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Resumo

Diagnostico laboratorial da Fibrose Cistica

A Fibrose Cistica ¢ a doencga genética autossdmica recessiva letal mais frequente na
populacao Caucasiana, e ¢ devido a uma mutagdo no gene CFTR. A mutacdo mais comum ¢ a
delec¢do de uma fenilalanina na posicao 508 (Phe508del).

A perspectiva de vida para pacientes com a doenca tem aumentado bastante,
principalmente devido ao diagnodstico precoce. A medi¢do do IRT na primeira semana de vida
possibilita a inclusao nos programas de rastreio e de diagnostico existentes.

Existe uma grande heterogeneidade de manifestacdes clinicas na FC. Alguns pacientes
podem ter todas as manifestagdes classicas da FC desde a infancia, enquanto outros tém um
fendtipo mais suave ou mesmo uma manifestagao atipica da doenga.

Pacientes sao diagnosticados com FC cléssica quando tém uma ou mais caracteristicas
fenotipicas e um teste do suor com um valor em ides cloreto maior que 60 mmol/l ou quando
duas mutacdes no gene CFTR sdo identificadas. A grande maioria dos pacientes estd incluida
neste grupo.

Pacientes com FC nao-classica t€ém uma caracteristica fenotipica em pelo menos um
orgdo e um teste do suor no limite (40-60 mmol/lI) ou normal (menor que 40 mmol/l). Nestes
pacientes a confirmacao do diagndstico requer a deteccdo de pelo menos uma mutacao e uma
quantificagdo directa da disfungdao CFTR pela diferenca de potencial nasal.

Mesmo assim, o diagndstico da FC pode nao ser facil. Para muitos casos de pacientes
atipicos ¢ necessario recorrer a testes auxiliares para a confirmagdo ou exclusao do

diagnostico.

Palavras-chave: Fibrose cistica (FC), regulador de condutancia transmembranar de fibrose
cistica (CFTR), diagnéstico, tripsina imunoreactivo (IRT), teste do suor, diferenca de
potencial nasal (DPN).



Abstract

Cystic Fibrosis laboratory diagnosis

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive disorder affecting
Caucasian populations and it is caused by mutations in the CF transmembrane conductance
regulator (CFTR) gene, the most common mutation being the deletion of phenylalanine at
position 508 (F508del).

The longevity for patients with this disease has increased somewhat significantly,
especially due to early diagnosis. The measurement of IRT in the first week of life enables the
covering of tracking and diagnosis programmes. The clinical manifestations of CF are quite
heterogeneous: some individuals may have all classic features of the disease since their birth,
whereas others have a milder phenotype or even an atypical manifestation of CF.

Patients are diagnosed with classic CF when they have one or more phenotypic
characteristics and a sweat test revealing >60 mmol/l, or when two mutations in the CFTR
gene are clearly identified. The majority of patients match the latter.

Individuals with non-classic CF have a phenotypic characteristic in at least one organ
system and a borderline (40—60 mmol/l) or normal (<40 mmol/l) sweat chloride level. In such
patients, confirmation of the diagnosis demands detection of at least one mutation and the
direct quantification of the CFTR dysfunction by nasal potential difference (NPD)
measurement.

All in all and nevertheless, diagnosis of CF may not be easy. In various situations of
atypical patients it is necessary to turn to auxiliary tests in order to confirm or run out the

diagnosis.

Keywords: Cystic fibrosis (FC), cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR),
diagnosis, immunoreactive trypsin (IRT), sweat test, nasal potential difference (DPN).
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Introdugao

L.I — Perspectiva Historica

Foi Landsteiner quem, em 1905, efectuou a primeira descri¢ao anatomo-patologica da
fibrose cistica (FC) num recém-nascido, que, ao quinto dia de vida, faleceu por ileo meconial,
(obstru¢do no intestino delgado neonatal). Em 1936, Fanconi descreveu o caso de uma crianca
portadora de doenga celiaca com alteragdes pancredticas, o que, na sua opinido, era diferente

da doenca celiaca classica pois apresentava sintomas pulmonares e intestinais .

A primeira identificacdo clinica da doenga foi elaborada por Andersen, tendo feito
observagdes sobre o caracter familiar e patogénese da infec¢ao recorrente da doenga, assim
como evidenciou a necessidade de diferenciar a FC do péncreas da doenga celiaca '
Recorrendo a familias com FC, considerou a existéncia de uma etiologia genética para a

doenca .

Em 1944, Farber desenvolveu uma hipdtese, segundo a qual o muco espesso resultava
da exacerbagdo de um estimulo parassimpatico ¢ a secre¢do anomala produzida era
responsavel pelas lesdes pulmonares e pancreaticas, designando o termo “mucoviscosidade”,

ainda hoje utilizado '.

Em 1948, uma onda de calor em Nova lorque ajudou o jovem pediatra Paul di
Sant’Agnese a descobrir que os pacientes com FC perdiam um excesso de sal no seu suor.
Esta descoberta veio por de parte a ideia que o defeito basico subjacente a esta patologia
estaria ligado ao muco, modificagdes do muco ou secre¢cdes macromoleculares 3. Di Sant’
Agnese também desenvolveu a padronizagdo do teste do suor estimulado pela iontoforese

com pilocarpina, sendo ainda hoje o padrio para o diagnéstico da doenga .

Shwachman e Kulczycki elaboraram, em 1958, um sistema de avaliagdo da gravidade
da doenca. Nas décadas seguintes, foram extensas as publica¢des sobre o tema; porém, s6 nos

anos 80 novos conhecimentos contribuiram para uma melhor percep¢io da doenca '

Em 1982 e 1983, Paul Quinton descobriu a falha no transporte do ido cloreto das
células epiteliais nos ductos das glandulas sudoriferas dos pacientes. A investigacdo sugeria
que a baixa permeabilidade do ido cloreto nos ductos sudoriferos dos doentes com FC causava

uma baixa reabsor¢ao do cloreto de sodio, produzindo um suor hiperténico. Quinton concluiu
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que um defeito generalizado na permeabilidade do i3o cloreto estava intimamente associado

A . . ~ 1
aos problemas resultantes da doenca no pancreas, intestino e pulmades .

S6 em 1985 o gene da FC foi localizado no cromossoma 7, confirmando as bases
genéticas da doenga. Esta descoberta permitiu avangos consideraveis na area de investigagao e
diagnostico da doenca *. Recentemente, provas moleculares indicaram a forte probabilidade
de a gravidade da doenca pulmonar na FC ser determinada por diferentes muta¢cdes no mesmo

5
locus °.
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I.IT — Dados Epidemiologicos

A FC ¢ uma doenga autossomica recessiva letal, uma das mais comuns que afectam a
populagdo Caucasiana 2. A FC afecta todas as ragas, mas principalmente brancos e atinge

igualmente homens e mulheres °. E menos frequente em negros e rara em Asiaticos .

A sua prevaléncia varia de pais para pais e de acordo com o grupo étnico. A FC ¢
pouco comum em Africa e na Asia. Na Europa, a mutacdo Phe508del predomina no noroeste

e verifica-se a diminuicdo da sua incidéncia em direcgdo ao sudoeste .

A incidéncia de FC esta bem documentada na Europa: em média, 1 em 2000-3000
recém-nascidos tém a doenca'’®. Mesmo em populacdes que aparentam ser relativamente
homogéneas, existe uma marcada variagdo regional. Do mesmo modo, as muta¢cdes do gene
CFTR tém sido bem caracterizadas na maioria das populagdes Europeias. Em vérios paises da
Europa Ocidental, as mutag¢des sdo detectadas em mais de 95% dos genes provenientes de

pacientes com FC ®.

A regido Europeia onde a doenga ¢ mais frequente ¢ na Eslovénia (1:3000) e Irlanda
(1:1353). A regido onde hd menos individuos afectados ¢ na Finlandia (1:25000). Em

Portugal 1 em cada 6000 individuos sdo afectados *°.
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L.III - Genética da Fibrose Cistica
LIILI - CFTR : do gene a proteina

A FC deve-se a uma mutagdo no braco longo do cromossoma 7 (7q31) '°. Esta em
causa um gene que se estende por 250 Kb de DNA gendémico e contém 27 exoes,
representando cerca de 5% do DNA genémico '®''. O gene CFTR (Cystic Fibrosis

Transmenbrane Conductance Regulator) codifica uma proteina com 1480 aminoacidos 2.

