Rastreio Neonatal

Processamento e analise das amostras no laboratoério

Rastreio das Doengas Hereditarias do Metabolismo (DHM)

Rastreio do Hipotiroidismo Congénito (HC)

Rastreio da Fibrose Quistica (FQ)

Rastreio da Drepanocitose ou Anemia das Células Falciformes (ACF)
Rastreio da Atrofia Muscular Espinhal (AME)

Rastreio das Imunodeficiéncias Severas Combinadas (SCID) — estudo piloto

Futuro do rastreio neonatal: desafios e perspetivas
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Processamento das amostras para rastreio neonatal

HCe FQ [ DHM (24) ] [ Drepanocitose ]
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Imunoensaio de ms/ms Eletroforese capilar RT-PCR
fluorescéncia API 4000 Capillarys 3 DBS EONIS
AutoDelphia QTRAP 4500 Sebia PerkinElmer
PerkinElmer ABSciex
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Analise de resultados do Rastreio Neonatal
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Doencas Hereditarias do Metabolismo

Doencas genéticas caracterizadas por elevada heterogeneidade genética e
fenotipica (bioquimica e clinica) e incidéncia muito variavel

Prevaléncia ao nascimento: 1: 6 474 a 1: 835 206
Global (DHM): 1: 2 225 (PNRN, 2023)

Tratamento:

Doencas de intoxicacdo (metabolismo proteico)
Restricao proteica (produtos hipoproteicos)
Suplementacao com aminoacidos essenciais
Eliminacao de compostos toxicos acumulados

Doencas da B-oxidacao mitocondrial dos acidos gordos (metabolismo
energético)

Evitar situacOes de elevado consumo energético (jejum prolongado,
exercicio fisico intenso, stress metabodlico)

Fornecer substratos energéticos alternativos




Doencgas Hereditarias do Metabolismo (24)

Aminoacidobnatias

Doengas do
ciclo da ureia

Acidurias
Organicas

Doencgas da B-
oxidacao Mitocondrial
dos Acidos Gordos




Via de degradagao da Phe Ciclo da Ureia
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Metabolismo da Cobalamina
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Metabolismo da Metionina
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Metabolismo da Lys e Try GA1l
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Doencas Hereditarias do Metabolismo

Método: analise por ms/ms de derivados butilados de aminoacidos e
acilcarnitinas (APl 4000 da Sciex)

Perfil de 1 amostra Perfil de
aminodacidos 1 analise acilcarnitinas
Aminoacidopatias Aciddrias
Organicas
Doencas de
intoxicacao
Doencas do Doencgas da B-

oxidagcao Mitocondrial

metabolll:::mo dos Acidos Gordos
energético



Perfil de aminoacidos
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Perfil de acilcarnitinas
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Rastreio das DHM

oscm“ & Importar & Amostrs % NeoBox gusgem ¥ of Configuragio & AnaMarcio ¥
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Histérico Anes Alterar Normal

MOStras (resuitsdes de pesquise) ® Diagnostico + Biomarcadores Perinsercio, Esconder prefixos -
& 4344429 “ Diagndstico  Normal &
& 4344437 Dat 2025/05/30 16:08:51 Met 15.30 ASAMRM 0.10 CEDC MRM 0.02 C18-0H MRM 0.01
lata Tk | n -3
& 4344438 Utilizador Helena Fonseca Val MRM B83.20 GAA MRM 132 CEMRM 0.04 C18:1-0OH MRM 0.02
& 4344483 publicado  [EXT3 XLEU MRM 2440  Arg/Orn MRM 022 C10MRM 0.06 C12-OH MRM 0.01
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B8 Vslores baivos sem dosnga (12) Sem doengas. Hlzu/FPhe MRM Arg{Orn MRM 022 C10 MRM 0.80  C12-0H MRM 0.01
& 4344510 Met/ MAEM
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- & Amostra Asp NL
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¥LEL MEM 2637 Arg/Orn MRM CADC MRM 013  C14-0HMRM 0.03  C5DC/CEMRM 0.01
s r o CA0H MRM 0.16  C16 MRM 360  CB/C2 MRM 0.34
- Phe MREM BT5.15 CitfAarg MRM
€5 MRM 0.20  C16:1 MRM 0.19  CB/C10 MRM 1144
v b, I 1+ £ , .
Tyr MRM 43.18 Cit/Orn MREM £5:1 MRM 0.02  C17MRM 0.04  C14:1/C12:1 MRM 203
Phe/Tyr MRM 02T o0 MRM C5DC MRM 0.14  C18 MRM 107 C14:1/C16 MRM 0.04
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PKU/ HPA
MSUD (leucinose)
Tirosinemia Tipo 1

