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Resumo

O Programa Nacional de Diagnéstico Precoce iniciou-se em
1979 com o rastreio da fenilcetontria (PKU), passando em
1981 a incluir o rastreio do hipotiroidismo congénito (HC).

Em 2005 foi iniciado o rastreio neonatal alargado a mais 13
doencas hereditdrias do metabolismo por espectrometria de
massa em tandem (MS/MS), num estudo piloto a realizar em
100.000 recém-nascidos. Até ao final do ano foram abrangi-
das as regides Norte e Centro tendo sido rastreados 54.650
RN e detectados 12 casos positivos (1/4.554). Foram identifi-
cadas seis patologias diferentes, pertencentes aos vdrios
grupos metabdlicos estudados: aminoacidopatias (PKU/hiper-
fenilalaninemia, leucinose), aciddrias organicas (aciduria 3-
hidroxi-3-metilglutarica), doencas do ciclo da ureia (citruli-
nemia) e doencas da B-oxidagdo mitocondrial dos dcidos
gordos (MCAD, LCHAD). Identificaram-se ainda mais qua-
tro casos com trés patologias distintas (homocistiniria, tirosi-
nemia tipo I e 3-metilcrotonilgliciniria), ndo incluidas inicial-
mente no estudo piloto.

Em fungdo da avaliagdo efectuada, este estudo vai prosseguir
estendendo-se progressivamente a todo o pais e incluindo no
leque de doengas rastreadas a 3-metilcrotonilglicintria e a
tirosinemia tipo 1. Deste modo, o estudo piloto passard a in-
cluir 16 patologias diferentes.
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Expanded newborn screening in Portugal: pre-
liminary results

Abstract

The Portuguese Neonatal Screening Program begun in 1979
with the screening for phenylketonuria (PKU) and since 1981
congenital hypothyroidism screening (CH) has also been
included.

In 2005, a pilot study of 100,000 newborns was started,
including 13 additional inborn errors of metabolism screened
by tandem mass spectrometry (MS/MS). Until the end of the
year 2005, 54.650 neonates from the Northern and Centre
regions were screened and 12 positive cases (1/4,554) were
detected. Six different diseases were identified from all the
metabolic groups studied: amino acid disorders (PKU/hyper-
phenylalaninemias, MSUD), organic acidurias (3-hydroxy-3-
methylglutaric aciduria), urea cycle disorders (citullinemia)
and disorders of mitochondrial fatty acyl-CoA beta-oxidation
(MCAD, LCHAD). Four more cases with three different dis-
eases, not included in the pilot study for expanded newborn
screening, were identified (homocystinuria, tyrosinemia type
I and 3- methylcrotonylglycinuria).

After this evaluation, the study will be expanded to the whole
of Portugal including also tyrosinemia type I and 3-methyl-
crotonylglycinuria. Thus, 16 different disorders will be scree-
ned in the pilot study.
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Introducao

O rastreio neonatal € um programa sistemdtico destinado a
todos os recém-nascidos (RN), tendo como objectivo evitar a
evolucdo da patologia rastreada através do diagnéstico pré-
-sintomadtico e da instituicdo precoce de terapia adequada.

A incorporag@o de uma determinada doenca nos Programas de
detec¢ao neonatal deve cumprir diversos critérios, dos quais
destacamos ": (i) existéncia de um marcador bioquimico eco-
némico, sensivel, e especifico sem “falsos negativos™ e com o
menor nimero possivel de “falsos positivos”, aplicdvel para a
identificacdo da doenca ou condicdo no periodo pré-sinto-
matico, (ii) existéncia de possibilidades de tratamento eficaz
para a doenca que se deseja detectar, sendo a probabilidade de
sucesso maior se o tratamento se iniciar no periodo pré-sinto-
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matico, (iii) frequéncia e relagao custos/beneficios aceitdveis
em termos de satde piiblica.

O Programa Nacional de Diagnéstico Precoce iniciou-se em
1979 com o rastreio da fenilcetontiria (PKU) 2 e em 1981
passou também a efectuar-se o rastreio do hipotiroidismo
congénito (HC). Este Programa tem a sua base no Instituto de
Genética Médica (IGM).

