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RESUMO

A triagem neonatal (TN) tem como objetivo principal identificar doencas metabolicas
e genéticas no recém-nascido, em tempo oportuno, garantindo tratamento e acompanhamento
continuo, com vistas a reduzir a morbimortalidade e melhorar a qualidade de vida do RN. O
uso da espectrometria de massas em tandem para o diagnostico dos EIM tem o potencial de
expandir os painéis da TN. Os EIM englobam um grupo fenotipico e geneticamente
heterogéneo de distdrbios, resultando em disfungdo metabdlica e/ou acimulo de metabolitos
intermediarios toxicos. A maioria dos distdrbios sdo trataveis se diagnosticados e tratados
precocemente. Muitos dos metabolitos intermediérios detectados por essa tecnologia sao
elevados em varios distarbios diferentes, dessa forma, a proficiéncia na interpretacdo é
obrigatoria. Objetivo: validar clinicamente resultados da TN a partir de um estudo-piloto de
ampliacdo para EIM. Para a quantificacdo de novos 22 analitos na deteccdo de aminoécidos,
carnitina e acilcarnitinas, as amostras de sangue seco foram processadas pelo sistema de
espectrometria de massas em tandem (MS/MS). Resultados: De junho a dezembro de 2021,
3.154 RN realizaram a triagem expandida. Destas, 52 (1,65%) amostras apresentaram resultado
alterado na primeira coleta. Dentre os 14 (26,9%) casos em investigacdo, suspeitos de doenca,
10 foram identificados com alteragdes transitorias e receberam alta e 3 permaneceram em
acompanhamento. A introducdo do MS/MS representa grandes desafios para a TN, entre eles
podemos citar o estabelecimento de pontos de cortes de analitos que minimizem os casos falsos
positivos e os interferentes encontrados nas analises. Avangos na tecnologia e necessidade de
validacOes desta inovacdo para um correto diagnostico, sdo necessarios na expansao de

programas de triagem em diferentes regides .

Palavras-chaves: triagem neonatal; EIM; MS/MS.



ABSTRACT

Neonatal screening (NS) has as main objective to identify metabolic and genetic
diseases in the newborn, in a timely manner, ensuring treatment and continuous monitoring, in
order to reduce morbidity and mortality and improving the quality of life of the newborn. The
use of tandem mass spectrometry for the diagnosis of IEM has the potential to expand NS
panels. IEMs encompass a phenotypic and genetically heterogeneous group of disorders,
resulting in metabolic dysfunction and/or accumulation of toxic intermediate metabolites. Most
of these disorders are treatable if diagnosed and treated early. Many of the intermediate
metabolites detected by this technology are elevated in several different disorders, therefore
proficiency in interpretation is mandatory. Objective: to clinically validate NS results from a
pilot scale-up study for IEM. For the quantification of new 22 analytes in the detection of amino
acids, carnitine and acylcarnitines, the dried blood samples were processed by the tandem mass
spectrometry system (MS/MS). Results: From June to December 2021, 3,154 newborns
underwent expanded screening. of the whole samples, 52 (1.65%) of them showed altered
results in the first collection. Among the 14 (26.9%) cases under investigation, suspected of
disease, 10 were identified with transient changes and were discharged and 3 remained under
observation. The introduction of MS/MS represents major challenges for NS, among them we
can mention the establishment of analyte cut-off points that minimize false positive cases and
interference found in the analyses. Advances in technology and the necessity of validations of
this innovation for a correct diagnosis are required to expand screening programs in different

regions.

Keywords: neonatal screening; IEM; MS/MS.



INTRODUCAO

Em salde publica, triar significa identificar, dentro de uma populagéo assintomaética,
aqueles individuos em risco de desenvolver determinada doenca ou distirbio e que se
beneficiariam de investigacdo adicional, acdo preventiva ou terapéutica imediata. O
procedimento de triagem deve ser capaz de alterar a historia natural da doenga em uma parcela

significativa da populacéo elegivel. [1]

A triagem neonatal (TN) , também conhecida como “Teste do Pezinho”, pode ser
definida como um conjunto de exames laboratoriais, realizados por meio da anélise de amostras
de sangue seco em papel filtro, coletadas no calcanhar do bebé. [2] Tem como objetivo
principal identificar doengas metabolicas e genéticas no recém-nascido (RN), em tempo
oportuno, garantindo tratamento e acompanhamento continuo aqueles com diagnostico

positivo, com vistas a reduzir a morbimortalidade e melhorar a qualidade de vida do RN. [3]

No Brasil, a TN € obrigatéria para as doencas abrangidas pelo Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN) do Ministério da Saude. O PNTN é um programa de rastreamento
populacional, com a missdo de promover, implantar e implementar a TN no ambito do SUS,
visando ao acesso universal, integral e equanime, com enfoque na prevencdo, intervencdo

precoce e acompanhamento permanente dos individuos com as doencas incluidas no PNTN.

[3]

Atualmente, o PNTN ja implantou seis doencas em todo o territorio nacional e o
programa esta em fase de ampliacdo a nivel nacional. Na rede publica, seis doencas estdo com
suas rotinas e protocolos estabelecidos: fenilcetondria, hipotireoidismo congénito primario,
anemia falciforme e outras hemoglobinopatias, fibrose cistica, hiperplasia adrenal congénita e
deficiéncia de biotinidase. [4] Uma excecdo a regra é o Distrito Federal, que através de uma

legislacdo propria [5], ampliou o numero de doengas desde 2008. Além das seis doencas
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abrangentes no PNTN, no Distrito Federal também s&o triadas no periodo neonatal: deficiéncia
de G6PD, toxoplasmose congénita, galactosemia, alteracbes em aminoacidos e acilcarnitinas
(aminoacidopatias, disturbios do ciclo da ureia, defeitos na beta-oxidacdo dos acidos graxos,
acidemias organicas). No setor privado, ha mais tempo é possivel acesso a um menu de exames
expandido, de acordo com a cobertura assegurada pelo plano de salde ou pela quantia que a

familia esta disposta a desembolsar.

No estado do Rio Grande do Sul, o Servico de Referéncia em Triagem Neonatal
(SRTN-RS) esta localizado no Hospital Materno Infantil Presidente Vargas (HMIPV) e se
encontra na fase IV do PNTN, sendo responsavel pela triagem, confirmacdo diagnostica,
tratamento e acompanhamento das 6 doencas orientadas pelo Ministério da Salde. [4] A Lei
Estadual Ordinéria n® 15.470/2020 e a Lei Federal n°® 14.154/2021 [6-7] ampliam o0 ndmero de
doencas rastreadas pelo “teste do pezinho” oferecido pelo SUS, incluindo também as seguintes
doencas: outras aminoacidopatias, acilcarnitinas e acidemias organicas; galactosemia;
toxoplasmose congénita; doengas lisossdmicas; e imunodeficiéncia combinada grave (SCID);
deficiéncia de G6PD e atrofia muscular espinhal (AME). A inclusdo de novas doencas,
garantindo a triagem, confirmacdao diagnostica e tratamento é um processo altamente complexo

e de custo elevado.

