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_Rastreio neonatal da homocistinuria classica revela uma elevada frequéncia da
deficiéncia em MAT I/1ll na Peninsula Ibérica
Newborn screening for homocystinuria revealed a high frequency of MAT I/lll deficiency in Iberian Peninsula
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_Resumo

A homocistiniria devida a deficiéncia da enzima cistationina B-sintetase ou
“homocistindria classica” ¢ uma doenga metabdlica rara (1/344 000 RN), de
transmiss@o autossémica recessiva e caracterizada por elevada heterogenei-
dade clinica, que frequentemente contribui para o diagndstico tardio. Existe
tratamento efetivo, se instituido antes de se instalarem sintomas irreversiveis,
pelo que tem sido incluida num nimero consideravel de programas de rastreio
neonatal. O rastreio baseia-se na determinagé@o dos niveis plasmaticos de me-
tionina, por espectrometria de massa em tandem (ms/ms), mas conduz a iden-
tificacédo de muitos casos falsos-positivos, portadores de uma condigdo com
significado clinico ndo completamente esclarecido, a deficiéncia em metionina
adenosiltransferase (MAT I/1ll). Ambas as condigdes sao rastreadas na Galiza e
em Portugal desde 2000 e 2004, respetivamente. Desde entao, foram identifi-
cados trés doentes com homocistindria classica e 44 doentes com deficiéncia
em MAT I/lll. Uma forma dominante, e aparentemente benigna, desta Ultima
condigdo, associada a mutagdo p.R264H, parece ser muito frequente na
Peninsula Ibérica. A implementagdo de um teste de segunda linha, consistindo
na determinagdo da homocisteina total, permitiria reduzir consideravelmente o
numero de RN identificados com deficiéncia em MAT I/Ill e melhorar a especifi-
cidade e valor positivo preditivo do rastreio da homocistindria classica.

_Abstract

Homocystinuria due to cystathionine B-synthase deficiency or “classical ho-
mocystinuria” is a rare autosomal recessive condition characterized by high
clinical heterogeneity, which contributes to frequent late clinical diagnosis.
Treatment is effective if started before irreversible clinical symptoms, which
led to its inclusion in a number of newborn screening programs, based on
the analysis of methionine levels by tandem mass spectrometry (ms/ms).
Nevertheless, false-positive results can be frequently obtained and lead to
the unwanted identification of methionine adenosyl transferase (MAT I/1ll) de-
ficiency, a condition with clinical significance not completely elucidated. Both
these metabolic disorders are screened in Galicia and Portugal since the
introduction of the ms/ms technology, in 2000 and 2004, respectively, result-
ing in the identification of three patients with classical homocystinuria and
44 patients with MAT I/Ill deficiency. A dominant form of MAT I/lll deficiency,
associated with mutation p.R264H, seems to be very frequent in the Iberian
Peninsula and usually is associated with a clinically benign course. The im-
plementation of a second-tier test for homocysteine determination in dried
blood spots would considerably reduce the number of MAT I/lll-deficient pa-
tients identified and improve the specificity and positive predictive value for
classical homocystinuria screening.

_Introdugéo

A Homocistinuria Classica (CBSD, MIM 236200) é uma doenca
genética, de transmissao autossémica recessiva, mundialmente
rara (1/344 000) (1), e devida & deficiéncia na enzima cistationi-
na B-sintetase (CBS, EC 4.2.1.22). Esta enzima, que atua no
ciclo da metionina, é maioritariamente expressa no figado e no
pancreas e é ativa sob a forma de um homotetramero. Bioqui-
micamente, esta deficiéncia resulta na elevagao da metionina
e homocisteina no plasma e da homocistina na urina. Clinica-
mente multissistémica, destaca-se a miopia, subluxacdo do
cristalino, atraso mental, alteragdes esqueléticas (sindrome de
Marfan) e eventos tromboembdlicos.

O tratamento, baseado numa dieta restrita em metionina e
suplementada com betaina, vitamina B12 e acido félico, é
eficaz se iniciado precocemente, mas o diagnostico é fre-
guentemente tardio devido a inespecificidade dos sintomas.
Aproximadamente metade dos doentes apresenta uma forma
da doenca que responde & piridoxina (1). A CBS é codificada
pelo gene CBS, e estédo descritas mais de 170 mutagdes pa-
tolégicas (http://cbs.lfl.cuni.cz), sendo a maioria esporadica.
Verifica-se a existéncia de correlagao genoétipo-fenotipo, com
associagao das variantes genéticas conducentes a menor ati-
vidade enzimatica, as formas clinicas mais graves (2).