A colheita de sangue € actualmente efectuada nos Hospitais
ou Centros de Satde, entre o terceiro e o sexto dias de vida,
sendo o sangue colhido para uma ficha com papel de filtro
adequado (Schleicher and Schuell 903, S&S) e posterior-
mente enviado para o Laboratério Nacional de Rastreios. Este
rastreio € voluntdrio e tem actualmente uma taxa de cobertura
de 99,3% com um tempo médio de inicio de tratamento de
11,2 dias apds o nascimento °.

Durante os 27 anos de existéncia deste Programa foram efec-
tuados estudos piloto para a hiperplasia congénita das supra-
renais e défice em biotinidase em 100.000 RN, e para a fibro-
se quistica em 40.000 RN, com o objectivo de determinar o
interesse da realizagdo destes rastreios a nivel nacional.

No rastreio experimental da hiperplasia congénita das supra-
renais, efectuado entre 1986 e 1987, foram detectados sete
casos com esta doenca (prevaléncia 1/14.500), mas somente
em dois casos o rastreio se antecipou ao diagnéstico clinico *.
O tempo médio de inicio de tratamento era entdo de 20-25
dias, o que nos levou a concluir que o rastreio nio deveria ser
feito enquanto nio fosse possivel baixar esse tempo para os 8-
-10 dias °.

Entre 1990 e 1992 procedeu-se ao rastreio piloto da deficién-
cia em biotinidase, tendo sido detectados dois casos de défice
parcial (1/50.000) e dois de défice profundo (1/50.000). Dada
a baixa prevaléncia desta afecc@o a opgdo foi ndo a incluir no
rastreio sistemdtico °.

Entre 1992 e 1995, em colaboragdo com o Hospital de Crian-
¢as Maria Pia e o Hospital Pedidtrico de Coimbra, procedeu-
-se ao rastreio experimental da fibrose quistica tendo sido
identificados quatro casos (prevaléncia 1/10.000) nos distritos
do Porto e de Coimbra °. Este rastreio ndo foi implementado
devido a inexisténcia de tratamento especifico e a inespecifi-
cidade do marcador (IRT-tripsina imunoreactiva), com mais
de 1% de resultados falsos positivos. Ao contréario do que se
verifica noutros pafses, ndo € muito Util recorrer 2 pesquisa da
mutacdo AF508 no sentido de diminuir a taxa de falsos posi-
tivos, uma vez que esta muta¢do apresenta comparativamente
uma menor frequéncia na populagao portuguesa ’.

Pelas razoes anteriormente referidas, estes rastreios nio
prosseguiram de forma sistemaética °. Até ao final do ano de
2005 foram rastreados 2.590.890 RN para a PKU e
2.558.645 RN para o HC e encontrados 1043 doentes (237
com PKU, prevaléncia de 1/10.932 e 806 com HC, prevalén-
ciade 1/3.174) °.

Nos tltimos anos foi melhorada a taxa de cobertura, encurta-
do o tempo médio de inicio do tratamento, e alargada a gama
de alimentos hipoproteicos, essenciais para o tratamento de
algumas doencas hereditdrias do metabolismo (DHM), dispo-
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niveis em Portugal. Em 1992 foi criada a Associagdo Portu-
guesa de Fenilcetontiria - APOFEN - o que veio possibilitar o
melhor relacionamento dos pais e doentes PKU portugueses
entre si e com os dos outros paises europeus (ESPKU). Poste-
riormente, a accdo da APOFEN passou a abranger todas as
outras DHM.

Recentemente, e devido aos novos desenvolvimentos tecnol6-
gicos, outras patologias passaram a ser passiveis de rastreio
neonatal.

Os aminoécidos e as acilcarnitinas partilham semelhancas
estruturais entre si que possibilitam a sua anélise por espectro-
metria de massa, tendo sido a metodologia subjacente desen-
volvida no inicio dos anos 90 *°. A espectrometria de massa é
uma metodologia altamente sensivel que permite identificar
compostos com base no seu padrao de fragmentacao (espectro
de massa), que € caracteristico de cada substincia em condi-
¢oOes analiticas bem definidas.