Estudos-piloto, como o projeto de pesquisa “Triagem neonatal expandida por
espectrometria de massas em tandem no municipio de Porto Alegre: um estudo-piloto” sdo
fundamentais para a organizacdo dos processos de ampliagéo. Os dados obtidos no estudo
permitirdo a avaliacdo e estruturacdo para futura implementacgao no servico. A ampliacdo do
painel de doencas triadas no projeto piloto é capaz de diagnosticar mais 22 doencas dos erros
inatos do metabolismo (EIM) intermediério, entre doengas do metabolismo de acidos graxos e

corpos cetdnicos, acidurias organicas, aminoacidopatias e distarbios do ciclo da uréia.



Os EIM englobam um grupo fenotipico e geneticamente heterogéneo de disturbios
causados por uma enzima, cofator ou transportador defeituoso em uma via metabolica,
resultando em disfuncdo metabdlica e/ou acumulo de metabolitos intermediarios toxicos. Os
EIM podem se apresentar em qualquer idade, desde o estagio fetal até a idade avancada,
podendo afetar qualquer tipo de célula ou orgao. Apresentam-se clinicamente de formas

variadas e frequentemente inespecificas. [8,9]

EIM individualmente sdo raros, mas quando agrupados tornam-se frequentes. [9] A
maioria dos distdrbios sdo trataveis, se diagnosticados precocemente. Com diagnostico e
tratamento adequados, alguns podem ser evitados. [10] Muitos sdo passiveis de intervencao
dietética e respondem a suplementacdo de metabdlitos deficientes, a prevencdo do estresse
metabdlico e a remocdo de metabdlitos tdxicos. Porém, doencas ndo tratadas podem ser

altamente prejudiciais, levando a deficiéncias graves e até mesmo a morte. [8,9]

O uso da espectrometria de massas em tandem (MS/MS) para o diagnostico dos EIM
tem o potencial de expandir os painéis de triagem neonatal, incluindo uma ampla gama de
distdrbios. Essa tecnologia permite a deteccdo de diferentes doencas metabolicas a partir de um
Unico picote de amostra de sangue seco em papel filtro e durante uma Gnica corrida analitica.

[11,12,13]

A espectrometria de massa em tandem esta substituindo rapidamente a abordagem das
técnicas classicas de triagem, onde cada doenca detectada depende de andlises individuais. O
MS/MS tem a capacidade de quantificacdo simultanea de varios metabolitos como marcadores
de muitas doencgas, como as acilcarnitinas e os aminoacidos. Um tnico metabolito pode ser um
biomarcador para varias doengas, assim, a abordagem multiplex do uso da espectrometria de
massas em tandem aumenta, em média, a sensibilidade e especificidade do rastreamento. [13]

A introducdo de MS/MS, baseada na quantificacéo rapida e simultanea de diversos metabdlitos,
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é capaz de aumentar significativamente o diagnostico precoce de EIM. [14] O uso da
espectrometria de massas, atualmente, é considerado um dos avangos mais importantes na

triagem neonatal. [11]

Como a maioria das novas tecnologias, o custo inicial do sistema de MS/MS ¢ elevado
devido a necessidade de aquisicdo do equipamento e de treinamento de pessoal. [8] A pericia
necessaria para gerenciar e interpretar os resultados é escassa e leva tempo para ser alcancada
sem treinamento prévio. [11] E necessaria experiéncia para preparar amostras, operar o sistema
e interpretar os dados. Muitos dos metabolitos intermediérios detectados por essa tecnologia
sdo elevados em varios distarbios diferentes, dessa forma, a proficiéncia na interpretacdo é
obrigatoria. E assim como acontece com qualquer teste de triagem, sdo necessarios testes

diagndsticos complementares para confirmacéao do resultado positivo. [8]

Outro grande desafio encontrado na TN expandida por MS/MS ¢é o estabelecimento de
pontos de corte de analitos que minimizem os casos falso-positivos e evitem os falso-negativos.
Embora, para a maioria das condicdes rastreadas, a sensibilidade e especificidade de MS/MS

seja superior a 99%, o valor preditivo positivo é de apenas 10%. [15]

Nesse sentido, 0 presente estudo tem como objetivo validar clinicamente resultados da
TN a partir de um estudo piloto de ampliacéo para EIM, a fim de estabelecer a implementagéo
da TN por espectrometria de massas em tandem e de testes confirmatérios de RN para EIM de

aminoéacidos, acidos organicos e acidos graxos.
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METODOLOGIA

Amostras

Foram incluidas no estudo as amostras coletadas de todos os RN que compareceram as
Unidades Basicas de Saude (UBS) no municipio de Porto Alegre, no periodo de junho a
dezembro de 2021, para realizar a TN obrigatdria e que os pais concordaram em participar do
projeto. Na rotina da TN, as amostras de sangue seco em papel-filtro, a partir da puncdo no
calcanhar do RN, sdo coletadas preferencialmente entre o terceiro e o quinto dia de vida e

encaminhadas para analise no SRTN-RS.

Foram excluidas as amostras com problemas técnicos, tais como hemdlise, dilui¢do ou
ressecamento, com quantidade insuficiente de sangue para realizacdo da pesquisa ou nao

concordancia dos responsaveis.

Triagem neonatal expandida

A Tabela 1, apresenta as 22 doencas genéticas dos EIM acrescentadas na TN da rede
publica no municipio de Porto Alegre de junho a dezembro de 2021. A Tabela 2 relaciona o

distlrbio triado com os analitos identificados no MS/MS.

12



Tabela 1 - Doengas acrescentadas na TN basica no municipio de Porto Alegre no periodo de junho a

dezembro de 2021.

