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ACTUALIZACIONES

PESQUISA NEONATAL: Antecedentes, presente y perspectivas

Bioq. Gustavo A. Dratler

INTRODUCCION

Los programas de Pesquisa Neonatal se enmar-
can en el campo de la medicina preventiva, y de
la atencion primaria de Salud. Constituyen estrate-
gias de salud publica destinadas a la identificacion
de condiciones médicas que, de mediar una inter-
vencion oportuna y temprana, permiten modificar
favorablemente el curso de dichas enfermedades,
eliminando o reduciendo mortalidad, morbilidad o
discapacidades. Se trata de un proceso multidisci-
plinario articulado en red, en el que intervienen dis-
tintos prestadores del sistema de salud (obstetras,
neonatélogos, enfermeras, técnicos, bioquimicos,
pediatras, médicos especialistas y también las fa-
milias) que interactlan para lograr este objetivo'.

Es importante destacar que la pesquisa neonatal
no se trata de una prueba de laboratorio sino de
un sistema integral y coordinado multiefector. El
examen de pesquisa propiamente dicho representa
el componente de rastreo poblacional, que permite
destacar o tamizar un nifio presuntamente afecta-
do dentro de una poblacién de recién nacidos apa-
rentemente sanos. Esto no producira un resultado
diagnéstico sino una situacion de sospecha. Por lo
tanto, toda prueba de pesquisa siempre deberéa ser
seguida de una evaluacion diagndstica.

Laboratorio de Pesquisa Neonatal. Servicio de Endocrinologia.
Hospital de Pediatria Juan P. Garrahan.
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En cuanto a su organizacion, los programas de
pesquisa se organizan en 4 niveles de atencion:

- El primer nivel de atencion, lo componen las Ma-
ternidades, donde ocurre la toma de muestra.

- El segundo nivel es el Laboratorio de Pesquisa
Neonatal, o centro de procesamiento.

- El tercer nivel, lo componen las Especialidades
médicas, encargadas de la confirmacion, el tra-
tamiento y el seguimiento.

- Existe un cuarto nivel que esta representado por
la Coordinacién regional del programa.

Los programas de pesquisa deben formalizar sus
diferentes niveles de atencién, con responsables
definidos, y ubicables, encargados de asegurar el
correcto desarrollo de su nivel de atencién. La inte-
graciéon armonica de estos niveles, con responsabi-
lidades Unicas y definidas, es vital para el correcto
desarrollo de un programa de pesquisa.

Desde un punto de vista funcional, los procesos
que involucran un sistema de pesquisa neonatal son
los siguientes (Figura 1):

a) La Pesquisa Neonatal, cribado o tamiz neona-
tal, expresado como el examen bioquimico de
los neonatos, con su componente preanalitico,
analitico y postanalitico.

Una vez que el nifio nace, se realiza la toma

de muestra por puncion del talén y goteo sobre

papel de filtro diagnostico, entre las 48 hs y el
quinto dia de vida, previo al alta. Estas muestras
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se permiten secar, se verifican y se transpor-
tan al laboratorio de pesquisa. Una vez que las
muestras se reciben, las muestras se controlan,
registran, y se perforan para su analisis. Los re-
sultados de las pruebas se validan, con criterios
de calidad y los informes normales se envian
tanto al equipo médico como a los padres.

b) La Recitacién, pone en marcha los mecanismos
de localizacién y derivacion de aquellos nifios
con un resultado positivo o dudoso. Esta etapa
incluye la intervencion de efectores sanitarios,
asistencia social y otros actores estatales que
puedan contribuir a efectivizar una recitacion
dificultosa.

c) Una vez localizado el nifio con una prueba al-
terada de pesquisa, se inicia la etapa de diag-
nostico, que pone en ejecuciéon la evaluacion
clinica del recién nacido y pruebas especificas
que permiten confirmar o descartar la patologia
sospechosa, que seran provistas por el equipo
médico especialista y usualmente un laboratorio
especializado.

d) La etapa de tratamiento implica la instauracion
de la terapéutica que permitira prevenir la mor-
bimortalidad que causan las patologias de pes-
quisa, asegurando el cumplimiento eficaz y a
largo plazo de los tratamientos (seguimiento).

e) Todo el circuito se completa con una etapa de
evaluacion a través de indicadores adecuados
de cada una de las etapas precedentes, con el
fin de validar los procedimientos bioquimicos,
médicos y logisticos, para evaluar la eficacia
del seguimiento e intervencién, los beneficios
y costos para el paciente, familia y la sociedad,
buscando tomar medidas correctivas cuando se
detecta alguna debilidad en el sistema.

Desde el punto de vista de la planificacién de
estos programas, su instauracién racional toma en
cuenta aspectos tanto sanitarios como econémicos,
siendo en general favorable la relacién costo-bene-
ficio. Sabemos que la deteccién de algunas enfer-
medades que causan discapacidad puede ahorrar
dinero, y que la deteccién de otras enfermedades,
puede salvar vidas, pero no necesariamente ahorra
dinero2.

Desde el punto de vista econémico, si se tienen
en cuenta los costos, existen costos directos: de
organizacion y operativos (diagnosticos y tratamien-
tos), costos para las familias (ej. traslados), costos
indirectos: como la pérdida de produccién laboral
de una persona afectada y de su familia, y costos
intangibles, sin valor financiero: dolor, sufrimiento,
aspectos psicologicos. En cuanto a los beneficios,
hay beneficios directos: ahorros en recursos de
salud con el mejor estado de salud del paciente,
beneficios indirectos: productividad laboral del pa-
ciente y su familia, y beneficios intangibles: Impac-
to en sobrevida, morbilidad y calidad de vida®. La
relacion costo-beneficio se encuentra influenciada
por distintos factores, tales como la incidencia de
patologia, los niveles de corte seleccionados para
el marcador bioquimico, el numero de muestras
evaluadas y la cobertura lograda. El simple anali-
sis de estos factores permite comprender que por
un principio de eficiencia y economia, los maximos
beneficios se alcanzan cuando el laboratorio de pes-
quisa se encuentra funcionalmente centralizado y
geograficamente regionalizado. Asimismo la falta de
cobertura en pesquisa neonatal reduce la relacion
costo-beneficio de los programas de pesquisa, debi-
do a no lograrse los maximos objetivos planteados,
frente a la inversion realizada.