A espectrometria de massa em tandem (MS/MS) ndo substitui
os métodos cldssicos de rastreio utilizados para o hipotiroidis-
mo, hemoglobinopatias, hiperplasia congénita das supra-re-
nais, fibrose quistica ou galactosemia, mas permite que
através de uma tinica amostra de sangue colhido sobre papel
de filtro se possa fazer a determinagdo de varios metabolitos,
possibilitando assim o rastreio simultineo de mais de 30
DHM .

As DHM constituem um grupo de doengas genéticas raras ',
mas que t&ém uma considerdvel importéncia em satide piiblica,
nao s6 devido a sua frequéncia conjunta, mas também devido
as graves consequéncias que acarretam para os RN, lactentes
ou criangas afectadas. Se estas doengas nao forem diagnosti-
cadas e tratadas atempadamente podem provocar atraso men-
tal irreversivel (moderado a grave), atraso motor, alteragdes
neuroldgicas ou mesmo a morte.

Objectivos

Este trabalho tem por objectivo avaliar os resultados prelimi-
nares do estudo piloto do rastreio neonatal de 14 DHM, por
MS/MS, assim como conhecer melhor a prevaléncia destas
doencas no nosso Pais.

Metodologia

Em 2002, ao abrigo do projecto “Saiide XXI” e com o intuito
de se proceder em Portugal ao alargamento do nimero de
patologias rastreadas, foram adquiridos dois espectrémetros
de massa em tandem para o Laboratério Nacional de Ras-
treios do IGM.

A introdugdo da tecnologia MS/MS nos Programas de Ras-
treio Neonatal que automatiza a deteccdo conjunta de grande
niimero de patologias, obriga a encarar o conceito de frequén-
cia de uma forma mais global. De acordo com esta nova reali-
dade e com os critérios j4 referidos, a Comissao Nacional para
o Diagnéstico Precoce decidiu incluir no estudo piloto do ras-
treio neonatal alargado as 14 DHM referidas no Quadro 1.
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Quadro | — Marcadores utilizados na identificagdo das patologias rastreadas.

Patologia Marcador Primario Marcador Secundario
Fenilcetonuria (PKU) MIM#261600 Phe Phe / Tyr
Leucinose (MSUD) MIM#248600 X-Leu Val
X-Leu / Phe
Val/ Phe
Citrulinemia MIM#215700 Cit Cit/ Arg
Aciduria Arginino-succinica (ASA) MIM#215700 ASA Cit
Cit/ Arg
Aciduria Propiénica (PA) MIM#606054 C3 C3/Cc2
C3/C16
Aciduria Metiimalénica (MMA) MIM#251000 C3 C3/C2
C3/C16
Aciddria Isovalérica (IVA) MIM#233500 C5 C5/C2
C5/C3
Aciduria 3-Hidroxi-3-Metilglutarica (3-HMG) MIM#246450 C50H ceDC
Aciduria Glutarica Tipo | (GA |) MIM#231670 C5DC Cs5DC/C8
C5DC / C16
Deficiéncia da Desidrogenase dos Ac. Gordos de Cadeia Cc8 C6
Média (MCAD) MIM#201460 Cc10
C10:1
C8/C10
Deficiéncia da Desidrogenase dos Ac. Gordos de Cadeia C14:1 C14:2
Muito Longa (VLCAD) MIM#201475 C14:1/C12:1
C14:1/C16
Deficiéncia da Desidrogenase dos Ac. Gordos Hidroxilados C160H C140H
de Cadeia Longa (LCHAD) MIM# 609016 C18:10H
C180H
C160H / C16
Deficiéncia em Carnitina-Palmitoil Transferase | C0/(C16+C18) -
(CPT I) MIM#255120
Deficiéncia em Carnitina-Palmitoil Transferase | 1 Co/ (C16+C18) C16 / C14:1