Com efeito, o gene CFTR codifica uma proteina que regula o transporte de ides
cloreto '*". Tem uma disposi¢do simétrica, formada por duas estruturas repetidas, em que
cada uma contém um dominio transmenbranar (TMD), sendo este composto por seis
segmentos hidrofobicos inseridos na membrana celular e por um dominio de ligacao
intracelular (NBDs). Cada dominio ligagdo intracelular interage com o ATP (adenosina
trifosfato). O canal CFTR ¢ também formado por um dominio de regulacdo intracelular (R)

que é fosforilado pela proteina cinase A (PKA)>>'°.

T™DI1

S686 T788

8660 8712 8753 8705
¥ Yy v v

R DOMAIN

T N N W W
S6T0 5737 8790
STO0 S768 SBI13

COOH

Figura 1 — Estrutura simétrica do canal CFTR. Dois dominios transmembranares (TMD1/2) com
seis segmentos transmembranares cada um, dois dominios de ligacdo a nucle6tidos (NBD1/2) ¢ um
dominio hidrofilico R intracelular (Vankeerberghen et al)".
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Os dominios NBD1 e NBD2 estdo separados por uma regido de 241 aminoécidos com
varios residuos carregados e diversos pontos potenciais para a fosforilagdo pelas cinases
proteicas A e C. O designado dominio R, ou regido reguladora, esta envolvido no controlo da
funcdo da proteina e pode ter efeitos de activacio ou de inibi¢do **. Estas particularidades sdo
caracteristicas da superfamilia de transportadores A TP-binding cassette, transportadores ABC,
que se encontram em procariotas e eucariotas, sendo responsaveis pela movimentagdo de
pequenas moléculas (farmacos, proteinas, agucares e 10es) através das membranas
celulares™'!. No entanto, o dominio R ¢ unico para o CFTR *''. Membros deste grupo de
proteinas sdo muito semelhantes na regido hidrofilica, contendo zonas de ligacdo ao ATP.
Portanto, por comparacdo com esta familia de proteinas, foi proposto que o CFTR pode
funcionar como um transportador dependente de ATP, possibilitando a exportagao de

moléculas através da célula 2.

A localizagdo do CFTR (também chamado ABCC7) in vivo com anticorpos confirma
que esta presente na membrana apical das células de varios 6rgaos. A inser¢ao de novos
pontos de glicosilagdo-N indica que os 12 segmentos hidrofobicos atravessam a membrana.
Ambos os NBDs se ligam e hidrolisam ATP. Finalmente, a fosforilagdo de varios residuos no

dominio R pela PKA tem um papel importante na regulagio da fun¢do do CFTR *°.

LIV - A Proteina CFTR: func¢des

L.IV.I - A proteina CFTR funciona como um canal de cloretos

Embora a estrutura global do CFTR seja semelhante aos transportadores ABC, provas
experimentais demonstram que este funciona como um canal de cloretos *. A regulagio do
canal ¢ muito complexa. Multiplas cinases podem activar o canal CFTR, mas apenas a PKA ¢

descrita com maior detalhe '°.

A activagdo do canal CFTR inicia-se com a fosforilagdio do dominio R pela PKA
dependente de cAMP. Isto permite a ligagdo do ATP ao NBD1. Quando o ATP ¢ hidrolisado
pelo NBD1, o canal abre e os anides podem fluir de acordo com o gradiente electroquimico,
através do canal formado pelos dominios transmembranares. Quando o dominio R estd

totalmente fosforilado, o NBD2 pode entdo ligar-se ao ATP. Este facto estabiliza a abertura
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do canal e resulta em aberturas por mais tempo. Quando, numa etapa seguinte, o ATP ¢
hidrolisado no NBD2 ¢ adenosina difosfato (ADP) e fosfato (Pi) sdo libertados dos dois
dominios NBDs, entfo o canal volta novamente a fechar '° (Figura 2). Desde que o dominio R
seja fosforilado, os ciclos de ligacao e hidrolise de ATP em ambos os dominios de ligagao
podem continuar e, como consequéncia, regista-se a abertura e o fecho do canal. No entanto,
quando o dominio R ¢ desfosforilado por fosfatases (PP2A e PP2C), os NBDs j4 ndo tém a
capacidade de se ligar ao ATP e o canal permanece fechado até que o dominio R seja

novamente fosforilado pelo PKA '°.

As experiéncias realizadas para esclarecer a funcao dos diferentes dominios € o modo

como eles comunicam entre si indicam que o canal de cloretos CFTR ¢ caracterizado por uma

regulagdo bastante complexa e sensivel '°.

Dephospho- Partially Fully
rylated phosphio- phospho-
rylated rylated
Channel ﬂ
closed

PP2A

&.&

ADP ATP ADP ATP
+Pi + P

Channel Brief
open openings

ADP
+Pi

ADP
+Pi

ADP ATP
+P

Channel  Long
open openings
ADP ATP

+Pi

Figura 2 — Modelo de activacio do canal CFTR (Vankeerberghen et al) '°
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LIV.II - O CFTR é mais do que um canal de cloretos

Como consequéncia do transporte de ides cloreto, a proteina CFTR regula varios
canais i6nicos, designadamente o canal de cloretos (ORCC), o canal de potassio (ROMK?2) e

principalmente o canal de s6dio (ENaC) %.

O mecanismo pelo qual o CFTR regula o ORCC estd constantemente em
investigacdo®. Este sofre um mau funcionamento nas células afectadas por CF devido a um
defeito na sua regulacio pelo PKA '°. Esta regulacdo é dependente da presenca do NBD1 e do
dominio R e parece ocorrer por via da fosforilagdo do dominio R. Para além disto, o ATP
extracelular ¢ necesséario para activar o ORCC e certos estudos demonstram mesmo que o
ATP extracelular aumenta o tempo em que os ORCCs se encontram abertos nas células
epiteliais >'°. Estas observagdes foram unificadas num unico mecanismo através do qual o

CFTR regula o ORCC por meio de um mecanismo autocrino que envolve ATP %,

A relacdo reguladora entre o CFTR e o canal epitelial de sodio sensivel a amilorida ¢é
explicada a nivel molecular. Em doentes com FC, o cAMP aumenta a actividade de absor¢ao
do ENaC por aumentar também a sua probabilidade de abertura *. O aumento da absor¢do de
sodio pelo epitélio respiratorio dificulta a hidratacio do muco em pacientes com FC *'2. O
mecanismo subjacente a interac¢do entre CFTR e ENaC ndo ¢ bem conhecido, embora seja

evidente que o primeiro dominio de ligagdo nucledtidica de CFTR esta envolvido >'°.

A juntar ao funcionamento como canal de cloro e como regulador de canais i6nicos
separados, varias outras func¢des sdo atribuidas ao CFTR. Pensa-se que o CFTR modula a
secrecdo de bicarbonato, tratando-se de uma hipotese atractiva, ja que a secre¢do de
bicarbonato ¢ enfraquecida nas células com FC; o CFTR também tem um papel importante na
regulacdo do volume dos canais i6nicos e das jun¢des GAP; por ultimo, intervém nos niveis
de ATP e condugdo de solutos e 4gua através da célula, facilitando a acidificacdo intracelular

dos organelos *'°.
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LIV.III - Classes de mutagoes e defeitos associados ao canal de cloretos

A FC ¢ o resultado de alteracdes nos nucledtidos no gene CFTR, que modificam a sua
funcdo por diferentes mecanismos, dependendo da sua natureza ou do dominio em que tais
alteracdes ocorrem ''. De acordo com as suas observagdes, Welsh ¢ Smith dividiram as
mutacdes em quatro classes, porém esta divisdo ¢ extremamente simples. No entanto, a
analise de fenotipos particulares com determinadas mutagdes e das propriedades reguladoras
do CFTR noutros canais i6nicos, fez com que se aumentasse o nimero de classes para seis, €

no futuro possivelmente para mais (Figura 3) >'!,

Assim, a gravidade da doenga varia de acordo com a mutacdo que o CFTR apresenta
e, com efeito, ja foram identificadas mais de 1500 mutacdes e variagdes na sequéncia
(polimorfismos) de DNA, mas apenas a importancia funcional de um pequeno numero ¢
conhecida *°®. Mutagdes (missense, nonsense, frameshift, splice, delecdes e insercdes)

contribuem para o fenétipo pelo seu tipo e posi¢do no gene .

