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_Resumo

A deficiéncia da descarboxilase dos L-aminoacidos aromaticos (AADC) é uma
doenca genética rara que afeta a sintese de neurotransmissores, resultando
em sintomas neurolégicos e de desenvolvimento graves. A quantificagéo da
3-0-metildopa (3-OMD), em amostras de sangue seco, tem-se mostrado um
método fiavel, sensivel e especifico para a detegao desta patologia no periodo
neonatal. Este facto, associado ao desenvolvimento de novas terapias com
vantagens de inicio precoce, tem feito equacionar o rastreio neonatal desta
patologia.

Este estudo teve como objetivo avaliar a possibilidade de integrar a quantifi-
cacao de 3-OMD no protocolo existente, de espectrometria de massa, no Pro-
grama Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN), assim como implementar uma
prova de segundo nivel para melhorar a sensibilidade e especificidade da de-
tecdo da patologia.

A quantificacdo da 3-OMD foi incorporada no procedimento existente, sem
comprometimento do mesmo, sendo eficaz na quantificagdo de valores de
concentragdo clinicamente relevantes. Como prova de segundo nivel foi
desenvolvida uma abordagem por LC-MS/MS que se revelou eficaz na detegéo
de eventuais interferentes.

A possibilidade de incluséo da quantificacdo da 3-OMD, incluida na abordagem
multiplex de MS/MS ja utilizada, sem custos diretos relevantes associados, per-
mite que se equacione a eventual inclusao desta patologia no PNRN.

_Abstract

Aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC) deficiency is a rare genetic
disorder that affects neurotransmitter synthesis, resulting in severe
neurological and developmental symptoms.

Quantification of 3-O-methyldopa (3-OMD), a metabolite accumulated in this
condition, in dried blood spot’s (DBS) has proven to be a sensitive and specific
method for newborn screening. This fact, combined with the development of
new therapies offering advantages when started earlier, has led to discussions
about considering the neonatal screening for this condition.

This study aimed to assess the possibility of integrating the quantification of
3-OMD into the existing mass spectrometry protocol of the Portuguese Neo-
natal Screening Program (PNRN), as well as to implement a second-tier test
to improve the sensitivity and specificity of the detection. The quantification
of 3-OMD was incorporated into the existing procedure without compromising
it, being effective in quantifying clinically relevant concentration values. A
second-tier test was developed using an LC-MS/MS approach, which proved
effective in discriminating potential interferences.

The possibility of including 3-OMD quantification, as part of the already used
multiplex MS/MS approach, with no significant associated direct costs, allows
for the consideration of including this condition in the PNRN.

_Introdugéo

A deficiéncia da descarboxilase dos L-aminoacidos aromaticos
(AADC) é uma doenga genética rara, de transmissao autossomica
recessiva, causada por variantes patogénicas no gene DDC (1), A
enzima AADC desempenha um papel crucial na biossintese dos
neurotransmissores dopamina e serotonina (figura 1), e a sua
deficiéncia resulta em manifestacdes neurologicas, neuromuscu-
lares e comportamentais (). Esta patologia foi descrita pela
primeira vez em 1990 por Hyland, et al. ®) e, atualmente, estdo
documentados cerca de 350 casos na literatura (4). A prevaléncia
global permanece desconhecida, variando entre 1:32.000 no
Taiwan e 1:190.000 nos Estados Unidos da América (4).

Os sintomas geralmente surgem nos primeiros seis meses
de vida, sendo os mais frequentes a hipotonia, distdrbios do
movimento (como crises oculégiricas e distonia), atraso de
desenvolvimento e disfungdes autonoémicas (por exemplo,
ptose e sudorese excessiva). Adicionalmente, incluem-se pro-
blemas comportamentais (irritabilidade e choro excessivo),
perturbacoes do sono (insénia e hipersonia) e sintomas
gastrointestinais (diarreia, obstipagao, entre outros) (6).

Segundo o mais recente consenso (6), o diagnéstico da
deficiéncia da AADC requer resultados positivos em pelo
menos duas das trés principais abordagens diagndsticas: (1)
analise dos neurotransmissores no liquido cefalorraquidiano
(LCR), que revela um padréo caracteristico, com um redugao
significativa do acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) e do
acido homovanilico (HVA), aumento de precursores como
L-DOPA, 5-hidroxitriptofano (5-OH-Trp) e 3-OMD, com niveis
normais de pterinas; (2) avaliacdo da atividade enzimatica no
plasma, que se encontra reduzida; e (3) diagnostico molecular,
com identificagdo de variantes patogénicas no gene DDC (6).

