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RESUMO

As doencas chamadas Erros Inatos do Metabolismo (EIM) séo
individualmente raras, no entanto coletivamente numerosas®®, com uma incidéncia
estimada de 1:800 nascidos vivos nos EUA?3. Estdo presentes em todos 0s grupos
étnicos e distribuidas em todas as idades. S&o decorrentes de defeitos genéticos
gue resultam em anormalidades na sintese e catabolismo de proteinas,
carboidratos, gorduras ou moléculas complexas™ **. Apresentam uma gama grande
de sintomas que se distribuem por todos os 6rgéos e sistemas, com inicio na vida
neonatal ou adulta. Estas criancas podem apresentar retardo de crescimento
intrauterino ou, apds o nascimento, falha no crescimento e ganho de peso, sintomas
neurolégicos, sintomas psiquiatricos, alteragdes gastrointestinais, distarbios
cardiacos, alteracdes 6sseas, miopatia, alteracdes endocrinolégicas e alteraces do
balanco hidroeletrolitico entre outras'®. Existem tratamentos disponiveis com
eficacia comprovada, como dieta e terapia de reposicdo enzimatica, no entanto,
muitas outras terapias estéo sendo estudadas como futuras opcdes *. O objetivo de
um programa de triagem neonatal é a deteccao de doencas graves em recém-
nascidos no estado pré-sintomatico para a instituicdo do tratamento adequado o
mais rapido possivel, minimizando assim, a possibilidade de retardo mental e
sequelas graves™*®’. A aplicacdo da espectrometria de massa em tandem (MS/MS)
ao screening neonatal e ao diagndstico pré-natal possibilitou o diagnostico de muitas
destas doencas no estado pré-sintomatico™*. Como sdo doencas muito numerosas e
com sintomas que inicialmente podem aparentar ser inespecificos, a triagem
neonatal assume um papel de suma importancia na identificacdo destes casos?®*.
Este trabalho teve como propésito realizar uma revisao histérica dos programas de
screening neonatal no mundo ressaltando a importancia da expansdo dos
programas para um namero maior de doengas passiveis de tratamento, assim como
as preocupacdes inerentes a um programa de triagem neonatal e as futuras
direcBes a que podem ser levados estes programas.

Palavras - chaves (key words): erros inatos do metabolismo, screening neonatal,

expansao da triagem neonatal.



The Expanded Newborn Screening for Inborn Errors of Metabolism from the
past to the present

ABSTRACT

The disorders called Inborn erros of metabolism me are individually rare,
however collectively common, with estimate incidence of 1:800 live births in the
U.S.A.. They are included in every ethnic groups and all ages. These disorders come
from genetic deficiency that result in abnormalities in the synthesis and catabolism of
proteins, carbohydrates, fat or complex molecules. They present a great variety of
symptoms that are distributed among every organs and systems, beginning in
neonatal or advanced age. These children can show intrauterine growth retardation
or, after bith, failure to thrive, neurological and psychiatric symptoms, gastrointestinal
disturbances, heart disorders, bone problems, myophaty, endocrine dysfunction,
metabolic derangements among other. There are available treatment with recognized
efficacy, such as diet and enzyme replacement therapy, although, many other
therapies have been studying as future options. The main aim of newborn screening
program is to detect serious diseases in newborn babies on their presymptomatic
stage/ fase so that the adequate treatment can be started as soon possible,
minimizing the possibilities of mental retardation and severe trauma. The use
of tandem mass spectrometry (MS/MS) on newborn screening and the prenatal
diagnosis made it possible the diagnosis of a large number of these disorders on
their presymptomatic stage. As these diseases are large in numbers and with
symptoms which on their early stages are non specifics, the newborn screening has
an extremely important rol to identify these illnesses. The main aim of this research is
to make a hystoric review of newborn screening tests in different countries giving
great emphasis on the importance to expand this test to reach a greater number of
diseases which can be treated, as well as the concerns regarding the newborn

screening test and further direction in which these tests could cover.

Key words: Inborn errors of metabolism, Newborn screening, Expanded newborn

screening.



INTRODUCAO

As doencas chamadas Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sé&o
individualmente raras, no entanto coletivamente numerosas®=. Estdo presentes em
todos 0s grupos étnicos e distribuidas em todas as idades. Tém uma incidéncia
estimada de 1:800 nascidos vivos nos Estado Unidos da América (EUA). Nos outros
paises, a incidéncia geral e frequéncia das doencas individualmente variam de
acordo com a composicdo étnica da populacdo e extensdo dos programas de
screening neonatal, no entanto, acredita-se ser similar & incidéncia dos EUA. Dentre
recém-nascidos que desenvolvem sintomas de sepse sem fator de risco conhecido,
pelo menos 20% podem apresentar EIM?2,

Defeitos em um Gnico gene podem resultar em anormalidades na sintese ou
no catabolismo de proteinas, carboidrato, gorduras ou moléculas complexas. A
maioria é devida a um defeito em uma enzima ou proteina de transporte, que leva a
blogqueio de uma via metabdlica. Os efeitos sdo devido ao acimulo de substratos
téxicos antes do bloqueio, intermediarios de vias metabdlicas alternativas, defeitos
na producéo de energia e da deficiéncia causada pela utilizacdo de substratos além
do bloqueio, ou uma combinacdo destes fatores. Fisiopatologicamente, as
desordens metabélicas podem ser divididas em trés grupos diagndsticos® 2.

Grupo 1: desordens que levam a intoxicacdo — inclui doencas do
metabolismo intermediario que levam a uma intoxicacdo aguda ou progressiva
devido ao acumulo de metabdlitos tdxicos proximal ao bloqueio metabdlico. Sao os
erros inatos do catabolismo de aminoacidos, maioria das acidurias organicas,
defeitos congénitos do ciclo da uréia, intolerancias aos acgulcares, intoxicacbes por
metais, porfirias, erros inatos da sintese e catabolismo de neurotransmissores e da
sintese de aminoAcidos®.

Grupo 2: desordens envolvendo o metabolismo energético — grupo de
doencas cujos sintomas sao devidos ao menos em parte a deficiéncia na producao
ou utilizacdo da energia no figado, masculo, cérebro ou outros tecidos. Dividido em
defeitos energéticos citoplasméticos e mitocondriais. Sdo as acidemias lacticas,
desordens da cadeia respiratoria mitocondrial, defeitos do metabolismo dos &cidos
graxos e dos corpos cetdnicos, desordens da glicolise, metabolismo do glicogénio e
gliconeogénese, hiperinsulinismo, desordens do metabolismo da creatina e erros do
ciclo da pentose-fosfato®.

Grupo 3: desordens envolvendo moléculas complexas — este grupo
acomete organelas celulares e inclui doengcas da sintese ou catabolismo de
moléculas complexas. Inclui as desordens de deposito lisossomal, desordens
peroxissomais e desordens do transporte intracelular. Pertencem a este grupo a
deficiéncia de alfa-1-antitripsina, desordens congénitas da glicosila¢éo e erros inatos
da sintese do colesterol.

A constelacdo de sintomas das doencas metabdlicas é extensa, com
apresentacdo ocorrendo desde o periodo neonatal até a vida adulta ou final da
infancia e acometendo multiplos sistemas. Estas criangcas podem apresentar retardo
de crescimento intrauterino ou, apds o nascimento, falha no crescimento e ganho de
peso. Sintomas neurolégicos como hipotonia, convulsdes, distlrbios de movimento,
atraso do desenvolvimento e acidentes vasculares encefalicos, entre outros, sédo
comuns, assim como sintomas psiquiatricos (problemas comportamentais e autismo,
por exemplo). Muitos apresentam alteracdes gastrointestinais, como vomitos
recorrentes, diarréia, recusa alimentar, disfagia, ictericia. Disturbios cardiacos

6



também estdo presentes, geralmente na forma de cardiomiopatias e arritmias.
AlteracBes 6sseas, miopatia, mioglubinuria recorrente, alteragcdes endocrinoldgicas e
alteracdes do balanco hidroeletrolitico também estdo entre as muitas manifestacdes
possiveis™®.