Tirosinemia Tipo 2/3
Homocistinuria (Def. CBS)
Défice de MAT I/111
Citrulinemia Tipo 1
Ac. Argininosuccinica
Argininemia
Def. 3-MCC /Def. HCS
Ac. Isovalérica

Def. SCHAD

Ac. Propionica

Ac. Maldnica

Ac. Glutdrica Tipo 1
Ac. Metilmaldnica (Def Mut;
Def. Cbl C/D)
Def. 3-HMG
Def. MCAD

Def. LCHAD
Ac. Glutarica Tipo 2
Def. Primario da Carnitina

Def. VLCAD
Def. CPT 1a
Def. CPT 2

Rastreio das DHM
~ Patologia  Marcadoralterado  Teste2linha

Phe (Phe/Tyr)
X-Leu; Val
Tyr
Tyr
Met
Met
Cit
ASA; Cit
Arg; Arg/Orn
C50H
C5

C40H
C3; c3/c2

C3DC
C5DC

C3; C3/C2; C3/Met

C50H; C6DC
C8; c8/C10

C160H; C18:10H; C180H; C160H/C16

4, G5,...,C18

coJ; C164, C18:1|,; C184 ; C18:24
C14:1; C14:2; C14:1/C12:1

C0/(C16+C18)
C0/(C16+C18)J

Propionilglicina
Ac 3-OH-propidnico

Ac. Metilmalénico
Homocisteina total
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Hipotiroidismo Congénito
Pode ter origem genética ou nao genética

Sintomatologia:

Hipoatividade e hipotonia

Macroglossia

Atraso de desenvolvimento /baixa estatura
Atraso mental severo e irrecuperavel
Alteragcoes neuroldgicas irreversiveis

Prevaléncia ao nascimento: 1: 2 707 RN

Tratamento: levotiroxina (L-tiroxina - T4)
(facil, eficaz, econdmico)



Hipotiroidismo Congénito

Hipodfise Hipofise
— S
TSH TSH I
1 ol
( _ ) Tiroide Tiroide
T3eT4 | Ched |

e LT |

Hipotiroidismo Congénito Hipofisario ndo é identificado
Imaturidade dos RN prematuros (eixo hipotalamo-hipéfise)




Hipotiroidismo Congénito

Método de determinagao do TSH e T4: imunoensaio de fluorescéncia (GSP® e Delphia®)

—— <10 mU/L |—) Mormal

— =9 5 ph/dL Mormal
10-26 mIJ‘.-"L Determi na;ﬂu
\—J T4 total

Determinacao q <9,5 pMmsdL |

T5H
| 20-40 mU /L

—}| =40 mU /L —;- IL = 10 ml /L [ = 10 ml /L

Marmal

”uc L Acreditagao IPAC
S % NP EN ISO 15189,
RN

_wmca| i | desde 2014

tanmen il

0 instituto_Nacional de Satde
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Fibrose Quistica

Doenca genética (elevada frequéncia na populacao caucasiana)
Elevada concentrag¢ao de iao Cl- no suor (teste do suor confirma doenca)

Sintomatologia:

Clinica multissistémica, com evoluc¢ao progressiva e irreversivel:
InfegOes respiratorias recorrentes (faléncia cardio-respiratoria)
Insuficiéncia pancreatica: atraso de desenvolvimento /baixo peso
Insuficiéncia hepatica e perturbagoes gastro-intestinais

Prevaléncia ao nascimento: 1: 10 058 RN

Tratamento: Prevencao e controlo de infegoes respiratorias (vacinagao,
antibioticos e mucoliticos de nova geragao), suplementagao alimentagao

Terapia genética personalizada (moduladores genéticos
aprovados para a mutacao p.F508del)

v' Mutagio p.F508del presente em 85% dos doentes Portugueses

v' 20% n3o elegiveis para terapia com moduladores genéticos
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Proteina CFTR

(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)

c- 4
Glycan residues linked

to N894, NSOD cFTR

1480 aa

out Chromosome 7

L Mult\ple
phosphorylation sites
Farinha et al, FEBS J, 2013

=Glicoproteina integral da membrana apical das células epiteliais

=Canal ionico responsavel pelo transporte de Cl- (“suor salgado”)



Rastreio Neonatal da Fibrose Quistica

Marcadores bioquimicos Estudo Genético
Tripsina imunorreativa (IRT) Pesquisa da muta¢ao p.F508del
(Crossley et al., 1979) (Riordan et al., 1989)
Proteina Associada a Pancreatite (PAP) Pesquisa de mutagoes frequentes (30 a 68)

(Sarles et al., 2005)
Analise genética alargada (Seq. Sanger, NGS)

Elevada heterogeneidade dos algoritmos de rastreio!