47



Observagées_ Boletim Epidemioldgico

‘ ’ nsiivto_Nacional de Satide
Doutor Ricardo Jorge

| L =]

m&-—
nimero ' - ,
’ ¢ “ ’

Figura 1: [ Via metabélica da sintese de dopamina e serotonina,

adaptada de Himmelreich N., et al .
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Os tratamentos de primeira linha incluem agonistas da do-
pamina (que ativam diretamente os recetores de dopamina),
inibidores da monoamina oxidase (que impedem a degrada-
cao da dopamina e da serotonina) e piridoxal fosfato (PLP),
um cofator essencial da enzima AADC (6). Contudo, a efica-
cia destas terapias é limitada na maioria dos casos (2:7).

O desenvolvimento de terapias génicas tem surgido como uma
estratégia promissora no tratamento de doengas raras (8). Para
a deficiéncia de AADC, a terapia génica envolve a administragao
intraputaminal de uma copia funcional do gene DDC, utilizando
vetores virais adeno-associados. Estudos clinicos demonstra-
ram melhorias significativas nos sintomas e na fun¢@o motora
apos o tratamento, com beneficios mais evidentes em pacien-
tes mais jovens (°712). Em 2022, a Agéncia Europeia de Medi-
camentos aprovou a terapia génica Eladocagene exuparvovec
(Upstaza®) para doentes com deficiéncia de AADC confirmada,
fen6tipo grave e idade minima de 18 meses (19).

A existéncia de uma abordagem terapéutica que apresenta
maior eficacia quando iniciada em fases pré-sintomaticas
suscitou o interesse pela inclusdo desta patologia nos pro-
gramas de rastreio neonatal. Estes baseiam-se na quantifi-
cagao de 3-OMD, um metabolito acumulado nesta condicao,
em amostras de sangue seco em papel de filtro (DBS), utili-
zando espectrometria de massa em tandem (MS/MS).

Estudos internacionais demonstraram que esta pode ser in-
cluida nos métodos multiplex de MS/MS, ja utilizado pelos
laboratorios para o rastreio neonatal de doencas metabdli-
cas, apresentando elevada sensibilidade e especificidade,
associada a uma baixa taxa de falsos positivos (14-18),

_Objetivos

O objetivo deste estudo é avaliar a possibilidade técnica de
integrar a quantificagdo de 3-OMD no método de MS/MS
utilizado no Programa Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN)
e desenvolver e implementar uma prova de segundo nivel para
eliminar possiveis interferentes na quantificacdo da 3-OMD
no rastreio inicial, permitindo aumentar a sensibilidade e
especificidade do teste.

_Material e métodos

O método de MS/MS utilizado no PNRN é um protocolo
desenvolvido e validado internamente, baseado na técnica
descrita por Rashed, et al. (19). Este procedimento permite
a analise de aminoacidos e acilcarnitinas através de Injecao
de Fluxo acoplada a Espectrometria de Massa em Tandem
(FIA-MS/MS) (Sciex Qtrap4500 e 4000Qtrap). Para a quantifi-
cacgao de 3-OMD, foi adicionado o padrao interno 3-OMD-D3,
numa concentragao final de 0,1 uM, a solucdo de extracdo. As
transicoes 268,1 m/z » 166,1 m/z (3-OMD) e 271,1 m/z > 169,1
m/z (3-OMD-D,) foram otimizadas e integradas no método de
aquisicdo MS/MS.

Foram analisadas amostras residuais de sangue seco em
papel de filtro (DBS) anonimizadas, provenientes do PNRN,
bem como amostras DBS anonimizadas de adultos em
terapia com DOPA, fornecidas por um laboratério parceiro.
Amostras com concentracoes de 3-OMD acima do cut-off
estabelecido foram sujeitas a uma prova de segundo nivel,
utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa em tandem (LC-MS/MS), com condicbes de
extracdo idénticas as do método FIA-MS/MS. Para a andlise
por LC-MS/MS, foi utilizada uma coluna Penomex Gemini
3u C6-phenyl 110A, com uma fase moével composta por
acetonitrilo/agua, utilizando um sistema HPLC Agilent série
1100 acoplado a um MS/MS 4000Qtrap da Sciex (grafico 1).
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_Resultados e discussao

