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_Resumo

A Fibrose Quistica (FQ) é uma doenga genética com transmissao autossomica
recessiva, resultante da deficiéncia na proteina CFTR (Cystic Fibrosis Trans-
membrane Conductance Regulator). Associada a esta patologia, esta descrita
uma mutagao prevalente, presente em mais de 90% dos alelos dos doentes
do Norte da Europa (p.Phe508del), mas foram identificadas mais de 2000 ou-
tras variantes no gene CFTR.

O rastreio neonatal desta patologia é possivel desde 1979, baseado na determi-
nagéo de elevadas concentragoes de Tripsinogénio Imunorreativo (IRT) sangui-
neo, nos recém-nascidos (RN) afetados. Atualmente, sdo utilizadas diferentes
combinagdes de marcadores bioquimicos e varios niveis de analise genética,
em algoritmos de rastreio neonatal complexos.

Em Portugal, este rastreio decorre a nivel nacional desde 2013, apds um pri-
meiro estudo-piloto regional. Foram rastreados 949 624 RN e identificados
92 doentes, o que se traduz numa prevaléncia de 1:10 322 RN.

Este trabalho descreve a implementacao do rastreio neonatal da FQ em Portu-
gal, desde os estudos-piloto (1991-1995 e 2013-2016) até a sua integracéo ofi-
cial no Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN), em 2018, salientando
aimportancia dos fatores epidemiolégicos, econémicos e ético-legais na imple-
mentacao e otimizacao do rastreio neonatal.

_Abstract

Cystic Fibrosis (CF) is a genetic disorder with autosomal recessive
inheritance, resulting from a deficiency in the CFTR protein (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). A prevalent mutation,
p.Phe508del, is present in over 90% of alleles in patients of Northern Eu-
ropean descent, but more than 2,000 other variants have been identified
in the CFTR gene.

Neonatal screening for this disease has been possible since 1979, based
on the detection of elevated levels of immunoreactive trypsinogen, in
the blood of affected newborns. Currently, various combinations of
biochemical markers and multiple levels of genetic analysis are used in
complex newborn screening algorithms.

In Portugal, nationwide screening has been in place since 2013, following
an initial regional pilot study. A total of 949,624 newborns have been
screened, with 92 patients identified, corresponding to a prevalence of 1
in 10,322 live births.

This paper describes the implementation of neonatal CF screening in Portu-
gal, from the pilot studies (1991-1995 and 2013-2016) to its official integra-
tion into the National Neonatal Screening Program in 2018, highlighting the
importance of epidemiological, economic, and ethical-legal factors in the
implementation and optimization of neonatal screening.

_Introdugéo

A Fibrose Quistica (FQ) foi descrita, pela primeira vez, em
1938 por Dorothy Andersen, como uma doencga do pancreas,
sendo posteriormente reconhecido o envolvimento pulmonar.
As primeiras, e mais frequentes, manifestagoes clinicas desta
patologia sdo infecdes respiratdrias recorrentes e baixo peso,
devido a insuficiéncia pancreéatica, e surgem habitualmente
nos primeiros meses de vida. A qualidade de vida dos doentes
¢é gravemente afetada, podendo ocorrer a morte muito preco-
ce. A perda excessiva de sal no suor € uma caracteristica da
doencga e a descoberta de elevadas concentragdes de ides
cloreto (Cl-) no suor destes doentes levou ao desenvolvimento
do “teste do suor”, ainda hoje o teste mais utilizado na confir-
macgdo do diagndstico da FQ. Muitas outras manifestagoes
clinicas surgem associadas a esta patologia ().

A FQ ¢é uma doenga genética com transmissao autossémica
recessiva e resulta da deficiéncia na proteina Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), um canal
ionico responsavel pelo transporte dos ides Cl- e bicarbona-
to (HCOB-) através da membrana apical das células epiteliais,
e codificada pelo gene CFTR (2). Mais de 2000 variantes
foram identificadas neste gene, e 0 prognéstico clinico a par-
tir das mutagdes identificadas € limitado, devido a fraca cor-
relagdo genotipo-fendtipo, especialmente para os sintomas
pulmonares. Apesar de estar presente na generalidade das
populacdes, a prevaléncia da FQ é superior nas populacoes
de origem europeia, onde apresenta um valor médio de 1:3
500 RN. Esta elevada frequéncia esta associada a uma muta-
cao prevalente (p.Phe508del, gene CFTR), presente em mais
de 90% dos alelos dos doentes do norte da Europa (3:4),
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O tratamento da FQ inclui a suplementagdo com enzimas
pancreaticas lipossollveis, 0 que permite a melhoria significati-
va do estado nutricional destes doentes, e a utilizacdo de
potentes antibidticos e mucoliticos na resolucao das infecoes
respiratrias persistentes (5:6). Recentemente, a utilizacéo
de moduladores genéticos altamente eficientes que atuam
corrigindo, a nivel molecular, as alteracdes estruturais ou de
fungao da proteina CFTR, teve um elevado impacto na melhoria
da satde e qualidade de vida dos doentes com FQ (5.7-9),