As terapias atuais para estas doencas estdo direcionadas a amenizar 0s
sintomas pela restricdo de nutrientes para prevenir intoxicacées, suplementacao de
outros nutrientes para evitar deficiéncias, estimulacdo de vias alternativas para
disponibilizar precursores metabdlicos ou reposicdo das enzimas disfuncionais
através da infusdo intravenosa de proteinas. Recentemente novas drogas tém
surgido, com o objetivo de inibir reacdes enziméticas. Outro avanco atual no
tratamento é o desenvolvimento de chaperonas moleculares, pequenas moléculas
gue se ligam especificamente nas proteinas defeituosas, estabilizando sua
conformacdo e prevenindo a degradacdo precoce, permitindo assim, uma
sinalizacéo celular adequada. Outra terapia que vem sendo extensamente estudada
€ a terapia celular, com o transplante de hepatdcitos, assim como as terapias
génicas. Estas terapias, no entanto, estdo sendo realizadas experimentalmente,
enquanto as terapias com dieta e reposicdo enzimatica e, em alguns casos,
inibidores de reacdo enzimatica, ja estdo sendo realizadas a nivel populacional®.

O objetivo de um programa de triagem neonatal é a deteccdo de doencas
graves em recém-nascidos no estado pré-sintomatico para a instituicdo do
tratamento adequado o mais rapido possivel, minimizando assim, a possibilidade de
retardo mental e sequelas graves™>®’.

A aplicacdo da espectrometria de massa em tandem (MS/MS) ao screening
neonatal e ao diagnostico pré-natal possibilitou o diagndstico de muitas destas
doencas no estado pré-sintomatico. No entanto é fundamental ao profissional
médico o conhecimento destas doencas para a execucao de um diagnéstico rapido,
evitando ou minimizando sequelas graves. O diagnéstico clinico dos EIM depende
de alguns principios que devem ser seguidos. No contexto clinico apropriado:
considerar EIM em paralelo com outra condicAo mais comum; atentar se 0s
sintomas persistirem e permanecerem sem explicacdo apds tratamento e
investigacdo inicial para desordens mais comuns; suspeitar que qualquer morte
neonatal seja devida a um EIM, principalmente se a causa for por sepse; ndo definir
um sintoma ou uma sindrome como a etiologia, pois a causa de base pode ser um
EIM ainda ndo bem caracterizado; um EIM pode se apresentar em qualquer idade; a
maioria dos erros metabdlicos genéticos sdo hereditarios e transmitidos de forma
recessiva, a maioria dos casos individuais aparenta ser esporadica; inicialmente
pesquisgr erros inatos com tratamento, principalmente nos pacientes com doencas
agudas™.

Como sdo doencas muito numerosas e com sintomas que inicialmente
podem aparentar ser inespecificos, a triagem neonatal assume um papel de suma
importancia na identificacéo destes casos?°.

Este trabalho tem como propoésito realizar uma revisdo histérica dos
programas de screening neonatal no mundo ressaltando a importancia da expansao
dos programas para um nimero maior de doencas passiveis de tratamento, assim
como as preocupacgdes inerentes a um programa de triagem neonatal e as futuras
direcBes a que podem ser levados estes programas.



MATERIAS E METODOS

A pesquisa bibliogréafica foi realizada na base de dados eletrénicos PubMed.
Os titulos e resumos foram ordenados, seguido de leitura atenta dos artigos
completos, quando relevante.

Critérios de elegibilidade. Foram incluidos todos os tipos de desenhos de
estudo: ensaios clinicos randomizados (ou n&do), estudos observacionais,
retrospectivos e prospectivos, revisbes, metanalises, relatos de casos e artigos de
opinido.

ASPECTOS HISTORICOS
O Screening Neonatal na América do Norte e Europa

Antes do desenvolvimento dos programas de triagem neonatal, centenas de
criancas sofriam de retardo mental anualmente, secundario a fenilcetonudria ou
outras condigbes. Em 1934, Dr. Asbjgrn Fglling descreveu duas criangas com
retardo mental grave, aumento da excrecdo urinaria do &cido fenilpiravico e
caracterizou a heranca autossdmica recessiva da fenilcetonuria. O tratamento com
dieta livre de fenilalanina provou-se efetivo em 1954, demonstrando que o retardo
mental poderia ser prevenido, desde que estes pacientes pudessem ser tratados na
fase assintoméatica. O primeiro teste de triagem para fenilcetonudria era baseado na
deteccdo das fenilcetonas urinérias e tinha uma sensibilidade muito baixa®. No final
da década de 1950, nos Estados Unidos, o bidlogo Robert Guthrie passou a dirigir
seus estudos para a prevencdo da doenca mental e, com este objetivo, adaptou o
método de inibicdo bacteriana em que vinha trabalhando para a realizacao de
identificacdo de erros inatos do metabolismo. Através desta metodologia poder-se-ia
detectar patologias que tardiamente culminavam com o retardo mental dos
pacientes. Através da inibicdo do crescimento da bactéria Bacillus subtilis, realizava
andlise da presenca de niveis elevados do aminoécido fenilalanina em amostras de
sangue de recém-nascidos coletadas em papel filtro, realizando o diagnéstico
precoce de fenilcetonaria®®. O primeiro screening populacional verdadeiro e a
primeira publicacéo cientifica do Dr. Guthrie ocorreram no inicio da década de 1960.
Seu trabalho marcou o inicio do screening neonatal ndo apenas nos EUA, mas no
mundo todo®®%,

Durante os anos de 1960 muitas das pesquisas sobre o screening neonatal
ficaram concentradas no laboratério do Dr. Guthrie e focadas em testes para EIMs,
até que Robert Phillips desenvolveu uma maquina automatizada a qual podia
realizar quatro processos de testagem em um mesmo momento, 0 que permitiu a
expansao dos programas para muitos paises. Nos anos de 1970 o interesse em
expandir a triagem neonatal aumentou. Dussault desenvolveu uma técnica de
triagem em amostras de sangue colhidas em papel filtro para o hipotirecidismo
congénito baseado nos niveis de tiroxina (T4). Também na década de 1970, foram
desenvolvidos procedimentos de triagem para hemoglobinopatias, dosagem de
tireotropina (TSH), hiperplasia adrenal congénita por deficiéncia de 21-hidroxilase e
muitas outras condi¢des®®®,

Com a expansao dos programas, iniciaram as dificuldades em decidir quais
doencas seriam incluidas em seus programas mandatorios e quais criancas seriam
submetidas — se apenas um grupo especifico com maior risco ou se todas as
criancas nascidas vivas. A maioria dos estados adotou as recomendacdes de Wilson



& Jungner, concentrando seus esforcos para as doencas tratdveis com prevaléncia
relativamente alta na populacéo®’.

Em 1975 a Academia Nacional de Ciéncia recomendou que um Unico
laboratério — como o Centro para Controle de Doengas (CDC) — deveria ser
responsavel por assegurar a qualidade dos programas de screening. Em 1977 o
CDC criou um programa de qualificacdo nacional que continua até hoje®.

No final dos anos de 1980 e inicio de 1990 houve a introducdo do DNA/RNA
e MS/MS nos laboratérios de triagem neonatal. As técnicas de RNA e DNA foram
usadas como teste de segundo nivel para anemia falciforme e DNA para fibrose
cistica. O uso da MS/MS melhorou a eficiéncia do screening para as desordens dos
aminodcidos, acidos organicos e oxidacao de acidos graxos. Em alguns programas,
a expanséo dos programas de triagem também incluiu doengas infecciosas, como
HIV e toxoplasmose, na década de 1990%2.

