdes noutros genes
que ndo o PKD1 e PKD2 e constituem a causa de até 10% dos casos de doenga renal
quistica (Lanktree et al., 2019). Os genes mais frequentemente envolvidos nestes casos
sao os seguintes:

- Gene GANAB: Mutagdes heterozigdticas neste gene sdo responsaveis por cerca de
0,3% do total de casos de DRPAD. A maioria dos individuos apresenta doenga hepatica
poliquistica autossdmica dominante, acompanhada de doenca renal poliquistica de
menor gravidade, geralmente sem altera¢des da funcdo renal (Cordido et al., 2017;
Cornec-Le Gall et al., 2019; Harris et al., 2002).

- Gene DNAJB11: Mutacgdes neste gene tém por norma um fendtipo atipico com quistos
renais bilaterais de reduzidas dimensdes, podendo apresentar quistos hepaticos (Harris
et al., 2002). Estes individuos desenvolvem DRCT tardiamente.

- Genes associados a Doencga Renal Tubulo-intersticial Autossémica Dominante (DRTAD),
sendo os mais comuns o HNF1B, UMOD, MUC1, REN e SEC61A (Bergmann et al., 2018;
Lanktree et al., 2021). Estes doentes apresentam uma doenca renal com atingimento
maioritariamente tubulo-intersticial, apresentando por vezes pequenos quistos

bilaterais mas sem aumento das dimensodes renais.
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- Delecdo contigua PKD1 e TSC2: responsavel por Doenca Renal Poliquistica com
diagnéstico na infancia, associada a Esclerose Tuberosa. Esta associacao é explicada por

uma delecdo de genes contiguos (Harris et al., 2002; Lanktree et al., 2021).

Diagndstico de DRPAD

O diagndstico definitivo de DRPAD é imagioldgico e/ou genético, sendo estabelecido se:
documentada histéria familiar de DRPAD em familiar de primeiro grau associada a
critérios imagioldgicos de DRPAD (ecograficos ou por ressonancia magnética) ou se
identificada mutacdo causadora descrita como patogénica ou potencialmente
patogénica. Caso a mutacdo identificada seja caracterizada como de significado
indeterminado ndao podem ser assumidos diagndsticos clinicos, sendo necessaria uma

investigacdo posterior para avaliar a patogenicidade da mesma (Harris et al., 2002).

Diagndstico Imagioldgico

Ecografia Renal

A suspeita de DRPAD deve surgir em doentes com manifesta¢des clinicas da doencga,
com histéria familiar de DRPAD e exames de imagem compativeis com o diagndstico. De
forma geral, em individuos com 50% de risco de desenvolver DRPAD (i.e. filhos ou irmaos
de doente com DRPAD), o diagndstico pré-sintomatico é feito por ecografia
convencional. A presenca de multiplos quistos em rins aumentados de volume, assim
como a presenca de quistos noutros érgaos visualizdveis pela ecografia, como o figado
e ocasionalmente o pancreas, sdo bastantes sugestivos do diagnéstico (Cordido et al.,
2017). Atualmente, os critérios de diagndstico e de exclusdo mais utilizados foram
propostos por Pei et al.,, em 2009, e sdo denominados Unified Diagnostic Criteria,

encontrando-se expostos na tabela 3.
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Confirmacgdo do Diagnéstico

Idade; n2 de quistos | PKD1 PKD2 Genétipo desconhecido
15-29;

Total de quistos 23; | VPP:100%, SEN: 94.3% VPP: 100%, SEN: 69.5% VPP: 100%, SEN: 81%
30-39;

Total de quistos 2 3; VPP: 100%, SEN: 96.6% VPP: 100%, SEN: 94.9% VPP: 100%, SEN: 95.5%
40-59;

22 quistos por rim; VPP: 100%, SEN: 92.6% VPP: 100%, SEN: 88.8% VPP: 100%, SEN: 90%
Exclusdo de doenga

Idade; n2 de quistos | PKD1 PKD2 Genétipo desconhecido
15-29;

0 quistos VPN: 99.1%; ESP: 97.6% VPN: 83.5%; ESP: 96.6% VPN: 90.8%; ESP: 97.1%
30-39;

0 quistos VPN: 100%; ESP: 96% VPN: 96.8%; ESP: 93.8% VPN: 98.3%; ESP: 94.8%
40-59;

0 quistos VPN: 100%; ESP: 93.9% VPN: 100%; ESP: 93.7% VPN: 100%; ESP: 93.9%

Tabela 3: Unified Diagnostic Criteria - Critérios ecograficos de diagndstico e exclusao

de DRPAD; Adaptado de (Pei et al., 2009); ESP- Especificidade; SEN — Sensibilidade; VPP — Valor
preditivo positivo; VPN — Valor preditivo negativo;

Os critérios ecograficos de diagndstico e exclusdo de DRPAD, como explicito na tabela
3, sdo dependentes da mutacdo familiar (PKD1, PKD2 ou desconhecida) e da idade, dado
que o desenvolvimento dos quistos depende destes fatores (Pei et al., 2009).

No que diz respeito a idade, o envelhecimento estd associado a formacdo de quistos
simples esporadicos, com uma prevaléncia de 11,5% dos 50 aos 69 anos e de 22,1%
acima dos 70 anos. Estes quistos simples sdo bilaterais em 4% e 9%, respetivamente,
para os intervalos etarios referidos (Harris et al., 2002). Assim, é necessaria a presenca
de um maior nimero de quistos para a confirmacao do diagnéstico de DRPAD em idades
mais avancgadas.

Idades superiores a 60 anos ndao foram incluidas no estudo de Pei et al., sendo que
previamente era utilizado o critério de 4 quistos em cada rim para o diagnéstico da
doenga em individuos nesta faixa etdria (VPP: 100% e valor preditivo negativo (VPN):
100%) (Institute et al., 1994).

Relativamente a influéncia da mutacdo familiar no diagndstico, como ja anteriormente
descrito, mutacdes no PDK2 estdo associadas a um fenétipo menos grave, com menor
prevaléncia de hipertensao arterial, idade mais avancada aquando do diagnéstico inicial
e evolucdo para DRCT mais tardiamente. Mutac¢des no PDK2 estdo ainda associadas a

um menor numero de quistos e menor ht-VRT face aos individuos com mutac¢do no
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PDK1, independentemente da idade (Bergmann et al., 2018; Harris et al., 2002). Em
resultado, os critérios de diagndstico e exclusdo de DRPAD sdo distintos consoante a
mutacdo causadora de doenca, pois, caso tal ndo fosse tido em consideracao
aumentariamos a taxa de falsos negativos em doentes jovens sem mutacdo no gene

PKD1 (Pei & Watnick, 2010).

Em caso de histdria familiar negativa, os exames imagioldgicos sdo insuficientes ja que
os critérios atuais foram desenvolvidos com base no estudo de individuos cujo risco de
DRPAD é de 50% (Cornec-Le Gall et al., 2019). Outro dos desafios envolve o diagndstico
de doentes com padrdes quisticos atipicos que nao satisfazem os critérios de DRPAD,
devido a escassez de literatura na abordagem destes doentes (Mallawaarachchi et al.,

2021). Em ambos os casos, o diagndstico genético é util.

Os critérios para exclusdao de doenca tém um papel central na avaliagdo do individuo
aparentado como potencial dador. A utilidade da ecografia tende a aumentar com a
idade, com um VPN de 100% entre os 30 e os 39 anos na auséncia de quistos e entre os
40 e 59 anos se 2 ou menos quistos, caso a mutacado esteja confinada ao gene PKD1. Ja
em individuos mais jovens, entre os 15 e os 29 anos, o VPN é de 99,1% na auséncia de
quistos, o que poderd nao ser aceitdvel para a exclusdo da doenca num dador, sobretudo
se disponiveis outros meios complementares de diagndstico. Nao obstante, a ecografia
€ um excelente método imagioldgico para a exclusao da doenga em individuos com esta

mutacdo (Pei & Watnick, 2010).

O mesmo ndo acontece na avaliacdo de dadores com mutagdo no gene PKD2 ou cujo
genodtipo familiar seja desconhecido, especialmente entre os 15 e os 39 anos. Um
potencial dador com 50% de risco de DRPAD sem documentagdao de quistos
ecograficamente, com idade entre 15 e 30 anos, sem mutacado identificada, tem uma
probabilidade de DRPAD de 9,2%. Esta probabilidade desce para 1,7% entre os 30 e os
39 anos. Entre os 40 e os 59 anos, se a mutacdo for confinada a PKD2 ou se o gendtipo
for desconhecido, é possivel excluir a doenca na presenca de um ou menos quistos com
um VPN de 100%. Sendo assim, a ecografia s é util para exclusdao de doenga em doentes

com idade superior a 30 anos que apresentem mutacdo no gene PKD1 ou acima de 40
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anos se apresentarem mutacdo do PKD2 ou se a mutacdo for desconhecida. (J. R.

Chapman et al., 2017; Colbert et al., 2020).

Conclui-se desta forma que a ecografia deve ser o primeiro exame a solicitar na marcha
diagnéstica para a exclusdao de DRPAD, uma vez que, além de amplamente utilizada na
avaliacdo de dador vivo, tem um baixo custo e um elevado VPN para exclusdao de DRPAD,

excetuando em idades jovens.

Nos individuos cujos resultados ecograficos possam ser equivocos ou que nao permitam
a exclusdo da doenga podem ser usadas outras modalidades de imagem, como a RM e
a TC, ou pode ser realizado um teste genético de modo a obter um diagndstico
molecular. A data atual ndo existem estudos comparativos entre RM, TC e testes
genéticos, pelo que todos serdo descritos, assim como as suas vantagens e

desvantagens.