Class VI
Defective Regulatory Properties

Class IV
Defective Conduction

Class III ATL
Defective Regulation

Golgi /

Class ¥ Class V
Partial Diefective Partial Defective

-Qrm\ssm ER  Protein ‘Pj-l;ctﬁn/
Class II'\-\\ /

Defective Processing Class 1

Defective Protein
Production

Figura 3 — Representacio esquematica das diferentes classes de mutacées do gene CFTR.

(Vankeerberghen et al) '°
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Classe I: Sintese de uma proteina nao funcional

Esta categoria apresenta principalmente mutacdes nonsense, frameshift e splice. Estas
dao lugar a formagdo de sinais de termina¢do prematuros ou de incorrec¢des no splicing e,
consequentemente, produzem variantes de proteinas truncadas, deletadas ou alongadas ',
Estas proteinas tendem a ser instaveis e sao rapidamente degradadas e expelidas das células,
ou tém pouca ou nenhuma fun¢ao 10 E formado um CFTR ndo funcional, deste modo, espera-

rys 11
se que a classe I cause fendtipos graves .

Classe II: Processamento incorrecto

A segunda classe de mutagdes compreende a maioria das mutagdes presentes na FC,
incluindo uma das mais frequentes, designada por F508del, que estd associada a maturagao

inadequada das proteinas CFTR '°.

Esta classe apresenta essencialmente mutacdes missense, mas também delecdes e
inser¢des ''. As proteinas correspondentes deixam de ser devidamente processadas sob uma
forma glicosilada madura e tendem a nfo aparecer na membrana apical. E de destacar que
algumas das mutagdes da classe II, se forem correctamente processadas, detém uma
actividade residual no canal de cloro, podendo conduzir a um fendétipo mais suave. Por este
motivo, as mutacdes deste grupo sdo potenciais alvos de terapias, visando a correc¢ao do

processamento e a entrada de uma proteina CFTR alterada na membrana apical ',

Classe III: Regulacdo incorrecta

A actividade do CFTR ¢ regulada pela fosforilagdo do dominio R e ligagao do ATP
aos dois dominios de ligacdo. As mutacdes que interferem com este processo sao integradas

na classe I1I '°.

As mutagdes desta classe afectam a regulacdo da fung¢do do CFTR, impedindo a
ligacdo do ATP e a hidrolise do NBD1 e NBD2, necessarios para a activacdo do canal. As
alteragdes do NBD1, como a mutagdo missense G551D, podem ainda evitar a regulagao dos

outros canais associados CFTR .
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Classe IV: Diminuicdo da condutincia

A quarta classe de mutacdes envolve os aminoacidos localizados no dominio da
extensdo da membrana, que estd implicada na formacdo do poro do canal e que resulta num
canal CFTR com propriedades de condutividade anormais. Demonstrou-se que as mutagdes
missense R117H, R334W e R347P formam um canal de cloro com uma fosforilagdo normal e
regulagdo dependente de ATP, porém com correntes reduzidas de canal Gnico. Os alelos nesta

classe sdo habitualmente associados a um fenétipo clinico mais leve '

Classe V: Sintese reduzida

Apontam-se diversas mutacdes associadas a biossintese reduzida do CFTR activo,
devido ao splicing parcialmente incorrecto, a mutagdes do promotor ou ao frafficking ineficaz.
Estas mutacdes tém como resultado quantidades reduzidas de produtos de genes funcionais e,

desta forma, originam fenotipos de FC menos graves '

Classe VI: Estabilidade diminuida

Nesta classe, as mutacdes nomsense e frameshift (como exemplo, as Q1412X,
4326delTC e 4279insA), que causam um truncamento do terminal-C do CFTR, conduzem a
uma instabilidade acentuada de uma variante que, de outro modo, seria totalmente processada

. A e 1 s : ~ 11
e funcional; consequéncia disto ¢ a manifestagdo grave de FC .

Em suma, esta classificacdo atribui categorias as mutacdes de CFTR segundo os seus
mecanismos moleculares e respectivas consequéncias, permitindo ainda a associagdo de uma
mutacdo com mais do que uma classe. Contudo, o potencial da mutagdo para contribuir para o
fenotipo depende ndao s6 do seu tipo, localizagdo no gene e mecanismos moleculares,
incluindo o efeito molecular em rede, mas também da sua interaccdo com a segunda mutagao
e com moduladores intragénicos, e ainda das modificagdes originadas por factores

epigenéticos e ambientais >'".

As mutagdes de CFTR sao classificadas como severas ou moderadas, dependendo do

efeito na proteina funcional e do efeito clinico. Geralmente, mutagdes severas resultam na
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auséncia de sintese ou bloqueio do processamento (Classes I, II e III), enquanto que mutagdes
suaves alteram a condugdo ou reducdo da sintese (Classes IV, V e VI) %

A mutagdo mais comum na FC ¢ a delecdo de uma fenilalanina na posicao 508
(AF508), que se encontra no primeiro dominio de ligagdo nucleétidica. E uma mutagio da
classe II, presente em cerca de dois tercos dos alelos mutantes encontrados no norte da Europa

e na América do Norte "'°.

Ja no que respeita as mutagdes das classes de I-111, a insuficiéncia pancreatica esta-lhes
intimamente ligada. Todavia, a variabilidade genética e o ambiente tornam fracas as

associagdes entre fendtipo e genotipo, especialmente para o caso da doenga pulmonar ’.

1.V - Fisiopatologia

A fisiopatologia subjacente envolve um transporte anomalo de ides cloreto e sodio,
devido a disfuncao do gene CFTR. Ocorre uma variagdo no movimento de agua e sal através
do epitélio, que vai alterar a hidratacdo e composicdo idnica das secre¢des de muco. Este
muco anormal produzido pelas glandulas exdcrinas, compromete o funcionamento de varios
sistemas, levando & inflamagdo e destrui¢do dos pulmdes, do pancreas, intestino, vasos

deferentes >°.

Em geral, as mutagdes no CFTR resultam numa proteina ndo funcional, e quando
assim ¢, a actividade de ENaC intensifica-se, aumentando também o transporte de sodio
através da membrana. No intestino € nos pulmdes, isto promove um aumento da recaptacao de
agua para o limen, deixando camadas mucosas sem hidratacdo. Na glandula sudorifera, uma
anomalia no transporte de cloreto impede a recaptagdo do mesmo no ducto sudorifero,

propiciando um aumento dos niveis de NaCl no suor *°.

O perfil clinico da FC ¢ resultado, por um lado, de uma alteragdo nas glandulas
exocrinas e, por outro, de uma susceptibilidade para a infecgdo respiratoria. Trata-se de uma
doenca epitelial, sabendo que os orgdos do epitélio se desenvolvem em resposta a uma
interac¢cdo com as células mesenquimais, a ponto de a FC poder ocorrer devido a um defeito
mesenquimal. Nao obstante, as glandulas epiteliais t€ém, inicialmente, uma estrutura normal,

ocorrendo no decurso da doenga uma ruptura na glandula, como resultado de uma secre¢ao
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deficitaria. As glandulas epiteliais sdo estruturas acinares-ductais. Com o progresso da
doenca, surgem alteracdes nas secregdes, as quais aumentam a sua viscosidade, levando a

obstrucdo dos ductos e aos danos estruturais °.