No Canad4, assim como nos EUA, o screening neonatal se iniciou em 1963,
se expandindo para as outras provincias no decorrer da década de 1960. O
investimento federal inicial era limitado a financiar estudos pilotos. Todos os
screenings eram voluntarios, o que continua até os dias atuais®.

Na América do Norte, todos os recém-nascidos tém acesso a alguma forma
de screening neonatal, mas ndao de maneira uniforme em todos o0s paises e nem em
todos os estados americanos. Nos EUA todos os estados possuem uma lei que
obrigam ou permitem a triagem como uma responsabilidade de satde publica®®. No
Canada apenas uma provincia possui uma lei que obriga a triagem para duas
desordens; as outras provincias dependem de boa préatica médica para indicar uma
triagem neonatal adequada. Em ambos os paises, a politica de suporte e
financiamento varia em cada estado/provincia®.

O tempo para a coleta também varia de um estado para outro. Nos EUA,
como as altas hospitalares dos recém-nascidos ocorrem cedo, a maioria dos
programas recomenda a coleta das amostras com 24 a 48 horas de vida>®.

O numero de doencas testadas nos EUA varia de estado para estado (de 29
a 59)°, sendo que apenas a fenilcetontria, o hipotireoidismo congénito, a
galactosemia e a anemia falciforme sdo universalmente realizados no pais®. No
Canada o numero de doencas varia de 5 a 38, sendo que apenas fenilcetonuria e
hipotireoidismo congénito de forma universal. Em 2006, no Canada, 61% dos recém-
nascidos eram triados para seis ou menos condicdes®.

Na Europa a situacao é menos uniforme em relacdo a adocdo do screening
neonatal expandido quando comparado com os EUA. Portugal foi o primeiro pais a
adotar o screening para fenilcetoniria em 1979°. A Alemanha iniciou seu programa
expandido em 2000, a Holanda em 2007 e a Grd Bretanha completou um estudo
piloto em 2006, mas um programa nacional n&o foi iniciado até 2009'°.

As desordens escolhidas para serem incluidas no screening neonatal diferem
consideravelmente de um pais para outro. Como toda a populagéo europeia tem um
background genético comum, a razao para estas diferencas ndo pode ser explicada
por uma diferenca maior nas prevaléncias destas doengas, mas sim por uma
estimativa diferente dos riscos e beneficios™.



No Reino Unido, um dos argumentos contra o screening neonatal expandido
€ que as criancas portadoras das aciddrias mais comuns (propidnica e
metilmalénica) n&o teriam beneficio direto com o exame, pois 0s sintomas
apareceriam antes de a amostra ser coletada ou o resultado estar disponivel. No
Reino Unido a recomendacdo da coleta da amostra é no quinto dia de vida,
enquanto nos EUA e Alemanha é no segundo, com o resultado estando disponivel
entre o terceiro e quinto dia de vida, ainda sendo possivel uma intervencao precoce
para estas doencas. Isto ndo evita as consequéncias em longo prazo™.

O Screening Neonatal na América Latina

A América Latina é constituida de 20 paises muito diversos entre si em
extensdo, densidade demografica, taxas de nascimento, produto interno bruto,
gastos com saude pdublica, etc, tendo a lingua como principal caracteristica
compartilhada por todos, exceto pelo Brasil e Haiti. Ha também a presenca de
comunidades de imigrantes, constituindo importantes grupos étnicos™*.

Os projetos de triagem neonatal na América Latina se iniciaram em 1973 no
México, quando Antonio Velazquez, ap6s um treinamento com Robert Guthrie,
iniciou um projeto para deteccdo de fenilcetoniria e outras aminoacidopatias.
Contemporaneamente, no Brasil, Benjamin Schmidt e sua equipe iniciaram “Plano
nacional para estudo e deteccéo de Erros Inatos do Metabolismo (EIM) que podem
levar a deficiéncia mental”. Em 1976 este projeto se tornou o primeiro programa de
triagem neonatal da América Latina™".

Muitos anos se passaram e a tarefa de integracdo completa dos programas
de triagem neonatal com os sistemas nacionais de salde ainda ndo esta cumprida,
visto que em alguns paises o screening neonatal se iniciou apenas na ultima
década'.

Os principais motivos pelos quais os paises latino-americanos apresentaram
dificuldades para desenvolver seus programas de triagem neonatal sdo™":

e Falta de recursos econdmicos ou fundos destinados a implementacdo e
funcionamento de tais programas.

e Presenca de outros problemas de saude publica, considerados prioridades,
como desnutricdo, parasitoses, doencas infecciosas e tropicais.

e Falta de conhecimento dos gestores de salde sobre a importancia e
beneficio dos programas de triagem neonatal.

e Atraso consideravel na execucdo screening neonatal em comparacdo com 0S
EUA ou Europa, uma vez que as primeiras experiéncias na América Latina
comecaram 15 ou 20 anos mais tarde e sob um esquema de testes em
recém-nascidos sendo feito a pedido.

o Dificuldades na integracdo dos programas de triagem neonatal com o0s
sistemas de saude publica, e sua implementacdo como um programa de
trabalho continuo e sistemético, levando a implementacdo de politicas
nacionais ou regionais organizadas quase 30 anos ap6s 0s paises
desenvolvidos.

e Restricbes econbmicas, afetando a possibilidade de expansdo dos
programas para doencas detectadas por espectrometria de massa em
tandem (MS/MS) a partir do final de 1990™.

Dentre as doencas triadas nos paises com programas implementados e
consolidados h&a muitos anos, existem diferengas gritantes. Por exemplo, no Uruguai
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apenas a pesquisa para o hipotireoidismo congénito é mandatéria, enquanto na
Costa Rica um painel de 24 doencas é realizado em todos os nascidos vivos. De
forma geral, a doenga com maior cobertura na América Latina € o hipotireoidismo
congénito, presente em todos os programas existentes. Para a fenilcetondria, ha
triagem apenas na Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, Cuba, Guatemala, Paraguai
e Venezuela. Outras doengas também sao triadas em alguns paises, como fibrose
cistica, galactosemia, hiperplasia adrenal congénita, deficiéncia de biotinidase,
doenca da urina do xarope do bordo, hemoglobinopatias e deficiéncia de G6PD.
Aminoacidopatias, acidurias organicas e defeitos na oxidacdo de &cidos graxos,
detectados apenas por MS/MS, séo oferecidos como screening populacional apenas
na Costa Rica e, em quantidades muito menores, nos outros paises pelo setor
privado ou por solicitacdo médica™.

Do ponto de vista de cobertura populacional, se estima que 49,3% de todos 0s
recém-nascidos latino-americanos sejam atualmente triados para pelo menos o
hipotireoidismo congénito™.

O Screening Neonatal no Brasil

Desde a década de 1960, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) preconiza
a importancia da realizacdo dos programas populacionais de Triagem Neonatal,
especialmente nos paises em desenvolvimento. No Brasil, o primeiro programa de
triagem neonatal foi iniciado em 1976, na cidade de S&o Paulo, em uma Associacao
de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE-SP), numa iniciativa pioneira na América
Latina. Inicialmente realizava-se somente o diagnéstico de fenilcetonuria, porém a
partir de 1980 incorporou-se a deteccéo precoce do hipotireoidismo congénito’.