(CPT II') MIM#608836

Legenda: MIM - Mendelian Inheritance in Man; Phe - fenilalanina; Tyr - tirosina; Val - valina; X-Leu (leucina + isoleucina + alloisoleucina); Cit - citrulina; Arg -
arginina; ASA-acido arginino-succinico; CO - carnitina livre; C2 - acetilcamnitina; C3 - propionilcarnitina; C5 - isovalerilcarnitina; C50H - 3-OH-isovalerilcarnitina;
C5DC - glutarilcarnitina; C6 - hexanoilcarnitina; C6DC - adipoil/metilglutarilcarnitina; C8 - octanoilcarnitina; C10:1 - decenoilcarnitina; C10 - decanoilcamitina; C12:1
- dodecenoilcarnitina; C14:2 - tetradecadienoilcarnitina; C14:1 - tetradecenoilcamitina; C140H - 3-OH-tetradecanoilcarnitina; C16 - hexadecanoilcarnitina; C160H
- 3-OH-hexadecanoilcarnitina; C18 - octadecanoilcamitina; C18:10H - 3-OH-oleoilcarnitina; C180H - 3-OH-octadecanoilcarnitina; | - marcador onde se considera

uma diminui¢ao do valor.

O rastreio alargado das DHM exige centros de tratamento
especializados, com clinicos de adequada formacdo na édrea
das doencas metabdlicas e uma maior sensibilizagdo dos
pediatras para este tipo de patologias. Assim, foi constituida
uma rede de “Hospitais de Referéncia” dotados de Servico de
Urgéncia, Unidade de Cuidados Intensivos e Unidade de
Doencas Hereditdrias do Metabolismo. Estes hospitais estao
localizados em Lisboa (Hospital de Santa Maria e Hospital D.
Estefania), no Porto (Hospital de Sdo Joao/Hospital Maria Pia
e Centro Hospitalar de Gaia) e em Coimbra (Hospital Pedi-
trico de Coimbra) e actuam em estreita articulagdo com o
Laboratério Nacional de Rastreios, no sentido de se iniciar a
abordagem diagndstica e terap&utica em tempo ttil.

Antes de implementar o rastreio neonatal alargado, entende-
mos ser prudente e vantajoso proceder numa primeira fase a
um estudo piloto em 100.000 RN, comecando pelas regides
Norte e Centro. Este estudo iniciou-se em Marco de 2005 e os
resultados apresentados dizem respeito a 54.650 RN rastrea-
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dos até Dezembro do mesmo ano, com base em protocolos jd
descritos . Apés o estudo dos 100.000 RN serao avaliadas as
doencas que preenchem os critérios anteriormente definidos e
que passardo a ser rastreadas de uma forma sistemadtica. Pos-
teriormente, uma segunda fase do estudo piloto ser4 iniciada
para as patologias com uma menor prevaléncia ou cujos dados
analiticos obtidos sejam inconclusivos.

O rastreio simultdneo das 14 DHM ¢€ efectuado pela identifi-
cagdo e quantificagdo por MS/MS de cerca de 28 metabolitos
marcadores destas doencas e pelas razdes entre determinados
metabolitos . O tempo de anélise por MS/MS € reduzido
(2-3 min) comparativamente com a cromatografia (30-60
min), e a quantidade de sangue necessdria € exigua devido a
alta sensibilidade desta metodologia (circulo de papel de filtro
com 3.2mm, o que equivale a 3,2uL de sangue total).

A identifica¢@o das patologias por MS/ MS tem por base a
utilizac@o de dois tipos de marcadores: marcadores primarios
e secunddrios “. Entende-se por marcador primdrio de uma
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patologia, um marcador que estd sempre alterado na presenca
dessa patologia. Os marcadores secundérios sdo aqueles que
estdo frequentemente alterados e cuja alteracdo confirma a
patologia, ajudando a excluir outras patologias com marcado-
res em comum ou situagdes de alteragdo do marcador primé-
rio devido a factores extrinsecos, como administragio de
suplementos (ex: MCT-oil) ou medicamentos. Muitos dos
marcadores secunddrios utilizados sdo razdes de metabolitos,
sendo de realgar a existéncia de dois tipos de razdes: as meta-
bélicas, que relacionam metabolitos da mesma via metabdlica
(ex. Phe/Tyr, Cit/Arg, C8/C10, C14:1/C12:1) e as ndo-meta-
bélicas que relacionam metabolitos de diferentes vias metabd-
licas (ex. C5DC/C8, C5DC/C16, C160H/C16). Em ambos os
casos o objectivo principal da sua utilizagdo € evidenciar a
alteragao especifica do marcador primdrio, contribuindo desta
forma para a diminui¢do quer do nimero de falsos positivos,
quer do nimero de falsos negativos.