Embora a FC seja uma doenga multissistémica, as complicacdoes pulmonares sdo a
maior causa de morbilidade e mortalidade nesta patologia (mais de 90% dos pacientes
morrem devido a esta causa) °. Esta susceptibilidade para a infecgdo ndo pode ser explicada
por qualquer defeito na fun¢do imunitaria; ambas as células B e T s@o normais. Ha, no
entanto, algumas conjecturas sobre o papel dos macrofagos alveolares. Um defeito na sua
fungdo poderia explicar quer a ocorréncia, quer o local da infeccdo, uma vez que tem um

papel importante na manutencio da esterilidade do trato respiratorio inferior .

I.VI - Manifestacdes Clinicas

A Fibrose Cistica ¢ definida como uma doenga monogénica autossOmica recessiva que

22 E a mais comum das doencas

se apresenta como uma doenca multissistémica
autossomicas recessivas que diminui a esperan¢a de vida na raga branca, sendo uma causa
importante de morte na crianga, adolescente e adulto jovem nessa populagdo . A doencga ¢
originalmente descrita como uma triade: doenca pulmonar obstrutiva crénica, insuficiéncia
exocrina pancreatica e aumento das concentragdes em ides cloreto e s6dio no suor .
Manifestagdes da FC sao muito diferentes entre pacientes, mesmo para irmaos com
um gendtipo CFTR semelhante, o que pode ser explicado devido aos polimorfismos em

outros genes ndo CFTR L

Os sintomas da FC vao-se manifestando ao longo de toda a vida, com uma grande
sobreposicdo e variabilidade de sintomas. A tabela que se segue documenta a idade de inicio

de algumas das maiores complicagdes clinicas da doenga.
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Tabela 1 — Patogénese e manifestagdes clinicas associadas a Fibrose Cistica

Orgio Patogénese Manifestagdes clinicas | Idade habitual de
inicio
Pulmio Inflamagao/Infecgao/obstrucao Bronquiectasias Em todas as idades
Bronquite Em todas as idades
Pneumonia Em todas as idades
Pneumotorax 2% infancia
Hemoptises 2% infancia
Vias aéreas Inflamagao/Infecgao/obstrucao Sinusite Em todas as idades

Pélipos Nasais

Em todas as idades

superiores

Intestino Obstrucdo/Fibrose fleo meconial Nascimento
Invaginacdo Em todas as idades
Edema hipoalbuminemia | Em todas as idades

Prolapso rectal 1* infancia
Pancreas Obstrucao/Fibrose Malabsorgao Geralmente lactente

Diabetes > adolescéncia
Figado Obstrugao/Fibrose Ictericia neonatal Lactente

“Cirrose subclinica” Em todas as idades
Vesicula e Obstru¢io Microvesicula Biliar Em todas as idades

Vias biliares

Obstrugdo do ducto
Cistico
Colestase extrahepatica

Em todas as idades
Em todas as idades

Orgaos Obliteracdo do canal deferente | Esterilidade/azoospermia Ao nascimento
Reprodutivos Secregoes vaginais espessas Diminuicéo da fertilidade 2% infancia
Hidrocelo/Hérnea Em todas as idades
Glandulas Alteragdes dos electrolitos Perda de sal Em todas as idades
Sudoriferas Prostragdo pelo calor Em todas as idades
Glandulas Alteracdes dos electrolitos Em todas as idades
Salivares
Retina Hipoxia/Retinopatia exudativa Disturbios visuais Em todas as idades
Ouvidos Obstruc¢ao do ouvido médio — Perda auditiva condutiva | Em todas as idades
faringe
Coragdo Hipoxia, Anastomose Cor Pulmonale Em todas as idades
broncopulmunar Fibrose Em todas as idades
Ossos ¢ Osteartropatia hipertrofica | Em todas as idades
extremidades “Clubbing” Em todas as idades

Adaptado de Fonseca e Cernadas ™
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Insuficiéncia Pancreatica

A 1insuficiéncia pancreatica ¢ um dado verificado em 90% dos pacientes com FC. Em
15-20% dos casos ndo existe nenhuma alteracdo a nivel pancredtico na ocasido do

. L, . . . 5
diagnostico; noutros casos, o grau de gravidade varia largamente °.

O defeito inicial ¢ a falha na producdo de bicarbonato e d4gua. As enzimas pancreaticas
continuam a ser segregadas, mas as secrecdes dai resultantes tornam-se cada vez mais
viscosas até bloquearem os ductos °. Ora, a auséncia de secre¢des pancreaticas no limen do
intestino superior origina malabsorg¢do e, por outro lado, com 4gua e bicarbonato insuficientes,
as enzimas digestivas ficam retidas nos ductos do pancreas e prematuramente activadas,

conduzindo, por ultimo, a destrui¢do do tecido e a fibrose 12,

Quando um certo nimero de células deixa de funcionar, o paciente produz pouca
insulina e torna-se intolerante aos hidratos de carbono, podendo existir também resisténcia a
insulina. A diabetes que se desenvolve nos doentes com FC ndo ¢ a tipica diabetes tipo I e II.
Virios factores unicos da FC, incluindo o aumento da energia dispendida, infec¢des agudas e

Lo A - . . 2
cronicas, deficiéncia em glucagon, podem levar ao desenvolvimento de diabetes “.

Ductos Biliares e Figado

A perturbagao inicial no figado ¢ a acumulacao excessiva de muco nos ductos biliares,
que se dilatam e proliferam >’. O CFTR esta expresso nas células do tracto biliar e pelo
menos um ter¢o dos pacientes apresentam resultados anormais nos testes de fungao hepatica.
A infiltracdo de gorduras ¢ um dado que atinge até¢ 70% dos pacientes idosos, € em menos de
10% destes a situagdo progride para cirrose biliar '2. Logo, os danos hepatocelulares ndo sdo
uma caracteristica significativa e, como tal, a avaliagdo das enzimas e outros testes de funcao
hepatica ndo ajudam para o seguimento do progresso da FC. A ictericia ¢ pouco comum,

ocorre numa fase mais avancado da doenca °.
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Sistema Reprodutor

Neste dmbito, ¢ de destacar que cerca de 97% dos homens com FC sdo inférteis. A
base anatomica ¢ uma auséncia bilateral dos vasos deferentes ou uma atrofia do epididimo,
vasos deferentes e vesiculas seminais; a aspermia ¢ acompanhada pela redu¢do do volume de

sémen, pelo que os pacientes ndo sio, efectivamente, impotentes .

No que respeita as mulheres, ¢ comum a verificacao da menarca tardia e a fertilidade ¢

notoriamente reduzida devido a viscosidade anémala do muco cervival >'2.

Doenca Pulmonar

Num quadro de FC, os pulmdes estdo particularmente susceptiveis de desenvolver
infec¢do, que tanto pode ser causada por bactérias patogénicas como por outros organismos
que ndo se comportam como patogénicos em individuos saudaveis °. Juntamente com o
agravamento da infeccdo, ¢ registada uma alteracdo na secre¢do de muco que ¢ originado pela
presenca da infecgao e, simultaneamente, aumenta a susceptibilidade de mais infecgdes, pela
interferéncia que tem na drenagem dos pulmdes. Este estado da patologia dos pulmdes coloca
em causa a qualidade de vida do paciente, sendo a infec¢do respiratoria a causa de morte mais

23
comum .

No momento do nascimento, os pulmdes sdo estruturalmente normais. Por razdes
desconhecidas, mas provavelmente devido a um defeito da fun¢do dos macréfagos alveolares,
as vias aéreas periféricas ficam infectadas °. Tipicamente, criancas com FC sdo rapidamente
colonizadas por Haemophilus influenzae ou S. aureus, ou ambos. Dentro de um curto periodo

de tempo, P. aeruginosa torna-se o organismo predominante encontrado nas vias aéreas .

As vias aéreas dos pacientes com FC conduzem ao crescimento do P. aeruginosa por
varias razdes: um microambiente permissivo dentro das zonas de hipoxia, aderentes as placas
de muco; um aumento da ligagdo bacteriana ao epitélio; e a diminuicdo da eliminagdo

bacteriana devido a mecanismos de defesa inactivos >*’.