Ressonancia Magnética

Quanto aos exames de imagem, a RM provou superioridade no diagndstico e exclusao
de DRPAD em comparacao com a ecografia, permitindo ainda, em caso de diagnéstico
de DRPAD, calcular o ht-VRT, e assim acrescentar informacdo progndstica (Cordido et
al., 2017). ARM permite a distincdo entre individuos com doenca e sem doenca, através
da presenca de mais de 10 quistos renais. Este critério aplica-se a individuos com risco
de 50% de DRPAD entre os 16-40 anos dado que por norma individuos com DRPAD nesta
faixa etaria apresentam mais de 20 quistos por RM. No entanto, o cut-off estabelecido
para exclusdo de doenga em potenciais dadores é de 5 quistos (com um VPN de 100% e
sensibilidade de 98.3%) em detrimento dos 10 para a populagdo geral em risco (Pei et
al., 2015). No entanto, estes resultados baseiam-se num estudo de apenas 110
individuos com risco de 50% de DRPAD, ndao havendo até ha data replicagao destes
resultados. Além disto, este estudo inclui apenas individuos entre os 16 e 40 anos, pelo
gue poderad ser abusivo extrapolar estes dados para individuos com idade superior a 40

anos nos quais ndo tenha sido possivel excluir a doenga por métodos ecograficos.
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Adicionalmente, a RM, em comparacdao com outros exames de imagem, é mais

dispendiosa, menos disponivel e no geral mais morosa na obtencdo dos resultados.

Tomografia Computorizada

A TC podia ser uma alternativa custo-efetiva ja que a angiotomografia computorizada
(angio-TC) faz parte dos exames complementares solicitados para a avaliacdo do dador
renal vivo. A TC permite ainda calcular o ht-VRT, embora alguns centros definam a RM
como método preferencial (Soroka et al., 2018). No entanto, a TC ndo apresenta ainda
critérios de diagndstico e exclusdao de DRPAD estabelecidos pelo que os seus resultados
ndo devem ser extrapolados a partir dos critérios utilizados para a RMN ou para a
ecografia (Pei et al., 2015). Assim, consideramos que a inclusdo deste exame num

algoritmo de exclusao de DRPAD ndo é aceitavel.

Diagndstico Genético na DRPAD

Atualmente as indicacdes formais para a realizacdo de testes genéticos na DRPAD
incluem: 1) diagndstico definitivo em doentes jovens, em que a exclusdo seja necessaria
e ndo seja possivel através de métodos imagioldgicos; 2) diagndstico em individuos com
histéria familiar negativa para DRPAD; 3) doenca renal imagiologicamente atipica; 4)
aconselhamento e planeamento familiar, nomeadamente para a realizacdo de
diagndsticos genéticos pré-implantatdrios; 5) diagndstico em casos de discordancia
entre a gravidade clinica e exames de imagem; 6) discrepancia intrafamiliar marcada; 7)
suspeita de mosaicismo somatico; 8) formas sindrémicas de doenca renal poliquistica;
9) obtencdo de informacdo progndstica em individuos selecionados que possam
beneficiar de novas terapéuticas.

Destas indicacdes excluem-se individuos com histéria familiar positiva e doenca com
padrdo tipico e ainda o rastreio genético de criancas assintomaticas (Lanktree et al.,

2019; Mantovani et al., 2020; Ong et al., 2015; Tchan et al., 2015).

Quanto ao estudo molecular, este pode ser solicitado logo apds a realizacdo de

ecografia, nos casos em que restem duvidas acerca da existéncia ou ndo de DRPAD, ou
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apos a realizacdo de RM que também se revele inconclusiva. Por exemplo, num
potencial dador com idade inferior a 40 anos e que apresente entre 5 a 10 quistos na
RM ndo é possivel confirmar ou excluir imagiologicamente o diagndstico de DRPAD,
sendo o diagndstico molecular relevante (Guidelines for Living Donor Kidney

Transplantation United Kingdom Guidelines, 2018; Pei et al., 2015; Soroka et al., 2018).

Os testes moleculares, apesar de cada vez mais utilizados na pratica clinica, sdo exames
morosos e que podem nao estabelecer o diagndstico em até um terco dos casos na
DRPAD (Colbert et al., 2020; Pei et al., 2015). No entanto, os custos associados a
sequenciacdo tém vindo a diminuir, tornando o teste genético um exame de primeira
linha no diagndstico de muitas doencas nefrolégicas hereditdrias.

Para que possam ser retiradas elagbes acerca da elegibilidade de um individuo
aparentado como dador é necessario, em primeira instancia, o estudo genético do
recetor com DRPAD. Sé depois de identificada a mutacdo responsavel pela doenca no
recetor, é que o estudo prossegue para a exclusdo de doenca no dador, através da
pesquisa da mesma mutacao por sequenciacao direta por Sanger.

No caso da DRPAD, um teste genético que revele uma mutagado patogénica num dos
genes associados a doenca permite excluir o individuo como potencial dador e deve

conduzir a referencia¢do do doente para consulta de nefrologia.

Destaca-se ainda que um dador de rim é por norma um individuo saudavel que necessita
por isso, segundo a lei portuguesa, de ser avaliado numa consulta especializada de
Genética para aconselhamento e requisicdo do teste genético, o que pode aumentar o
tempo até a obtencdo de resultados. Um estudo conduzido por Elliott et al., 2021, testou
um algoritmo otimizado para o diagndstico de individuos com suspeita de DRPAD, em
qgue é dada ao nefrologista mais autonomia na requisicdo de exames genéticos. Deste
modo obteve-se uma diminuicdo do intervalo de tempo desde a referenciacdo até a
obtencdo de resultados de 365 para 184 dias. No entanto, estes dados devem ser
extrapolados com alguma cautela dado que dependem em grande parte dos recursos e

da organizacdo do sistema de saude de cada pais.
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Dada a dificuldade de sequenciagao, particularmente do gene PKD1, mas também de
PKD2, varias abordagens tém sido propostas para o diagndéstico molecular da DRPAD,
ndo estando ainda bem delimitada qual a melhor conduta no tipo e na ordem de
requisicdo dos testes genéticos tanto para o diagndstico, como para a avaliacdo de

potenciais dadores aparentados de doentes com DRPAD.

Testes Moleculares utilizados na DRPAD

As técnicas utilizadas no diagnéstico molecular da DRPAD incluem: a sequenciagdo por
Sanger; técnicas de next-generation-sequencing (NGS), nomeadamente o whole
genome sequency (WGS), whole exome sequency (WES) e a NGS para painéis
enriquecidos para genes associados a DRPAD; e a Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) para identificacdo de grandes rearranjos do gene PKD1.

Os préximos capitulos irdo sumarizar cada uma das técnicas e a sua aplicabilidade no
diagnéstico desta doenca. Com esse objetivo, foram assim analisados artigos originais
gue compararam diferentes métodos de diagndstico genético na DRPAD, entre o ano
2016 e 2022, detalhados na tabela 6. Estes estudos utilizaram diferentes abordagens,
refletindo uma vasta heterogeneidade no tipo de testes genéticos utilizados por cada
autor, a sua sequéncia de utilizacdo, bem como nas caracteristicas fenotipicas dos
participantes. As diferentes taxas de detecdo de mutacdo sdo assim influenciadas por

estes fatores (Kim et al., 2021)

1. Sequenciagao por Sanger e DRPAD

A sequenciacdo por Sanger é usada para identificar variagdes de um Unico nucleétido e
insercOes/delecdes de 5 a 10 pares de bases (pb), sendo por isso o gold-standard para o
diagnéstico molecular quando uma mutacdo de um Unico gene, com poucos exdes, é
responsdavel pela doenca. Esta técnica possibilita também uma melhor analise de regides
altamente repetitivas, homodlogas, ricas em GC, que comummente sdo dificilmente

abordadas por NGS (Groopman et al., 2018).
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Tradicionalmente, a amplificacdo por Long Range Polymerase Chain Reaction (LR-PCR)
seguida de sequenciacdo por Sanger é o gold-standard para o diagnéstico de DRPAD,
atingindo uma taxa de diagndsticos de 90% em alguns estudos e entre 40-60% em
laboratérios comerciais de referéncia (Mallawaarachchi et al., 2016). A amplificacdo por
LR-PCR permite uma correta sequenciacdao do PKD1, evitando os seus pseudo-genes
através de primers especificos para o gene funcional. No entanto, € um método muito
laborioso quando utilizado para sequenciar integralmente genes de elevado tamanho.
Para ultrapassar esta limitagcdo, seguidamente a amplificacdo por LR-PCR pode ser
também utilizado um método de NGS ao invés de Sanger, embora a sequenciagdo por
Sanger seja mais sensivel e especifica (Ali et al., 2019; Mallawaarachchi et al., 2021).
Por outro lado, a sequenciacao Sanger é particularmente atil para avaliar a presenca de
uma mutacdo especifica em individuos em que a mutacao responsavel pela doenca na
familia ja tenha sido previamente identificada. Neste caso a obtencdo de resultados é
substancialmente mais rapida, dado que a andlise se limita apenas a mutacdo em
questdo. Esta técnica também poderd ser utilizada para confirmar a presenca de
mutacdes identificadas por NGS ou para pesquisa de muta¢cdes em algumas regides
gendmicas de pequeno tamanho que apresentem baixa cobertura por estas técnicas
(Groopman et al., 2018; Mochizuki et al., 2019).