A adaptacéo da espectrometria de massa em tandem (ms/ms)
ao rastreio neonatal permite, desde o final dos anos 90, o
rastreio neonatal desta patologia, baseado na elevacdo da
concentracéo da metionina plasmatica. No ciclo da metionina
existe ainda outra enzima, a metionina adenosiltransferase (MAT
I/ll, EC 2.56.1.6) cuja deficiéncia origina também a elevacao
da concentracdo da metionina plasmatica desde 0s primeiros

21



Observacdes_ Boletim Epidemiolégico

< ’ nstiuto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

dias de vida, podendo em alguns casos verificar-se um ligeiro
aumento dos niveis de homocisteina no plasma. A deficiéncia
nesta enzima, codificada pelo gene MAT1A, esta associada a
uma condigao de significado clinico ndo esclarecido (Def. MAT
I/lll, MIM 250850), o que levanta algumas questdes relativa-
mente & sua inclus&o nos programas de rastreio neonatal (2).
Apesar de habitualmente transmitida de forma autossomica
recessiva, esta descrita em varias populagdes uma mutacao
frequente (p.R264H), associada a sua transmissao autossomi-
ca dominante (3-4), A introducdo da tecnologia de ms/ms no
rastreio neonatal, na Galiza em 2000 e em Portugal em 2004,
permitiu a identificacéo de 44 recém-nascidos (RN) com MAT
I/lll e 3 RN com deficiéncia de CBS, revelando na Peninsula
Ibérica, por um lado, uma baixa prevaléncia desta patologia, e
por outro, uma elevada frequéncia da Def. MAT I/lll, associada
a mutacéo p.R264H.

_Objetivo

Caracterizar os casos de deficiéncia em MAT I/lll e de CBS iden-
tificados em recém-nascidos na Peninsula Ibérica, com base no
rastreio neonatal da Galiza e de Portugal.

_Material e métodos

Este estudo incluiu 850 000 RN portugueses (2004-2014) e
374 000 RN da Galiza (2000-2014). As amostras de sangue em
papel de filtro foram colhidas maioritariamente entre 0 3° e 0
6° dia de vida. A determinacdo da concentracao plasmatica de
metionina foi efetuada por ms/ms (5). Apés confirmacéo da per-
sisténcia da hipermetioninemia numa segunda amostra, os RN
foram encaminhados para um centro de tratamento especializa-
do para avaliagao clinica e colheita de amostras de sangue e
urina para efetuar cromatografia de aminoacidos e doseamen-
to de homocisteina total/ homocistina. Os estudos genéticos
foram efetuados por sequenciacéo direta de fragmentos ampli-
ficados por PCR, a partir de ADN genémico extraido de sangue.
Todos os exdes dos genes CBS e MATTA, e respetivas regioes
intrénicas flanqueadoras, foram sequenciados por procedimen-
tos standard.
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_Resultados e Discussio

Foram identificados 47 RN com hipermetioninemia persistente
(tabelas 1 e 2), dos quais 33 em Portugal. Destes, dois s@o
doentes com deficiéncia de CBS (1/425 000) e 31 sao portado-
res de Def. MAT I/1Il (1/27 400). Na Galiza foram identificados 13
casos de deficiéncia em MAT I/1Il (1/28 736) e um com deficién-
cia de CBS (1/374 000). Apenas em dois doentes portugueses
com deficiéncia de MAT I/lll (30 e 31) ndo foi identificada a
mutacdo p.R264H. Todos os RN mantinham na confirmacéo
valores de metionina que permitiram manter dietas livres, apro-
priadas a idade e com ingestao proteica normal. Com excegao
de um doente, que aos 2 anos de idade apresentava alteracdes
de mielinizagao, de significado clinico e etiologia desconheci-
dos, todos os RN apresentam crescimento, desenvolvimento e
avaliagdo neuroldgica normais. Todos os familiares estudados
(pais, tios, irméos e avds), e portadores da mutagao p.R264H,
estdo clinicamente bem, exceto um pai, falecido muito novo
com um enfarte do miocardio e dois avos, falecidos com
doenca vascular severa, sem fatores de risco identificados (6.
No doente 30, que ndo tem origem Ibérica, foram identificadas
em heterozigotia composta duas mutacdes novas: p.L137V
(c.409T>G) e p.S247N (c.740G>A). Ambas as mutagdes afetam
aminoacidos conservados, nao estdo descritas no doSNP nem
no Exome Variant Database, e de acordo com quatro progra-
mas bioinformaticos diferentes (Condel, SIFT, MutationTaster e
PolyPhen) sdo patogénicas. A mutacao p.L355R, identificada
em homozigotia no doente 31, foi recentemente publicada num
primo do doente que vive em Espanha (7).