Pesquisa Recitacion Diagnéstico Tratamiento Evaluacion
S’ =1 >
Examen v Rapida Evaluacion para Rapida v Validacion de los
. . localizacion. . . - procedimientos.
bioquimico de v L confirmar implementacion v L
(38 heortng Dirlvacmn del diagnéstico o e In Ev_al'uac!on de la
nifio con K . o eficiencia del
resultado bien excluir el terapéutica. seguimiento e
positivo. desorden. intervencion.

v Evaluacién de
los beneficios
para el paciente,
familia y
sociedad.

Figura 1: Etapas de la Pesquisa Neonatal.
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Es dificil extrapolar estudios realizados en dis-
tintas poblaciones, distintas economias y distintas
plataformas tecnoldgicas, pero a modo de referencia
es posible situar, segun distintos autores, la relacion
costo-beneficio para la pesquisa de Fenilcetonuria
entre 1,79* y 6,6°. En el caso de la pesquisa de
Hipotiroidismo congénito se han cuantificado los
costos asociados a la discapacidad intelectual, y
los beneficios en productividad econdémica de cada
punto de cociente intelectual prevenido?, estiman-
dose que el beneficio econdmico de realizar esta
pesquisa es aproximadamente 20 veces el costo
de las pruebas de laboratorio para el hipotiroidismo
congénito.

Criterios para seleccionar las enfermedades
que deben pesquisarse

Los criterios que subyacen para la seleccion de
enfermedades pesquisables derivan de los prin-
cipios formulados por Wilson y Jungner en 1968,
publicados por la Organizacién Mundial de la Salud
(Principles and practice of screening for disease)®.
A efectos descriptivos podemos considerar aspec-
tos que tienen relacién con la patologia y aspectos
relacionados a la metodologia de deteccién’.

En general, las enfermedades pesquisables de-
ben presentarse con una prevalencia que suponga
un problema para la salud publica, deben ser enfer-
medades severas y deben existir tratamientos que
aseguren maxima efectividad de la intervencion en
el periodo neonatal.

En cuanto a los métodos utilizados en la pes-
quisa: debe ser sencillo obtener la muestra, y ésta
debe poder transportarse con facilidad al laboratorio
de procesamiento.

La técnica a utilizar debe ser altamente sensible
(escasos falsos negativos) y especifica (confiable:
escasos falsos positivos), y por ultimo todos estos
procesos deben tener un costo razonable.

De acuerdo con estos criterios, el marco legal
vigente que regula estas actividades en la Republica
Argentina es la Ley 26279, sancionada en 2007, que
exige de manera obligatoria y universal, la realiza-
cion de la pesquisa de las siguientes enfermedades
en todos los establecimientos publicos de gestidon
estatal, de la seguridad social y privados, donde
ocurren nacimientos:

+ Fenilcetonuria.

+ Hipotiroidismo Congénito.

+ Fibrosis Quistica.

- Déficit de Biotinidasa.

+ Galactosemia.

+ Hiperplasia Suprarrenal Congénita.

Dicha ley prevé también la deteccion de la Re-
tinopatia del prematuro, Chagas y Sifilis, aunque
este grupo de patologias pertenece a otro grupo
de condiciones.

En el mundo desarrollado, el advenimiento de
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nuevas tecnologias multianalito (espectrometria de
masa en tandem?') para la deteccion de enfermeda-
des y nuevas opciones terapéuticas ha introducido
el potencial de expandir la pesquisa neonatal hacia
nuevas patologias. Sin embargo, el avance hacia
estas posibilidades ha sido heterogéneo, debido a
falta de consenso o informacion que represente un
aval contundente a su implementacion, dado que
existen condiciones donde la pesquisa neonatal
ofrece un beneficio claro y directo para el recién
nacido y otras con beneficios no tan obvios, lo que
ha llevado a discrepancias en la seleccién de los
paneles de enfermedades a pesquisar. Ademas en
paises en desarrollo el acceso a estas tecnologias
es mas dificultoso por su costo, y porque el sistema
de salud se encuentra usualmente enfocado hacia
otras prioridades®.

Asi, entre los paises desarrollados, algunos pai-
ses (o regiones dentro de un pais) pesquisan un
numero limitado de errores innatos del metabolismo
(EIM), tales como Francia (solo 1 EIM), Suiza (5
EIM), Reino Unido (6 EIM), Taiwan (7 EIM), Ale-
mania (12 EIM), Dinamarca (13 EIM), mientras que
otros paises buscan un gran numero de errores in-
natos en el metabolismo (Estados Unidos, Canada,
Australia, Nueva Zelandia, Japén, Espafia (variable
segun la comunidad autbnoma, desde 4 a mas de
20), Suecia (21 EIM), Portugal (24 EIM), Austria
(26 EIM), Italia (40 EIM). En Latinoamérica, Costa
Rica y Uruguay pesquisan un amplio nUmero de
condiciones utilizando esta plataforma tecnoldgica.
En medio oriente, Israel, Qatar y Arabia Saudita
también han implementado paneles amplios de pes-
quisa por espectrometria de masas®™.