Assim, entre os estudos analisados na DRPAD todos utilizavam a técnica de Sanger para
a confirmacdo de mutacdes identificadas por técnicas de NGS. A dificuldade na
sequenciacao do exdo 1 levou Mochizuki et al., 2019 a incluir a sequenciacdo por Sanger
deste exdao como parte do seu fluxograma diagndstico, sendo no entanto utilizada
apenas se nao houvesse detecdo de mutacdo através de técnicas de NGS baseadas em
hibridizacdo e LR-PCR. Apenas foi utilizada em 15 de um total de 111 doentes, sendo
gue este método apenas permitiu detetar uma mutacdo num individuo. A utilidade
diagnodstica desta técnica foi assim apenas de 0,9% para o total de doentes, o que
provavelmente ndo justifica a realizacdo da mesma no diagndstico da DRPAD, por rotina,
dado ser um método particularmente laborioso. Adicionalmente, e decorrente da sua
dificuldade técnica, a sequenciagcdo completa por Sanger dos exdes de PKD1 e PKD2 nao

estd disponivel nos laboratdrios de referéncia em Portugal.
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2. Técnicas de Next Generation Sequency (NGS) e DRPAD

As técnicas de NGS permitem sequenciar multiplas regides genéticas em paralelo, sendo
mais rapidas e com um custo inferior. Apresentam-se assim como uma alternativa muito
vantajosa as técnicas convencionais (Ali et al., 2019). Em geral, as técnicas NGS podem
dividir-se em dois grupos: whole genome sequency (WGS), que permite a sequenciacdo
de todo o genoma, e targeted DNA sequency, que sequencia uma parte do genoma,
obtida apds etapa de enriquecimento. Nas técnicas de targeted DNA sequency, incluem-
se: 0 whole exome sequencing (WES) e os painéis enriquecidos para genes de interesse.
Enquanto para o WES existe um enriquecimento para os exdes de todos os genes
codificantes, os painéis enriquecidos para genes de interesse sdo enriquecidos apenas
para os exdes de genes associados a doenca em estudo.

Quanto ao método de enriquecimento, este podera ser realizado por LR-PCR ou por

métodos de hibridizacao, como sera detalhado posteriormente.

2.1. Whole Genome Sequency (WGS) e DPRAD

A técnica de WGS permite a sequencia¢do de todo o genoma, produzindo elevadas
qguantidades de dados que sdo submetidas a uma extensa andlise bioinformatica. A
obtencdo de dados de sequenciacdo tdo extensos de uma Unica amostra leva a uma
menor cobertura de sequenciacdo comparativamente a técnicas NGS para painéis
enriquecidos, sendo que os ultimos permitem uma melhor distingdo entre genes e
pseudogenes, o que é fundamental na DRPAD (Zacchia et al., 2021). Devido a sua
complexidade de interpretacdo e de andlise bioinformatica, as técnicas de WGS sao
ainda pouco utilizadas na pratica clinica (Knoers et al., 2022). Um estudo conduzido por
Mallawaarachchi et al., 2021 evidenciou possiveis beneficios da WGS na DRPAD. Neste
estudo, apesar de ter sido sequenciado todo o genoma apenas foram analisados 12
genes de interesse para DRPAD. A taxa de detecdo de mutacBes (patogénicas,
potencialmente patogénicas ou VUS) foi de 81% para os casos de fenétipo tipico de
DRPAD. Ja no teste de validacdo, em que se compararam resultados obtidos através de

WGS, com técnicas gold standard, como LR-PCR, sequenciacdo por Sanger e MLPA, a
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taxa de detegao foi de 100%, excetuando dois casos de mosaicismo somatico. Este

estudo evidenciou assim que este método podera ser igualmente eficiente.

2.2. Targeted DNA Sequency e DRPAD

No que diz respeito a targeted DNA sequency esta permite sequenciar zonas de
interesse do genoma, podendo estas corresponder a todo o exoma (WES) ou apenas a
painéis definidos de genes de interesse.

Independentemente de ser analisado todo o exoma ou apenas um numero limitado de
genes é necessario um processo de enriquecimento das regides gendmicas de interesse
antes da sua sequenciacdo. Este enriquecimento pode ser obtido através de duas
técnicas: hibridizacdo (também denominada “de captura”) ou LR-PCR. A tabela 4 e a
figura 1 pretendem representar as principais diferencas entre as técnicas. Depois da

etapa de enriquecimento é realizada a sequencia¢cdao por NGS.

Amplicon Enrichment Hybridization Enrichment
k Target Region R o
PCR Adapter
Ligation
(A) — (D) = =
l Adapter l Capture
Ligation

(8) (E)

l l Pull Down

(Q) (F)

Figura 1: Diferencgas técnicas entre NGS baseadas em LR-PCR (Amplicon Enrichement)

e Hibridizacdo; NGS baseado em LR-PCR: as regides do DNA sd3o amplificadas
utilizando primers especificos (pequenas sequéncias de bases que complementam com as regides de
interesse). Posteriormente irdo ligar-se a adaptadores e ser sequenciadas; NGS baseado em hibridizacao:
O DNA é fragmentado em pequenas porg¢des, sendo depois ligado a adaptadores e posteriormente
submetidos a captura magnética usando sondas de DNA complementar. Adaptado de Wiley et al.: Use of
next-generation DNA sequencing to analyze genetic variants in rheumatic disease. Arthritis Research &
Therapy 2014 6:490; NGS — Next Generation Sequency; LR-PCR - Long Range Polymerase Chain Reaction
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NGS baseada em LR-PCR NGS baseada em
hibridizagéo
Captura de regides ricas em GC Alta Baixa
Taxa de falsos positivos Baixa Alta
Captura off-target Minima Sim
Allelic dropout/bias Sim N3o
Detegdo de CNVs Dificil Possivel
Método laborioso Alto Baixo
Conteudo genético Genes de maiores
Genes pequenos <50pb dimensdes >50pb
Custo Mais elevado Mais baixo

Tabela 4: Quadro comparativo entre técnicas de NGS baseadas em hibridizagdo e LR-

PCR; Adaptado de Lanktree et al., 2019; CNVs — Varia¢des do nimero de cdpias; GC — Guanina-Citosina;
LR-PCR - Long Range Polymerase Chain Reaction; NGS - Next Generation Sequency; pb- pares de bases;

As técnicas de LR-PCR constituem uma abordagem otimizada para a sequenciacdo de
fragmentos ricos em GC, tais como os exdes 1 e 42 do gene PKD1 e para evitar a
sequenciacdao de pseudo-genes. No entanto o fendmeno de drop out podera ocorrer
guando um alelo é preferencialmente amplificado por PCR, e ndo o outro alelo mutado,
devido a falhas de hibridizacdo por mutacdes localizadas na sequéncia dos primers.

A hibridizacdo direcionada para os genes de interesse, que denominaremos de Painel
NGS HGI, é uma abordagem mais custo-efetiva e tem maior utilidade na detecao de
rearranjos moleculares, relativamente a NGS baseada em LR-PCR. No entanto, apesar
de estudos recentes terem conseguido melhorar a profundidade de leitura nas regides
ricas em GC, as taxas de falsos negativos continuam a ser superiores face a técnicas de

LR-PCR (Lanktree et al., 2019).

2.2.1. Whole Exome Sequency (WES) e DRPAD

A sequenciacdo por WES é caracterizada pela capacidade de gerar uma grande
quantidade de informacdo genética num curto espaco de tempo, sendo bastante
comum a sua utilizagdo na pratica clinica. O exoma corresponde a apenas 2% de todo o
genoma, mas as mutag¢des ou variantes funcionais situam-se nestas regides codificantes
em cerca de 85% dos casos, o que torna a WES custo-efetiva na identificagao de

mutacdes responsaveis por doenca. No entanto, esta metodologia raramente é descrita
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na literatura como uma abordagem para a sequenciacdo dos genes responsaveis pela
DRPAD. Um estudo conduzido por Ali et al. Em 2019 evidenciou uma taxa de detecdo de
apenas 50% para mutagdes no gene PKDI1, principalmente devido a reduzida
sensibilidade (7,41%) na sequenciacao dos exdes 1 a 32. Tal como ja referido, a
existéncia de pseudogenes com homologia muito elevada dificulta a captura especifica
destes exdes de PKD1, sendo as regides ricas em GC também de dificil sequenciagao.
Ndo obstante, a sensibilidade para deteg¢ao de mutagdes nos exdes 33 a 46 foi de 100%.
Ainda assim, as limitacdes referidas tornam o WES pouco aconselhado no diagndstico
da DRPAD.

Acresce ainda que a sequenciacdo nado seletiva da WES pode levantar a problematica da
identificacdo de mutacdes acidentais, que ndo tém qualquer relacdo com a indicacao

primaria para teste.

2.2.2. Painéis de NGS

Através de painéis de NGS sdo analisados apenas os genes que possam ser responsaveis
pela doenca, ao invés de todo o genoma ou exoma. Os painéis de genes podem ser
obtidos através de WES — painéis de NGS baseados em WES, em que é sequenciado todo
0 exoma mas sO sdo analisados os genes de interesse — ou através de painéis de
enriquecimento para genes de interesse, por hibridacdo (Painel NGS HGI como
anteriormente referido) ou LR-PCR. Nos painéis de NGS baseados em WES as limitacdes
técnicas sdo as mesmas descritas para o WES mas uma das principais vantagens prende-
se com a possibilidade de poderem ser adicionados novos genes ao painel, a medida
gue o conhecimento da doenca se vai aprimorando, sem a necessidade de uma nova

sequenciacdo (Mallawaarachchi et al., 2021).

Através de painéis de enriquecimento para genes de interesse, como a captura é
limitada para um numero relativamente reduzido de genes alvo, obtem-se uma maior
cobertura de sequenciacdo face a outras técnicas (Zacchia et al., 2021). Em geral os
painéis sdo pré-definidos pelo laboratério existindo diferentes painéis para a DRPAD que
podem ser escolhidos consoante o fenétipo do doente e a sua histdria familiar. Como ja

descrito, mutagdes no PKD1 e PKD2 sao responsavel pela DRPAD em cerca de 90% dos
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casos (Lanktree et al., 2019), sendo que esta percentagem poderd chegar aos 98% se o
fenodtipo for tipico (Mallawaarachchi et al., 2021). Segundo o mesmo estudo, em casos
de fendtipo atipico, mutagdes nos genes PKD1 e PKD2 correspondem a 56% dos casos,
sendo que as restantes mutacdes foram identificadas nos genes PKHD1; HNF1B; GANAB;
DNAJB11; PRKCSH e TSC2. Ainda assim, um estudo conduzido por Wang et al. em 2019
demonstrou que padrdes quisticos bilaterais podem estar também associados a
mutacdes em genes tais como o HNF1B e ainda mutac¢des bialélicas no gene PKHD1, em
que a doenca renal poliquistica autossdmica recessiva (DRPAR) mimetiza a DRPAD
(Mantovani et al., 2020). Daqui surge uma possivel vantagem em analisar ndo sé os
genes PKD1 e PKD2 mas também os outros genes referidos, mesmo em fendtipos tipicos
(Wang et al., 2019).