A integracdo do 3-OMD no método FIA-MS/MS foi realizada
com sucesso, sem interferir na quantificacdo dos restantes
biomarcadores do painel de rastreio. O método de quantifica-
¢ao implementado revelou um limite de dete¢a@o de 0,95 uM,
o limite de quantificagdo de 2,87 uM, a exatidao de 1,3% e
a precisao de 5,7%. A analise de 2066 amostras de sangue

seco (DBS) anonimizadas de recém-nascidos saudaveis
revelou uma concentracdo média de 3-OMD de 1,9 uM, com
um desvio padrdo de 0,4, enquanto os percentis 2,5 e 99,5
foram 1,2 uM e 3,3 uM, respetivamente. Estes dados estabe-
leceram uma baseline abrangente dos valores de 3-OMD na
populaca@o neonatal.

Gréfico 1: [ Separagdo cromatogréfica de 3-OMD enddgeno (azul) e 3-OMD-D, (vermelho) numa amostra de um individuo normal (A)
e numa amostra enriquecida a 10 yM (B), utilizando LC-MS/MS. O pico azul aos 7,05 minutos foi identificado como um interferente.
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As amostras dos dois doentes sob terapia com DOPA reve-
laram concentracdes de 3-OMD significativamente mais ele-
vadas em comparac¢do com os recém-nascidos normais (8,0
UM e 35,6 uM). Estes resultados demonstram a capacidade
do método em detetar concentracdes de 3-OMD a niveis cli-
nicamente relevantes (grafico 2). As amostras de rastreio
neonatal de doentes com AADC, reportadas na literatura,
apresentam valores de 3-OMD entre 5,05 uM e 35,95 pM, o
que suporta a validade do método implementado na identifi-
cacao desta patologia.

Grafico 2: [ Distribuicdo da concentragdo de 3-OMD em
recém-nascidos (RN) normais (grafico de box-and-whiskers, verde)
e em individuos sob terapia com DOPA (pontos individuais,
vermelho).
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Com base numa anélise detalhada dos dados obtidos e nos
valores de 3-OMD reportados em doentes com deficiéncia
de AADC confirmada, o percentil 99,5 (3,3 uM) foi estabele-
cido como o cut-off para o encaminhamento das amostras
para prova de segundo nivel. Todas as amostras que apre-
sentaram concentracdes iniciais elevadas de 3-OMD mostra-
ram valores normais apos reandlise por LC-MS/MS. Estes
resultados evidenciam que a separacao cromatogréafica utili-
zada na prova de segundo nivel permite discriminar de forma
eficaz os niveis verdadeiramente elevados de 3-OMD de po-
tenciais interferentes, reduzindo a ocorréncia de falsos posi-
tivos e garantindo a precisdo diagnostica.

Para avaliar a viabilidade de padrdes internos alternativos,
foi realizada uma comparacao entre FIA-MS/MS utilizando
3-OMD-D, e FIA-MS/MS com ®C,-Phe e C,-Tyr, previamen-
te demonstrados como eficazes em fluxos de trabalho de
rastreio neonatal (16.17), A analise de 24.441 amostras de re-
cém-nascidos revelou um desempenho semelhante entre os
dois métodos. Embora ®C4-Phe e ®*C,-Tyr apresentem menor
precisdo e exatiddo em comparagdo com o 3-OMD-D,, os
resultados sugerem que podem ser adequados para fins de
rastreio, representando uma alternativa viavel com potencial
para reduzir custos e simplificar o processo.

_Concluséo

Neste estudo o método FIA-MS/MS para quantificacdo de
3-OMD em amostras DBS foi adicionado com sucesso ao
atual método multiplex de MS/MS ja utilizado pelo Programa
Nacional de Rastreio Neonatal (PNRN) para o rastreio neonatal
de doencas metabodlicas.

Quando conjugado com a prova de segundo nivel desenvol-
vida, permite criar uma abordagem ao rastreio neonatal da
deficiéncia em AADC com elevados niveis de sensibilidade e
especificidade.

Este facto, associado a ja existéncia na Unidade de Rastreio
Neonatal, Metabolismo e Genética, das técnicas para a confir-
macé&o das suspeitas de diagndstico, nomeadamente a andlise
de neurotransmissores em LCR e estudos moleculares do
gene DDC, possibilita ao PNRN equacionar a realizagao de um
eventual estudo-piloto para o rastreio neonatal da deficiéncia
em AADC.
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