Como reac¢ao a presenga de infec¢do, existe uma hipertrofia dos tecidos secretores de

muco nas vias respiratdrias. Na mucosa respiratoria aumenta a propor¢ao de células de Goblet
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e estas sio mais encontradas nas pequenas vias aéreas do que no pulmio normal ’. Assim, a
presenga de um excesso de muco predispde para mais infec¢des: a doenca comeca com

bronquiolites, evoluindo para bronquites cronicas e bronquiectasias >’

Em suma, a disfungdo respiratéria ¢ o resultado da obstrucdo das vias aéreas: a
capacidade vital ¢ reduzida, enquanto que o volume residual e a capacidade funcional residual

2
aumentam ’7.

Outros organismos patogénicos podem estar presentes na doenga, como Burkholderia

cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, B cepacia, Aspergillus fumigatus .

Sistema gastrointestinal

Cerca de 15% das criancas com FC nascem com ileo meconial, uma obstrucao
secundaria ao material do intestino grosso e delgado. 85-90% das criangas com FC
desenvolvem insuficiéncia pancreatica, a qual pode ja estar presente no momento do
nascimento ou desenvolve-se no primeiro ano de vida. Os principais sintomas de insuficiéncia
pancreatica sdo: fezes gordurosas, flatuléncias, inchago abdominal, pouco ganho de peso. A
insuficiéncia pancreatica leva a esteatorreia, que pode originar perda em vitaminas

. , . o~ 2
lipossoliveis e malnutrigao .

Inicialmente, quando a FC foi descoberta, os doentes viviam apenas alguns meses,
pois morriam de malnutri¢do. Com a introdug¢do da terapéutica de substitui¢do enzimatica
pancreatica, a malnutricdo comecou a ser controldvel; no entanto, a ingestdo caldrica
adequada e a correccdo das deficiéncias em vitaminas lipossoliveis sdo essenciais para

controlar a doenga .

O espessamento das secre¢des intestinais, a malabsorcdo e a motilidade intestinal
reduzida podem levar a obstrucdo intestinal ou constipacdo cronica nos pacientes idosos. A
fraca absor¢ao de vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K) pode levar a anemia, acrodermatites,

neuropatia, cegueira nocturna, osteoporose ¢ desordens hemorragicas >’

O prolapso rectal ¢ uma das complicagdes que nao tém tratamento na FC surgida nos
primeiros 2 a 3 anos de vida. Isto ¢ devido a um conjunto de factores, dos quais, diarreia,

o PPV . , s~ 5
tosse e diminui¢do isquiorectal de gorduras resultantes da ma nutrigao ~.
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Glandulas Sudoriferas

Como ¢ o caso noutras glandulas serosas, a glandula sudorifera em doentes com FC ¢
estruturalmente normal e a taxa de transpiracdo também ¢ normal, embora varidvel. Para taxas
de transpiragdo baixas, as concentragdes de sddio e cloreto tém valores normais. Para taxas de
transpiracao elevadas originadas pelo calor, exercicio fisico ou estimulacao por pilocarpina, as
concentracdes de cloreto e sodio tornam-se anormalmente altas. Isto ocorre devido a um
defeito na absor¢do destes ides para o fluido segregado pela base da glandula enquanto passa

, 2,5
através do ducto ~°.
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IL.I — Aspectos Gerais

Embora mais de 80% dos pacientes diagnosticados tenham menos de trés anos, cerca
de 10% tém 18 ou mais anos quando a doenga é diagnosticada . O diagnéstico da FC nunca
foi simples. Convencionou-se que se trata de uma entidade clinica separada, hd mais de 50
anos, mas as suas caracteristicas ndo foram claramente diferenciadas de outras causas de

215 No final de 1950, com o desenvolvimento do teste do

malabsorcao e falha no crescimento
iy , . . S 23,15 .

suor, varias duvidas relacionadas com o diagnostico encontraram respostas ~°. Nos dias de

hoje, este teste mantém-se clinicamente viavel, muito embora lhe sejam reconhecidos

resultados falsos-negativos e falsos-positivos >'°.

No fim de 1960, a descoberta de que muitos dos pacientes do sexo masculino tinham
problemas congénitos ao nivel do sistema reprodutor facilitou o diagnostico dos pacientes que

apresentavam um teste do suor cujos valores eram no limite da gama considerada normal’.

Com a clonagem do gene CFTR, em 1989, entrou-se numa nova era, existindo a
expectativa de que o teste genético seria mais sensivel e especifico, dando uma nova
dimenséo ao diagnostico da FC *!''. Essas descobertas propuseram a revisdo dos critérios de
diagnostico, passando a ter em consideracio a doenca ao seu nivel molecular »'>. Com a
descoberta do gene CFTR e de técnicas de laboratdrio para detectar as suas mutagdes, o
diagnostico da doenga tornou-se mais fécil e expandiu enormemente o espectro clinico da
doenca de modo a incluir apresentagcdes mais suaves ou atipicas 3. No entanto, a determinagio
de ides cloreto no suor continua a ser o “padrao de ouro” para a avaliacdo da funcdo do

CFTR?>"?,

As trés principais situagdes que levam a entrar num programa de diagnostico da FC

sdo as seguintes: rastreio neonatal positivo, uma ou mais manifestagdes clinicas e a presenca

C e 16,17,18
de historia familiar %1718,

-20-



Diagnéstico

IL.II - Manifestacdes clinicas compativeis com o diagndstico

Muitas manifestacdes clinicas sdo compativeis com o diagnostico de FC pois esta
doencga, que afecta varios o0rgaos, ¢ bastante heterogénea e por vezes tem uma apresentacao
clinica atipica. Em pacientes com um padrdo clinico tipico, os testes de diagndstico sdo
necessarios, principalmente para confirmar o diagnostico. Para pacientes com sintomas menos
graves, atipicos ou com manifestagdes clinicas num tnico 6rgdo, os testes de diagnostico sdo
necessarios para confirmar ou despistar o diagndstico de FC, ou ainda apoiar uma alternativa

. , . 16
de diagnostico .

Algumas caracteristicas fenotipicas sdo, de facto, altamente sugestivas para a FC
(Tabela 2, coluna da esquerda) e devem sempre levar a uma investigacdo mais aprofundada.
Se as investigagdes inicias, tais como o teste do suor e o teste genético, ndo confirmarem o
diagnostico, € caso ndo seja encontrada uma alternativa de diagnostico, a progressao do
trabalho ¢ justificada. Sempre que os sintomas sejam causados pela FC, ¢ importante que o

D e 16
diagndstico precoce seja feito .

Outras caracteristicas sdo menos especificas da FC, pois estdo também associadas a
outras condi¢cdes médicas, a saber a imunodeficiéncia humoral e a discinésia ciliar primaria
(Tabela 2, coluna da direita). Outros testes mais especificos podem ser desenvolvidos para
uma defini¢do mais precisa do padrdo clinico do doente, designadamente: radiografia ao
torax, teste a fun¢do pulmonar, cultura de saliva, determina¢do da quimiotripsina ou elastase
fecal e o espermograma, testes da fungdo exdcrina pancreatica, bacteriologia respiratoria e

avaliacdo urogenital ' ¢'°.