Os trés doentes com deficiéncia em CBS, identificados neste
estudo, apresentavam valores moderadamente aumentados de
metionina no rastreio, mas muito elevados, de metionina e ho-
mocisteina, na confirmagéo (tabela 2). Todos fazem tratamento
dietético incluindo restricdo em metionina, e suplementagéo
com betaina, vitamina B12 e &cido félico. Apesar de nenhum
ser respondedor a piridoxina, mantém-se assintomaticos.
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Tabela 1: 1 Caracterizagdo dos doentes com deficiéncia em MAT I/III.

Rastreio neonatal

Confirmagao (plasma) Anélise molecular

Local de a |dade atual |dade Metionina Idade Metionina Homocisteina
IS i Géneroeses/anos) (dias) (uM)! (dias) (M)’ total (uM)2 D LA
1M b
1-29 Portugal 178 F o 3m-9a 3-7 52-1242 12-30 80-254 8-26° p.R264H/N
30 Portugal F 5a 7 67 30 85 5 p.L137V/p.S247N
31 Portugal F 4a 3 7 19 465 nd. p.L355R/p.L355R
) 7™M d
32-44 Galiza 5m-8a 2-6 45-147 35-128 91-392 8-23¢ p.R264H/N
6F

! Normal: 4-44 uM; 2 Normal: 2-14 uM; @ O doente 9 tem um valor de 309 uM; oA confirmacéo do doente 11 foi efetuada com 63 dias de idade;
°Nao determinado em 4 casos; ¢ O doente 32 tem um valor de 573 uM; © Nao determinado em 3 casos; M: masculino; F: Feminino.

Tabela 2: [ Caracterizagéo dos doentes com Homocistinuria classica.

Rastreio neonatal

|dade
(dias)

22

Confirmagéo (plasma) Andlise molecular

Deciics Local de e Idade atual Idade Metionina
rastreio (anos) (dias) (uM)!
45 Portugal F 9 5 130
46 Portugal M 2 6 130
47 Galiza F 9 3 59

Metionina  Homocisteina anci
(uM)! total (uM)2 Gene CBS Referéncia
744 130 p.V178GfsX23/ p.K523fsX18 (8,9)
293 149 p.L338P/ p.L338P (10)
1086 148 (1)

pT257M/ p.T257M

" Normal: 4-44 uM; 2 Normal: 2-14 uM; M: masculino; F: Feminino.

_Concluséo

O rastreio neonatal da deficiéncia de CBS faz parte de muitos
programas de rastreio, uma vez que o inicio precoce do tra-
tamento é inquestionavelmente benéfico para o doente. No
entanto, a realizacdo deste rastreio baseado apenas na deter-
minag@o da metionina plasmatica, gera alguma controvérsia
devido a baixa especificidade e sensibilidade (2). Nem em
Portugal, nem na Galiza foram até a data identificados casos
falsos negativos, mas foi identificado um nimero consideravel
de casos com uma forma aparentemente benigna de Def. MAT
I/lll, desconhecida na Peninsula Ibérica antes do rastreio neo-
natal por ms/ms.

Em Portugal o rastreio da deficiéncia de CBS iniciou-se
em 2004, tendo até a data sido identificados dois doentes
(1:425 000 RN). Esta baixa prevaléncia ao nascimento e a iden-

tificacdo de um elevado nimero de individuos com uma condi-
¢édo aparentemente benigna, colocam em questdo a manuten-
cao deste rastreio no painel nacional de doengas rastreadas. A
determinagao da homocisteina total nas amostras de rastreio,
como segundo teste a realizar nas amostras com metionina
aumentada, permitira melhorar significativamente a especifici-
dade e sensibilidade deste rastreio, e devera ser brevemente
implementada no rastreio neonatal.
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