Resulta interesante conocer algunas experien-
cias en consideracién a como es abordado el proce-
so de decision respecto a la inclusion de patologias,
frente a la explosion de la técnica y el conocimiento.
En Estados Unidos en 2001, el Departamento de
Salud Materno-Infantil (Maternal and Child Health
Bureau) otorg6 un contrato al Colegio Americano
de Genética Médica (American College of Medi-
cal Genetics) para desarrollar un sistema fundado
en informacion cientifica y médica para ayudar a
identificar y hacer recomendaciones basadas en la
evidencia de las condiciones médicas adecuadas
para ser incorporadas a los paneles estatales de
pesquisa neonatal. Se convocd un grupo de mas de
70 expertos (conformado por médicos, cientificos,
bioquimicos, legistas, expertos en ética, represen-
tantes de la sociedad civil, etc) y sus conclusiones
fueron revisadas por un grupo externo independien-
te, lo que llevo a la publicacién en 2006 del primer
“Sistema y Panel Uniforme de Pesquisa Neonatal” o
RUSP (Recommended Uniform Screening Panel)",
con una lista de des6rdenes recomendados por
el Departamento de Salud y Servicios Humanos,
para que los estados incorporen (optativamente)
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a sus programas de pesquisa. Estos desordenes
son incorporados al RUSP basados en la evidencia
acerca del:

a) beneficio neto de la pesquisa neonatal (inciden-
cia, si es identificable en el periodo neonatal,
morbilidad, prevencién de la mortalidad);

b) capacidad del sistema publico para incorporar
la pesquisa (disponibilidad del test y del equi-
pamiento, caracteristicas del test, disponibilidad
de confirmacion diagnéstica);

c) disponibilidad de tratamiento efectivo (accesibili-
dad, costo, eficacia, beneficio de la identificacidén
temprana, beneficio de la intervencion temprana,
manejo agudo, simplicidad de la terapéutica).
La categoria asignada (panel central, panel se-

cundario, 0 no recomendada para pesquisa neona-

tal) fue estipulada de acuerdo al score obtenido por
cada patologia en el proceso de evaluacion. Asi, en
el panel basico recomendado por el Colegio Ameri-
cano de Genética Médica se incluyeron 29 condicio-
nes. De ellas, 20 son deso6rdenes del metabolismo,

de aminoacidos (6 desordenes), acidos grasos (5

desérdenes) y acidos organicos (9 desoérdenes) y

requieren tecnologia compleja (espectrometria de

masa en tandem), tres son hemoglobinopatias y

otras seis condiciones son Deficiencia de Biotini-

dasa, Hiperplasia suprarrenal congénita, Fibrosis
quistica, Hipotiroidismo Congénito, Galactosemia

y deso6rdenes de la audicion. Ademas, como parte

del proceso de identificacion de estos desérdenes

centrales, se recomendo¢ la identificacion de 25 ob-
jetivos secundarios (panel secundario). Actualmente
el RUSP incluye 35 patologias primarias y mas de

26 patologias secundarias.

Antecedentes y avances de la pesquisa

Podemos trazar los inicios de esta disciplina
(Figura 2) a 1960 cuando el Dr Robert Guthrie
desarrollé un test simple para la medicion de Feni-
lalanina en suero, usando el principio de inhibicion
competitiva, basado en el crecimiento de bacillus
subtilis estimulado por la Fenilalanina sobre un
agar adicionado con un antagonista de la Feni-
lalanina (beta2 tienilalanina), a fin de ser utiliza-
do en el monitoreo del tratamiento de nifos con
Fenilcetonuria™. Sensibilizado por el diagnéstico
tardio de esta patologia en una sobrina, Guthrie
dirigié su interés a la posibilidad de realizar su
pesquisa en los recién nacidos, con el fin de lograr
la instauracion temprana del tratamiento y mejorar
el pronéstico intelectual de estos nifios. Guthtrie
reconoci6 el potencial de trabajar con sangre en-
tera recolectada sobre papel de filtro, a partir de
la puncién del talon del recién nacido. Esta contri-
bucién, aun plenamente vigente, volvi6 practica la
implementacién de estos programas por la simplici-
dad de su recoleccion, la facilidad de su transporte,
sencillez de manipulacién y procesamiento. Hoy
sabemos, que las muestras de sangre seca pre-
sentan condiciones adecuadas de bioseguridad, y
siempre y cuando no se expongan a la luz y calor
directos, preservan las sustancias a analizar en el
laboratorio sin requerimiento de refrigeracion y son
un formato préactico para su transporte sencillo y
econémico. Asi, la primera experiencia exitosa de
pesquisa neonatal de Fenilcetonuria tuvo lugar en
Jamestown, Nueva York, en 1961.

Si bien se utilizaron algunos otros ensayos de
inhibicion bacteriana para el diagnéstico de otros

»Dr Robert Guthrie reconoce Minoru Iriee
el potencial de trabajar con Hiroshi Naruse
sangre entera recolectada Pesquisa de

Hipotiroidismo
Congénito en Japon
basado en TSH

sobre papel de filtro
»desarrolla un test simple para
la medicion de Fenilalanina

Jean H. Dussault
Pesquisa masiva de
hipotiroidismo
congénitoen
Quebec basado en
T4

Crossley describe
inmunoessayo para
IRT en papel de
filtro parala
pesquisa de Fibrosis
Quistica

Dr Songya Pang
desarrolla un test
17 OHP en papel de
filtro por
radioinmunoensayo

David Millington y
Donald Chace
desarrollan
espectrometria de
masas en téndem
(MS/MS)

Figura 2: Antecedentes de la Pesquisa Neonatal.
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trastornos mas raros, como la enfermedad de la
orina con jarabe de arce y la homocistinuria, el si-
guiente paso importante fue la descripcién en 1973
de un ensayo para la tiroxina (T4), utilizando man-
chas de sangre seca. El médico franco-canadiense
Jean H. Dussault fue el primero en desarrollar un
programa exitoso para de deteccion masiva de
Hipotiroidismo Congénito (condicion que provoca
severo retraso en el desarrollo neurocognitivo y
de crecimiento, debido a la deficiencia congénita
no tratada de las hormonas tiroideas) en Quebec,
Canada, luego que en 1972 consiguiera desarrollar
un método por radioinmunoensayo para el dosaje
de T4 en sangre seca en papel de filtro™ a partir de
la observacién en el laboratorio provincial, que rea-
lizaba la pesquisa de Fenilcetonuria y Tirosinemia,
que una porcién de sangre podia ser eluida para
su analisis, resolviendo con el uso de esas mismas
muestras los problemas logisticos de implementar
un nuevo programa de pesquisa e implementando
un programa piloto de pesquisa de Hipotiroidismo
Congénito sobre el ya establecido programa de
pesquisa de Fenilcetonuria de Quebec. En 1975
Minoru Irie e Hiroshi Naruse propusieron y publica-
ron la medicién por radioinmunoensayo de TSH en
sangre seca sobre papel de filtro'* como marcador
de pesquisa neonatal.