A FC ¢, na maioria das vezes, um diagndstico clinico. No entanto, num programa de
rastreio neonatal, o diagnodstico pode ser feito antes de ser apresentado qualquer sintoma. E

, o 16
pouco provavel que uma situacdo similar possa ocorrer em adolescentes ou adultos .
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Tabela 2 — Manifestacdes clinicas sugestivas de FC

Muito sugestivas

Sugestivas mas menos especificas

Manifestacoes Gastrointestinais

Manifestacoes Gastrointestinais

Ileo Meconial
Insuficiéncia exdcrina pancreatica em
criangas

Falha no crescimento

Hipoproteinemia

Deficiéncia em vitaminas lipossoliveis
Obstrucdo intestinal distal

Prolapso rectal

Cirrose biliar

Hipertensao portal

Colelitiase em criancas sem desordem hemolitica
Insuficiéncia pancreatica exdcrina em adultos
Pancreatite recorrente

Colangite esclerosante primaria

Manifestacées Sino - Pulmonares

Manifestacées Sino — Pulmonares

Infeccdo respiratoria persistente por
Pseudomonas aeruginosa
Bronquiectasias em ambos os lobos
superiores

Infeccdo respiratoria persistente por
Burkholderia cepacia

Pélipos nasais em criangas

InfecgBes respiratorias persistentes ou recorrentes

com  Staphylococcus  aureus,  Pseudomonas
aeruginosa, Archomobacter  xlosoxidans ou
Haemophilus influenza

Evidéncias  radiologias de  bronquiectasias,

atelectasia, hiperinfiltragdo ou infiltrados persistentes

na radiografia ao peito

Hemoptise associada com doenca pulmonar difusa,

outras que nao tuberculoses ou vasculite
Polipos nasais em adultos
Evidéncias radiologicas de pansinusite cronica

Outras

Outras

Alcalose hipocloremica na auséncia
de vomito
CBAVD

Clubbing
Osteopenia/osteoporose < 40 anos
Diabetes atipica

Adaptado de De Boeck et al "
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IL.III - Historia Familiar

Ambos o0s pais tém que ser portadores para que a crianca seja afectada e, ainda assim,
a probabilidade de a crianga ter problemas ¢ de um para quatro. Numa familia com historial
de FC, a probabilidade de se ter um gene da doenga ¢ mais elevada, independente do grupo

étnico .

Recomenda-se vivamente que os irmdos de criangas afectadas sejam investigados,
realizando-se o teste do suor. Devido a notoria heterogeneidade clinica da doenga, mesmo
dentro da mesma familia, a auséncia de sintomas ndo ¢ suficiente para excluir o diagnostico

de FC '°.

II.IV - Rastreio neonatal

Todos os programas de rastreio tém o objectivo de maximizar o diagndstico da FC e
minimizar as manifestacdes clinicas 2°. O rastreio neonatal representa a procura de um
disturbio numa populacdo geral de recém-nascidos. O objectivo pode ser o de melhorar a
satde da crianca afectada, a fim de prestar aconselhamento ou para a investigacdo futura 2'.
Para além de se considerarem a fiabilidade técnica e a validade dos métodos de triagem
neonatal, ¢ fundamental que todos os outros aspectos do rastreio (incluindo aspectos médicos,
éticos, psico-sociais € econdmicos), sejam rigorosamente examinados antes de por em pratica

a triagem 2.

O rastreio da FC foi uma questdo que gerou alguma controvérsia. O ponto-chave neste
tema era se o diagndstico precoce ia ter resultados para os pacientes e se o grau de melhoria
compensaria o custo inerente aos testes de rastreio. Estes factores foram importantes para a
elaboracio de um teste menos dispendioso e confidvel, com niveis aceitaveis de
especificidade e sensibilidade. A sensibilidade e a especificidade dos testes utilizados

dependem da concentracio que ¢ usada para determinar um resultado anémalo 2.
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A primeira experiéncia Europeia de rastreio neonatal da FC data do inicio dos anos 70,
com programas pioneiros que examinavam a albumina contida no mecénio em recém-

nascidos 2°.

O aumento da tripsina imunoreactiva (IRT) no sangue dos recém-nascidos com FC e a
sua determinacdo em manchas de sangue seco foram inicialmente descritos anos mais tarde,

em 1979, com o desenvolvimento do radioimunoensaio para a tripsina imunoreactiva ' 2% **,

Os protocolos de rastreio estdo assentes no principio de que criangas com FC, com
uma fung¢do pancreatica normal, tém niveis elevados de tripsina (enzima digestiva) no sangue

18,21,23 ; ~ i
“°. Tal facto reflecte-se na saida de secrecdes pancredticas

na primeira semana de vida
para o fluxo sanguineo durante a vida fetal, devido a obstrugdo dos ductos pancreaticos **. A
diminui¢do da fun¢do do CFTR poderia também resultar numa anomalia pancreatica

moderada, levando ao aumento do IRT **.

Foi possivel uma melhoria no processo de rastreio ap6s a clonagem do gene CFTR e a
posterior identificagdo de mutagdes genéticas comuns, que permitem a inclusdo dos testes de
DNA nos programas de rastreio %, Desde entdo, o rastreio tem sido gradualmente
estabelecido em toda a Europa, de inicio lentamente, mas mais recentemente a um ritmo
maior °. O efeito do rastreio da FC tem sido amplamente estudado e debatido. Sdo claros os
beneficios, particularmente no que diz respeito a uma melhor nutricdo e fungdo pulmonar,

aumento da esperan¢a média de vida e diminui¢io dos internamentos 2% *°,

A presenca de niveis elevados de IRT em recém-nascidos indica que ¢ necessario um
segundo teste, que confirme o resultado positivo ou negativo do teste de rastreio > *’. Uma
ampla variedade de condicdes fisiologicas ou médicas estao relacionadas com o aumento de
IRT no periodo neonatal. Nas trissomias 13 e 18 ocorre, igualmente, um aumento de IRT. O

2,20
7. Esse aumento

stress perinatal também ¢ um factor significativo para o aumento de IRT
esta ainda associado a infecgdes congénitas, falha renal, atresia intestinal ou a casos de
diabetes %°. Em contraste, criancas com a FC e ileo meconial tém valores inicias de IRT

baixos, podendo levar a um resultado falso-negativo *'.
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IL.IV.I - Protocolos de rastreio

Os protocolos actuais utilizam o IRT como primeiro nivel e o teste do suor para
. . , - . 20.28 . .
confirmar ou excluir o diagnostico (Figura 4) . O teste do suor foi desenvolvido em

criangas com uma mutacdo CETR ou com um segundo IRT acima do valor de cutoff *°.

Um dos problemas relacionados com a utilizagdo dos ensaios de IRT ¢ a falta de
consenso relativamente ao valor normal. O nimero de falsos negativos depende do valor
limite escolhido. Se o valor limite de IRT for elevado, existe um elevado risco de ocorrerem
resultados falsos negativos. Pelo contrario com um valor limite demasiado baixo, maior ¢ o
risco de existirem falsos positivos **.

A medi¢ao de IRT na primeira semana de vida ¢ necessaria para incorporar nos
programas de rastreio existentes >°. No entanto, a IRT ndo ¢ um teste especifico para a FC,
sendo necessario realizar testes intermédios, evitando o encaminhamento desnecessario para
niveis de diagndstico superiores ». Niveis intermédios sdo necessarios para alcancar uma
combinagdo aceitdvel de sensibilidade e especificidade. Estes niveis podem consistir na
andlise da estrutura do gene CFTR na primeira amostra de sangue, um novo teste IRT noutra
amostra de sangue colhida mais tarde, ou vérias combinagdes destas duas técnicas 2*%'.

Devido a natureza heterogénea da doenca significa que nunca havera um protocolo de rastreio

perfeito =°.

A idade com que a amostra de sangue € colhida mostra ter um efeito directo na

efectividade do rastreio. Em alguns dos programas, a amostra ¢ colhida no primeiro dia e

demonstra resultados razoaveis, ao quinto dia ja ¢ considerado relativamente tardio '

-25-



Diagnéstico

A IRT nas manchas de sangue seco ¢ estavel por um curto periodo de tempo. Quando
armazenadas 10 semanas numa sala escura e com uma temperatura 6ptima de conservacao, as

amostras de sangue de bebés saudaveis perdem cerca de dois tercos do IRT 2.

Estdo a ser desenvolvidos estudos com amostras conservadas a uma temperatura de
+4°; apos 4 meses, as amostras de bebés sem FC perdem aproximadamente 25% e apos 8

meses 45% da sua actividade 2.