Em Portugal:

IRT/IRT + p.F508del (12 EP)

IRT + PAP / IRT (22 EP)

IRT + PAP + CFTR68 / IRT (desde 2023)

Método de determinagdo do IRT: imunoensaio de fluorescéncia (GSP®)

Método de determinag¢ao do PAP: imunoensaio de fluorescéncia (Dynabio)
Estudo genético: CFTR68, Devyser



Programa Nacional de Rastreio Neonatal — Algoritmo de Rastreio Neonatal da Fibrose Quistica

Amostra de
Rastreio

Doseamento IRT=65
S —p
da IRT ng/mL?
|
Sim —»
Andlise Genética Sim

(Devyser CFTR68)

'

negativo

Acreditacao IPAC

NP EN ISO 15189,
desde 2019

Doseamento
da PAP

'

PAPz1,8
ng/mL?

Rastreio
30 —» _ <+ 3
Ndo negativo Ndo

Rastreio
positivo
A

v

Pedido de
22 amostra

v

Doseamento
da IRT

y

IRT 235

Sim ng/mL?

IRT 2150
ng/mL?

Pedido de
22 amostra

Doseamento <

l__ da IRT
g Rastreio
'm ’ positivo
negativo

<+— Sim

IRT 250
ng/mL?

Data de alteracdo: 09/01/2024



i Drepanocitose

» .« Doenca genética muito frequente em zonas endémicas da malaria.

wwi.insa.pt

' Os eritrécitos adquirem uma forma rigida alongada (forma de foice) que esta na
' base da vaso-oclusdo associada a esta patologia.

' Fendtipo HbSS é o mais frequente (Glu6Val — gene HBB- cadeia 3 da
hemoglobina)

| Prevaléncia ao nascimento: 1: 2053 RN

Sintomatologia: anemia hemolitica, fendmenos cardio-vasculares, crises agudas
de dor, sequestragao esplénica, disfungcao renal e cardiopulmonar, elevada
suscetibilidade a infe¢oes.

Tratamento: prevenc¢ao de infe¢des (penicilina), preven¢ao da meningite
(vacinagao), prevengao de enfartes, anti-inflamatdrios nao esteroides (crises
agudas de dor), transfusdes crdnicas, hidroxiurea, transplante de medula,
terapia génica (correcao do gene HBB ou reativacao da produg¢ao de HbF).

w LN L)

PP LX)
‘ (\\ /’ae) k ?

~—" HBB




% de sintese global de globina

50 —

Os eritrécitos e a hemoglobina

e AR QO 4 4 4
P DO @

o Y : B
. Y  OoYs Ol 0B
: F F A, A
69 | Feto Adulto
25 — ;
g W /
4 + il ; S
0 T T ] I T T |
0 6 18 30 T 6 18 30 42
Idade pré-natal (semanas) | Nasci;nento I Idade pds-natal (semanas)
Sickle cell anemia
Globin chain Globin chain
+ Beta (B)
+ Alpha (a
pha (o) / i
+ Delta (9)
ou
Globin chain + Gamma (y)
+ Beta (B)
or /
* Delta (3) ™ GisinEn
Normal red blood cells Sickle cell anemia of * Alpha (a)

« Gamma (y)
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Rastreio neonatal da Drepanocitose

Perfil de hemoglobinas neonatal — Eletroforese capilar (Capillarys 3 DBS — Sebia)

1 1 | 1 1 | 1 1 | 1 | 1 1 1 1 1 1 | 1 | N(Bart) !ONT2 ) N1t ! N(A) | N9 | NS[N[F]] N6 N(D/G/
e - e R e e Tt i o e e A SO o
. 2 N I R . AR Y- A ‘ ‘ ‘ |

| NE) | N2 )
| | |
|

N(C)

B
. . Neonatal Haemoglobin Electrophoresis 3 |
Neonatal Haemoglobin Flectrophoresis Neonatal Haemoglobin Electrophoresis
Name %o
Name %o - Name %
AIF- 027 Hb A 134 IEon AIF:
Hb A 21.0 o HbF 78.1 A/X: 158 HbF 88,3 )
HbF AlLX: Hb S zone 8. Hb S zone 11,7 AlX:

79.0 5
Trago falciforme Drepanocitose

-talassemia | Prevaléncia ao
HbSC B . .
major nascimento
2

24 130 24

Lisboa e Setubal
(05/2021-01/2022)

1 - 1: 894

Portugal

164087 57 9 3 1 1: 2 344
(02/2022-12/2023)
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Atrofia Muscular Espinhal (AME)

Doenca genética neuromuscular, resultante de mutag¢oes no gene SMN1, e
caracterizada pela degeneracao progressiva dos neuronios motores da medula
espinhal, resultando em fraqueza e atrofia muscular progressivas. Severidade
clinica depende do n?2 de cdpias do gene SMIN2.