Procuramos comparar as diferencas da utilizacdo de painéis NGS HGI para a DRPAD e
painéis de NGS baseado em LR-PCR (Painel NGS LR-PCR).

Na revisdo da literatura realizada, ndo encontramos nenhum estudo comparativo entre
as duas técnicas, quando utilizadas na abordagem inicial a DRPAD. Kinoshita et al., 2016
e Mochizuki et al., 2019 realizaram dois estudos distintos em que sequenciaram os
genes PKD1 e PKD2 em individuos com fendtipo tipico. Kinoshita et al., 2016 realizou a
sequenciagdo através de um painel NGS LR-PCR obtendo uma taxa de deteg¢ao 89,1%. Ja
Mochizuki et al., 2019 utilizando um painel de NGS HGI alcangou apenas 79,2%,
apontando para uma melhor performance da LR-PCR.

No entanto, e dada a maior morosidade da LR-PCR estas técnicas poderao ser realizadas
sequencialmente, de modo a complementar resultados. De facto, no estudo realizado
por Mochizuki et al., 2019, caso ndo fosse encontrada uma mutacao nos genes PKD1 e
PKD2 por método de hibridizacdo, realizar-se-ia uma LR-PCR para os mesmos genes. Esta
abordagem permitiu aumentar a taxa de detegao de 79.2% para 86.4%, semelhante a

taxa de detecdo através de LR-PCR isoladamente.

3. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

O método de MLPA permite a detecdo de pequenas e grandes variacdes do numero de
copias (CNVs), identificando alteracbes cromossémicas, translocacdes ou outros

desequilibrios de grandes regides gendmicas, tendo maior sensibilidade em comparacao
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com a cariotipagem. O MLPA permite a pesquisa de altera¢gdes no numero de copias em
regides gendmicas especificas e previamente associadas a doencas genéticas. Cerca de
4% das mutagdes responsaveis pela DRPAD sdo causadas por grandes rearranjos. Este
facto tem implicacdo diagnéstica ja que a sequenciagdo por Sanger e outros métodos de
NGS ndo conseguem identificar estas alteracGes genéticas (Lanktree et al., 2019). Como
documentado na tabela 6 a taxa de diagndstico da MLPA varia entre 4 e 5% na maioria
dos estudos, pelo que podera ser util nos casos em que ndo é encontrada uma mutacao

através de outras técnicas.

Testes Moleculares disponiveis em Portugal

De forma a adaptar a realidade internacional a pratica clinica portuguesa contactaram-
se dois dos principais laboratérios de referéncia responsaveis pelos testes genéticos em
Portugal - GenoMed® e Unilabs®. Os testes disponiveis encontram-se detalhados na
tabela 5.

Um dos laboratérios contactados realiza apenas painéis baseados em WES. Como ja
referido a WES ndo é a técnica preferencial na DRPAD, pelo que seria provavel a
necessidade de reavaliagdo por painéis de enriquecimento nos casos negativos,
aumentando os custos e o tempo associados. No segundo laboratério contactado é
possivel requisitar painéis NGS HGI, complementados por NGS LR-PCR para o gene PKD1,
0 que é apoiado pela evidéncia cientifica disponivel tal como previamente mencionado.
Apenas foi possivel obter os precos protocolados com o servico nacional de salude de
uma das empresas, apurando-se que a realizacdao de Painel NGS HGI com NGS LR-PCR
para PKD1 tem um custo de aproximadamente seiscentos euros, independentemente
de serem analisados por NGS HGI 1, 3 ou 5 genes diferentes. As técnicas de MLPA tém
um custo de aproximadamente duzentos euros, j& o NGS LR-PCR para PKD1
isoladamente custa aproximadamente quatrocentos e trinta euros. Por fim, o painel
NGS alargado baseado em WES para 72 genes tem um valor de aproximadamente

setecentos euros.
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Painéis NGS baseados em WES Preco

Painel de NGS baseado em WES - 6 genes (PKD1, PKD2, PKHD1, DNAJB11, GANAB,
DZIP1L)

Painel NGS alargado baseado em WES - 32 genes (PKD1, PKD2, PKHD1, DNAJB11,
GANAB, DZIP1L; ABCC8, ALGS8, BICC1, BLK, COL4A1, GCK, HNF1B, HNF4A, INS, INVS,
KCNJ11, KLF11, LRP5, NEUROD1, NOTCH2, NPHP3, OFD1, PAX4, PDX1, PRKCSH, SEC618B,
SEC63, TSC1, TSC2, UMOD, VHL)

Painel NGS alargado baseado em WES - 72 genes (AHI1, ALGS, ALG9, ANKS6,
ARL13B, ARL6, ATP6V0OA4, B9D1, BBS1, BBS10, BBS12, BBS2, BBS4, BBS5, BBS9, BICC1,
C50RF42, CC2D2A, CCDC28B, CEP164, CEP290, CEP41, COL4A1, DGUOK, DNAJB11, DZIP1L,
GANAB, GLA, GLIS2, GLIS3, HNF1B, INPP5E, INVS, IQCB1, KIF7, LRP5, MKS1, MUC1, NEKS,
NOTCH2 , NPHP1, NPHP3, NPHP4, OFD1, PKD1, PKD2, PKHD1, PRKCSH, REN, RPGRIP1L,
SDCCAGS, SEC61A1, SEC61B, SEC63, TCTN1, TCTN3, TMEM138, TMEM216, TMEM231,
TMEM237, TMEMG67, TRIM32, TSC1, TSC2, TTC21B, TTC8, UMOD, VHL, WDPCP, WDR159,
XPNPEP3, ZNF423)

Painel NGS LR-PCR e /ou Painel NGS HGI
Painel NGS HGI de 3 genes + NGS LR-PCR do PKD1 (PKD1, PKD2, DNAJB11, GANAB)

Painel NGS HGI de 5 genes + NGS LR-PCR do PKD1 (PKD1, PKD2, PKHD1, DNAJB11, ~600€
GANAB, DZIP1L)
NGS HGI do PKD2 + NGS LR-PCR do PKD1

=600€

=600€

=700€

NGS LR-PCR do PKD1 ~430€
MLPA (delegdes/duplicagBes nos genes PKD1 e PKD2) =200€
Exoma Completo =1000€

Tabela 5: Testes genéticos disponiveis em Portugal na DRPAD através de laboratérios

nacionais de referéncia. NGS — Next Generation Sequency; WES- Whole Exome Sequency; LR-PCR —
Long Range Polymerase Chain Reaction; Painel NGS HGI - painéis de NGS baseados em hibridizacdo de
genes de interesse; MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
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N2 de individuos

Métodos Utilizados

Estudo Fenétipo Taxa de detegdo
(familias)
Kinoshita et 101 (101) DRPAD tipica 1. NGS LR-PCR para PKD1, PKD2; NGS LR-PCR : 89,1% (90/101)**
al., 2016 Se mutag¢do ndo encontrada: NGS LR-PCR + MLPA: 93,1% (94/101)**;
2. MLPA
Confirmagdo: Sanger
Bullich et al., 101 (ND) DRPAD tipica 1. NGS HGI - painel de 140 genes NGS HGI: 88.1% (89/101)*
2018 Confirmacdo: Sanger e MLPA
Mochizuki et 111 (ND) DRPAD tipica 1. NGS HGI para PKD1, PKD2 NGS HGI + NGS LR-PCR: 86.4% (96/111)**
al., 2019) NGS HGI: 79.2% (76/96)
Se mutacdo n3o encontrada realiza-se | NGS LR-PCR: 57.1%**** (20/35)
sequencialmente:
2. NGS LR-PCR para PKD1, PKD2 Sanger (PKD1, Exdo 1): 6% (1/15); Utilidade
diagndstica: 0,9%
3. Sanger para exdo 1 de PKD1
MLPA: 35.7% (5/14); Utilidade diagndstica: 4.5%
4. MLPA para PKD1, PKD2
NGS HGI = NGS LR-PCR + Sanger (PKD1, Exdo 1):
Confirmacgdo: Sanger 87.3% (97/111)
NGS HGI = NGS LR-PCR + MLPA: 90,9% (101/111)
NGS HGI + NGS LR-PCR + Sanger (PKD1, exdo 1) +
MLPA: 91,9% (102/111)
Mantovaniet | 212 (ND) t 1. NGS LR-PCR para PKD1, PKD2 Coorte de validagdo: 100%

al., 2020)

Se mutac¢do ndo encontrada realiza-se
sequencialmente:

2.MLPA

3. NGS LR-PCR para painel de genes
alargados (GANAB, DNAJB11, LRP5,

Coorte de confirmacdo + diagndstico:

NGS LR-PCR para PKD1, PKD2 + MLPA + NGS LR-PCR
Painel Alargado: 63.9% (122/191)*; 77,5%
(148/191)**

MLPA: utilidade diagndstica: 5,2% (10/191)




PMM2, PRKCSH, SEC63, SEC618,
ALG8, PKHD1, DZIP1L, HNF1B, UMOD,
INF2, REN)