DOENCAS PESQUISADAS NO PROJETO DE PESQUISA

Metabolismo de
acidos graxos e
corpos cetdnicos

Acidurias
Organicas

Aminoacidopatias

Disturbios do Ciclo
da Uréia

Deficiéncia de Acil-CoA desidrogenase de cadeia muito longa
(VLCAD)

Deficiéncia de Acil-CoA desidrogenase de cadeia longa (LCHAD)
Deficiéncia de proteina trifuncional mitocondrial (TFP)
Deficiéncia de carnitina palmitoiltransferase | (CPT I)

Deficiéncia de carnitina palmitoiltransferase Il (CPT II)
Deficiéncia de carnitina-acilcarnitina translocase (CACT)
Deficiéncia de Acil-CoA desidrogenase de cadeia média (MCAD)
Deficiéncia primaria de carnitina (CUD)

Aciddria glutérica tipo | (GAI)

. Aciduria metilmal6nica (MMA)

. Aciduria isovalérica (1A)

. Aciduria propidnica (PA)

. Aciduria hidroximetilglutarica (HMG-CoA)

. Deficiéncia de 3-metilcrotonil-CoA carboxilase (3-MCC)
. Deficiéncia maltipla de carboxilases (MCD)

. Deficiéncia de cobalamina A e B (CblA, B)

. Deficiéncia de beta-cetotiolase (BKT)

. Homocistindria Classica (HCU)
. Doenga da Urina do Xarope do Bordo (MSUD)
. Tirosinemiatipo | (TYR 1)

. Citrulinemia tipo I (CIT 1)
. Aciddria argininosuccinica (ASA)
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Tabela 2 - Relacdo do disturbio triado com os analitos identificados no MS/MS.

Condicéo Analitos identificados no MS/MS

Deficiéncia de Acil-CoA desidrogenase de cadeia muito Cl14:1, C14, C14:2,C12:1,C12

longa (VLCAD)
Deficiéncia de Acil-CoA desidrogenase de cadeia
longa (LCHAD)

Deficiéncia de proteina trifuncional mitocondrial
(TFP)

Deficiéncia de carnitina palmitoiltransferase | (CPT 1)

Deficiéncia de carnitina palmitoiltransferase 1l (CPT

1)

Deficiéncia de carnitina-acilcarnitina translocase
(CACT)

C16-OH, C18:1-OH

C16-OH, C18:1-OH

C0/C16+C18

C14, Cl6, C18, Cl6:1, C18:2, C18:1

C14, Cl6, C18, Cl6:1, C18:2, C18:1

Deficiéncia de Acil-CoA desidrogenase de cadeia C8, C10, C6
média (MCAD)

Deficiéncia primaria de carnitina (CUD) Co
Aciduria glutérica tipo | (GAI) C5DC
Aciduria metilmalénica (MMA) C3
Aciduria isovalérica (1A) C5
Aciduria propidnica (PA) C3
Aciduria hidroximetilglutarica (HMG-CoA) C50H
Deficiéncia de 3-metilcrotonil-CoA carboxilase (3- C50H
MCC)

Deficiéncia multipla de carboxilases (MCD) C5-OH, C3
Deficiéncia de cobalamina A e B (CblA, B) C3
Deficiéncia de beta-cetotiolase (BKT) C5:1, C50H
Homocistindria Classica (HCU) Metionina
Doenca da Urina do Xarope do Bordo (MSUD) Leucinae Valina
Tirosinemiatipo | (TYR 1) Tirosina
Citrulinemia tipo | (CIT 1) Citrulina
Aciddria argininosuccinica (ASA) Citrulina
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Espectrometria de massas

Para a quantificacdo de aminoacidos, carnitina e acilcarnitinas, as amostras de sangue
seco foram processadas pelo sistema de espectrometria de massas em tandem (MS/MS). Foi
usado o kit MS/MS néo derivatizado NeoBase™ (PerkinElmer, Turku, Finlandia), contendo
controles para 11 aminoacidos e 31 espécies de acilcarnitinas (incluindo carnitina livre), e
padrdes internos marcados com is6topos estaveis. As amostras foram perfuradas em discos de

3,2 mm, extraidas com solugdo de padrdo interno e incubadas por 45 min, 700 rpm a 45°C.

Apds a extracao, as amostras foram analisadas por espectrometria de massa em tandem
de analise de injecdo em fluxo, utilizando um espectrdmetro de massa em tandem quadrupolo
ACQUITY UPLC H-Class acoplado a Waters TQS-micro (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA). Dez microlitros de amostra foram injetadas na fonte de ions com um tempo de execugao
de 1,5 min a temperatura ambiente, com a fase mdvel fornecida pelo kit de diagnéstico a uma

taxa de fluxo variavel.

Os dados foram processados por meio dos aplicativos MassLynx™ ¢ NeoLynx™
Software. Os resultados foram expressos em pmol/L para cada analito. Para medidas de
tendéncia central, foi aplicado o modulo de estatistica do Excel e os intervalos de referéncia
foram definidos com os valores dentro do percentil 99 ou 99.5. Cada um dos limites foi
considerado um ponto de corte. Os valores de limites utilizados para cada analito estdo

representados na tabela 3.
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Tabela 3 - Aminoécidos e acilcarnitinas analisados por MS/MS e seus valores de referéncia.

Abreviacao Analito Valor de referéncia
ALA Alanina <1016 umoL/L
ARG Arginina 1,39 a 52 umoL/L
CIT Citrulina 6,47 a 47,96 pmoL/L
GLY Glicina < 987,51 umoL/L
LEU Leucina < 359,58 umoL/L
MET Metionina 4,09 a 44,03 umol/L
ORN Ornitina 31,91 a 243,24 umoL/L
PHE Fenilalanina < 99,13 pumoL/L
PHE:TYR Relacéo fenilalanina/tirosina < 2,04 umoL/L
PRO Prolina < 738,55 umoL/L
TYR Tirosina <507,70 umoL/L
VAL Valina <396,17 umoL/L
Co Carnitina livre 13,62 a 98,73 pmoL/L
C10 Decanoilcarnitina < 0,40 umoL/L
C10:1 Decenoilcarnitina < 0,22 ymoL/L
C10:2 Decadienoilcarnitina < 0,06 pumoL/L
Ci12 Dodecanoilcarnitina < 0,46 umoL/L
Cl2:1 Dodecenoilcarnitina < 0,33 umoL/L
C14-OH 3-Hidroxi-tetradecanoilcarinitina < 0,06 umoL/L
C14 Tetradecanoilcarnitina (Miristoil) < 0,62 umoL/L
Cl4:1 Tetradecenoilcarnitina < 0,66 umoL/L
C14:2 Tetradecadienoilcarnitina < 0,14 pmoL/L
C16-OH 3-Hidroxi-hexadecanoilcarnitina < 0,07 umoL/L
C16 Hexadecanoillcarnitina (Palmitoil) <9,96 umoL/L
C16:1-OH 3-Hidroxi-hexadecenoilcarnitina < 0,35 umoL/L
C16:1 Hexadecenoilcarnitina < 0,65 umoL/L
C18-OH 3-Hidroxioctadecanoilcarnitina <0,14 umoL/L
C18 Octadecanoilcarnitina (Estearoil) < 3,11 umoL/L
C18:1-OH 3-Hidroxioctadecenoilcarnitina < 0,10 umoL/L
c18:1 Octadecenoilcarnitina (Oleil) < 5,63 umoL/L
C18:2 Octadecadienoilcarnitina (Linoleil) < 0,99 pumoL/L
Cc2 Acetilcarnitina < 51,03 pmoL/L
C3 Propionilcarnitina < 5,11 umoL/L
C3DC/C4-OH Malonilcarnitina , 3-Hidroxi- < 0,38 pmoL/L.
Butirilcarnitina
C4 Butirilcarnitina < 0,85 umoL/L
C4DC/C5-OH Metilmalonilcarnitina, 3Hidroxi- < 1,19 pmoL/L
Isovalerilcarnitina
C5 Isovalerilcarnitina < 0,59 umoL/L
C5:1 Tiglilcarnitina < 0,24 pumoL/L
C5DC/C6-OH Glutarilcarnitina, 3-Hidroxi- < 0,30 umoL/L
hexanoilcarnitina
C6 Hexanoilcarnitina < 0,14 umoL/L
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CéDC Adipilcarnitina < 0,65 umoL/L