Prevaléncia ao nascimento: 1: 14 515 RN

Tratamento:

Nusinersen (Spinraza — administrag¢ao regular por injecao intratecal, na medula
espinhal): oligonucleotideo antisense sintético que permite que o gene SMN2
produza a proteina normal.

Onasemnogene abeparvovec (Zolgensma-perfusao intravenosa de dose Unica):
é um medicamento de terapia genética, que leva a expressao da proteina
humana de sobrevivéncia do neurénio motor (SMN).




Atrofia Muscular Espinhal

Multiplex RT-PCR - Eonis Dry Chemistry
Eonis SMIN1 (SMA), TREC (SCID), KREC (XLA) kit

SMN1 RPP30

nnnnn

Amostra invalida

Amostra Normal .~/ | || ]
Del exdo 7
10 20 30 421 10 20 30 40
yles [n] ycles [n]
Other samples
Well Sample Ct Sample result
hame RPP30 SMN1 RPP30 SMN1
co7 SMA4 26.85 Ok Above
limit . L
Cc10 Amostra 33.44 33.28 Above Ct_ CICIO de Inicio
invalida limit amp“ﬁcagéo
F10 Amostra 29.59 27.82 Ok Ok
normal
Lower 15.00 15.00
limit:
Upper 33.00 32.00
limit:

v' Metodologia: PCR em tempo real (sistema EonisQ™ da Perkin ElImer)

v Deteta dele¢do, em homozigotia, ex.7 no gene SMN1 (estimativa: 92% doentes
em Portugal)
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Imunodeficiéncia severa combinada (SCID)

Grupo heterogéneo de doencas genéticas imunitarias caracterizadas pela
auséncia de linfocitos T e auséncia variavel de linfocitos B e/ ou células
exterminadoras naturais. Causa genética pode estar num elevado
numero de genes diferentes (>20 genes).

Sintomatologia:
Infe¢Oes respiratorias e gastrointestinais persistentes e recorrentes.

Prevaléncia ao nascimento estimada na Europa: 1: 50 000 a 1: 75 000 RN

Tratamento: Transplante de medula a efetuar o mais precocemente
possivel (antes da primeira infe¢ao).

Rastreio baseado na quantificacao de TRECs (T lymphocyte receptor

excision circles) — pequenas moléculas de DNA circular formadas na
maturac¢ao dos linfocitos T.

Em estudo piloto desde 1 de abril de 2025



Rastreio Neonatal na Europa

CH RMD DHM (24) X-ALD
UDP
Gal SMA LSD
CF G6P
Biot
SCD

Elevada heterogeneidade (entre paises / regioes):

v Organizac¢do do pograma (voluntario/consentimento/obrigatério)
v Doencas rastreadas (incluindo n2 de DHM)

v Cobertura

v’ Idade a colheita

v' Consentimento para guardar amostras/ quanto tempo

v Reporte de resultados normais

Loeber et al., 2021 (revisao relativa a Europa)
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O futuro do Rastreio Neonatal

Avanco tecnologico

» Novos métodos e estratégias de rastreio
» Tratamentos mais efetivos

$

Aumento do n2 de patologias rastreadas
Implementag¢ao do rastreio num numero crescente de paises
Heterogeneidade dos programas de rastreio

$

Necessidade de recomendacoes internacionais
para harmonizac¢ao global do rastreio



Questoes do rastreio neonatal

Que doencgas rastrear?

~ | Que algoritmos de rastreio utilizar?
231 Rastreio Genémico?
Rastreio metaboléomico?

Gestao de informacao
Quem informa os pais?
Informacgao dos portadores?
Quem tem acesso?

Gestao de amostras excedentarias?
Bancos de amostras?
Bancos de DNA?

Gestao de bases de dados? Protecao de dados?
Nacionais? Europeias?
Quem gere? Quem tem acesso?
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Take home message

Programas de rastreio devem ser sistematicos e
integrados: rastreio, confirmacao,
aconselhamento das familias, tratamento em
centros especializados

Programas de rastreio devem
ser dinamicos: avaliacao e
atualizacao permanentes

Tém implicagOes éticas, sociais, legais,
culturais e religiosas dos programas de
rastreio neonatal

A implementag¢ao dos programas de rastreio neonatal
devem envolver decisores politicos, especialistas em
saude, associacoes de pais e doentes
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