O aumento do Tripsinogénio Imunorreativo (IRT) sanguineo, ao
nascimento, permite efetuar o rastreio neonatal da FQ, desde
1979 (10), A identificagdo do gene e proteina envolvidos na
FQ, em 1989 (2), e a demonstracao, em 2005 (1), de valores
sanguineos elevados para a Proteina Associada a Pancreatite
(PAP), nos RN com FQ, vieram permitir a introducado de testes
de segunda linha nos algoritmos de rastreio, permitindo uma
melhoria significativa do seu desempenho. Muitos programas
de rastreio neonatal utilizam atualmente algoritmos complexos,
combinando a utilizacdo de marcadores biogquimicos (IRT
e PAP), e também varios niveis de analise genética (12). Os
doentes com quadros clinicos de ileo meconial apresentam,
frequentemente, valores normais de IRT ao nascimento, pelo
que néo séo identificados no rastreio neonatal, com as estraté-
gias habituais. Estas criangas devem realizar o teste do suor,
ou efetuar o estudo do gene CFTR, mesmo que o resultado
do rastreio neonatal seja negativo.

_Objetivo

A integracao da fibrose quistica num programa de rastreio
neonatal exige a otimizacao do algoritmo de rastreio a utilizar,
atendendo as condicbes peculiares de cada populagao.
Este trabalho descreve a implementacdo desse rastreio em
Portugal, que decorre a nivel nacional desde 2013, salientando
a importancia dos fatores epidemiolégicos, econdmicos e
ético-legais, particulares da nossa populacao, e que condicio-
naram quer a implementacéo, quer a otimizacao do algoritmo
de rastreio.

_Recém-nascidos rastreados e metodologia

Foi efetuado um estudo-piloto regional no Grande Porto,
entre 1991 e 1993, incluindo 40 000 RN. Em 1994, este
estudo passou a ser efetuado na regido centro, tendo sido
estudados 4 533 RN (PNDP- relatério 1993 (18)). Foi utilizada
uma estratégia IRT/ IRT, e o IRT foi determinado utilizando
0 método DELFIA® da PerkinElmer. Em 2013, iniciou-se um
estudo-piloto a nivel nacional, que se prolongou até 2016, e
incluiu 255 000 RN. Foi utilizada uma estratégia IRT/PAP/IRT,
e a quantificacdo do IRT e da PAP foram, respetivamente,
efetuadas pelo sistema AutoDELFIA® da PerkinElmer e pelo
kit MucoPAP-F da Dynabio (14).

Os casos positivos foram referenciados para o Centro de Trata-
mento (CT) da FQ mais préximo da area de residéncia dos pais.
No CT, é efetuada a avaliagao clinica, realizado o teste do suor, e
solicitado o consentimento informado dos pais, para realizagédo
do estudo do gene CFTR, nos casos positivos ou duvidosos. O
estudo genético foi efetuado a dois niveis: pesquisa da mutagéo
mais frequente (p.Phe508del) por PCR alelo-especifico (método
adaptado de Ferrie, et al. (19)), e pesquisa de 62 mutacdes mais
frequentes na Peninsula Ibérica, utilizando um kit da Elucigene®
(CF-EU2v1 e CF Iberian Panel kit).

Entre 2017 e 2022, este rastreio prosseguiu baseado na estra-
tégia IRT/PAP/IRT, com ligeiras alteragées ao algoritmo (16),
Em 2022, o estudo genético passou a ser efetuado com o kit
CFTR68 da Devyser®, que permite a pesquisa de 68 mutacoes
consideradas significativas na populagdo europeia atual.