C8 Octanoilcarnitina < 0,55 umoL/L
C8:1 Octanoilcarnitina < 0,34 umoL/L
C8:C10 Relacdo C8/C10 < 3,36 umoL/L

Logistica/fluxograma do estudo

Para o projeto, adotou-se a definigdo de triagem neonatal alterada como “a presenca de
dois resultados anormais consecutivos do mesmo metabdlito, em duas amostras de papel-filtro
coletadas de forma sequencial (primeira e segunda amostras), em datas distintas”. O paciente
com dois resultados alterados foi considerado suspeito de doenga para aquele analito. O RN
em investigacao foi encaminhado para consulta no Servigo de Genética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (SGM-HCPA), onde realizou consulta e exames complementares para
confirmacdo diagndstica. O RN permaneceu em acompanhamento até a resolucdo do quadro

ou inicio do tratamento.

O fluxo de trabalho estd resumido na Figura 1. As amostras coletadas nas Unidades
Basicas de Saude foram encaminhadas para 0 SRTN-RS para triagem neonatal padrdo. Uma
quantidade de material foi separada e enviada para 0 SGM-HCPA para as analises
complementares por MS/MS. ApGs analise no MS/MS, da primeira amostra, os resultados
normais foram liberados e os resultados que apresentaram alteracGes significativas foram
comunicados ao SRTN-RS para realizacdo de busca ativa e solicitacdo de nova coleta. A
recoleta foi encaminhada ao SRTN-RS, e posteriormente ao SGM-HCPA, conforme fluxo para

a primeira amostra.
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Figura 1 - llustracdo do fluxo de trabalho da triagem neonatal expandida durante o estudo-

piloto.

Caso o resultado do segundo exame for negativo, se encerra a investigacdo, e 0
resultado é considerado normal. Entretanto, se o segundo exame for alterado novamente, 0 RN
é encaminhado para consulta no servico de referéncia do HCPA para coleta de exames
complementares e seguimento. O RN sera acompanhado pelo tempo de seis meses e, se as
alteracdes forem transitorias, ele serd liberado e o resultado do MS/MS seré considerado como

falso-positivo. Quando os exames complementares forem confirmatérios de diagndstico, o

18



paciente segue em acompanhamento no servigo e inicia tratamento especifico para a condicao

diagnosticada.

Os exames complementares solicitados na consulta de pesquisa variam de acordo com
a suspeita da doenca. Para aminoacidopatias, foram realizadas analises de aminoacidos
plasmaticos através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para
acidemias organicas, o teste confirmatorio incluiu acidos organicos urinarios e perfil de

acilcarnitina no plasma realizado em tandem.

RESULTADOS

De junho a dezembro de 2021, 3.154 RN participaram do estudo e foram recebidas 18
negativas de participacdo. Deste total, 52 (1,65%) amostras apresentaram resultado alterado
na primeira coleta e foram reconvocados para realizar uma segunda coleta ou consulta urgente..
Do total de RN reconvocados, 46 (90,2%) recoletaram a segunda amostra nas UBS. Destes, 13
(28,3%) permaneceram alterados na segunda coleta . Dentre os 14 (26,9%) casos em
investigacdo, suspeitos de doenca, 10 foram identificados com alteragdes transitorias e
receberam alta e 1 deles ndo compareceu a consulta. Trés RN permaneceram em

acompanhamento no ambulatorio para confirmagéo diagnostica.

Entre os 52 RN que apresentaram resultado alterado na primeira coleta, 34 (65,4%)
tiveram alteracdo em somente um analito, e 18 (34,6%) em dois analitos ou mais. Dos 44
analitos bioquimicos analisados, 24 (54,5%) apresentaram alteragdes significativas nas anélises
das primeiras amostras de RN. Porém, apds recoleta e analise da segunda amostra, foram
encontradas alteraces em somente 8 metabolitos. Os metabdlitos e as frequéncias das

alteracdes observadas na primeira amostra sdo apresentados na tabela 4.
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As alteracdes mais prevalentes encontradas, apos analise de duas amostras alteradas,
foram diminuicdo de carnitina livre, aumento de metilmalonilcarnitina, 3- hidroxi-
isovalerilcarnitina e aumento dos aminoacidos glicina e ornitina. Os analitos alterados estavam
associados a suspeita de deficiéncia primaria de carnitina, acidemia metilmalénica, acidemia
propibnica, acidemia isovalérica e outras aminoacidopatias. O perfil dos RN convocados para
consulta apds as duas amostras alteradas, o metabolito alterado e seu valor, a suspeita clinica,

o teste diagnostico e o desfecho clinico sdo demonstrados na tabela 5.

Segundo os dados informados no momento da coleta, todos os 14 recém-nascidos
convocados para consulta ndo eram prematuros e todos recebiam alimentacgdo atraves de leite

materno.
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Tabela 4 - Analitos e frequéncias das alteragfes encontradas na amostra 1.