Na década de 1980, foram aprovadas as primeiras leis para realizacao dos
programas de triagem neonatal em poucos estados brasileiros como Sdo Paulo (Lei
Estadual n.° 3.914/1983) e Parana (Lei Estadual n.° 867/1987), porém com a Lei
Federal n.° 8.069, de 13 de julho de 1990 (Estatuto da Crianca e do Adolescente)
houve a tentativa inicial de formalizacdo da obrigatoriedade dos testes em todo o
territério nacional. “Os hospitais e demais estabelecimentos de atencido a saude de
gestantes publicos e particulares sdo obrigados a proceder a exames visando o
diagnostico e terapéutica de anormalidades no metabolismo do recém-nascido, bem
como prestar orientagbes aos pais.” Em 1992, a legislacdo federal foi
complementada, definindo fenilcetondria e hipotireoidismo congénito como as
patologias a serem triadas (Portaria GM/MS n.° 22, de 15 de janeiro de 1992)".

Apesar da legislagdo, ainda ha falta de uniformidade na cobertura e
implantacdo da triagem neonatal nos diversos estados brasileiros, tendo como
consequéncia uma baixa cobertura no total de recém-nascidos triados’.

Em junho de 2001 o Ministério da Saude (MS) inicia o Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN — Portaria GM/MS n.° 822), com o objetivo de ampliar a
triagem neonatal existente (fenilcetonuria e hipotireoidismo congénito), incluindo a
deteccdo precoce de outras doencgas congénitas como a anemia falciforme, outras
hemoglobinopatias e a fibrose cistica, e ampliar a discusséo, envolvendo desde a
deteccdo precoce, a ampliacdo da cobertura populacional tendo como meta 100%
dos nascidos vivos, a busca ativa de pacientes suspeitos de serem portadores das
patologias, a confirmacao diagndstica, 0 acompanhamento, o adequado tratamento
dos pacientes identificados e ainda a criacdo de um sistema de informac¢des que
permitira cadastrar todos os pacientes num Banco de Dados Nacional’.
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No Parand, a triagem neonatal é realizada pela Fundacdo Ecuménica de
Protecéo ao Excepcional (FEPE) desde 1987, sendo o primeiro servico de referéncia
em triagem neonatal brasileiro credenciado pelo MS para a pesquisa das guatro
doencas do PNTN, no ano de 2001. A FEPE possui um laboratério equipado com o
sistema de espectrometria de massa em tandem e metodologia validada capaz de
realizar triagem para mais de 30 doencas metabdlicas hereditarias. Hoje o centro de
pesquisas realiza o teste do pezinho para aproximadamente 15400 recém-nascidos
por més, em parceria com Sistema Unico de Saude (SUS) e realiza screening para
hipotireoidismo congénito, fenilcetondria, deficiéncia de biotinidase, anemia
falciforme, outras hemoglobinopatias, fibrose cistica e hiperplasia adrenal congénita.
O programa abrange todos os 399 municipios do Parana, com 406
hospitais/maternidades e 1286 unidades basicas de saude cadastradas. Os bebés
gue apresentam resultado positivo para as doencas sdo atendidos em ambulatério
préprio e em parceria com o Hospital de Clinicas da UFPR e HEMEPAR/Curitiba™?.

A EXPANSAO DOS PROGRAMAS DE TRIAGEM NEONATAL

O trabalho de Robert Guthrie nos anos de 1960 levou a fundagédo do
screening neonatal como conhecemos hoje. Embora sua técnica de inibicdo
bacteriana tenha sido substituida, sangue em papel filtro continua sendo a amostra
de preferéncia nas triagens populacionais®. O uso da MS/MS para screening
neonatal pode ser considerado um dos principais avangos na deteccdo de doengas
metabdlicas desde os ensaios para a fenilcetoniria. Com esta tecnologia, ha a
possibilidade de testar mais de 30 desordens metabdlicas em uma Unica andlise de
uma amostra de sangue seco'. Surgiu entdo o paradigma “um teste, muitas
doencas”, o que auxiliou na expansao dos programas de triagem neonatal®.

O objetivo de um programa de triagem neonatal é detectar doengas em
estados pré-sintomaticos em recém-nascidos e oferecer tratamento que possa
melhorar significativamente a qualidade de vida e modificar a histéria natural da
doenca. Os beneficios de uma deteccdo precoce devem superar sua carga. Além
disso, os desfechos para o paciente que recebe a intervencéo precoce devem ser
positivos quando comparados com o0 daqueles pacientes tratados mais
tardiamente™”.

Em 1968 a OMS descreveu os principios que deveriam ser adotados pelos
programas de triagem neonatal. Critérios de Wilson & Jungner, 1968**°:

A condicao deve ser incluida como um problema de saude importante;

Deve existir um tratamento para os pacientes com a doenca reconhecida;

Devem existir locais de referéncia para diagnéstico e tratamento;

Deve haver um estagio sintomatico ou latente precoce reconhecivel;

Deve haver um teste ou exame adequado;

O teste deve ser aceitavel pela populagéo;

A historia natural da doenca, incluindo a evolugcédo do estado latente para

doenca declarada, deve ser adequadamente compreendida;

Deve haver uma politica de acordado sobre quem ir4 tratar os pacientes;

e O custo da deteccdo de casos (incluindo diagndstico e tratamento de
pacientes diagnosticados) deve ser economicamente equilibrado em relacéo
a possiveis despesas médicas como um todo;

e Deteccdo de casos deve ser um processo continuo e ndo um projeto "de

uma Unica vez"***°,
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Estes critérios se tornaram de fato os adotados para a introducdo de
programas subsequentes, no entanto, avangos técnicos tém permitido a detecgéo
precoce e tratamento adequado para diversas doencas metabdlicas. Portanto, uma
rel\fliséo dos critérios de Wilson & Jungner foi proposta em 2008 por Andermann et
al™:

O programa de screening deve responder a uma necessidade reconhecida;

Os objetivos da triagem devem ser definidos no inicio;

Deve existir uma populacéo alvo definida;

Deve haver evidéncias cientificas da eficicia do programa de triagem;

Deve ocorrer integracdo entre educacdo, testes, servicos clinicos e de

gestdo do programa;

e Deve haver garantia de qualidade, com mecanismos para minimizar os riscos
potenciais do screening;

e O programa deve assegurar consentimento informado, confidencialidade e
respeito pela autonomia;

e O programa deve promover a equidade e o acesso a triagem para toda a
populacéo-alvo;

e A avaliagdo do programa deve ser planejada desde o inicio;

e Os beneficios gerais da triagem devem compensar os danos™*.

Antes de 1980, o diagndstico de erros inatos do metabolismo dos acidos
organicos ou acidos graxos era realizado pela cromatografia gasosa (GC), através
da andlise de marcadores urinarios pouco especificos. A associacdo da
espectrometria de massa (MS) as aplicacdes da GC no fim dos anos de 1970
possibilitou uma avaliacdo espectral de cada componente dentre os acidos
organicos. Esta técnica combinada, conhecida como GC/MS, tornou-se o padrao
ouro no diagnéstico de doencas metabdlicas através de amostras urinarias™.

Na metade dos anos de 1980 estavam sendo realizadas pesquisas no
sentido de compreender o metabolismo da carnitina e acilcarnitinas e sua relagéo
com o metabolismo dos acidos graxos. Neste momento, a investigacado era realizada
por medidas plasmaticas e urinarias ou ensaios enzimaticos, radioenzimaticos e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para detec¢cdo de carnitina,
acilcarnitinas ou carnitina total. Os objetivos dos estudos era determinar o papel da
carnitina e seus ésteres de acidos graxos nas doencas metabdlicas, sendo
importante o desenvolvimento de novos métodos de deteccdo, o que levou ao
desenvolvimento da MS/MS™. O perfil de acilcarnitinas por MS/MS foi primeiramente
realizado por David Millington e colaboradores no inicio da década de 1990, em
seguida foi adaptado para a andlise de aminoacidos em 1993 por Chace e

colaboradores®*°,

O espectrometro de massa € essencialmente um detector que identifica a
massa de moléculas individuais e de seus fragmentos, fornecendo um gréfico
conhecido como espectro de massa®**. No inicio, esta técnica néo foi adotada pelos
sistemas e saude devido ao alto custo do instrumento (aproximadamente U$400
000,00). Em contraste, o custo dos reagentes e acessorios do espectrdmetro &
extraordinariamente baixo. Importante também ressaltar a capacidade do
instrumento de analisar rapidamente ao mesmo tempo diferentes familias quimicas,
0 que o torna efetivo em termos econdmicos™.