Otros trastornos disponibles de examinar a fines
de los anos setenta y ochenta fueron la Fibrosis
quistica®, la Hiperplasia suprarrenal congénita, la
Deficiencia de Biotinidasa y la anemia drepanociti-
ca. No todos estos fueron adoptados ampliamente.

La pesquisa de la Hiperplasia suprarrenal con-
génita fue posible en 1977 cuando Songya Pang
y colaboradores desarrollaron una prueba para
medir 17 hidroxiprogesterona en papel de filtro
por radioinmunoensayo™. Se trata de un grupo
de desérdenes de la esteroidogénesis que resulta
en una inadecuada o nula sintesis de cortisol. La
ausencia de feedback negativo desencadena un
exceso de liberacién de ACTH que produce hiper-
plasia adrenal. Presenta patrones anormales de
glucocorticoides, mineralocorticoides y esteroides
sexuales. El objetivo de la pesquisa de Hiperpla-
sia suprarrenal congénita es la prevencion de las
crisis adrenales potencialmente mortales, el shock
y el dano mental secuelar o muerte de los nifios
afectados. Otros objetivos son la prevencién de la
asignacion incorrecta del sexo en nifias afectadas y
los efectos progresivos del exceso de andrégenos
adrenales.

Una vez que las muestras de sangre en papel
de filtro son tomadas de manera rutinaria, es rela-
tivamente sencillo desarrollar e incorporar nuevas
pruebas de pesquisa. En la década de 1980 habia
una lista de mas de 20 pruebas disponibles para
enfermedades metabdlicas heredables, aunque
relativamente pocas han tenido amplia aceptacion.
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Desde la labor pionera realizada en el decenio
de 1990 por David Millington y Donald Chace''”
del Centro Médico de la Universidad de Duke, en
el desarrollo de la espectrometria de masas en
tandem (MS/MS), esta técnica ha sido una apli-
cacion muy significativa para la exploracion de
los recién nacidos, permitiendo expandir el cam-
po del tamizaje neonatal de una forma extraor-
dinariamente amplia y ha ganado aceptacién en
muchos paises desarrollados para detectar EIM
-representados clasicamente por la Fenilcetonu-
ria-, con capacidad de analizar 30 o 40 trastornos
en una sola prueba, utilizando una sola mancha
de sangre de 3 mm. Se trata de un instrumento
electrénico para el pesado molecular, que provee
informacion cualitativa (estructural, masa/carga) y
cuantitativa (cantidad/concentracion) de moléculas
de interés. Su sensibilidad y especificidad han sido
bien documentadas; sin embargo, sigue habiendo
dudas sobre si esta tecnologia debe utilizarse al
maximo cuando ese uso puede significar la detec-
cién y la notificacion de resultados analiticos que
conduzcan a diagnosticar afecciones cuya evolu-
cion clinica no es clara y que podrian no requerir
tratamiento, o cuando la eficacia del tratamiento
aln no esta demostrada.

Esta técnica'™ permite la identificacidon de molé-
culas, basada en su relacibn masa/carga (m/z). Las
moléculas de interés forman parte de una mezcla
heterogénea que se somete a una fuente de ioni-
zacion previa (ionizacién por electrospray), donde
se ionizan adquiriendo carga negativa o positiva,
y son introducidos al instrumento en fase gaseo-
sa. Los iones atraviesan el analizador o selector
de masas (cuadrupolo) donde son sometidos a
campos eléctricos que permiten su separacion de
acuerdo a su relaciébn m/z. Se trata de un sistema
de triple cuadrupolo, que comprende dos analiza-
dores de masa separados por una camara de coli-
sion que induce la fragmentaciéon de los compues-
tos ionicos. El primer analizador determina el ion
precursor y el segundo analizador el ion producto
(de la colisién). Las acilcarnitinas se caracterizan
por formar un ion producto de masa/carga 85 como
resultado de su fragmentacion, y los aminoacidos
forman un ion producto con pérdida neutral de 102
unidades de masa respecto de su ién precursor. En
contacto con el detector, se generan sefiales que
son registradas y representadas en un espectro
de masas que muestra la abundancia relativa en
funcion de su relacion m/z.

Los EIM son trastornos bioquimicos heredita-
rios. Tomados individualmente son raros. No obs-
tante, su importancia colectiva es cada vez mayor
y ocupan un lugar importante en la practica de la
pediatria. Incluso como grupo, la incidencia de los
EIM es bastante poco comun (alrededor de 1:4000
a 1:5000 en un panel completo de acilcarnitinas y
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aminoacidos usando MS/MS) (Tabla 1). Esta téc- médico y la familia. Estas enfermedades pueden
nica de deteccion es costosa y el manejo de los manifestarse rapidamente y deterioran al paciente
nifos afectados es mucho mas complicado para el  sin un manejo adecuado oportuno.

TABLA 1: ALTERACIONES POTENCIALMENTE DETECTABLES EN UN PROGRAMA DE CRIBADO NEONATAL POR ES-
PECTROMETRIA DE MASA EN TANDEM. JOSE ANGEL COCHO DE JUAN (2007)-USC (20).