Analito Frequéncia Frequéncia Menor valor Maior valor Média Valor de referéncia
absoluta relativa observado observado (numoL/L) (nmoL/L)
(pmoL/L) (umoL/L)
ALA 0 - - - - <1016
ARG 3 3,45% 0,99 1,19 1,06 1,39 a 52
ARG 1 1,15% 61,44 61,44 61,44 1,39a52
CIT 2 2,30% 4,84 5,21 5,02 6,47 a 47,96
GLY 5 5,75% 1.076,15 1.724,76 1.335,25 < 987,51
LEU 0 - - - - < 359,58
MET 0 - - - - 4,09 a 44,03
ORN 9 10,34% 281,66 510,33 396,32 31,91a243,24
PHE 2 2,30% 135,15 331,46 233,30 < 99,13
PHE:TYR 0 - - - - <2,04
PRO 0 - - - - < 738,55
TYR 3 3,45% 800,68 1.617,66 1.077,38 < 507,70
VAL 1 1,15% 545,39 545,39 545,39 < 396,17
Co 15 17,24% 4,65 10,13 6,87 13,62 a 98,73
C10 1 1,15% 0,87 0,87 0,87 <0,40
C10:1 0 - - - - <0,22
C10:2 2 2,30% 0,08 0,17 0,125 < 0,06
C12 2 2,30% 0,47 0,49 0,48 <0,46
Ci12:1 1 1,15% 0,34 0,34 0,34 <0,33
C14-OH 2 2,30% 0,09 0,1 0,09 <0,06
Cl4 2 2,30% 0,64 0,65 0,64 <0,62
Cl4:1 0 - - - - < 0,66
C14:2 0 - - - - <0,14
C16-OH 2 2,30% 0,1 0,11 0,10 <0,07
C16 0 - - - - <9,96
C16:1-OH 2 2,30% 0,37 0,5 0,43 <0,35
C16:1 0 - - - - <0,65
C18-OH 0 - - - - <0,14
C18 0 - - - - <311
C18:1-OH 0 - - - - <0,10
C18:1 0 - - - - <5,63
C18:2 0 - - - - <0,99
C2 0 - - - - < 51,03
C3 0 - - - - <511
C3DC/C4-OH 2 2,30% 0,44 0,47 0,45 <0,38
C4 0 - - - - <0,85
C4DC/C5-OH 14 16,09% 1,37 4,26 1,92 <1,19
C5 5 5,75% 0,72 0,99 0,88 <0,59
C5:1 0 - - - - <0,24
C5DC/C6-OH 1 1,15% 0,54 0,54 0,54 <0,30
C6 3 3,45% 0,18 0,39 0,26 <0,14
ce6DC 6 6,90% 0,66 1,01 0,75 <0,65
C8 1 1,15% 3.17 3,17 3,17 <0,55
cs8:1 1 1,15% 0,37 0,37 0,37 <0,34
C8:C10 1 1,15% 3,64 3,64 3,64 < 3,36

21



Tabela5 - Perfil dos RN com duas amostras alteradas e encaminhados para consulta e exames confirmatorios.

Idade 12 Analitos alterados Analitos alterados .
Valores de Referéncia ] o L .
RN/Sexo coleta Peso (@) MS/MSnal2coleta  MS/MS na 22 coleta ( LL) Suspeita Clinica Teste Diagnostico Desfecho Clinico
mo
(em dias) (nmol/L) (umol/L) :
1(M) 4 3005 C4DC/C5-0OH 2,68 C4DC/C5-0OH 2,07 C4DC/C5-0H <1,19 Acidemia metilmaldnica AO e Tandem de Acompanhamento SGM
acilcarnitinas
2 (M) 3 2920 CADC/C5-0OH 1,52 C4DC/C5-OH 1,6 C4DC/C5-0OH <1,19 Acidemia metilmal6nica/ AO e Tandem de Alta
C09,34 C0 9,25 C0: 13,62 298,73 Deficiéncia priméria de acilcarnitinas
carnitina
3 (M) 8 3872 C4DC/C5-0H 2,22 C4DC/C5-0OH 2,15 C4DC/C5-0H <1,19 Acidemia metilmaldnica AO e Tandem de Acompanhamento SGM
acilcarnitinas
4(F) 4 2645 C0 4,65 C07,33 C013,62a98,73 Deficiéncia primaria de *N&o compareceu na -
carnitina consulta
5 (M) 3 3195 C0 6,35 CO0 8,37 C0 13,62 a98,73 Deficiéncia primaria de AO e Tandem de Alta
carnitina acilcarnitinas
6 (F) 6 3875 GLY 1076,15 GLY 1042,97 GLY <987,51 Acidemia propibnica e AO e Tandem de Acompanhamento SGM
ORN 471,65 ORN 772,57 ORN: 31,91 a 243,24 metilmal6nica acilcarnitinas
7(F) 5 3068 C4DC/C5-0OH 1,47 C4DC/C5-0H 1,33 C4DC/C5-0H <1,19 Acidemia metilmaldnica AO e Tandem de Alta
acilcarnitinas
8 (F) 7 3360 C50,99 * C5 <0,59 Acidemia isovalérica AO e Tandem de Alta
acilcarnitinas
9 (M) 5 3885 ORN 459,04 ORN 513,43 ORN 31,91 a 243,24 Outras aminoacidopatias HPLC Aminoacidos Alta
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10 (M)

11 (M)

12 (F)

13 (M)

14 (M)

6 2835
4 3095
4 3142
5 3165
7 3000

C4DC/C5-0OH 1,84

C0 6,55
ORN 465,51
GLY 1262,9

C4DC/C5-0H 2,29

GLY 1366,29
ORN 354,68;

ARG 61,44
GLY 1724,76
ORN 510,33
PHE 135,15
TYR 800,68

C4DC/C5-OH 1,84
2,13

C06,99

C4DC/C5-0OH 1,51

ORN 437,03

ARG 66,89
PHE 287,7
TYR 1563,59

C4DC/C5-0OH <1,19

C0 13,62 298,73
ORN: 31,91 a 243,24
GLY <987,51

C4DC/C5-0H <1,19

GLY <987,51
ORN: 31,91 a 243,24

ARG: 1,39 a 52
ORN: 31,91 a 243,24
GLY <987,51

PHE <99,13

TYR: <507,70

Acidemia metilmaldnica

Deficiéncia primaria de
carnitina

Acidemia metilmaldnica

Outras aminoacidopatias

Tirosinemia e outras
aminoacidopatias

AO e Tandem de
acilcarnitinas

AO e Tandem de
acilcarnitinas
AO e Tandem de
acilcarnitinas
HPLC Aminoacidos

32 coleta em papel-
filtro**

Alta

Alta

Alta

Alta

Alta

Legenda: M= Masculino; F=Feminino; C4DC/C5-OH= metilmalonilcarnitina, 3-hidroxi-isovalerilcarnitina; CO= carnitina livre; GLY= glicina; ORN= ornitina; C5=

isovalerilcarnitina; C16:1-OH= 3-hidroxi-hexadecenoilcarnitina; ARG= arginina; PHE=fenilalina; TYR=tirosina. AO - &cidos organicos urinarios; SGM= Servig¢o de Genética

Médica. *RN convocada para consulta ap6s analise da primeira amostra em papel-filtro, sem recoleta. **RN ndo compareceu a consulta no SGM. Resultados normalizados na

terceira amostra em papel-filtro.
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Apds os testes confirmatdrios, 3 RN permaneceram em acompanhamento no SGM-
HCPA. Os RN nédo apresentavam sintomas clinicos e as alteragdes observadas nos testes
confirmatorios eram suspeitas de alteracBes transitorias. Apds 6 meses, através de novas
consultas e repeticdes de exames, esses RN foram liberados e considerados como falso-
positivos. Até o momento, ndo foi diagnosticado nenhum RN verdadeiramente doente, no

periodo de seis meses, nas amostras da rede basica de satude do municipio de Porto Alegre.