Confirmagdo: Sanger

Painel alargado: Taxa de detecdo: 21,4% (6/28),
utilidade diagndstica: 3,14%

Mallawaarach | 144 (ND) DRPAD tipica: 48% 1. WGS - analise por painel virtual Coorte de validagdo: 100%
chietal., 2021 DRPAD atipica: 52% apenas para PKD1; PKD2; GANAB; Coorte de diagndstico: 70% (111/144)**
HNF1B; TSC1; TSC2; OFD1; UMOD; Se fenotipico tipico: 81%; (56/69)
PKHD1; DNAJB11, DZIP1L, SEC63 Se atipico: 60% (45/75)
Confirmacgao: LR-PCR, Sanger, MLPA
Kim et al., 26 (26) DRPAD de padrao 1. NGS HGI - painel de 10 genes NGS HGI + MLPA: 73.1% (19/26)**
2021 ND (PKD1, PKD2, PKHD1, TSC1, TSC2, VHL,
HNF1B, NPHP1, NPHP3, NPHP4) +
MLPA
Confirmados: LR-PCR + Sanger
Wang et al., 47 (47) Doenca quistica 1. NGS HGI - painel de 63 genes NGS HGI + MLPA + WES: 89,4%***
2019) bilateral: 44 associados a ciliopatias
Doenca quistica Doenca quistica bilateral: bilateral: 41/44
unilateral: 3 Se ndo encontrada mutacdo: Doenca quistica unilateral: 1/3

2. MLPA e/ou WES
Confirmagdo: Sanger

Tabela 6 — Estudos genéticos analisados no diagndstico molecular da DRPAD
*Incluidas mutagdes (provavelmente) patogénicas;
**Incluidas mutagdes (provavelmente) patogénicas + VUS;
***Todas as mutagbes encontradas incluidas;
**x*Ressalva-se que este grupo é constituido por mutagdes previamente refratarias a hibridizagdo e por individuos em que esta técnica ndo pode ser desenvolvida.

TEste estudo foi realizado com 212 doentes, separados em 3 coortes. Coorte de validagdo (21): mutagdo previamente conhecida; Coorte de confirmacdo (36): individuos

com diagndstico de DRPAD; Coorte de diagndstico(155): individuos em risco de DRPAD;

ND — ndo definido; NGS - Next Generation Sequency; MLPA - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; NGS HGI — Painel NGS baseados em hibridizacdo de genes

de interesse; NGS LR-PCR - painéis de NGS baseado em LR-PCR; WES- Whole Exome Sequency; WGS — Whole Genome Sequency;




Proposta de abordagem no diagndstico molecular do dador vivo aparentado na

DRPAD com fenétipo tipico

Tendo em consideracdo todas as questdes ja descritas, definir um algoritmo ideal para
o diagnéstico genético de DRPAD constitui ainda um desafio. O fluxograma 1 propode
uma possivel abordagem, que consideramos ser a mais adequada.

Num individuo com risco de DRPAD, em que seja necessaria a exclusdao de doenca de
modo a ser considerado um potencial dador, a avaliacdo inicia-se com uma ecografia
renal ao dador. Caso tenha mais de 40 anos e possua um ou nenhum quisto renal, a
doenca é excluida, podendo este individuo ser considerado como potencial dador, ja
que a ecografia apresenta um VPN de 100% nestes casos. Caso o individuo possua
menos de 40 anos e 3 ou mais quistos unilaterais/bilaterais ou mais de 40 anos e 2 ou
mais quistos em cada rim é realizado o diagndstico de DRPAD e, por isso, exclui-se o
individuo como potencial dador. Caso tenha mais de 40 anos e possua quistos renais,
sem satisfazer o diagndstico de DRPAD ou caso tenha menos de 40 anos e menos de 3
quistos renais, deve ser realizado o teste genético devido a impossibilidade de exclusao

de doenca através das caracteristicas ecograficas nestes individuos.

O teste genético apresenta-se como um instrumento Util no diagndstico/exclusdo de
doenca nestes doentes, permitindo equacionar decisdes terapéuticas com um maior
grau de confianca. O estudo genético deve ser realizado inicialmente no recetor, caso
este ainda ndo tenha sido realizado previamente, de modo a identificar a possivel
mutacdo responsavel pela doencga na familia. Assumindo um padrao tipico de DRPAD, a
abordagem inicial centra-se na pesquisa de mutacdo através de um painel NGS HGI para
PKD2, GANAB, DNAJB11, DZIP1L, PKHD1 e NGS LR-PCR para PKD1. A escolha deste
restrito painel de genes em doentes com DRPAD tipica baseou-se na premissa de que
até 98% das mutagdes sdao expectdveis de ocorrer nos genes PKD1 e PKD2,
(Mallawaarachchi et al., 2021), tendo ainda em consideracdo que tanto o gene GANAB
como DNAJB11 podem ser responsaveis por este fenétipo. Este painel de genes engloba
também os genes PKHD1 e DZIP1L responsaveis, na maioria dos casos, por um padrao

recessivo de doenca. Apesar de a sua analise ser pouco util em individuos com histéria



familiar de doenca quistica com padrao AD, ou seja, a afectar varias geracdes, a
requisicdo destes dois genes torna-se particularmente util em individuos com doenca de
novo ou em que ndo estejam disponiveis registos familiares. A inclusdo dos genes
GANAB, DNAJB11, DZIP1L e PKHD1 parece custo-efetiva ja que, sem aumentar o custo
da analise relativamente aos outros painéis NGS, permite averiguar, numa fase inicial,
0s principais genes responsaveis por uma manifestacao tipica de DRPAD

Caso esta pesquisa seja negativa poderd realizar-se a andlise do nimero de CNVs de
PKD1 e PKD2 por MLPA de modo a diagnosticar possiveis dele¢des/inser¢cbes nio
detetadas por NGS.

Acreditamos que esta abordagem poderd permitir uma taxa de detecdo de mutacdes de
91,9%, semelhante a encontrada por Mochizuki et al. que utiliza as mesmas técnicas
mas de uma forma sequencial, nomeadamente: a requisicdo inicial de um painel NGS
HGI para os genes PKD1, PKD2, GANAB, DNAJB11, DZIP1L, PKHD1 seguida de um painel
NGS LR-PCR para sequenciacdo de PKD1 e/ou PKD2 no caso da mutacdo ndo ser

identificada inicialmente, e posteriormente MLPA (Mochizuki et al., 2019).

Se for detetada uma mutacdo no recetor esta devera ser confirmada por Sanger, dada a
complexidade dos genes PKD1 e PKD2, e posteriormente pesquisada também por
sequenciacdo Sanger no dador.

Caso ndo seja encontrada qualquer mutacdo no recetor, torna-se impossivel excluir
doenca genética no dador através dos estudos genéticos.

Nestes casos, pode ser util complementar o estudo do dador com a realizacdo de RMN.
De facto, a RMN permite a distingcdo entre individuos com doenca e sem doenca, através
da presenga de mais de 10 quistos renais em individuos com risco de 50% de DRPAD
entre os 16-40 anos, sendo o cut-off para exclusdo de doenca em potenciais dadores de
5 quistos (com um VPN de 100% e sensibilidade de 98.3%) em detrimento dos 10 para
a populacdo geral em risco (Pei et al., 2015). Posto isto, em potenciais dadores
aparentados de um recetor com DRPAD em que nao se tenha conseguido identificar a
mutacdo causal, se apresentarem menos de 5 quistos na RM, poderao ser considerados
potenciais dadores. Caso se detetem mais de 10 quistos é feito o diagndstico de DRPAD

e por isso sao excluidos como potenciais dadores. Caso estejamos perante um fendtipo
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intermédio, com a identificacdo de 5 a 10 quistos continuaremos sem ter certezas
guanto a presenca de DRPAD, devendo ser discutidos os riscos da doa¢do com o dador.
A RM apresenta-se assim neste algoritmo como complementar ao estudo ecografico e
genético, em individuos em que o estudo molecular foi negativo. Esta escolha
fundamenta-se no facto de os critérios diagndsticos por RM serem menos substanciados
gue os genéticos, ja que se baseiam, como ja descrito, num Unico estudo, com um
nimero reduzido de doentes. Adicionalmente, a RM, podera ser igualmente
dispendiosa. Posto isto, ndo consideramos prudente a exclusdao da RM deste algoritmo
mas 0 seu uso torna-se circunscrito para casos em que o estudo molecular foi negativo
ou em que o significado da muta¢cdo ndo permite retirar conclusGes acerca da

elegibilidade de um individuo como potencial dador.
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Risco de DRPAD tipica ]

|

( Ecografia Renal no Dador

. : " Fendtipo
(L3 [ 2o wemse | (L=100s ]

[ Diagnéstico de DRPAD ]

[ o)

’[ Teste Genético no Recetor ]‘7

Painel NGS HGI (PKD2, GANAB,
DNAJB11, DZIP1L, PKHD1)
+ NGS LR-PCR para PKD1

Mutacgao nao
encontrada
[ MLPA

Mutagao nao
encontrada

)

Prosseguir
com doagao

Mutacao
encontrada

Confirmagao por Sanger* J

< 5 quistos

5-10 quistos
> 10 quistos

Prosseguir com doagao

+

[ RM no Dador

Discussao com o dador acerca
de riscos de doacao

Fluxograma 1: Abordagem inicial ao dador vivo aparentado na DRPAD com fenétipo
tipico

*A confirmagdo por Sanger deve ser realizada se a mutacdo identificada em PKD1 e/ou PKD2;
**Consultar Fluxograma 3; DRPAD — Doenga Renal Poliquistica Autossémica Dominante; NGS — Next
Generation Sequency; LR-PCR — Long Range Polymerase Chain Reaction; MLPA — Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification; Painel NGS HGI - painéis de NGS baseados em hibridiza¢do de genes de
interesse; NGS LR-PCR- NGS baseado em LR-PCR; RM — Ressonancia Magnética;
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Proposta de abordagem inicial ao dador vivo aparentado na DRPAD com fenétipo

atipico

Assumindo um padrao atipico de DRPAD, a abordagem inicial centra-se na pesquisa de
mutacdo através de um painel NGS baseado em WES, com um nimero mais alargado de
genes, e que na realidade portuguesa inclui 32 ou 72 genes responsaveis por doenca
renal poliquistica e doencas relacionadas. A escolha deste amplo painel de genes em
doente com DRPAD atipica justifica-se dada a maior heterogeneidade génica deste
fenétipo. Caso a mutacao ndo seja identificada podera proceder-se a técnicas de MLPA
para os genes HNF1B e MUCI, no caso de doentes com padrao tipico de doenca renal
tubulo-intersticial autossdmica dominante. A requisicdo da analise de outros genes deve

ser discutida caso a caso, dependendo do fendtipo do doente.