Trastorno Metabolito indicador

Metabolismo de aminoacidos

Fenilcetonuria Phe
Jarabe de arce Leu, Ile, Val
Tirosinemia (I, IT) Tyr
Homocistinuria Met

Citrulinemia Citrulina (Cit)

Aciduriaarginosuccinica Citrulina (Cit)

Hipermetioninemia Met

Defectos FAO

Def. deshidrogenasa acil-CoA de cadena muy larga (VLCAD) Cl4:1, Cl14, Cl16

Def. deshidrogenasa acil-CoA de cadena larga (LCHAD) C160H,C18:10H,C100H,C120H,C140H, C180H

Def. deshidrogenasa acil-CoA de cadena media (MCAD) C8, Cl10, C10:1, C6

Def. deshidrogenasa acil-CoA de cadena corta (SCAD) C4

Miuiltiple deficiencia de deshidrogenasa Acil-CoA (MADD) Cl10, C4, C8, C5,C8:1,C12, C14:1

Deficiencia de la carnitinapalmitoiltransferasa (CPT II)

C18:2, C18:1, C18, C16, C12, C10, C14

Defecto de la translocacién de Carnitina/Acilcarnitina

Cl16, C18:1, C18

Acidurias organicas

Acidemiaisovalérica

Isovaleril (C5 )

Aciduria 3-hidroxi-3-metilglutdrica

3-metilglutaril (C6DC),C50H,C3

Acidemiapropionica

Propionil (C3)

Holocarboxilasasintetasa, biotinidasa

Propionil (C3), C50H

Acidemiaglutdrica tipo I

Glutaril (CSDC)

Acidemiametilmalénica

Propionil (C3), C4DC

Def. de liasa de 3-OH-metilglutarilCoA

C50H

Def. de carboxilasa 3-metilcrotonilCoA

C50H

Argininemia

Arginina (Arg)

Hipoglicemia no ceténica

Glicina (Gly)

Hiperornitemia, homocitrulinuria

Ornitina (Orn), homocitrulina

5-oxiprolinuria

5-oxiprolina

Def. carnitinapalmitoiltransferasa (I)

Carnitina libre

Def. isobutirilCoA deshidrogenasa C4

Def. acetoacetiltiolasa mitocondrial C5:1,C50H
Aciduriametilmalénica C3DC

Def. 2-metilbutirilCoA deshidrogenasa C5

Pesquisa neonatal
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Los EIM pueden clasificarse en tres grupos,

dependiendo de los sintomas y metabolitos acu-
mulados'®:
1- Intoxicacion aguda y progresiva por atesora-

miento de compuestos proéximos o alternos al
bloqueo del camino metabdlico: aminoacidopa-
tias, acidemias organicas, defectos del ciclo de
la urea e intolerancia a los azucares. Presentan
sintomatologia de intoxicacion aguda (vémitos,
fallo hepatico, convulsiones, coma) y progresi-
va (retraso psicomotor progresivo, miocardiopa-
tia). Se produce afectacion hepatica, muscular
y neuroldgica (la mas importante) de debut en
el neonato, lactante o escolar tras un periodo
libre de sintomas.

2- Deficiencia en produccién y utilizacién de ener-

gia: enfermedades mitocondriales, glucogeno-
sis, acidemias lacticas congénitas, trastornos
en la oxidacién de acidos grasos. Presentan
afectacion multiorganica en forma de crisis con
hipotonia, miopatia, fallo cardiaco y hepéatico,
en relacién con factores desencadenantes
como infecciones, ayuno, intervenciones qui-
rargicas u otras situaciones estresantes.

3- Dificultad en el catabolismo de moléculas com-

plejas o enfermedades “por depdsito”: enfer-
medades de depdsito lisosomal y peroxisomal.
Afectan higado, bazo, rifion, SNC, musculo es-
quelético y miocardio. Se caracterizan por una
clinica progresiva y permanente, que no depen-
de de la dieta ni de procesos intercurrentes.

Desde un punto de vista tecnolégico, podemos

identificar los siguientes hitos:

1.
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La toma de muestra de sangre entera por pun-
cion sobre el papel de filtro represent6é una idea
original que resulté un método practico para
resolver las complejidades técnicas y logisticas,
de recoleccion y transporte de muestras a un
centro de procesamiento y asi establecer un
programa de pesquisa.

El desarrollo de bioensayos, como el test de
inhibicion bacteriana de Guthrie para Fenilalani-
na, y varios otros, que supusieron las primeras
pruebas bioquimicas de pesquisa neonatal.
La instalacién de una practica de pesquisa
neonatal y la conformacién de su red logistica,
facilité la incorporacion de nuevas préacticas a
los programas ya funcionantes.

El desarrollo de radioinmunoensayos adapta-
dos a muestras de sangre seca en papel de
filtro conformaron las primeras pruebas de
pesquisa sensibles para marcadores hormo-
nales. Aunque, si bien extremadamente Uutiles,
suponian una serie de desventajas: el requeri-
miento de equipamiento relativamente costoso,
reactivos de corto vencimiento, el requerimiento
de condiciones regulatorias especiales para su
utilizacion (por el manejo de componentes ra-
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dioactivos), riesgos para la salud y la necesidad
de mecanismos de desechos especiales.

La migracién de estos ensayos a técnicas en
microplacas (Colorimétricas, ELISA) facilité la
escalabilidad de los ensayos, permitiendo el
establecimiento de centros regionales capaces
de procesar grandes volUmenes de muestras.
Ademas, los enzimoinmunoensayos (ELISA)
no poseen las desventajas de los radioin-
munoensayos Yy tienen importantes ventajas:
equipamiento mas econdémico, alta sensibilidad,
detectabilidad y especificidad, técnicas econé-
micas, facilmente realizables, reactivos de largo
vencimiento, sin riesgos de radiacion, etc. Su
utilidad se sustenta en dos importantes feno-
menos: el extraordinario poder discriminativo
de los anticuerpos, y la especificidad y poder
catalitico de las enzimas usadas como indica-
dor de la reaccion.

La incorporacién de la fluorometria y fluorome-
tria a tiempo resuelto (DELFIA) en microplacas
supuso una mejora significativa en la sensibili-
dad y reproducibilidad de los ensayos.