DISCUSSAO

Embora individualmente rara, a incidéncia cumulativa de EIM é alta. Um estudo
realizado na China, demonstrou a incidéncia de cerca de 1 em 800 nascidos vivos. [16] J& em
estudo realizado na Arabia Saudita, a incidéncia demonstrada foi de 1:1.043. [17]. Os Estados
Unidos levantam uma incidéncia global de 1:4.300 e apontam os resultados como comparaveis
aos dados de incidéncia relatados em outros estudos. [18] A incidéncia de distarbios
metabolicos congénitos varia substancialmente entre e dentro dos paises, dependendo dos
distdrbios rastreados, programas de TN utilizados, abordagens diagnosticas adotadas e servicos
de acompanhamento clinico disponiveis. Além disso, a heterogeneidade genética entre as
populacdes também contribui para a variacdo na incidéncia de EIM. [16] Até o presente
momento, nosso estudo ndo apresentou nenhum RN com triagem positiva para os analitos

testados, sendo necessario um aumento amostral para um melhor entendimento em nosso meio.

O nUmero e a distribuicdo de subtipos de EIM rastreados por MS/MS variam entre 0s
paises. Compreender a incidéncia especifica de EIM em uma regido ou pais € importante para
a implementacdo de programas de triagem neonatal expandidos eficazes por MS/MS,
particularmente em regides ou paises em desenvolvimento. No entanto, had uma falta de dados

sobre a frequéncia e incidéncia especifica da doenca de EIM em muitas populacdes. [16]

24



A introducdo do MS/MS representa grandes desafios para a TN. O painel de disturbios
metabolicos rastreados, 0s pontos de corte dos analitos e os limites de tomada de decisao
adicionam um nivel de complexidade aos testes nos RN. [15] O estabelecimento de pontos de
cortes de analitos que minimizem os casos falso-positivos e evitem os falso-negativos € de

grande relevancia, uma vez que resultados falso-positivos sdo situacdes criticas na TN. [19]

Estudos demonstram aspectos sobre a variabilidade dos fenétipos bioguimicos dos
distdrbios metabdlicos em RN assintomaticos, e destacam a importancia de se utilizar uma
abordagem baseada em evidéncias, ao invés de estatisticas para a selecdo do valor de ponto de
corte. Ao se considerar um valor de corte muito alto, deve-se considerar que um pequeno
numero de casos pode ser indetectavel, apenas com base em seu fenotipo bioquimico. Apesar
disso ndo ser desejavel, a busca pela sensibilidade perfeita ndo pode definir valores de corte,
tdo proximos da populacdo normal, que acabam desencadeando um grande nimero de eventos
falsos positivos. [20] Embora a sensibilidade seja de importancia critica, a maior oportunidade
de melhoria do desempenho na TN, especialmente em um ambiente de teste multiplex, é
encontrada no dominio da especificidade. [21] E preciso estabelecer padrdes que mantenham
a taxa de falso-positivos 0 mais baixo possivel e, a0 mesmo tempo, garantam que as pessoas

afetadas nao sejam perdidas. [20]

Existe uma enorme variabilidade na incidéncia de resultados falso-positivos entre os
varios laboratorios de triagem. [19,21] Em nosso estudo, 1,05% dos RN triados, apresentaram
resultados falso-positivos na primeira analise. Deve-se ter o cuidado com casos frequentes de
resultados falso-positivos, pois os cuidadores primarios podem mostrar menos interesse na
informacdo de um resultado verdadeiro positivo, 0 que pode ter consequéncias graves e até
fatais quando uma situacao de risco de vida é ignorada. [19] Aléem disso, RN que recebem

resultados falso-positivos podem ser falsamente rotulados como portadores da doenca. Estudos
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sugerem que alguns pais permanecam ansiosos com a saude do filho, percebam a criangca como
insalubre e, como consequéncia, acabam tratando-a de forma diferente, mesmo apds a

confirmacéo de um resultado falso-positivo. [12]

Uma questdo importante que pode impulsionar altas taxas de falso-positivos é o
encaminhamento para acompanhamento de RN com resultados anormais devido a
heterozigose, situacdo ndo incomum para alguns distdrbios triados. Em algumas condicdes, a
deplecéo de energia devido ao trabalho de parto, e partos prolongados podem desencadear o
aparecimento transitério de um fenotipo bioquimico que mimetiza o estado afetado. Embora
muitos dos distlrbios detectados surjam de muta¢Ges em um Unico gene, a variabilidade das
mutacdes e a extensdo da variacao fenotipica sdo desconhecidas. [21] Outra questdo-chave a
ser abordada envolvendo os resultados falso-positivos é a necessidade de laborat6rios
especializados e o custo financeiro para diagnosticos confirmatérios e tratamentos de
acompanhamento. A TN n&o e somente um teste laboratorial, mas sim um sistema. [19] Evitar
resultados falso-positivos, além de reduzir o 6nus emocional, pode reduzir o énus financeiro
dos testes de acompanhamento. [22] Evitando assim os custos de exames desnecessarios e uma
variedade de resultados desfavoraveis. [21] Neste trabalho, ndo foi avaliado o custo-efetividade
da triagem neonatal expandida, mas sabe-se do impacto no custo dos falso-positivos nédo

desejados e da importancia de uma analise futura. [8]

Outro desafio no diagnostico esta associado aos interferentes. Diversos fatores podem
afetar os resultados obtidos nos ensaios de amostras de sangue seco em papel filtro. As
concentragdes da maioria dos aminoacidos e acilcarnitinas variam consideravelmente entre a
populacdo de RN normais, dependendo da ingestdo alimentar, tempo de coleta de sangue,
hematocrito e posi¢ao do picote dentro da amostra de sangue seco. A concentracdo de alguns

metabolitos pode ser afetada pela sobreposicéo de espectros com outros metabolitos. [23] O

26



tipo de alimentacdo do RN pode estar associada a numerosas variaveis de interferéncias. [24]
No nosso estudo, foi constatado que 0 RN que apresentou alteracGes em diversos metabdlitos,
tinha grandes erros alimentares em sua dieta, podendo ser a justificativa para as diversas

alteracdes na analise por MS/MS.