-
Teste Genético no Recetor
com Fenotipo Atipico
L Pesquisa de Mutacao no
¢ Dador**
-
Painel NGS Alargado ]—
L

l

[ Mutagdo ndo encontrada j Mutacio encontrada Confirmacgo por Sanger se
¢ mutacgao no PKD1/PKD2

MLPA para HNF1B;
Insercao C-MUC1

-

[ Mutacao ndo encontrada )

Impossibilidade de excluir
doenga genética no dador

Fluxograma 2: Abordagem inicial ao dador vivo aparentado na DRPAD com fendtipo

atipico; Os painéis alargados de genes na DRPAD disponiveis em Portugal constam na tabela 6, onde
poderdo ser consultados os genes a analisar; **Consultar Fluxograma 3; NGS — Next Generation
Sequency; MLPA — Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification; WES — Whole Exome Sequency;
NGS LR-PCR — NGS baseado em LR-PCR; NGS HGI - NGS baseado em hibridizacdo de genes de interesse;
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Interpretagao de resultados e avalia¢cao do dador

Apds identificada uma mutacdo no doente com DRPAD é fulcral compreender se a
mutacdo foi previamente identificada ou se nunca foi descrita — novel mutation — e
classifica-la quanto a sua patogenicidade. Este Ultimo passo no diagndstico genético do

recetor permitird equacionar qual a abordagem subsequente para o dador aparentado.

Segundo a American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for
Molecular Pathology (ACMG/AMP) as mutacdes podem ser classificadas em 5 classes
guanto a sua patogenicidade em mutacdes benignas, provavelmente benignas, de
significado indeterminado (VUS), provavelmente patogénicas ou patogénicas (Richards
et al., 2015). Cada uma destas nomenclaturas esta associada a uma probabilidade de
causalidade, ou seja, a probabilidade de essa mutacdao poder causar doenga, como
ilustrada na tabela 7. A consideracdo acerca da patogenicidade de uma mutacdo deve

ser universal e independente do fenétipo do doente (Richards et al., 2015).

Classificagao Probabilidade de causalidade
Patogénica >95%
Provavelmente patogénica >90%
Vus 102 90%
Provavelmente benigna <10 %
Benigna <5%

Tabela 7: Probabilidade de causalidade de acordo com o tipo de mutagao.

*A probabilidade de causalidade de uma variante provavelmente patogénica varia entre autores, sendo
que segundo a ACMG/AMP corresponde a valores superiores a 90%. Adaptado de Towbin et al., 2019;
VUS — Variante de Significado Indeterminado

Variante Patogénica ou Provavelmente Patogénica

Caso a variante identificada no recetor tiver sido classificada como patogénica ou
provavelmente patogénica, deve ser realizada a sequenciacao direta por Sanger para

essa mutacao no dador. Caso essa mutacdo seja encontrada no dador, é feito o
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diagnéstico de DRPAD, sendo o individuo excluido como dador. Caso a mutagao ndo seja

identificada exclui-se doenca e o individuo poderd ser proposto como potencial dador.

Variante Benigna ou Provavelmente Benigna

Caso a variante identificada no recetor tiver sido classificada como benigna ou
provavelmente benigna, significa que ndo conseguimos identificar a mutacao
patogénica que esta na origem da DRPAD naquela familia e, portanto, ndo podemos
prosseguir com estudos genéticos adicionais no dador. Outros métodos para a exclusao
de DRPAD devem ser equacionados, nomeadamente a RM, jd que possui critérios de

exclusdao bem definidos.

Variante de Significado Indeterminado (VUS)

Mutacbes classificadas como benignas, potencialmente benignas, patogénicas e
potencialmente patogénicas permitem um maior grau de certeza na tomada de decisdes
clinicas, o que ndo acontece com as VUS.

Caso a mutacdo detetada no recetor seja uma VUS, estes resultados devem ser
interpretados com cautela (Harris et al., 2002). Apesar de varios estudos sugerirem que
a maioria das VUS sdo posteriormente reclassificadas como benignas (Tsai et al., 2018),
esta conduta comporta riscos de missjudgment superiores aqueles que qualquer centro
de transplante estard disposto a correr. Nestes casos, torna-se necessdria a sua
reclassificacdo na tentativa de retirar elagdes acerca da sua patogenicidade.

Para a reclassificacdo de uma mutacdo podem ser utilizados diferentes métodos tais
como consultas periédicas de plataformas de bases de dados de mutac¢des descritas na
DRPAD, reavaliacdo em programas de predicdo de patogenicidade in silico e testes de
segregacao familiar da mutacao.

Bases de dados como a gnomAD (https://www.gnomad.broadinstitute.org), permitem
a comparacao com o genoma de individuos sauddaveis e averiguar qual a frequéncia da
mutacdo na populacao em geral. Disease databases sdo bases de dados que contém
mutacdes previamente descritas associados a respetiva doenca, assim como a

patogenicidade da mutagdo. Entre as mais conhecidas destaca-se a ClinVar
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) e a OMIM (https://www.omim.org), e no

contexto da DRPAD a Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease Mutation

Database (PKDB- https://pkdb.mayo.edu/). Dado o seu facil acesso e a sua ampla

utilizacdo por clinicas em todo o mundo estas plataformas sdo uma ferramenta util. No
entanto, a informacdo contida nestas bases de dados ndo deve ser taxativa caso nao
haja robustez de dados suficiente. O mesmo se aplica a dados retirados da literatura. A
comunicacdo entre diversos centros de referéncia podera também ser util na partilha
de informacao sobre VUS.

Em casos em que determinada mutagdo nao foi descrita, o que constitui cerca de 70%
das mutacbes de DRPAD (Ali et al., 2019), programas de predi¢do de patogenicidade in
silico permitem predizer se uma mutacdo missense leva a alteracdes funcionais ou
estruturais da proteina ou ainda se afeta o splicing. E recomendada uma abordagem
através de diferentes algoritmos de predicdo, ja que estes se revelaram
complementares, dado que avaliam parametros diferentes, nomeadamente
conservagdao de um aminoacido/nucleétido, a localizagdo na sequéncia da proteina e a
consequéncia bioquimica desta mutacado. Exemplos destes programas sdao o PolyPhen

(http://www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ e o MutationTaster

(https://www.mutationtaster.org). Dado serem apenas predi¢cdes ndo é aconselhado

que se tomem decisGes clinicas tendo por base unicamente esta informacao (Richards
et al., 2015).

Podem ainda ser usados testes de andlise da segregacdao da mutagao na familia, que ao
analisar genotipicamente e fenotipicamente individuos de uma familia tentam inferir
acerca da probabilidade de causalidade dessa mutacgao, ou seja, se essa mutagao podera
ser responsavel por causar doenca nos individuos da familia afetados. Varias abordagens
estatisticas podem ser usadas por geneticistas de modo a calcular o likehood ratio for
causality, que permitird classificar uma mutacdao de acordo com as cinco categorias
estalecidas pela ACMG/AMP. Quanto mais individuos incluidos, maior a probabilidade
de classificacdo de uma variante (Tsai et al., 2018). Todas estas caracteristicas permitem

classificar as variantes segundo a ACMG/AMP como apresentado no anexo 3.

Caso a mutacdo seja reclassificada como patogénica, potencialmente patogénica,

benigna ou potencialmente benigna deve ser seguido o fluxograma tendo em conta a
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nova reclassificacdo. Caso a mutacdo permaneca uma variante de significado
indeterminado ndo deverdo ser tomadas decisdes clinicas com base nesta informacao
genética e, portanto, a abordagem serd semelhante a mutacdo benigna ou
provavelmente benigna, com realizacdo posterior de RM, como descrito acima.

O fluxograma 3 pretende sistematizar esta informacao, apresentando a abordagem ao

dador vivo aparentado consoante a mutacdo identificada no recetor.

Mutagao Identificada no
Recetor

Benigna VUS Patogénica
ou ou
. Provavelmente Patogénica
Provavelmente Benigna

[ Tentativa de Reclassificagao ]

-

[ Teste de Segregagao ] Pesquisa por Sanger no
Dador

Manuntengao Mutacio reclassificada Mutagdo Mutacao nao
de VUS em (Provavelmente) Encontrada encontrada
Benigna ou
(Provavelmente)
Patogénica
[ RM >10 quistos } Exclusio de dador
\ )| Prosseguir

< 5 quistos J

5-10 quist Discussao com o dador
quistos acerca de riscos de doagao

Fluxograma 3: Abordagem ao dador vivo aparentado na DRPAD consoante a mutagao

identificada no recetor. Na tentativa de reclassificacdo de uma VUS devem ser tentadas outras
abordagens. Estas incluem consulta periddica de bases de dados como gnomAD
(https://www.gnomad.broadinstitute.org ), disease databases [ex: ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar); PKDB ( https://pkdb.mayo.edu/) e a utilizacdo de programas de
predicdo de patogenicidade in silico [ex: PolyPhen (http://www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2/);
MutationTaster (https://www.mutationtaster.org)]; RM — Ressonancia Magnética; VUS — Variante de
significado indeterminado

com doagdo
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Aconselhamento Genético

O aconselhamento genético pré e pos teste é essencial, e tem como objetivo no pré-
teste esclarecer os potenciais resultados do teste genético, nomeadamente a
probabilidade de identificar a mutacdo causal, a possibilidade de ser identificada uma
mutacdo de significado indeterminado, que poderd ndo alterar a abordagem
terapéutica, a possivel identificacdo de mutagdes acidentais noutros genes, sobretudo
se usadas técnicas como WGS, WES ou painéis alargados, e as suas possiveis
implicagdes. Na consulta pds-teste é importante ndo sé clarificar o progndstico e
possiveis abordagens terapéuticas como a discussdo da necessidade de rastreios
familiares (Knoers et al., 2022).