. Automatizacion: incorporacion de la informatica

contribuyendo a la interpretacion automatizada
de datos, mejoras en las comunicaciones, iden-
tificacion por cédigo de barras de las tarjetas
de pesquisa, sistemas automatizados para el
corte de muestras (punchers), etc. incorporan
seguridad, disminuyen las tasas de error, y au-
mentan la capacidad de procesamiento de los
laboratorios de pesquisa.

Determinacion de analitos secundarios: ade-
mas de la optimizacién de valores de corte
para reducir falsos negativos y positivos, se
ha incorporado la determinacion de segundos
analitos para mejorar la especificidad de las
pruebas de pesquisa. Ej. Perfil de esteroides en
Hiperplasia suprarrenal congénita, la proteina
asociada a la pancreatitis (PAP) en Fibrosis
quistica, succinilacetona en Tirosinemia tipo
1, o bien secuenciacion de DNA para detectar
variantes patogénicas comunes (Fibrosis Quis-
tica, MCADD, Galactosemia).

Espectrometria de masa en tandem en com-
binacion con la automatizacién para el proce-
samiento de grandes volumenes de muestras:
permiti6é la expansién de la pesquisa neonatal
a errores congénitos del metabolismo. Al mismo
tiempo, cambié un paradigma de la pesquisa
neonatal: desde un procedimiento Unico im-
plementado para obtener un Unico resultado y
adicionar una Unica pesquisa, por una metodo-
logia que permite, en un unico procedimiento,
obtener multiples resultados y adicionar mul-
tiples pesquisas (un sistema multianalito para
una pesquisa de multiples enfermedades). Esto
quebro6 una limitacién fisica para la expansiéon
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de los programas de pesquisa a la incorpo-

racion de nuevas patologias, que requerian

la ampliacién constante de la infraestructura,
equipamiento y del personal necesario. En con-
trapartida se requiere personal con mayor nivel
de preparacion y experiencia técnica, y su apli-
cacién requiere una planificacion cuidadosa por
laboratorios experimentados. Esta metodologia
reemplazé el paradigma de las pesquisas dis-
cretas por las pesquisas de perfiles. La deter-
minacion de perfiles, también permitié mejorar
la especificidad de algunas pesquisas, al sumar
al marcador bioquimico principal la evaluacion
de relaciones asociadas a marcadores bioqui-
micos secundarios, ampliando asi la definicion
tradicional de valores de corte concebida como
el extremo superior o inferior del rango normal
de un marcador bioquimico.

10.Se incorpora la Genética molecular para al-
gunos desordenes mendelianos: Patologias
actualmente en uso (limitado) usando prueba
molecular:

a) Prueba molecular primaria: Inmunodeficien-
cia Combinada Severa (SCID), Atrofia Mus-
cular Espinal (SMN1).

b) Prueba molecular de segunda instancia:
Fibrosis Quistica (CFTR), Galactosemia
(GALT), MCAD (ACADM), Hemoglobinopa-
tias (HBB), Krabbe (GALC), Pompe (GAA),
X-ALD (ABCD1), Enfermedad de Jarabe de
Arce (BCKDHA).

c) Pruebas piloto: Hiperplasia suprarrenal con-
génita (CYP21A2), VLCAD (ACADVL), MPS-
1 (IDUA), SCID panel 39 genes.

11.Futuros desarrollos: Aun en el terreno de la
especulaciéon, pero es posible intuir algunos
progresos:

A. El avance en terapias de reemplazo enzi-
matico y otras novedosas podrian poner en
consideracion la incorporacion de nuevas
pesquisas.

B. Incorporacion de nuevas plataformas para
la busqueda de marcadores genéticos: con
el advenimiento de las tecnologias de se-
cuenciacion de nueva generacion (NGS:
next-generation sequencing) se ha consi-
derado el uso potencial de paneles de ge-
nes seleccionados o bien la secuenciacion
de exoma completo. Sin embargo, los altos
costos, tiempos de resolucién y deteccién
de variantes de significado clinico incierto,
son limitantes para el uso de estas tecno-
logias en pesquisa neonatal.

C. El perfil metabolomico global®??**, basado en
espectrometria de masa, para medir gran
numero de pequenas moléculas en fluidos
corporales podria tener en el futuro aplica-
ciones para pesquisa de errores congénitos

del metabolismo, o bien podria proveer una
lectura funcional para evaluar la penetrancia
de las mutaciones genéticas identificadas
por NGS.

D. El desarrollo de la metodologia multiplex de
microfluidica digital (DMF)*#°, basada en la
aplicacién de voltaje para manipular gotitas
(micro o nanolitro) individuales que pueden
ser transportadas, fusionadas, divididas o
dispensadas bajo control de un software,
puede ser una alternativa con potencial
como tecnologia simple, rapida y de alto
rendimiento de deteccion de algunas pa-
tologias lisosomales de depésito®, o como
opcion a otras actualmente en uso. Esta pla-
taforma ya se ha utilizado para desarrollar
ensayos inmunologicos, enzimaticos y otros
basados en ADN.