Uma amostra coletada inadequadamente pode interferir em todo processo de triagem
de um RN. Uma amostra coletada adequadamente requer varios elementos, incluindo tempo
de coleta adequado, aplicacdo apropriada de sangue no papel-filtro, secagem suficiente antes
da embalagem e envio urgente para o laboratorio de triagem. Uma alteracdo em qualquer etapa
desta sequéncia pode levar a uma andlise de amostra deficiente ou insuficiente. A idade no
momento da coleta evita a possibilidade de resultados duvidosos pela idade. [11] Sabe-se que
um fator complicador adicional para analise por MS/MS é a idade em relacdo ao estado da
doenca. As caracteristicas de interpretacdo podem ser distintamente diferentes para bebés mais

velhos versus recém-nascidos. [11]

Estudos também mostram que a prematuridade pode ser um fator interferente. [24]
Porém, em nosso estudo, todas as amostras com alteracbes nas duas coletas foram de RN a
termo. Isso se deve ao fato da incluséo de somente amostras coletadas nas Unidades Béasicas
de Saude do municipio, e as amostras coletadas em Unidades Hospitalares Neonatais, onde
devem estar a maior concentracdo de RN prematuros, ndo foram incluidas no estudo. Caterino,
2021 demonstrou que o0s RN de sexo feminino, a termo, normalmente apresentam maiores
concentragdes de aminoacidos, enquanto os RN de sexo masculino apresentam maiores
concentragdes de acilcarnitinas. No nosso estudo, essa distribuicdo ndo ficou evidente,

mostrando as alteracBes encontradas bastante igualitarias no que se refere ao sexo dos RN.

Também, j& foram relatados problemas de interferéncias de fontes exdgenas. Alguns

antibidticos liberam acido pivalico, que é posteriormente metabolizado em pivaloilcarnitina. A
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pivaloilcarnitina é isomérica com a isovalerilcarnitina (C5) e pode levar a resultados falsos
positivos de acidemia isovalérica. [25] O MS/MS ndo consegue distinguir compostos
isoméricos. Assim, ja foi relatado caso de falso positivo de acidemia isovalérica em crianca
amamentada, em que a mae estava recebendo antibidtico contendo um derivado do acido
pivalico. [15] Em nosso estudo, um dos RN foi convocado diretamente para consulta apos
apresentar elevacdo de C5 na primeira amostra coletada, com quadro sugestivo de acidemia
isovalérica. Porém, apds resultados negativos nos testes confirmatorios, o RN foi classificado
como um resultado falso-positivo. Ndo se tem informacdo se a mée estava em uso de

antibioticos ou ndo.

Uma alteracéo frequentemente observada no estudo foi a diminuicao de carnitina livre
(C0). Perfis MS/MS que ndo mostram aumentos em acilcarnitinas, mas CO muito baixa indicam
um possivel defeito no transportador de carnitina. [11] A deficiéncia primaria de carnitina é
um distlrbio autossémico recessivo da oxidacéo de &cidos graxos. E causada por mutacées no
gene SLC22A5 que codifica o transportador de carnitina de alta afinidade (OCTN2). A
deficiéncia deste transportador aumenta as perdas urinarias de carnitina e produz deficiéncia
tecidual de carnitina. Como a carnitina é necessaria para a entrada de acidos graxos de cadeia
longa nas mitocéndrias e tecidos, a deficiéncia de carnitina prejudica a beta-oxidacdo de acidos
graxos mitocondriais, com producdo de energia defeituosa durante o jejum. Os pacientes
afetados, geralmente, apresentam hipoglicemia hipocetotica, encefalopatia hepatica, hipotonia,
cardiomiopatia ou morte subita. [26] A deficiéncia primaria de carnitina pode ser suspeitada a

partir da apresentacéo clinica ou identificada por niveis de CO na triagem neonatal. [27]

Os casos suspeitos que apresentavam carnitina livre diminuida no estudo, apés
realizacdo de testes confirmatorios, foram considerados como falso-positivos. Os pontos de

cortes utilizados podem ser questionaveis quando comparados com outros estudos. Alguns
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estabelecem como valores ideais de ponto de corte os valores entre 11 a 59 umoL/L, [20]
enguanto nosso estudo utiliza os pontos entre 13,62 a 98,73 umoL/L. Outros ainda apresentam
valores de ponto baixo de <10 umoL/L e discutem valores ainda mais baixos, como 5 e 7
umoL/L. [28] O nivel de corte aumentado, melhora a chance de identificar todos os bebés com
defeito de transporte de carnitina, ao custo de se ter mais casos falsos positivos. [28] Com o
ponto de corte adotado, a taxa de reconvocados somente para suspeita desse distdrbio fica em
torno de 0,47%, enquanto que se adotasse um nivel de corte de 7 umol/L essa taxa diminuiria
para 0,22%. Porém, sem um paciente clinicamente diagnosticado é dificil predizer se esse nivel
identificaria um paciente doente ou se perderiamos um diagndstico. Outros estudos também
levantam que a utilizagdo de um valor de corte mais baixo, de 5 umoL/L, seria apropriado para
encontrar todos os homozigotos para deficiéncia primaria de carnitina, enquanto um valor de

corte mais alto pode levar ao diagndstico de individuos com gendtipos mais leves. [29]

Nenhum metabdlito Gnico ira fornecer inteiramente as informacdes necessarias para
diagnosticar ou rastrear um defeito metabdlico. Quase todos os distlrbios metabolicos
apresentam padrdes de metabdlitos, e sdo esses padrdes que tornam um perfil altamente
presuntivo para um distarbio especifico. E, mais importantes, testes confirmatérios utilizando
outros métodos sdo absolutamente necessarios para fornecer informacgdes adequadas para um

diagnostico. [11]