Visto que os valores normais de referéncia IRT variam ligeiramente, os programas
individuais de rastreio no laboratério em que o recém-nascido esta a ser testado definem um
cutoff especifico que vai determinar quando é que o IRT esta elevado . Os valores de cutoff’
sao criados numa tentativa de maximizar a sensibilidade e o valor preditivo positivo e reduzir
os valores falso-negativos >* Flutuantes, ao invés de fixos, os valores de cutoff para a anélise
de IRT em qualquer protocolo de rastreio da FC sdao geralmente ajustaveis em fun¢do das

o . 1 28
variagoes sazonais e do lote do reagente utilizado .

Virios resultados em estudos Europeus demonstram a pratica variada de testes de
rastreio, com os protocolos que vao desde um teste do suor apdés um aumento na IRT até
aqueles que envolvem trés ou quatro séries de testes. Estas variabilidades e complexidades
reflectem um conjunto de questdes, tais como: a complexidade do programa de rastreio para a

. : Ao .25
FC, aspectos geograficos e circunstancias locais .

As duas estratégias de rastreio mais utilizadas s@o as seguintes: IRT/DNA ou IRT/IRT
(Figura 4). Dentro destas duas categorias, multiplas modifica¢gdes podem ser usadas, dado que
ndo existe um algoritmo perfeito *’. Relata-se que ambas proporcionam cerca de 90% a 95%
de sensibilidade, e identificam os recém-nascidos de risco num amplo espectro de gravidade

da doenca '
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IRT/IRT IRT/DNA
IRT IRT
(1-3 dias) {1-3 dias)
/ =cutoff / =cutoff
4 v
Repetir IRT
(2 semanas) Analise de DNA
/ >cutoff /1% 2 mutacdes
v v
Teste do suor Teste do suor

Figura 4 — Estratégias utilizadas para o rastreio neonatal — IRT/IRT e IRT/DNA. (4daptado de

Kloosterboer et al)*®

ILIV.LI - IRT/IRT

Na estratégia de diagnostico IRT/IRT € necessaria a recolha de duas amostras. A
primeira entre o primeiro e terceiro dia de vida do recém-nascido, e a segunda duas a trés

semanas mais tarde 2>278

. No entanto, uma vez que o valor de IRT pode baixar, varios
y ) ) L2

protocolos sdo baseados num segundo teste IRT, desejando reduzir os falsos-positivos . A
concentracdo no sangue/soro de IRT decresce com a idade mais rapidamente nos falsos

positivos do que nas criangas com FC .

E necessario que o primeiro ¢ o segundo IRT estejam acima dos cutoff definidos para
que se possa recomendar o teste do suor, logo o IRT inicial ¢ um passo crucial para o
rastreio™. Muitos programas seleccionam um valor de cutoff ligeiramente inferior para a
segunda amostra. Uma elevacdo persistente do IRT na segunda amostra recomenda-se que

seja feito o teste do suor **.
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Em sintese, a utilidade do teste ¢ limitada ao periodo neonatal, pois os niveis de IRT
tornam-se normais ao fim de poucas semanas ou meses apos o nascimento da crianca 2129 Na
maioria das criancas mais velhas com FC os valores de IRT sdo normais, mas tém de se

considerar variagdes de crianca para crianga 2,

ILIV.LII - IRT/DNA

A utilizagao da analise de DNA como segundo nivel de rastreio requer a selec¢ao de
mutacoes no gene CFTR a serem analisadas, para definir o teste genético mais adequado ao
estudo. A decis@o pode ser tomada no sentido de testar apenas as mutacdes mais comuns, ou
de fazer um estudo de mutagdes associadas a um estado mais grave da doenca, ou ainda de
um painel de mutagdes multiplas, que inclui algumas variantes ligadas a fendtipos mais

leves?’.

Com o desenvolvimento dos testes de diagnostico do DNA para as mutagdes mais
comuns do gene CFTR, foi desenvolvida uma estratégia alternativa de rastreio. Neste
processo, criangas com um valor de IRT acima do limiar sdo submetidas a uma anélise das

1 22 Isto elimina a

mutacdes de CFTR no DNA gendémico isolado da amostra inicia
necessidade de uma segunda amostra de sangue, diminui o tempo de diagndstico e melhora o
valor preditivo positivo dos programas de rastreio por baixar as taxas de falsos-positivos **. O
teste de DNA deve estar sempre ligado a um aconselhamento genético, a fim de prestar
aconselhamento suficiente a familia e ao paciente e, eventualmente, oferecer testes

complementares, se estiverem dentro da idade reprodutora®’.

Apos a andlise das duas técnicas de rastreio, ¢ importante salientar varios aspectos. Os
resultados relativos ao rastreio IRT/DNA sugerem uma melhor sensibilidade que IRT/IRT,
mas anteriormente foram estudadas populagdes relativamente pequenas. A técnica ¢ dificil de
aplicar em prematuros, uma vez que o sucesso depende do momento da colheita de sangue,
podendo também, entretanto, atrasar o diagnostico pelo teste do suor. As vantagens do teste
por andlise do DNA sdo a possibilidade de realizagdo com a amostra original de sangue ¢ a
obtengdo de um resultado especifico com o reconhecimento das mutagdes do CFTR *°. O uso
de um algoritmo IRT/IRT evita a identificagdo de um grande niimero de portadores de FC a
partir da andlise do DNA, bem como as necessidades associadas a um aconselhamento

genético *'.
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IL.V - Teste do Suor

As anomalias nos electrolitos do suor foram estabelecidas durante uma onda de calor
em Nova lorque em 1948 °. Em 1956, Gahm e Shwachman serviram-se da técnica da analise
dos electrélitos do suor para diagndstico de FC na sua clinica, mas isto foi até Gibson e
Cooke, em 1959, descreverem o método da quantificagdo do cloreto pela iontoforese
quantitativa com pilocarpina, que foi aceite como teste padrio °. Desde entdo, tém havido
avangos significativos na compreensdo da andlise de electrolitos do suor, como medida da

funcdo do CFTR e um aperfeicoamento no uso do teste de suor para o diagnostico da FC.

O teste do suor raramente ¢ normal em pacientes com um gen6tipo de FC. Este teste ¢
uma medi¢ao quantitativa dos electrolitos no suor e mantém-se como a chave de investigacao
que sustenta o diagnostico de fibrose cistica. As indicagdes para o teste do suor incluem:

fenotipo sugestivo de FC, histéria familiar, seguimento de alguns testes de rastreio >,

Um nivel do ido cloreto no suor acima dos 60 mmol/l e a auséncia de FC ¢ uma
condig¢do rara. No entanto, um teste do suor com valores normais nao exclui o diagnéstico de

FC ', A tabela 3 mostra algumas causas de resultados falsos-positivos e falsos-negativos.
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Tabela 3 - Causas de resultados falsos-positivos e falsos-negativos com o teste do suor

Resultado falso — positivo

Resultado falso — negativo

Dermatite atopica (eczema)
Malnutri¢do

Hiperplasia adrenal congénita
Sindrome Mauriac
Fucosidosis

Displasia ectodermal
Insuficiéncia adrenal

Disfun¢do autonomica

Dilui¢ao da amostra
Malnutricao

Edema periférico

Baixa taxa de suor
Desidratagao
Hipoproteinemia

Mutag¢des no canal CFTR com

preservacao da funcao do ducto do

Privacdao ambiental suor
Sindrome Munchausen
Hipotiroidismo

Diabetes insipidas nefrogénico

Sindrome Klinefelter's

Adaptada de Sullivan et al’

O teste do suor envolve a administragdo transdérmica de pilocarpina por iontoforese
para estimular a secre¢do de suor. A analise da concentracdo do ido cloreto deve ser realizada

por laboratérios creditados pela Fundacdo da Fibrose Cistica ' %.

A medi¢ao da concentragdo do ido cloreto ¢ a analise de escolha pois mostra uma
maior discriminagdo entre individuos normais e com FC. Além disso, tornou-se claro que este
esta mais directamente relacionado com a disfungdo do CFTR. Nos individuos com FC, o
cloreto no suor ¢ normalmente mais elevado que o nivel de sddio, mas o inverso € o que se

. . 16
verifica em pessoas normais .