Pesquisa Neonatal en la Republica Argentina
Podemos encontrar los primeros antecedentes
en pesquisa en nuestro pais (Figura 3) en las ac-
tividades iniciadas por la Fundacién de Endocri-
nologia Infantil (FEI) en 1985, instrumentando un
programa de deteccion precoz de Hipotiroidismo
Congénito y Fenilcetonuria en recién nacidos?.
Esta iniciativa fue prontamente replicada en diver-
sas jurisdicciones. El Hospital de Pediatria Juan
P. Garrahan es base del Laboratorio de Pesquisa
Neonatal, dedicado a la deteccién de enferme-
dades Inaparentes Endocrino Metabdlicas desde
el afno 1988, cuando se constituyé como primer
programa publico de pesquisa neonatal (prove-
yendo diagndéstico, confirmacion y tratamiento),
con alcance Nacional, promoviendo el acceso a la
pesquisa de Hipotiroidismo Congénito y Fenilce-
tonuria a recién nacidos en maternidades de todo
el pais, previniendo la discapacidad mental en los
nifos afectados. Actualmente es el laboratorio de
procesamiento para todas las maternidades del
sector publico de cuatro provincias patagénicas:
Tierra del Fuego, Chubut, Santa Cruz y Rio Negro,
y es uno de los 4 centros de procesamiento de
pesquisa de la Ciudad de Buenos Aires, prove-
yendo de pesquisa neonatal a los recién nacidos
de la Maternidad Ramén Sarda. El Laboratorio de
Pesquisa del Hospital Garrahan actualmente es
centro de deteccion de dos programas oficiales
(PPN programa de Pesquisa Ciudad de Buenos
Aires y Programa Nacional de Pesquisa Neonatal,
region Patagonica), respaldado por los servicios
de Endocrinologia, Errores Congénitos del Meta-
bololismo y Neumonologia, con sus respectivos
laboratorios de especialidad, para brindar confir-
macion y tratamiento de los casos detectados.
En 1995 inici6é actividades el PRODyTEC (Pro-
grama de Diagnéstico y Tratamiento de Enferme-
dades Congénitas) en la Provincia de Buenos Ai-
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dependiente del Ministerio
de Salud de la Nacion,
expandiendo la cobertura
del sector publico a todo el
pais.

Figura 3: Antecedentes de la Pesquisa Neonatal en la Republica Argentina.

res a partir de un convenio entre el Ministerio de
Salud de la Provincia de Buenos Aires y la Funda-
cion Bioquimica Argentina (FBA) con el apoyo del
Hospital de Nifios Sor Maria Ludovica de La Plata,
brindando pesquisa neonatal de manera integral
a los recién nacidos del sector publico provincial
en esa jurisdiccion.

En la provincia de Neuquén en el Hospital Cas-
tro Rendon se inici6 un programa piloto en 1996
de pesquisa de Hipotiroidismo Congénito, constitu-
yéndose en programa en 1998 con la promulacién
de la ley provincial y la ampliacién de la pesquisa
a Hipotiroidismo Congénito, Fenilcetonuria y Fi-
brosis Quistica.

En 1996 inici6 actividades de pesquisa el Hos-
pital de Nifios de la Santisima Trinidad de Cor-
doba.

En 1999, en la provincia de Mendoza se inici6
el programa provincial con sede en el Hospital de
ninos Dr. Humberto Notti en el Centro de Preven-
cién de Enfermedades Inaparentes de la Infancia
(CE.P.E.LL).

En el area de la Ciudad de Buenos Aires, en
2001 la ley 534 y su decreto promulgatorio 2711,
dispusieron la obligatoriedad de la pesquisa del
Hipotiroidismo Congénito y la Fenilcetonuria en los
recién nacidos en la Ciudad de Bs As. En 2005 la
ley 1808 ampli6 el alcance de la ley 534, obligando
a la deteccién de Fenilcetonuria, Hipotiroidismo
neonatal, Fibrosis Quistica, Galactosemia, Hiper-
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plasia suprarrenal congénita y Deficiencia de Bio-
tinidasa (junto a la retinopatia del recién nacido,
hipoacusia del recién nacido, chagas vy sifilis) en
la ciudad de Buenos Aires.

Si bien la primer ley de alcance nacional exigia
la realizacion mandatoria de pesquisa de Fenilce-
tonuria desde 1986 y de Hipotiroidismo Congénito
desde 1990, la cobertura de estas practicas fue
inicialmente baja y fue ganandose cobertura con
el progresivo desarrollo de los programas jurisdic-
cionales. En 2005 segun encuesta (Figura 4) reali-
zada desde la Direccién Nacional de Maternidad e
Infancia (Ministerio de Salud de la Nacién) sélo 17
de 23 provincias realizaban alguna pesquisa. De
ellas, 13 provincias tenian cobertura nula o menor
al 40%, 4 con cobertura entre 50-75% y 6 con
cobertura adecuada (>90%). Solo el 50% de las
provincias pesquisaban Fibrosis Quistica y solo el
10% de las provincias pesquisaban Galactosemia.

En el afio 2006, la Resolucion del Ministerio de
Salud N° 1612/06, aprobada el 18/10/2006, creéb
el “Programa Nacional de Fortalecimiento de la
Deteccion Precoz de Enfermedades Congénitas”,
dependiente de la Direccién Nacional de Materni-
dad e Infancia (Ministerio de Salud de la Nacién),
con el objetivo de fortalecer los programas provin-
ciales de Pesquisa Neonatal y promover el alcance
de una cobertura del 100% de los recién nacidos
del sector publico. Adquiriéndose desde 2006 re-
activos para la determinacién de cinco patologias,
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Figura 4: Cobertura de la Pesquisa Neonatal en Argentina en
2005 en el Subsector Publico de Salud. Encuesta Direccién
Nacional de Maternidad e Infancia. Ministerio de Salud.
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excluida Fibrosis Quistica, que fué incorporada
en 2019. Este programa actualmente presta asis-
tencia a todas las provincias, exceptuando dos
jurisdicciones: Provincia de Buenos Aires y Ciudad
Autébnoma de Buenos Aires, con sélidos programas
establecidos.

Evolucion de la Cobertura (2006 a 2019) y ca-
sos detectados - Sector Publico Republica Ar-
gentina

Como resultado de la actividad del Programa
Nacional de Fortalecimiento fue posible alcanzar
en el sector publico de todas las jurisdicciones

provinciales altos niveles de cobertura, quedan-
do por completar algunos nichos poblacionales
puntuales. En la representacion grafica de avance
de la cobertura (Figura 5) se consider6 100% el
numero de nacidos en sector oficial reportados en
las Estadisticas Vitales, DEIS (Direccion de Esta-
disticas e Informaciéon de Salud)?*#%. En casos de
jurisdicciones que superan el 100% de cobertura
se trata de discrepancias en los datos que no han
podido ser conciliadas, atribuibles a la contabili-
zacion de recién nacidos del sector privado que
han demandado pesquisa neonatal en efectores
publicos.