No Quadro I encontram-se referidos os marcadores primédrios
e secunddrios actualmente utilizados. Todas as andlises consi-
deradas como suspeitas sdo repetidas a partir da mesma amos-
tra, sendo o rastreio considerado como positivo apenas se os
dois doseamentos forem concordantes. No caso de isso nao
acontecer haverd lugar a uma nova repeticao.

Nos casos em que uma situagdo de descompensag¢do metabé-
lica possa estar eminente, contactamos de imediato a Unidade
de Doengas Metabélicas de referéncia da drea do RN, que
tomard as opcdes que entender como necessdrias para o trata-
mento ser instituido o mais rapidamente possivel. Em situa-
¢Oes menos graves os pais sdo contactados pela Comissao
Nacional para o Diagnéstico Precoce no sentido de se obte-
rem amostras de confirmacao.

Resultados

Nos 54.650 RN rastreados no estudo piloto foram encontra-
dos doze casos positivos, referentes a seis patologias diferen-
tes (Quadro II).

Quadro Il - Casos positivos referentes as patologias inicialmente
incluidas no estudo piloto.

Patologia N° Casos positivos
PKU/hiperfenilalaninemia 31

MSUD
Citrulinemia
ASA

PA

MMA

IVA

3-HMG
GAl

MCAD
VLCAD
LCHAD
CPTI

CPT Il

C|lo|(=|O|lw|lOo|=|O|loc|Oo|(o|=|N

Vilarinho L et al — Rastreio Neonatal Alargado

Foram identificadas patologias pertencentes aos vérios grupos
metabolicos estudados: aminoacidopatias (PKU/hiperfenil-
alaninemia, leucinose), acidiirias orgénicas (3-HMG), doen-
¢as do ciclo da ureia (citrulinemia) e doengas da B-oxidagdo
mitocondrial dos dcidos gordos (MCAD, LCHAD).

No total, foram pedidas 53 novas amostras para confirmagio
de resultados o que representa uma taxa de chamada de 0,1%.
Em 36 casos (0.07%) o resultado normalizou na segunda
amostra e s6 um caso foi enviado para um Centro de Trata-
mento sem que a hipétese de diagndstico se tenha confirmado.
Esta percentagem (falsos positivos) estd de acordo com o des-
crito na bibliografia referente ao rastreio por MS/MS noutros
paises '*. Até a data ndo temos conhecimento de nenhum
resultado falso negativo.

Foram sistematicamente observados 43 metabolitos por
amostra. Paralelamente com os 28 marcadores patolégicos
das 14 DHM que fazem parte integrante deste estudo, foram
avaliados outros metabolitos com o objectivo de considerar a
possibilidade futura de inclusdo de mais patologias neste
rastreio.

Da andlise conjunta dos 43 metabolitos resultou a identifica-
¢do de mais quatro casos positivos com trés patologias distin-
tas: um caso de homocistimiria (marcador: metionina), dois
casos de tirosinemia tipo I (marcador: tirosina) e um caso de
3-metilcrotonilglicintiria (marcador: C50H). Embora estas
patologias ndo tenham sido inicialmente incluidas no estudo
piloto, os RN por elas afectados foram encaminhados para os
hospitais de referéncia, confirmando-se a hipétese de diag-
néstico e encontrando-se sob tratamento e avaliagio médica.

Discussao

A introducdo de novas patologias no rastreio tornou necessa-
rio reorganizar todo o Programa Nacional de Diagnéstico
Precoce. A colheita de sangue foi antecipada para o terceiro
dia de vida, de acordo com o consenso internacional, o que se
reveste de particular importancia no rastreio das DHM de
descompensacao precoce. As fichas do rastreio foram modifi-
cadas, de modo a conter mais informagédo clinica, nomeada-
mente no que se refere a existéncia de ictericia, prematuridade
ou qualquer terapéutica que eventualmente o RN esteja a
efectuar, de forma a auxiliar na interpretago dos resultados
obtidos no laboratorio.