Os geneticistas tém um papel central na abordagem e aconselhamento destes
individuos, encarregando-se da prescricdo de testes em individuos assintomaticos, ou

seja, nos potenciais dadores vivos aparentados.

LimitagOes

Apesar de ser expectavel que este algoritmo facilite a avaliacdo de dadores vivos
aparentados na DRPAD na grande maioria dos casos, este apresenta limitacdes. Os
estudos imagiolégicos que sustentam todo o algoritmo, apesar de devidamente
validados, incluiram apenas individuos cuja probabilidade de desenvolver DRPAD é de
50%. Uma probabilidade pré-teste de 50% é apenas obtida caso os individuos
aparentados avaliados sejam familiares em primeiro grau do recetor (Pais-filhos e
irmdos), o que podera ndo se aplicar (i.e. primos, tios, etc). Considera-se, no entanto,
gue esta condicdo ndo deve ser interpretada como limitante na avaliacdo de doentes
aparentados que ndo sejam familiares em primeiro grau.

Dada a inclusdo relativamente recente de testes genéticos na pratica clinica ha ainda
discrepancia nos resultados obtidos consoante o laboratério, sobretudo em genes de
sequenciacao dificil como o PKD1. Desta forma, devem ser requisitados testes genéticos
a laboratérios nacionais de referéncia, de modo a minimizar este risco. Adicionalmente,
e como verificdmos nos estudos analisados, as técnicas de sequenciacdo utilizadas

podem influenciar o VPN e assim a probabilidade de excluir com certeza doenca.
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Conclusdao

Atualmente, o transplante renal constitui a terapéutica substitutiva da funcdo renal que
mais beneficia doentes com doenca renal crénica terminal, sendo previsivel que a
avaliacdo de dadores vivos seja cada vez mais frequente na pratica clinica. Neste
trabalho procurou realizar-se uma extensa pesquisa bibliografica com vista a realizacao
de um algoritmo que permitisse auxiliar os clinicos na avaliacdo de dadores vivos
aparentados na DRPAD, a doenca genética renal mais frequente.

Esta analise permitiu evidenciar a variabilidade fenotipica e genotipica desta doenca.
Estas caracteristicas tornam particularmente desafiante a elaboracdao de um algoritmo
gue permita a exclusdo de doenga em potenciais dadores vivos aparentados.

Tendo em consideracdo a robustez dos dados recolhidos na literatura, este algoritmo
apresenta-se como um instrumento que consideramos seguro no auxilio da tomada de
decisdo. Esta abordagem beneficia ndo sé o potencial dador e recetor do transplante
renal, como o clinico, dado que a complexidade genética desta questdo podera ser um
obstaculo na avaliacdo dos mesmos. Por fim, aconselha-se que este fluxograma seja
testado na pratica clinica de modo a averiguar a sua utilidade no encaminhamento

destes doentes.
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Anexo 1 — Diagnostico Diferencial de DRPAD

Padrao de
Doenga Epidemiologia Hereditariedade Quadro Clinico Referéncias
/Mutacgido
Oligohidramnios e hipoplasia pulmonar in Utero; Fibrose hepatica (Harris et al., 2002;
AR congénita, doenga de Caroli; No inicio da vida: rins quisticos aumentados e | Pei & Watnick,
DRPAR 1:20 000 L .
PKHD1 ecogénicos, tornando-se menores ao longo do tempo. Quistos raramente | 2010)
excedem 1-2cm.
DRPAR 1: 3 000 000 AR Rins aymenta?do;s com Pequenos e numerosos quistos, hiperecogénicos e (Lanktree et al., 2021)
DzZP1L sem diferenciagao cortico-medular
DR.PAD 1:12 312 AD Quistos hepajclcos pres?ntfas em ?Iguns Casos; - (Harris et al., 2002;
associado ao DNAJB11 Pequenos quistos renais bilaterais, sem aumento ht-VRT. Em individuos Lanktree et al., 2021)
DNAJB11 mais velhos, rins fibréticos e pode ocorrer DRC [3] Y
AD Fendtipo com quistos hepaticos predominantemente associados a
Doenga GANAB pequeio nl]m(gro de quisr')cos ren:\)iS' (Harris et al., 2002;
hepética NA ALGS; LRPS GANAB: Overlap entre DRPAD e DHPAD Pei & Watnick,
L, PRKCSH, SEC63; " T ~ 2010)
poliquistica ALG9: semelhante a fendtipo de DRTAD, com rins diminuidos e func¢do
SEC61B; ALG9 L
renal diminuida
AD Desenvolvimento de numerosos tumores benignos; hemangioblastoma da
Slndro.me de 1:50 000 Mutacio do gene ret.lnla/.SNC; quistos pancredticos; feocromocitoma, cistoadenoma do (Barua & Pei, 2010;
von Hippel- epididimo
. supressor tumoral . , . . u Gaur et al., 2019)
Lindau VHL Carcinoma de células renais, por norma bilateral com formacgao
concomitante de quistos renais
AD LesBes cutaneas, hamartomas da retina, convulsdes; angiomiolipomas
Mutagdo TSC1 e renais; (Barua & Pei, 2010;
Esclerose 1:10 000 TSC2; Delegdo Doenga poliquistica da infancia com evolugdo para DRC nas duas primeiras | Gaur et al., 2019)
Tuberosa contigua de décadas de vida

PKD1/TSC2

Ecograficamente lesGes hiperecoicas no cértex renal
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Doenga Renal

Tubulo Variavel AD Quistos renais pequenos em rins pequenos ou de dimensdes normais
| Upuor UMOD, MUCL, : pequenos em rins peque rmas, (Harris et al., 2002;
intersticial consoante o com fibrose tubulo intersticial e evolugdo para DRC com necessidade de
Autossémica subtipo REN1, SEC61, TSER Lanktree et al., 2021)
: P HNF1B, DNAJB11 ‘
Dominante
AR
NPHP1 (20%), AHI1,
ATXN10, CEP41,
GLIS2, IFT122, Ciliopatia: Defeitos na retina, fibrose hepatica, anomalias esqueléticas,
IFT43, IFT140, disturbios do desenvolvimento do sistema nervoso;
. . 1QCB1,NEKS, AlteragBes na concentrac¢do de urina, polidipsia e polidria, DRC com .
Nefronoftise | 1:100 000 NPHP3, NPHP4, necessidade de TSFR durante a infancia/adolescéncia; Rins de tamanho (Santoni et al,, 2020)
SDCCAGS, normal com aumento da ecogenicidade, associado em alguns casos a
TMEM138, TMEM?2 | quistos renais. Bidpsia: tubular basement lesions e fibrose intersticial
16, TMEM67,
TTC21B,WDR19,
XPNPEP3
Ciliopatia: Degeneracdo da retina, ataxia, hipotonia, malformacd&es faciais
AR e cardiacas, polidactilia, oligospermia e infertilidade, dificuldades na
Sindrome de ) 0 aprendizagem
Bardet-Bied| 1:125 000 (BZB()i/l)(SOA), BB510 Evolugdo para DRC com necessidade de TSFR; AlteragGes estruturais do (Atmis et al., 2013)
? sistema urinario;
Ecografia: Quistos quisticos, hiperecogénicos e com hipoplasia renal.
, Ligada ao X Letal para embrides do sexo masculino, fenda palatina, lingua bifida,
Sindrome . . . . ) . . o X . .
.y s Muito raro Dominante; hipertelorismo, crista nasal alargada, sindactilia, malformacdes do sistema | Pei & Watnick, 2010)
orofacialdigital ~
Mutacao no OFD1 nervoso central
Comum,
aumenta a Funcdo Renal normal
Quistos renais | incidéncia com ) ¢ C o . . . (Gaur et al., 2019;
. . Rins de normais dimensdées. Quistos podem ser unilaterais, mas com o .
simples aidade . . . Simms et al., 2015)
envelhecimento podem tornar-se bilaterais.
Rarose <30
anos;
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Comum
Doentes com

Rins de pequenas dimensdes; parénquima com sinais de atrofia e

Doenca Renal DRCT por . ~ s . . ~
o proliferagcdo de multiplos quistos de pequenas dimensdes. Devem ser
Quistica normaem . ;o L . .
.. . despistadas possiveis complicagdes como hemorragia ou desenvolvimento | (Gaur et al., 2019)
Adquirida dialise. .
. de neoplasia.
Sem historia
prévia de
doenga quistica
Ocorre em Quistos de paredes espessadas irregulares e com separagdes internas sao
pacientes com caracteristicas de suspei¢do. Devem ser reavaliados através de nova
Carcinoma de DRPAD, mas ecografia posteriormente ou por RM que distingue lesdes benignas de

células Renais

com a mesma
incidéncia que
na populacdo
geral.

malignas. Caso hd ganho de realce apds a administracao de gadolineo
deve ser realizada bidpsia jd que a maioria dos quistos benignos
complexos ndo captam contraste. A escala de Bosniak auxilia nesta
distingao.