A acidemia metilmalénica é um distdrbio metabdlico inato associado a
descompensacdo metabdlica intermitente e muitas vezes grave. [22] E decorrente de
deficiéncias enzimaticas na metilmalénica CoA mutase, e pode se apresentar no periodo
neonatal com acidose e hiperamonemia ou mais tarde na vida com descompensagOes
metabdlicas e/ou lesdo de drgdos-alvo, incluindo cardiomiopatia e doenga renal. [30] Os RN

que apresentaram no estudo elevacdo de metilmalonilcarnitina, 3- hidroxi-isovalerilcarnitina
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(C4DC/C5-OH) apresentaram suspeitas de acidemia metilmalonica. Porém, esse fluxo de
reconvocacdo para RNs com aumento somente de metilmalonilcarnitina é bastante
questionavel. Estudos sobre a doenca demonstram que o marcador primario para doenca é a
elevacdo de propionilcarnitina (C3). [22,31,30] Em nosso estudo, nenhum dos RN
encaminhados para consulta apos elevacdo de C4DC/C5-OH apresentaram valores alterados
de C3. Alguns estudos relatam valores de metilmalonilcarnitina fora dos intervalos de
referéncia, o que néo justifica a reconvocagdo para C4ADC alterado isoladamente. [32] E em
casos confirmados de acidemia metilmaldnica, muitas vezes ndo se observa aumento de

metilmalonilcarnitina. Esse aumento é frequentemente observado em RN saudaveis. [11]

Outra alteracdo frequentemente observada, foi 0 aumento do aminoéacido glicina. A
glicina elevada pode estar associada a distdrbios como acidemia propidnica (PA). [33] A
acidemia propibnica é uma doenca autossdmica recessiva causada por deficiéncia de propionil-
CoA carboxilase levando ao acumulo de propionato e seus metabdlitos em fluidos corporais.
Os disturbios bioquimicos de acidemia propiénica incluem cetoacidose metabdlica,
hiperamonemia e hiperglicinemia. [34] Como as elevacdes de glicina e cetose na PA sdo
frequentemente observadas, a doenca foi inicialmente chamada de hiperglicinemia cetotica.
[35] Assim como na acidemia propionica, niveis elevados de glicina sdo também observados
na acidemia metilmal6nica e acidemia isovalérica. [33] Um dos RN com duas amostras
alteradas, apresentou niveis elevados de glicina. O RN ficou em acompanhamento no SGM-

HCPA, mas ap0s novas consultas e repeti¢es de exames foi liberado.

Além das alteracdes ja citadas, alguns RN apresentaram elevagdo do aminoacido
ornitina. A ornitina alternada isoladamente, ndo € representativa de nenhum dos distarbios
triados no estudo. Porém, ela pode estar alterada em outras aminoacidopatias, como na

deficiéncia de ornitina trascarbamilase, cistinaria e sindrome hiperornitinemia-
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hiperamonemia-homocitrulindria (HHH). [36,37,38] Nenhum dos RN apresentou alterac6es
nos testes confirmatodrios realizados e os mesmos foram liberados e considerados como falso-
positivos. Ainda, estudos apontam que entre alguns aminoacidos medidos rotineiramente por
MS/MS, como glicina e ornitina, poucos tém sido Uteis na identificacdo de distirbios na TN de

rotina. [11]

O MS/MS pode ser uma ferramenta eficaz na triagem de varios distirbios metabdlicos
em uma Unica analise. Avancos na tecnologia e necessidade de validacfes desta inovagdo sao
necessarios. O MS/MS é abrangente, versatil e eficaz quando usado para triagem em massa.
[11] A TN expandida é ideal para estudos de validacdo clinica porque envolve muitos
marcadores que requerem reconhecimento de padrdes e interpretacdo de perfis. Sua

complexidade é agravada pela raridade da maioria das condi¢des-alvo. [21]

Embora muitos distarbios metabolicos possam ser diagnosticados por meio desse
procedimento, 0 uso rotineiro e universal de MS/MS ainda é considerado controverso devido
a raridade desses disturbios, questdes sobre tratamento, resultados e preocupacdo com custo-
efetividade. [8] Contudo, sabe-se que o diagnostico precoce e 0 acompanhamento adequado de
EIM sdo importantes para reduzir a mortalidade e/ou gravidade e retardar ou prevenir o
aparecimento de sintomas incapacitantes causados por esses distirbios. A TN para esses
disturbios é capaz de aliviar a carga social associada aos efeitos irreversiveis dessas doencas.

[39]
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CONCLUSAO

A ampliacdo da TN voltada para identificacdo precoce e tratamento/manejo de RN
afetados por EIM € capaz de reduzir a morbimortalidade e melhorar a qualidade de vida dos
individuos com esses distarbios. O MS/MS além de seus beneficios em termos de sensibilidade
e especificidade, permite que varios compostos sejam analisados de uma s6 vez. Apesar de
ainda ser considerado controverso o uso rotineiro e universal de MS/MS na TN, a introducéo
dessa técnica é capaz de aumentar consideravelmente o diagnostico precoce de EIM.

Grandes sdo os desafios para a amplia¢ao do "teste do pezinho” dentro de um Programa
de Triagem Neonatal . Além do conhecimento técnico torna-se fundamental que cada servico
conheca a sua propria realidade, a frequéncia dos EIM e defina o proprio painel de rastreio
neonatal, utilizando abordagem responsavel, focada em reducdo de danos, melhoria da

qualidade de vida de pacientes e familias, e baseando-se em custo-efetividade.
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numbered consecutively using Arabic numerals. Figures in Word, PowerPoint or Excel format cannot be published.

Only nucleic acid sequence data can be presented in Word format.

Line art must have a resolution of at least 1200 dpi (dots per inch), and electronic photographs; radiographs, CT
scans, MRIs, all medical imaging, and all scanned images must have a resolution of at least 300 dpi. If fonts are
used in the artwork, they must be converted to paths or outlines or they must be embedded in the files. Color
images must be created/scanned, saved and submitted as CMYK files. Please note that artwork generated from
office suite programs such as CorelDRAW and MS Word and artwork downloaded from the Internet (JPEG or GIF

files) cannot be used.

Figure Legends: Legends must be submitted for all figures. They should be brief and specific, and they should
appear on a separate page place following the references. Use scale markers in the image for electron micrographs
and indicate the type of stain used.

Tables: Create tables using the table creating and editing feature of your word processing software (e.g., MS Word
or Excel). Group all tables at the end of the manuscript, or supply them together in a separate file. Cite tables
consecutively in the text, and number them in that order. Key each on a separate sheet, and include the table title,
appropriate column heads, and explanatory legends (including definitions of any abbreviations used). Do not
embed tables within the body of the manuscript. They should be self-explanatory and should supplement, rather

than duplicate, the material in the text.
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Proofs

We will email a PDF of the proofs to the corresponding author. Any accompanying queries should be answered as

soon as possible (typically in 48 hours) so that publication is not delayed.
E-Prints
Baixar pdf

Further Information

Any correspondence, queries or additional requests for information should be sent to the following e-mail:

jiems@jiems-journal.org
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