Desde o inicio do programa de rastreio que os pais s6 eram
contactados em caso de rastreio positivo, uma vez que ndo era
vidvel efectuar diariamente uma informacdo escrita dos
resultados negativos para cerca de 500 familias. Porém, com
o c6digo de barras anexado a ficha, este problema foi resol-
vido a partir de Marco de 2005, com a informag#o via Internet
destes resultados (www.diagnosticoprecoce.org). Trata-se
duma iniciativa pioneira, e pelo nimero de visitas didrias
efectuadas a esta pdgina, parece ter sido muito bem recebida
pelos pais.

Os marcadores utilizados para a identificagdo das patologias
foram inicialmente definidos com base no que estava descrito
na bibliografia *. O estudo retrospectivo de amostras patol6-
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gicas, a andlise permanente dos resultados que tém vindo a ser
obtidos neste estudo piloto e a revisdo bibliografica actua-
lizada relativamente a esta matéria, conduziram no entanto, a
exclusdo de alguns, a introduc@o de outros e a actualizagio
dos respectivos limiares de decisdo.

Durante este estudo, foi ainda implementada a técnica para
determinagio do 4cido arginino-succinico ', para rastreio da
aciddria arginino-succinica. Anteriormente, este rastreio era
efectuado indirectamente pelos valores moderadamente
elevados de citrulina, o que originava um elevado niimero de
falsos positivos.

A tirosinemia tipo I e a homocistinuria cldssica, embora sejam
aminoacidopatias tratdveis, ndo estavam incluidas neste
estudo piloto porque os biomarcadores utilizados, tirosina e
metionina respectivamente, aumentam também nos RN
secunddriamente a outras situagdes, originando assim falsos
positivos.

No sentido de introduzir a tirosinemia tipo I no rastreio meta-
bélico alargado, implementou-se a técnica para doseamento
em sangue colhido sobre papel de filtro da succinilacetona ",
que € o metabolito patognoménico desta doenga.

No caso de homocistintiria, foi possivel estabelecer um diag-
néstico devido ao valor anormalmente elevado de metionina.
Porém, sé serd possivel incluir esta patologia no rastreio
quando for implementado o método para doseamento de
homocisteina, que é o marcador especifico para esta doenga.

E de referir que o diagndstico de dois casos de leucinose e trés
de MCAD leva a pensar que a prevaléncia destas patologias
no Pafs podera ser superior a descrita na literatura ".

Um rastreio neonatal deve constituir-se como um Programa
de Satde Piblica com caracteristicas dindmicas, aberto a
novas metodologias e terapéuticas e contemplando doengas
endocrino-metabdlicas ou genéticas. Vérios estudos jd publi-
cados sdo concordantes quanto as vantagens deste tipo de
rastreio por MS/MS e relativamente a outros rastreios como o
do cancro da mama ou da prostata .

Conclusoes

Em fungdo da avaliagao dos resultados do rastreio de 54.650
RN, do ajuste dos marcadores e correspondentes limiares de
decisdo, e das novas técnicas implementadas, o estudo piloto
prosseguira até ao nimero total de 100.000 RN, expandindo-
se progressivamente a todo o Pafs e incluindo no leque das
doencas rastreadas a 3-metilcrotonilgliciniria e a tirosinemia
tipo L. Deste modo, este estudo passard a incluir o rastreio
sistemdtico de 16 doencas.

Com base nos resultados preliminares obtidos, a prevaléncia
conjunta destas patologias parece justificar a realizagdo do
rastreio alargado em Portugal.

A utilizagdo do randem mass no rastreio neonatal sistemdtico
abre novos horizontes para varias DHM, lanca novos desafios

a medicina preventiva e levanta novas questdes no tratamento
destas doencas.

Com o estabelecimento deste rastreio em todo o Pais, espera-
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mos manter o Programa Nacional de Diagnéstico Precoce na
primeira linha dos Programas de rastreio europeus e contri-
buir para uma melhor qualidade de vida das criangas portu-
guesas.
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