Em 2023, foi alterada a estratégia de rastreio neonatal da
FQ, que passou a ser do tipo IRT/PAP/DNA, considerando-se
positivos, e passiveis de referenciacao, todos 0s casos com,
pelo menos, uma mutacéo identificada. Os casos com IRT>
150 ng/mL na amostra de rastreio, que mantiveram um valor
aumentado na amostra de repeticao (IRT>100 ng/mL), foram
também referenciados. Desde o inicio de 2024, passou a
ser também solicitada uma amostra de repeticdo, para o
doseamento do IRT, em todos 0s casos com apenas uma
mutagdo identificada, isto é, uma estratégia IRT/PAP/DNA/IRT
(figura 1). A quantificacdo do IRT é efetuada pelo sistema
GSP® da Rewity, desde 2024. Os doseamentos do IRT e da
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PAP estao acreditados pelo Instituto Portugués de Acreditacao
(IPAC), segundo a Norma NP EN ISO 15189 (Laboratérios
clinicos: Requisitos para a qualidade e competéncia), desde
2019.

Globalmente, desde 2013, foram rastreados 949 624 RN, a
nivel nacional.

Figura 1: [ Algoritmo do rastreio neonatal da fibrose quistica desde 2024.

Amostra de Doseamento IRT 265 i Rastreio
; _— _— —> -
Rastreio da IRT ng/ml? NAO negativo
N —
[
SIM
Doseamento
da PAP
Andlise Genética _ Rastrei
e SIM PAP =18 NAO —— astrelo
(Devyser CFTR68) ng/ml? negativo ﬁ
[
| NAO
2 1 0 IRT 2150
mut mut mut — ng/mlz SIM
pedido de Doseamento Pedido de
r—— 29 AMESE da IRT 22 amostra
positivo l
Dosdearlnénto f— Rastreio
d ng/ml? SIM positivo
IRT 235 X Rastreio
Sim ng/ml? NAO negativo

_Resultados e discussdo

No primeiro estudo-piloto realizado em Portugal para o rastreio
neonatal da FQ (1991-1993), foram identificados 4 casos
positivos na regiao do Grande Porto, daqui resultando uma
prevaléncia de 1: 10 000 RN. Na regido Centro (1994-1995) ndo
foi identificado nenhum doente. Os resultados obtidos ficaram
muito aquém do esperado: 0 nimero de doentes identificados
indicava uma prevaléncia ao nascimento para a FQ de metade
do previsto, e 0 método de rastreio utilizado resultava num
elevado nimero de casos falsos positivos, com necessidade
de convocar um grande numero de RN para efetuar o teste
do suor, afetando, negativamente, muitas familias. Estes resul-
tados, associados ao questionavel beneficio clinico que a iden-
tificagdo precoce dos doentes trazia nessa altura, resultaram
na suspensdo desse rastreio (PNDP - relatério 1995 (17)).

Em 2013, surgiu a oportunidade de realizar um segundo
estudo-piloto com o projeto “Rastreio,

Tratamento Precoce da Fibrose Quistica”, financiado pelo Alto

Diagndstico e

Comissariado para a Saude e envolvendo varias Associacoes
de Doentes, o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo
Jorge (INSA), e os hospitais com consulta especializada na
FQ. A continuidade deste projeto que, inicialmente, previa
incluir 80 000 RN, foi assegurada pelo INSA até 2016, e foram
estudados 255 000 RN. Foram referenciados setenta e oito
casos e 32 foram confirmados como positivos. Os resultados
deste estudo-piloto foram publicados em 2018 (15). |dentifica-
ram-se, neste periodo, trés casos falsos negativos, um deles
com fleo meconial, por suspeita clinica. Considerando os 35
casos identificados, observou-se uma prevaléncia de 1:7 285
RN. A introdugao da determinagao da PAP, na estratégia de
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rastreio, possibilitava um custo-beneficio aceitavel para a
comunidade, e permitia contornar a questao do rastreio genéti-
co, legalmente e economicamente nao aceitavel em Portugal,
nessa altura. Em 2017, foram criados os Centros de Referéncia
Nacionais (CR) para a area da FQ (Despacho n.° 6669/2017),
passando todos 0s casos com rastreio neonatal positivo a ser
referenciados para estes centros. No final de 2018, a FQ foi ofi-
cialmente integrada no painel nacional do PNRN. A estratégia
de rastreio IRT/PAP/IRT manteve-se até final de 2022, com
ligeiros ajustes nos valores de cut-off da PAP e IRT.