A amostra de sangue em papel filtro apresenta algumas desvantagens. A
guantidade de sangue presente no papel varia de acordo com o hematdcrito, o
didmetro da mancha de sangue, o grau de saturacdo, o grau de hemdlise, e outros
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fatores menores relacionados com a coleta do sangue e do controle rigido do papel
de fibra de algoddo e do meio ambiente quando se aplica o sangue (umidade e
temperatura)®>®*®. Devido a estes fatores numerosos, uma mancha de sangue seco
€ uma amostra altamente imprecisa em comparacdo com liquidos como urina,
sangue e plasma®®**®. No entanto, a MS/MS em papel filtro ndo pode ser
subestimada, pois existem abordagens e métodos que reduzem a imprecisdo
analitica, mantendo a precisdo diagnéstica. No inicio dos anos de 1990 os
resultados eram interpretados primeiramente por exame visual do espectro,
semelhante a forma como a interpretacdo dos &cidos organicos € realizada ainda
hoje. Com a melhoria nos softwares, houve o desenvolvimento automatizado de
célculos quantitativos dos dados, no entanto ainda nao substitui a experiéncia
necessaria para reconhecer perfis complexos™®.

O sucesso do screening depende fortemente da qualidade da amostra
analisada. Consequentemente, uma amostra coletada inadequadamente pode
interferir em todo o processo da triagem. A qualidade depende do tempo de coleta
adequado, aplicagédo correta do sangue no papel filtro, secagem suficiente antes de
armazenamento e tempo de transporte até o laboratério. Um erro em qualquer dos
passos acima pode resultar em amostra insuficiente para a andlise. O tempo
adequado evita resultados dubios afetados pela idade, a aplicagdo correta do
sangue evita analise com pouca acuracia resultante de altera¢des na saturagdo e a
secagem suficiente e tempo de transporte curto evitam a degradacdo da amostra®*2.

Para que ocorra aproveitamento maximo da tecnologia da MS/MS na
deteccdo de niveis anormais de metabdlitos entre neonatos, muitos dos quais ja
estdo presentes na primeira semana de vida, um transporte rapido dos espécimes
para o laborat6rio é fundamental. A recomendacao para o tempo de diagnéstico é de
até cinco dias apdés o0 nascimento. Se o teste vier positivo, recomenda-se 0 novo
teste e teste confirmatério em menos de 24 horas™.

Aproximadamente quatro milhdes de bebés sdo submetidos a triagem por
amostra de sangue seco nos EUA, com o objetivo de detectar doencas metabdlicas,
hemoglobinopatias e endocrinopatias. Estas doencas correspondem a
aproximadamente 6000 casos de doengas debilitantes ou potencialmente fatais por
ano e que podem tem um prognéstico mais favoravel se diagnosticadas
precocemente %3,

A andlise para multiplas desordens em um mesmo momento necessita que
sejam escolhidos que tipos de doencas devem ser analisados e também quais
metabdlitos serdo usados para caracterizar tais doencas, visto que um mesmo
metabdlito pode estar alterado em mais de uma desordem ou uma Unica desordem
pode apresentar mais de um metabodlito alterado™®.

Existem estudos indicando que um painel de screening de acilcarnitinas e
aminoacidos apresentem um resultado positivo para cada 4000 a 5000 exames,
sendo importante ressaltar que, para determinadas doengas, o diagnostico precoce
resultara em ganhos substanciais na qualidade de vida. Por exemplo, a deficiéncia
da Acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCAD) tem uma morbidade
importante e mortalidade de 20 a 25% entre os primeiros trés anos de vida, no
entanto, se diagnosticada antes do inicio dos sintomas, pode-se prevenir a morte e
melhora}g a qualidade de vida, apesar de nado existir tratamento especifico para a
doenca™.
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As desordens do metabolismo dos aminoacidos e de oxidacdo dos acidos
graxos foram reconhecidas como causas de morbidade e mortalidade entre criangas
nos anos de 1930 e 1970 respectivamente. Assim que foram reconhecidas como
doencas metabdlicas, iniciaram as pesquisas para desenvolvimento de métodos de
deteccdo. Nos anos de 1960, foi iniciada a triagem populacional para
aminoacidopatias e, nos meados de 1980, foi demonstrado o valor terapéutico da
medida dos acidos graxos a partir das acilcarnitinas™®.

No inicio dos anos de 1990 ocorreram avang¢os na analise automatizada da
MS/MS pela introducao da ionizac&o por spray de elétrons, validacdo de métodos de
introducdo de amostras e desenvolvimento de sistemas de interpretacdo
automatizados. Atualmente, o desenvolvimento de novas técnicas possibilita um
aumento exponencial na capacidade de andlise diaria de cada maquina. Em 1990
eram analisadas 5-10 amostras por dia nos testes técnicos. Em 1993, 60 a 120
amostras por dia eram rodadas nos estudos piloto e a partir dos anos 2000 se
estimou que cerca de 500 000 amostras podem ser analisadas por dia®.

A MS/MS tem sido aplicada para detectar mais de 60 doengas metabdlicas
diferentes definidas, possibilitando o tratamento precoce. A sensibilidade da técnica
€ de 99% e especificidade de 99,995% para a maioria das acidemias organicas,
desordens dos aminoacidos e desordens da oxidac&o dos &cidos graxos'’. Em um
estudo piloto realizado na Califérnia a MS/MS apresentou uma taxa de deteccao de
uma desordem detectada para cada 4463 recém-nascidos triados™®. Um estudo
recente de Singapura encontrou um resultado verdadeiramente positivo para cada
3159 criancas no periodo de 2006 a 2013 em que o estudo foi realizado™.

Desordens metabdlicas detectaveis em recém-nascidos de 1-5 dias por
MS/MS (tabela 1)

Desordem Indicador metabdlico primario
Aminoéacidos
Fenilcetondria Fenilalanina

Doenca da urina do xarope do bordo Leucinalisoleucina, valina

Homocistindria Metionina
Hipermetioninemia Metionina
Citrulinemia Citrulina
Aciddria argininosuccinica Citrulina
Tirosinemia tipo | Tirosina

Acidos graxos

Deficiéncia de acil-CoA desidrogenase
de cadeia média

C8, C10, C10:1, C6

Deficiéncia de acil-CoA desidrogenase
de cadeia muito longa

C14:1, C14, C16

Deficiéncia de acil-CoA desidrogenase
de cadeia curta

C4

Deficiéncia multipla de acil-CoA
desidrogenase

C4, C5,C8:1, C8, C12,
C14, Cle6, C5DC

Deficiéncia de carnitina palmitoil
transferase

Cl16, C18:1, C18

Defeito na carnitina/acilcarnitina
translocase

C16, C18:1, C18

Deficiéncia da hidroxi acil-CoA
desidrogenase de cadeia longa

C160H, C18:10H,
C180H

Deficiéncia de proteina trifuncional

C160H, C18:10H,
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C180H

Acidos organicos

Acidemia glutérica tipo | C5DC

Acidemia propibnica C3

Acidemia metilmalénica C3

Acidemia isovalérica C5

Deficiéncia de 3-hidroxi-3-metilglutaril- C50H
CoOA liase

Deficiéncia de 3-metilcrotonil-CoA C50H
carboxilase

Desordens metabdlicas detectaveis em recém-nascidos com mais de cinco
dias por MS/MS (tabela 2)*°:

Desordem Indicador metabolico
primario
Argininemia Arginina
Hiperglicinemia néo cetdbtica Glicina
Tirosinemia tipo Il Tirosina
Sindrome de hiperamonemia, hiperornitinemia, Ornitina,
homaocitrulinemia homocitrulina
5-oxoprulindria 5-oxoprulina
Deficiéncia de carinitina palmitoil transferase Carnitina livre
tipo |
Deficiéncia de isobutiril-CoA desidrogenase C4
Deficiencia de  acetoacetil-CoA  tiolase C5:1, C50H
mitocondrial
Acidudria maldnica C3-DC
Deficiéncia de 2-metilbutiril-CoA C5
desidrogenase

Um anico metabdlito alterado pode ser marcador de mais de uma doenca
metabdlica, portanto, € necesséria outra forma de confirmacdo diagndstica, como
genética molecular, estudos enzimaticos, estudos em fibroblastos®.

Tecnicamente a MS/MS € um método altamente eficaz. Um estudo realizado
na Alemanha pesquisou aminoacidemias, desordens da oxidacao dos &cidos graxos
e acidurias organicas pelo método da MS/MS e encontrou uma prevaléncia total de
1:2400 recém nascidos. A prevaléncia das aminoacidemias foi de 1:3800, das
desordens da oxidacao dos acidos graxos foi de 1:10400 e das aciddrias organicas
1:14700. A taxa de falsos positivos foi de apenas 0,33%, gerando uma
especificidade de 99,67%. A especificidade para aminoacidemias e doencas da
oxidagdo dos &cidos graxos foi de 99,9% cada e para as acidurias organicas foi de
99,87%. O valor preditivo positivo para o método foi de 11,31%, refletindo uma
elevada especificidade diagnostica. O maior valor preditivo positivo foi obtido para as
aminoacidemias (20,12%), seguido pelas desordens da oxidac&o dos acidos graxos
(8,57%) e pelas acidarias organicas (5,09%). A sensibilidade foi de 94,2% para as
aminoacidemias, sendo que todos os pacientes ndo diagnosticados pelo método
foram com hiperfenilalaninemia n&o fenilcetonuria leve, e 100% para as desordens
da oxidacdo dos acidos graxos e acidurias organicas. Todos 0s pacientes com
screening alterado foram submetidos a testes confirmatérios. Dentre os pacientes
diagnosticados, 58% necessitaram de tratamento e permaneceram assintomaticos
durante o follow-up, o que se pode afirmar que foram beneficiados com o screening.
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A eficiéncia diagnéstica da MS/MS nesta coorte foi de 94%. A estimativa da
frequéncia total de recém-nascidos beneficiados com o screening foi de 1:4100
recém-nascidos daquela populacéo®.

Um estudo em Singapura, usando MS/MS para triagem de 26 doencas
apresentou dados satisfatorios. Uma sensibilidade de 95,59%, especificidade de
99,85%, valor preditivo positivo de 20% e taxa de falsos positivos de 0,15. Se
restringido para 20 doencgas principais, a sensibilidade do teste foi de 100%. Para
aminoacidopatias apresentou uma especificidade de 99,99%, para doencas da
oxidacdo dos acidos graxos foi de 99,96% e para acidemias orgéanicas 99,93%. O
valor preditivo positivo foi maior para doengas da oxidacdo dos acidos graxos (34%),
seguido pelas acidemias organicas (18%) e pelas aminoacidopatias (10%). O valor
preditivo positivo global foi de 30%"°.

Os EIM s&o um grupo de doencas com diagnostico dificil de ser realizado
sem a existéncia de um programa de triagem neonatal associado que auxilie os
profissionais de saude nesta ardua tarefa. Frequentemente o diagndstico é realizado
tardiamente, quando ja existem consequéncias irreversiveis para a vida e fungéo
cognitiva das criancas. No estudo da Califérnia foi verificado que, do numero
estimado de casos na populacdo ndo triada, apenas 23% foi encaminhada para
centros de referéncia para diagnéstico, confirmando novamente a necessidade de
um screening populacional mandatério'’. No estudo de Singapura, estimava-se que
no periodo de 2006 a 2013, dentre os recém-nascidos ndo submetidos a triagem
neonatal, haveria 44 casos de erros inatos do metabolismo, baseado na incidéncia
total de 1:3265. Durante o periodo, apenas seis criangas receberam diagnostico de
doenca metabdlica e ja4 apresentavam sequelas neuroldgicas irreversiveis®®.
Algumas doengas maternas com tratamento também podem ser detectadas durante
a analise de amostras de sangue seco neonatal, incluindo deficiéncia primaria de
carnitina, homocistintria, acidemia metilmal6nica e deficiéncia de vitamina B12°.

Em termos de custos, o custo por procedimento por MS/MS foi estimado de
US$ 7,5 por teste, tendo sido descrito até US$ 10,00°, o que, em um programa
populacional, geraria um custo de US$ 30750,00 para a deteccao de um afetado. Os
custos de tratamento para um paciente com estas doencgas, se ndo diagnosticadas a
tempo, é em torno de 0,5 a 1,5 milh8es de ddélares em toda a vida?. Filiano et al.
estimaram que o custo de um paciente com paralisia cerebral da infancia até os 65
anos de vida seria de US$167 000 a US$1 000 000 em 1998, incluindo custos com
hospitalizacdes, despesas escolares, terapias, etc. Os autores projetaram que
poderia se conseguir uma economia anual de US$36 600 000 através de um
screening neonatal que contemplasse doencas neuro metabdlicas graves®.

A MS/MS tem outras aplicacbes além de triagem neonatal. Na verdade, no
inicio era usada como screening em pacientes de alto risco e mais tarde adaptada
ao screening neonatal. Além disso, tem aplicagdo em outras areas, como estudos
farmacéuticos e ambientais e analises forenses, porém, com potencial para
expans&o para muitas outras areas da satde humana®,

Existem limitacbes e desvantagens com a expansado dos programas de
triagem neonatal. Devido a implementacéo recente da expansdo dos programas de
triagem neonatal, somente no final dos anos de 1990, ainda ha falta de avaliacédo
sistematizada de tratamentos em longo prazo®. Alguns pacientes com doencas
iniciadas nos primeiros dias de vida podem ndo se beneficiar com o screening
expandido como, por exemplo, pacientes com acidemia metilmalénica que podem
morrer nas primeiras 36 horas de vida na apresentacdo precoce da doenca, 0 que
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ocorreria antes da coleta do sangue em papel filtro, na maioria dos programas.
Como ha diferenca no screening de um pais para outro, ha vezes em que andlitos
ndo listados como mandatérios ndo sdo listados nos resultados, mesmo se
estiverem com valores anormais. Condi¢cdes benignas ou com significancia
patolégica duvidosa podem ser identificadas e, nestes casos, 0 screening pode
causar mais angustia do que ser benéfico®. Outro ponto importante a se considerar
€ o fato de que em alguns paises apesar de a triagem expandida estar disponivel ou
até mesmo ser obrigatéria, o tratamento ndo é oferecido da mesma forma a
populacdo que recebe o resultado positivo. Drogas e férmulas especiais de alto
custo sdo necessarias para algumas destas doencas®.