Las contabilizacién de casos a nivel nacional
en el subsector publico de salud (Tabla 2), inclu-
yendo efectores asistidos y no asistidos por el
Programa Nacional de Fortalecimiento en el pe-
riodo 2006 a 2020, y las incidencias resultantes
de las patologias exigidas por la Ley Nacional son
las siguientes:

Marco Regulatorio Nacional

+ Ley 23.413, sancionada el 10/10/1986, esta-
blece la obligatoriedad de realizar la pesquisa
neonatal de Fenilcetonuria.

+ Ley 28.874, sancionada el 28/09/1990, agrega
la detecciéon precoz de Hipotiroidismo Congé-
nito.

- EI Decreto 1316 del 13/06/1994, reglamenta
las leyes 23.413 y 23.874.

+ Ley 24.438, sancionada el 21/12/1994, incor-
pora la deteccion de Fibrosis quistica del pan-
creas.

+ Resolucion 508/96, establece normas de proce-
dimiento para la toma y control de la muestra.

+ Ley N° 26.279 sancionada el 5/09/2007, es-
tablece la obligatoriedad del diagnéstico y
tratamiento de: Fenilcetonuria, Hipotiroidismo
Congénito, Fibrosis quistica del pancreas, De-
ficit de Biotinidasa, Galactosemia, Hiperplasia
suprarrenal congénita, Retinopatia del Prema-
turo, Chagas y Sifilis.

+ Resolucién 1612/2006 (Oct 2006): Programa
Nacional de Fortalecimiento de la Deteccién
Precoz de Enfermedades Congénitas.

+ En Mayo de 2015, el Gobierno Nacional apro-
b6 la reglamentacién (decreto 794/2015) de
la ley 26.689 sobre el Cuidado Integral de la
Salud de las Personas con Enfermedades Poco
Frecuentes (EPOF), creando un Consejo Con-
sultivo Honorario y un Programa Nacional, que
estarian encargados de asesorar sobre el abor-
daje y tratamiento de estas patologias (EPOF)
a los programas provinciales y de la Ciudad.
La ley y su correspondiente Programa Nacional
tienen como objetivo “extender, regionalizar y
coordinar la cobertura de salud en el area de
las anomalias congénitas y enfermedades poco
frecuentes para garantizar el acceso de la po-
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Figura 5: Evolucion de la Cobertura de la Pesquisa Neonatal en Argentina (2005-2019) en el Subsector Publico de Salud.
Direccion de Salud Perinatal y Nifiez, Ministerio de Salud. A) Evolucion de Cobertura Nacional. B) Evolucion Cobertura segin

Jurisdiccién.

blacion al diagnostico y asesoramiento genético
adecuado y oportuno”.

CONCLUSIONES:

La pesquisa neonatal ha demostrado ser una
herramienta efectiva y de alto impacto en la salud
publica, previniendo mortalidad y discapacidades.
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En nuestro pais ocurren mas de 625.000 nacimien-
tos anualmente (DEIS 2019), de los cuales 1 cada
1015 recién nacidos (estadistica MSAL 2019), se-
ran portadores de una condicién de pesquisa neo-
natal contemplada en la ley vigente, representando
mas de 600 recién nacidos afectados anualmente.

Los resultados positivos requieren una accion
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TABLA 2: PESQUISA SECTOR PUBLICO REPUBLICA ARGENTINA. DATOS 2006-2020. ESTADISTICAS DEL PROGRAMA
NACIONAL DE FORTALECIMIENTO DE LA DETECCION PRECOZ DE ENFERMEDADES CONGENITAS - DIRECCION DE
SALUD PERINATAL Y NINEZ - MINISTERIO DE SALUD DE LA NACION®.

Patologia Casos Incidencia (1 en .... Casos) Pesquisas (RN)
Hipotiroidismo Congénito 3299 1703 5616741
Fenilcetonuria 158 35556 5617909
HPA 129 43550 5617909
PKU+HPA 287 19575 5617909
Hiperplasia Suprarrenal Congénita 338 15553 5256937
Galactosemia 91 57584 5240136
Deficiencia Total Biotinidasa 37 141471 5234414
Deficiencia Parcial Biotinidasa 48 109050 5234414
Deficiencia Biotinidasa (T+P) 85 61581 5234414
Fibrosis Quistica 461 10430 4808426
médica urgente en pos de lograr una gestion REFERENCIAS

efectiva; sin embargo, se debe entender que los
estudios de pesquisa son orientativos y la accién
del laboratorio de pesquisa debe integrarse con la
accion médica que tendra a su cargo el proceso
diagnéstico. Asi, la pesquisa neonatal, en su su
caracter multidisciplinario, sitta al médico neona-
télogo, al médico especialista y a los laboratorios
de especialidades en roles claves y definitivos del
sistema.

Desde su implementacion en nuestro pais se
han obtenido grandes progresos en la obtencion
de cobertura, requiriéndose cada vez mayor coor-
dinacion con centros especializados que aseguren
el seguimiento de todos los casos presuntamente
positivos, para constituir asi un programa de pes-
quisa eficaz.

La evolucion de las herramientas tecnologi-
cas, y nuevos tratamientos ofrecen cada vez mas
posibilidades, y creciente demanda de la socie-
dad civil y de la comunidad médica para futuras
incorporaciones a la pesquisa neonatal, lo que
suponen nuevas preocupaciones respecto a la
disponibilidad de proveedores especializados de
salud y acceso y continuidad de los tratamientos.
Siendo un aspecto muy importante, cuando se
trata de la implementacion de pesquisa expandi-
da, la falta de experiencia clinica de los médicos
de atencién primaria en el conocimiento de estos
desordenes, y la dificultad de acceso a los equipos
de especialistas y a los tratamientos para asegurar
su confirmacion, tratamiento y seguimiento.

La pesquisa neonatal es un Sistema, por lo que
si falla uno de sus componentes, se comprometen
los beneficios que supone la implementacion de
una nueva pesquisa.
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