(Gaur et al., 2019)
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Anexo 2: Avaliagao Standard do Dador Renal Vivo

Parametros a avaliar

MCDTS

Fungdo Renal

-TFG

- Albuminuria (Racio
albumina-creatinina;
confirmacdo por taxa de
excrecdo de albumina)

- Hematuria

Ureia e creatinina séricas
Urina Il com sedimento urinario e urocultura
Renograma (confirmagdo da TFG e simetria)

Elegiveis:

TFG > 90mL/min por 1.73 m?

Albuminuria < 30mg/d

Hematuria: equacionar se causa reversivel
Contraindicagoes:

TFG < 60 mL/min por 1.73m?
Albuminuria>100mg/d

Despiste de Doengas
Infeciosas

HIV, HBV, HCV, CMV, EBV, Treponema
pallidum , enzimologia hepatica e caso
indicado para Mycobacterium tuberculosis,
Strongyloides, Trypanosoma cruzi, virus do
Nilo Ocidental, Histoplasmose e/ou
Coccidiomicose.

Abordagem individualizada.

Fatores de risco
Cardiovasculares

Hemograma completo; glicémia, perfil
lipidico (colesterol total, LDL-C, HDL-C e
triglicerideos); fungao tiroideia; calculo do
IMC

Elegiveis:

IMC>30 kg/m?; dislipidemia; pré-
diabetes ou DM tipo 2: decisdo deve ser
individualizada

Contraindicagoes:

DM tipo 1

Despiste HTA

Medicdo da PA em duas ocasiGes; MAPA, se
necessario.

Elegiveis: Valores de PA normais,
consoante as normas de cada pais ou se
historia de HTA, PA controlada com até
dois farmacos anti-hipertensores e sem
evidéncia de lesdo de drgdo-alvo.

Despiste da uricémia e
alteragdes do metabolismo
fosfo-calcio

Metabolismo fosfo-célcico e acido urico?

Abordagem individualizada

Despiste de calculos Renais

Exames de imagem (como a TC)

Se histdria/ presenca de célculos renais
decisdo deve ter em conta risco de
recorréncia

Rastreios oncoldgicos

Rastreio para cancro do colo do utero,
mama, colo-retal e préstata, quando
aplicavel.

Contraindicagoes:
Cancro ativo

Testes de compatibilidade

Genotipagem ABO em duas ocasides;
Tipagem do HLA para o MHC Classe | (A, B,
C) e Classe Il (DP, DQ, DR); avaliacdo no
recetor de anticorpos anti-HLA especificos
contra o dador;

Gravidez

Teste de gravidez

Avaliacdo Pré-Operatodria

Avaliac3do de riscos perioperatdrios comuns a
outras cirurgias ndo cardiacas, tais como risco
cardiaco, pulmonar, hemorragico e
relacionado com a anestesia

Radiografia de Térax;

ECG ;Ecocardiograma, prova de
esforgo/cintigrafia cardiaca se fatores de
risco

Provas de Funcdo respiratoria se fatores
de risco nomeadamente fumador

Avaliagdo Cirurgica Renal
do Dador

Angio TC renal bilateral

Angio TC — Angiotomografia Compotorizada; CMV - Citomegalovirus DM — Diabetes Mellitus; EBV - Virus
Epstein-Barr; ECG — Eletrocardiograma; HLA - antigénio leucocitario humano; HBV — Virus da Hepatite B;
HCV - Virus da Hepatite C; HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana; HTA — Hipertensdo Arterial; IMC —

indice de massa corporal; MAPA — Monitorizagdo ambulatdria da pressdo arterial; PA — Pressdo arterial;
TFG — Taxa de Filtragcdo Glomerular;
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Anexo 3 — Classificagdo de variantes segundo a ACMG/AMP

Table 3 Criteria for classifying pathogenic variants

Evidence of pathogenicity Category
Very strong PVS1 null variant (nonsense, frameshift, canonical 1 or 2 splice sites, initiation codon, single or multiexon
deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of disease
Caveats:
* Beware of genes where LOF is not a known disease mechanism (e.g., GFAP, MYH?7)
 Use caution interpreting LOF variants at the extreme 3’ end of a gene
* Use caution with splice variants that are predicted to lead to exon skipping but leave the remainder of the
protein intact
* Use caution in the presence of multiple transcripts
Strong PS1 Same amino acid change as a previously established pathogenic variant regardless of nucleotide change
Example: Val-sLeu caused by either G>C or G>T in the same codon
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino acid/protein level
PS2 De novo (both maternity and paternity confirmed) in a patient with the disease and no family history
Note: Confirmation of paternity only is insufficient. Egg donation, surrogate motherhood, errors in embryo
transfer, and so on, can contribute to nonmaternity.
PS3 Well-established in vitro or in vivo functional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene
product
Note: Functional studies that have been validated and shown to be reproducible and robust in a dinical
diagnostic laboratory setting are considered the most well established.
PS4 The prevalence of the variant in affected individuals is significantly increased compared with the prevalence
in controls
Note 1: Relative risk or OR, as obtained from case-control studies, is >5.0, and the confidence interval around
the estimate of relative risk or OR does not include 1.0. See the article for detailed guidance.
Note 2: In instances of very rare variants where case-control studies may not reach statistical significance, the
prior observation of the vanant in multiple unrelated patients with the same phenotype, and its absence in
controls, may be used as moderate level of evidence.
Moderate PM1 Located in a mutational hot spot and/or critical and well-established functional domain (e.g., active site of
an enzyme) without benign variation
PM2 Absent from controls (or at extremely low frequency if recessive) (Table 6) in Exome Sequencing Project,
1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium
Caveat: Population data for insertions/deletions may be poorly called by next-generation sequencing.
PM3 For recessive disorders, detected in trans with a pathogenic variant
Note: This requires testing of parents (or offspring) to determine phase.
PM4 Protein length changes as a result of in-frame deletions/insertions in a nonrepeat region or stop-loss vaniants
PM5 Novel missense change at an amino acid residue where a different missense change determined to be
pathogenic has been seen before
Example: Arg156His is pathogenic; now you observe Arg156Cys
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amino acid/protein level.
PM6 Assumed de novo, but without confirmation of paternity and maternity
Supporting PP1 Cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene definitively known to cause the

disease
Note: May be used as stronger evidence with increasing segregation data

PP2 Missense variant in a gene that has a low rate of benign missense variation and in which missense variants
are a common mechanism of disease

PP3 Multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on the gene or gene product
(conservation, evolutionary, splicing impact, etc.)

Caveat: Because many in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each
algorithm should not be counted as an independent criterion. PP3 can be used only once in any evaluation of
avariant.

PP4 Patient's phenotype or family history is highly specific for a disease with a single genetic etiology

PPS Reputable source recently reports variant as pathogenic, but the evidence is not available to the laboratory
to perform an independent evaluation

LOF, loss of function; OR, odds ratio.
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Table 4 Criteria for classifying benign variants

Evidence of benign
impact

Category

Stand-alone
Strong

Supporting

BA1 Allele frequency is >5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium
BS1 Allele frequency is greater than expected for disorder (see Table 6)

BS2 Observed in a healthy adult individual for a recessive (homozygous), dominant (heterozygous), or X-linked
(hemizygous) disorder, with full penetrance expected at an early age

BS3 Well-established in vitro or in vivo functional studies show no damaging effect on protein function or splicing
BS4 Lack of segregation in affected members of a family

Caveat: The presence of phenocopies for common phenotypes (i.e., cancer, epilepsy) can mimic lack of segregation
among affected individuals. Also, families may have more than one pathogenic variant contributing to an autosomal
dominant disorder, further confounding an apparent lack of segregation.

BP1 Missense variant in a gene for which primarily truncating variants are known to cause disease

BP2 Observed in trans with a pathogenic variant for a fully penetrant dominant gene/disorder or observed in cis with a
pathogenic variant in any inheritance pattern

BP3 In-frame deletions/insertions in a repetitive region without a known function

BP4 Multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or gene product (conservation, evolutionary,
splicing impact, etc.)

Caveat: Because many in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each algorithm
cannot be counted as an independent criterion. BP4 can be used only once in any evaluation of a variant.

BPS Variant found in a case with an alternate molecular basis for disease

BP6 Reputable source recently reports variant as benign, but the evidence is not available to the laboratory to perform an
independent evaluation

BP7 A synonymous (silent) variant for which splicing prediction algorithms predict no impact to the splice consensus
sequence nor the creation of a new splice site AND the nucleotide is not highly conserved

Table 5 Rules for combining criteria to classify sequence

variants
Pathogenic

Likely pathogenic

Benign

Likely benign

Uncertain
significance

(i) 1 Verystrong (PVS1) AND
(a) 21 Strong (PS1-PS4) OR
(b) =2 Moderate (PM1-PM6) OR

(c) 1Moderate (PM1-PM6) and 1 supporting
(PP1-PP5) OR

(d) =2 Supporting (PP1-PP5)
(i) 22 Strong (PS1-PS4) OR
(iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND

(a)=3 Moderate (PM1-PM6) OR

(b)2 Moderate (PM1-PM6) AND 22
Supporting (PP1-PP5) OR

(c)1 Moderate (PM1-PM6) AND 24
supporting (PP1-PP5)

(i) 1 Verystrong (PVS1) AND 1 moderate (PM1-
PM6) OR

(i) 1 Strong (PS1-PS4) AND 1-2 moderate
(PM1-PM6) OR

(iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND 22 supporting
(PP1-PP5) OR

(iv) 23 Moderate (PM1-PM6) OR

{v) 2 Moderate (PM1-PM6) AND 22 supporting
(PP1-PPS) OR

(vi) 1 Moderate (PM1-PM6) AND 24 supporting
(PP1-PP5)

(i) 1Stand-alone (BA1) OR
(i) =2 Strong (BS1-BS4)

(i) 1Strong (BS1-854) and 1 supporting (BP1-
BP7) OR

(i) =2 Supporting (BP1-BP7)
(i) Other criteria shown above are not met OR

(ii) the criteria for benign and pathogenic are
contradictory
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