Em 2023, foi alterada a estratégia de rastreio da FQ, passan-
do a incluir-se o0 estudo genético no algoritmo de rastreio
[estratégia IRT/PAP/DNA (2023) e IRT/PAP/DNA/IRT (2024)],
com um valor de seguranca para valores muito elevados
de IRT (=150ng/mL). Todas as alteracdes no algoritmo de
rastreio neonatal da FQ foram efetuadas apds reuniao com
0s CR. A analise genética efetuada inclui apenas a pesquisa
de mutacdes comprovadamente causais de FQ, de acordo
com a base de mutagoes CFTR2, e frequentes na populacdo
europeia. Com a introducao do estudo genético no algoritmo
de rastreio, 0 numero de pedidos de novas amostras diminuiu
significativamente, de 0,3% (2017-2022) para 0,04% (2024), e
o valor preditivo positivo (VPP) para os casos referenciados
passou de 30 para 50% (tabela 1). A diminuigdo do nimero
de casos falsos positivos referenciados é especialmente

importante, por varios motivos: 1) representam uma sobrecar-
ga desnecesséria para os CR, 2) diminuem a confianca dos
profissionais de salde no rastreio neonatal, e 3) representam
uma enorme ansiedade para as familias.

Desde 2013, foram rastreados 949 624 RN e identificados 92
doentes, o que se traduz numa prevaléncia de 1:10 322 RN
(PNRN- relatério 2024 (18)). Foram identificados oito casos
falsos negativos, quatro dos quais apresentando quadros cli-
nicos sugestivos de ileo meconial. Oito casos referenciados
apresentaram valores de teste do suor intermédios ou varian-
tes genéticas de significado incerto, e mantém-se em vigilan-
cia clinica (casos CFSPID, Cystic Fibrosis Screening Positive
Inconclusive Diagnosis). O doseamento da PAP apresenta
uma dupla vantagem: é economicamente mais vantajoso,
pois permite diminuir o nimero de estudos genéticos, e reduz
significativamente o numero de casos CFSPID e portadores
identificados, relativamente a algoritmos em que o estudo ge-
nético é utilizado como teste de segunda linha (19). Por outro
lado, a introducéo do estudo genético, como teste de terceira
linha, permite uma melhoria consideravel do desempenho
deste rastreio, com uma diminuicao significativa da taxa de
pedidos de segundas amostras e um aumento significativo
do VPP (20). A analise dos resultados genéticos de todos os
doentes identificados desde 2013, mostra que a mutagao

Tabela 1: [ Comparagédo dos resultados do rastreio neonatal da FQ com a estratégia IRT/PAP/IRT e IRT/PAP/DNA/IRT.

Estratégia de rastreio

N° de RN rastreados

Pedidos de novas amostras (%)
Valor preditivo positivo (VPP)*
Sensibilidade*

Especificidade

Valor preditivo positivo (VPP)* para os
casos referenciados

Prevaléncia ao nascimento

IRT/PAP/IRT IRT/PAP/DNA/IRT
(2017-2022) (2024)
524 200 84 631
0,3 0,04
2,9 18
95,3% 100%
99,7% 99,9%
30 50
1: 11 649 1: 12 090

*Célculos efetuados sem contabilizar casos com ileo meconial.
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p.Phe508del esta presente em 65% dos alelos. Cinco
mutagdes adicionais foram identificadas com uma frequéncia
alélica de mais de 2% (p.Gly542X, p.Arg334Trp, p.Alab61Glu,
p.Gly85Glu e p.Asn1303Lys), apresentando todas as restantes
mutagdes uma frequéncia inferior.

A prevaléncia da FQ ao nascimento mantém, desde o inicio do
rastreio nacional, uma tendéncia decrescente. Esta diminuigao,
que acompanha 0 que acontece em outros paises europeus,
pode dever-se ao aconselhamento genético e ao diagnostico
pré-natal, mas também a alteragdo das caracteristicas da
populacao europeia em idade fértil. Fendmenos globais de
migracao, trouxeram para a Europa ocidental muitos individuos
jovens, oriundos de populagbes com menor prevaléncia ao
nascimento da FQ.

_Concluséo

A otimizacdo da estratégia do rastreio neonatal da fibrose
quistica (FQ) em Portugal, de acordo com os aspetos éticos,
sociais, econdémicos e epidemioldgicos da populagédo
portuguesa, tem-se revelado fundamental para a melhoria
continua do desempenho deste rastreio.

Cumprindo com as orientagdes internacionais e com 0s
objetivos do Programa Nacional de Rastreio Neonatal, este
rastreio tem contribuido para a exceléncia dos cuidados de
salde oferecidos aos doentes portugueses com FQ.
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