O USO DA MS/MS NO SCREENING NEONATAL PARA AS DOENCAS DE
DEPOSITO LISOSSOMAIS

Doencas de depdsito lisossomal (LSD) sdo um grupo de cerca de 50
condicbes genéticas em que ocorre falha da funcéo lisossomal®**. S&o progressivas,
geralmente assintomaticas ao nascimento, mas com as caracteristicas clinicas se
tornando evidentes no inicio da infancia, com algumas manifestagfes graves, alta
morbidade e redugdo na expectativa de vida. Sdo individualmente raras, mas em
grupo apresentam uma prevaléncia em torno de 1:4000 a 1:9000 nascidos vivos.
Sao na maioria condi¢des trataveis por diversas formas terapéuticas, como terapia
de reposicdo enzimatica, terapia de inibicdo do substrato, transplante de medula
6ssea, chaperonas e outras tecnologias em desenvolvimento®'*. O principal fator de
sucesso no tratamento € o inicio precoce, no entanto, falta de conhecimento ou falta
de acesso aos testes causa um atraso significativo no diagndéstico. Este é o estimulo
para incluir estas doencas nos programas de triagem neonatal.

Devido aos avancos tecnolégicos, métodos multiplex de alto rendimento
atualmente estdo disponiveis para testagem de muitas destas condi¢cdes. A MS/MS
também é utilizada para o diagnéstico destas doencas e tem se demonstrado a
técnica mais promissora para diagnéstico neonatal®**. Seis LSD estdo sendo triadas
nos EUA com a técnica de MS/MS: doenca de Gaucher, doenca de Pompe, doenca
de Fabry, doenca de Niemann-Pick, mucopolisacaridose tipo | e doenca de Krabbe.
Tem se demostrado que as enzimas testadas para as LSDs permanecem ativas nas
amostras de sangue seco em papel filtro®.

Em termos populacionais varios relatos apontam para alta incidéncia de
algumas doencas em certas populacfes ou regides na América Latina (Gaucher e
doenca de Tay-Sachs em judeus Ashkenazi, GM1-gangliosidosis em Malta e no Sul
do Brasil, doenca de Sandhoff na Argentina e muitos outros exemplos). Existem
projetos pilotos para o screening para estas doengas na Europa, Estados Unidos e
Japdo. Na América Latina muitos paises ainda ndo apresentam um programa de
triagem neonatal bem estabelecido e provavelmente ainda levara anos para que isso
ocorra. Apesar das deficiéncias no setor de saude publica que torna dificil o rastreio
de base populacional, a maioria dos paises latino-americanos ja tem a capacidade
de realizar a triagem de populacdes selecionadas™.

Em relacdo as LSDs, foi detectado uma comunidade com incidéncia
aumentada de doenca de Gaucher no Ceard e duas comunidades com maior
incidéncia de MPS tipo VI na Bahia e em Minas Gerais. Na Colémbia ha um
significativo nimero de relatos de casos de MPS tipo IV e no Chile MPS tipo VI. A
genética médica populacional pode auxiliar na identificacdo de regides em que ha
uma prevaléncia maior de determinada doenca e estabelecer um programa de
triagem direcionado para necessidades especificas, como é o caso da populacdo no
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nordeste do Brasil, onde foi identificada uma maior prevaléncia de casos de MPS
tipo VI e desenvolvido um projeto piloto. Este programa vai permitir ndo sé a
identificacdo precoce e tratamento de recém-nascidos afetados, mas também a
deteccéo de portadores, e o que permitiria 0 aconselhamento genético™.

Nos EUA, o estado do Missouri exige screening para LSD, incluindo doenca
de Pompe, Fabry, Gaucher, Krabbe e MPS tipo | desde 2013. A triagem é realizada
pelo método microfluidico digital (um tipo de MS/MS) em sangue de papel filtro. Uma
andlise dos dados do estudo piloto realizado no estado demonstrou que o valor
preditivo positivo foi de 47% para Pompe, 10% para Gaucher, 58% para Fabry e
11% para MPS tipo I. As taxas de falsos positivos foram de 0,009% para Pompe,
0,02% para Gaucher, 0,025% para Fabry e 0,037% para MPS tipo 1%,

IMPLICACOES DA TRIAGEM NEONATAL E OS EFEITOS DE UM TESTE FALSO
POSITIVO

A expansao dos programas de triagem neonatal tem suscitado as mesmas
preocupacfes dos primeiros programas nos anos 1960. Dentre os problemas
incluem a tomada de decisédo apressada, fragmentada e sem conhecimento, a falta
de estudos controlados para avaliar as estratégias de tratamento e a resposta das
familias ao screening®.

O screening expandido gera preocupacfes inerentes a qualquer programa
de triagem. Uma delas é o provavel aumento de falsos-positivos e a ansiedade
gerada na familia. A segunda é uma interpretacdo equivocada de anormalidades
bioquimicas leves e provavelmente benignas, levando a tratamento preventivo®. Um
resultado falso positivo € um resultado inicial fora dos padrbes e que ndo resulta em
doenca nas avaliacbes adicionais. Geralmente ndo sdo erros laboratoriais e sim
achados transitérios ou indicativos de um status de carreador. Quando necessario, é
solicitada nova amostra apds a saida do recém-nato da maternidade. A triagem
neonatal por MS/MS apresenta uma taxa de 0,33% de falsos positivos, 0 que
corresponde a aproximadamente um caso para cada 2400 criancas testadas?®.

Estudos que compararam criancas diagnosticadas pela triagem neonatal
com criangas diagnosticadas clinicamente demostraram que as criangcas
diagnosticadas pelo screening neonatal iniciavam tratamento em média quatro
meses antes das criancas do grupo identificado clinicamente e, quando
necessitavam internamentos, permaneciam em média um dia a menos no hospital a
cada admissdo. No momento do diagndstico ha uma porcentagem significativamente
menor de criancas apresentando sintomas naquelas diagnosticadas pelos
programas de triagem e estas criancas apresentam menos complicacdes apés o
diagnéstico e inicio do tratamento®’. Em relacdo ao desenvolvimento mental,
criancas com diagnostico pelo screening neonatal apresentavam uma pontuacéo
maior nas escalas de Inteligéncia e desenvolvimento motor. Em criangas
identificadas clinicamente, uma porcentagem maior se enquadra na categoria de
deficiéncia mental. Foram notados déficits na comunicacdo, atividades de vida
diaria, socializacdo e habilidades motoras em quase metade das criancas
identificadas clinicamente®.

A existéncia de um falso positivo € um fator gerador de estresse para as
familias. Estudos demostram que h& mais taxa de hospitalizacGes por causas
pediatricas quando comparados com criangas com a triagem neonatal normal. Os
pais de criancas que receberam um resultado falso positivo apresentam maiores
niveis de estresse'®. Os resultados deste estudo demonstraram que um resultado
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falso positivo pode afetar a percepcéo dos pais sobre a salude dos seus filhos, gerar
estresse dos pais e afetar a relacéo pais-filnos®.

NOVOS DIRECIONAMENTOS DO SCREENING NEONATAL E A ERA DA
GENOMICA

O objetivo priméario da expansao de um programa de screening neonatal é
aumentar a sensibilidade, desenvolver marcadores especificos, minimizar o risco de
resultados falsos positivos e aumentar o valor preditivo positivo dos resultados dos
exames®. As aplicacdes potenciais da MS/MS possibilitaram os programas de
triagem neonatal a cobrir um ndmero potencialmente maior de doencas, incluindo
desordens lisossomais, adrenoleucodistrofia ligada ao X, desordens congénitas da
glicosilacdo, desordens da biossintese de creatina e hiperplasia adrenal congénita.
Novas tecnologias estdo sendo utilizadas para aumentar a capacidade diagnéstica e
reduzir os custos, como a cromatografia liquida e cromatografia liquida de alta
resolucdo, que, quando associadas a MS/MS, melhoram o poder de discriminagdo
de segundo nivel®.

O advento das tecnologias moleculares tornou a abordagem gendmica nos
programas de triagem neonatal tecnicamente viavel e atraente para
desenvolvimento e pesquisas®.

Em 1997, Lo et al demonstrou a existéncia de DNA celular fetal livre
(ccffDNA) circulante no sangue materno a partir da quinta semana de gestacao na
propor¢cdo de 10%. A acuracia diagnéstica é 100% a partir da décima sétima
semana de gestacdo. O ccffDNA pode ser usado na pratica clinica para o
diagnéstico pré-natal ndo invasivo, como a determinacdo da tipagem Rh fetal,
avaliagdo da trissomia do 21 e sexagem fetal e doencas ligadas ao X, como
hemofilia. Como o ccffDNA corresponde a apenas 10% do DNA circulante no
sangue materno, o diagndstico pré-natal ndo invasivo esta destinado a andlise de
doencas de novo ou herancas paternais, embora alguns trabalhos explorem a
possibilidade de aplicabilidade para desordens com heranca Mendeliana recessiva,
como fibrose cistica, a- e B-talassemia, acidemia propidnica, hiperplasia adrenal
congénita e amaurose congénita de Leber. Com o desenvolvimento da tecnologia,
acredita-se que futuramente serd possivel sequenciar todo o genoma do feto.
Situac&o que esbarra em muitas barreiras éticas™.

As doencas genéticas congénitas representam uma  carga
desproporcionalmente grande para as familias e os sistemas de saude. Os defeitos
de nascimento estruturais sozinhos tém se mantido uma consistente causa de
mortalidade apés um ano de vida. Nos EUA estas doencas representam 21% de
todas as mortes infantis. O diagnéstico e manejo das doencgas genéticas devem ser
considerados em dois pontos. Primeiro, 0 screening de base populacional, que inclui
os individuos assintomaticos. Segundo, analise direcionada para individuos com
suspeita de doenca genética®>?*.

Em relacdo ao screening de base populacional, muitos paises estédo
adotando a triagem genética com varios propésitos, com o objetivo de detectar
subconjuntos de doengas genéticas mais comuns de determinada populagdo. Por
exemplo, varios paises fazem triagem genética mandatdria para o status de
carreador do gene da B-talassemia ou algumas comunidades judias ortodoxas
possuem testagem mais extensiva para doencas catastréficas na infancia, como Tay
Sachs. A implementacdo destes testes leva a questionamentos éticos, como o qual
seria 0 verdadeiro beneficio do individuo e da populagdo comparado com o risco de
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perda de privacidade, estresse emocional e estigmatizacdo. Nos paises
desenvolvidos a restricAo dos testes genéticos a desordens que apresentam
intervencdes terapéuticas € o guia para o desenvolvimento do screening genético
mais comum: triagem neonatal para doencas metabdlicas. Enquanto ha consenso
gue o screening neonatal € fundamental e salva vidas, h4 um extenso debate em
guanto deve ser expandido. Por exemplo, em 2006 o estado de New York iniciou um
programa de triagem para a doenca de Krabbe, uma doenca com prevaléncia de
1:100 000 nascidos vivos e de evolugao catastrofica. No entanto, acredita-se que o
diagnostico neonatal ndo seja de todo benéfico, pois a determinacdo da atividade
enzimatica nao é suficiente para avaliar o fenétipo e o Unico tratamento disponivel, o
transplante de células tronco hematopoiéticas (procedimento que sozinho apresenta
uma mortalidade de 10%), tem possibilidade de alguma resposta apenas se
realizado antes dos sintomas neuroldgicos®**.

Em relacdo a analise direcionada, ela pode ser oferecida tanto para os pré
guanto para os pés-sintomaticos. O teste pré-sintomatico é oferecido para individuos
com uma carga genética e/ou fatores de risco, como os casos de histéria de uma
doenca genética na familia. Os testes mais frequentemente oferecidos sao os de
pesquisa de susceptibilidade genética a um determinado tipo de cancer em adultos,
mas também podem ser realizados testes pré-natais para aneuploidias em caso de
idade materna avancada ou les6es especificas genéticas/genémicas conhecidas por
estarem presentes em membros da familia. O teste pds-sintomatico é oferecido para
individuos com suspeita clinica de doenca genética, variando de um painel
especifico para determinado tipo de gene até o sequenciamento de todo o genoma,
dependendo da complexidade da apresentacao clinica®®*.

Estudos piloto estdo demonstrando a viabilidade de andlises amplas do
genoma em amostras de sangue seco em papel filtro e se espera que o
sequenciamento completo de recém-nascidos ocorra em um futuro préximo. O uso
de sequenciamento de nova geracao possibilitara a detec¢cdo de um grande nimero
de doencas genéticas sem aumento substancial nos custos dos programas de
triagem neonatal®.

A questdo é: quem deve ser sequenciado ao nascimento? O exoma ou 0
sequenciamento do genoma (whole genome sequencing) deve inicialmente ser
indicado para criangas com anormalidades detectaveis ao nascimento, sendo,
portanto, um exame solicitado em evidéncia de patologia e ndo uma triagem para
criancas assintomaticas. Um exoma solicitado na evidéncia de uma doenca genética
tem uma taxa diagndstica de apenas 25%, portanto, se solicitado para criangcas sem
suspeita tem pouco ou nenhum beneficio. Alids, pode inclusive resultar em
dificuldade analitica, apontando mutacdes sem significado clinico conhecido®?*,

CONCLUSAO

Os programas de triagem neonatal expandidos possibilitam beneficios
fundamentais para os pacientes portadores de uma doenca metabdlica, facilitando o
diagnostico precoce e tratamento pré-sintomatico e prevenindo investigacdes
extensivas e desnecessarias. Também tornam possivel o planejamento familiar e
aconselhamento genético.

Os programas de triagem neonatal expandidos ja se provaram ser
economicamente viaveis, com uma significativa reducdo nos gastos com o
tratamento cronico das doencas, assim como das agudizacdes, no entanto, 0 mais
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importante € que a melhora da qualidade de vida e reducdo do sofrimento, tanto dos
pacientes quanto das familias, ndo podem ser expressos por valores monetarios.

E importante levar em consideracdo a relevancia clinica e prevaléncias em
uma determinada populagdo ao escolher quais doencas serdo incluidas em um
programa de triagem, assim como levar em consideracao a disponibilidade ou nao
de tratamentos para que ocorra melhora da qualidade de vida, controle dos sintomas
ou até mesmo prevencdo de desenvolvimento dos sintomas. Os paises
desenvolvidos, como EUA e Canad& apresentam programas de triagem neonatais
mais consolidados e com nimero muito maior de doencas quando comparado com
0s paises em desenvolvimento, que ainda necessitam evoluir décadas para alcancar
0 patamar e propiciar um programa verdadeiramente eficiente.

A MS/MS é um método comprovadamente eficaz, no entanto ainda é
necessario o desenvolvimento de novas tecnologias que melhorem a eficacia
diagnéstica a fim de minimizar o nimero de falsos positivos, pois um resultado falso
positivo pode expor a familia a niveis elevados de estresse, prejudicando a relacao
familiar. Além da aplicabilidade do método para a detecgdo de acidemias organicas,
desordens dos aminoacidos e desordens da oxidacdo dos &cidos graxos, estudos
estdo sendo realizados para que ocorra a expansao dos programas ainda para a
triagem das doencas de depdsito lisossomais, 0 que aumentaria ainda mais o poder
de detectar doencgas no estado pré-sintomatico.

Por fim, o desenvolvimento de tecnologias como sequenciamento de nova
geracgdo esta levantando a possibilidade de screening neonatal ou até antenatal com
diagndstico molecular, no entanto, esta técnica ainda esbarra em muitas barreiras
éticas e necessita de extensa discussao e comprovagao.
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