Teste do suor € o termo geral que se refere a analise quantitativa e qualitativa do suor

para determinar a concentracao de electrolitos, condutividade e osmolaridade para diagndstico
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da FC. Geralmente consiste em 3 etapas técnicas: estimula¢do do suor, colheita e analise. A
L. , . . - 3

andlise do suor ¢ seguida pela interpreta¢do dos resultados .

Algumas recomendacdes que devem ser tidas em conta a fim de realizar um teste do suor sao

0s seguintes:

IL.V.I - Informacgao e requisitos dos pacientes:

. . . ;. 30
e Deve ser obtido um consentimento informado de acordo com politica do local;

e Devem ser prestadas informagdes prévias, incluindo a fundamentagao da realizagao do

teste, como sera realizado, riscos que lhe estejam associados, quem os deve realizar, os

dados de contacto sobre o teste e resultado final; 30,31

e Para aumentar a probabilidade de colheita de uma amostra de suor, recomenda -se que

seja feita nas duas primeiras semanas de vida do individuo, com peso superior a 3 Kg,

normalmente hidratado e sem doenca grave; >*'*

e O teste deve ser adiado em criangas que estdo gravemente doentes ou desidratadas,

que tém eczemas que possam afectar a zona de estimulagio; ~°

e Deve ser adiada em sujeitos que tém edemas ou que fazem corticosteroides sistémicos,

pois podem baixar os niveis de electrélitos no suor; >

e O teste do suor ndo deve ser feito em pessoas que estdo a usar oxigénio; '

e Niveis mais elevados de electrolitos no suor sdo encontrados em criangas que tém
baixo peso ou que estdo desidratadas; >

e Os niveis ndo sdo afectados pela entrada de flucloxacilina, diuréticos ou administragao

intravenosa de fluidos. ****

IL.V.II - Estimulacao do suor e colheita

e A estimulagdo do suor utiliza a iontoforese com pilocarpina, usando o método de

. . 31,33
Gibson e Cooke ou o sistema Macroduct; ”

e A superficie de flexdo do antebrago é a zona de preferéncia para fazer a colheita; **'

e O equipamento de iontoforese deve ser alimentado por bateria e inspeccionado

regularmente; >'>

e Os celéctrodos sdao geralmente de cobre, aco inox ou carbono, e devem ser

- . 30,31
correctamente ajustados ao brago do paciente; *
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A solugdo de electrolitos para iontoforese ndo deve conter sdédio ou cloro, devido ao
risco de contaminagio; "'

A solugdo de electrolitos deve conter nitrato de pilocarpina (0,2-0,5 %). Esta pode ser
utilizada em ambos os eléctrodos ou, alternativamente, uma solucdo de sulfato de
magnésio (0,05-2,0 mol/l) ou sulfato de potassio a 1% pode ser utilizada no catodo. A
pilocarpina pode ser usada sob a forma de um gel, com o sistema de Wescor; !

Uma corrente de 0,5 mA deve ser aplicada e gradualmente aumentada para um
maximo de 4 mA. Quando se alcanca 4 mA, a corrente deve ser mantida por um
minimo de 3 ¢ um maximo de 5 minutos; 3031

O paciente deve ser mantido sob supervisdo proxima durante o periodo de
iontoforese;m

O suor deve ser recolhido para um papel de filtro, compressas de gaze ou para
dispositivo de colheita Wescor; '"*!2%3

A taxa de secrecdo de suor medida como uma taxa média durante o periodo de
colheita ndo deve ser inferior a 1g/m*/min. Uma colheita abaixo desta taxa nio deve
ser analisada. Colheitas insuficientes de suor ndo devem ser agrupadas. O teste do suor
completo deve ser repetido; ***

O suor deve ser recolhido durante ndo mais de 30 minutos e ndo menos de 20
minutos;3 1,33

Antes da analise, as amostras de suor devem ser armazenadas a 4°C num maximo de
trés dias em recipientes hermeticamente fechados, que ndo permitam vazamentos ou

evaporagao. 30

I1.V.III — Metodologia

« in . .3031
A concentrag¢do do ido cloreto no suor deve ser medida; >

O sodio no suor nio deve ser a Gnica substncia ou a principal a ser medida; *°

A medicio de potassio e da osmolaridade no suor néo é recomendada; **-'

Colorimetria, coulometria e ISEs (eléctrodos ido-selectivos) sao métodos para analisar

10es cloreto no suor; 30,31

Fotometria de chama ou ISEs sdo métodos para analisar o sodio no suor; >~
A medi¢do da condutividade utilizando o equipamento Wescor € o método satisfatorio

para analise '.
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II.V.IV - Interpretacio dos electrolitos do suor

Os valores de referéncia de Cl" no suor normalmente utilizados para o diagnostico da

FC em criangas sao:

e Uma concentragdo de ides C1I> 60 mmol/I confirma o diagnostico de CF;>%>'

e A concentragdo intermédia entre 40-60 mmol/l ¢ sugestiva, mas nao confirma o
diagnostico; 221

e A concentragdo de 10es CI'< 40 mmol/l ¢ normal, sendo baixa a probabilidade da

doenga, %3133

Estes valores podem ser diferentes no caso de adultos ou recém-nascidos. Para criancas
com menos com menos de 6 meses um valor limite apresenta-se entre 30-60 mmol/l. E
normal o aumento do valor de electrdlitos no suor da infancia para a idade adulta: individuos
adultos normais podem ter concentragdes superiores a 60mmol/l. Sendo assim, ¢ conveniente
algum cuidado na interpretacdo dos resultados do teste do suor em individuos mais

velhos™"!”. Um valor limite para adultos pode estar entre 60-80 mmol/I *.

A concentracdo do 130 cloreto no suor superior a 160 mmol/L ¢ fisiologicamente
impossivel, sugerindo erros técnicos como a evaporagdo e contaminacdo que tendem a

. .. 34
produzir valores falsos positivos ~.
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IL.VI - Analise de mutacoes CFTR

Os testes moleculares para a avaliacdo das mutagdes no gene CFTR fazem parte do
diagnostico de rotina da FC *. Em 1996, foram identificadas aproximadamente 500 mutagdes
para a FC, e os painéis tipicos de rastreio apenas identificavam cerca de 30 destas mutagdes.
Nos dias de hoje, mais de 1500 mutagdes estdo identificadas, sendo necessario recorrer a
andlises extensas e detalhadas do gene, incluindo a determinacdo de sequéncias de exdes e

. . - - o . - 1
zonas de splice nos intrdes, bem como a detecgdo de delegdes e duplicagdes '

A analise molecular do CFTR assenta principalmente sobre os procedimentos de
analise directa do gene, tratando-se, de facto, da deteccao das mutacdes que causam a doenga
e que sdo baseadas no nosso conhecimento sobre patologia molecular da CFTR e sobre a

disponibilidade de ferramentas moleculares para a detecgdo das referidas mutagdes >,

O DNA necessario para analise pode ser obtido por amostras de bochechos, esfregaco
bucal, ou globulos brancos **. Apos a extraccio do DNA, as amostras sdo geralmente testadas

através de um dos kits disponiveis comercialmente ',

O teste genético deve ser feito no contexto de um aconselhamento genético
apropriado, e ¢ da responsabilidade do laboratorio explicar os testes, devendo ser obtido um
consentimento informado''. O aconselhamento genético ajuda os pacientes a interpretarem os
resultados, para que eles possam fazer a melhor adaptagdo possivel, de acordo com as suas

decisdes'’.

Um vasto conjunto de técnicas sao usadas para identificar as variagdes nas sequéncias
de genes CFTR, e ndo existe um “padrao-ouro” para o teste de rotina. Todos os métodos de

- . A . 11,34
avaliacdo requerem aptiddo e experiéncia para serem executados e interpretados 7.

Como ja se referiu ser normal na FC, ndo existe um método standard ou perfeito.
Contudo, os laboratorios devem estar conscientes das limitagdes dos métodos escolhidos e
devem saber quais as mutagdes que nao sdo identificadas, se as técnicas estdo disponiveis
comercialmente ou desenvolvidas no laboratério. Isto significa que os laboratorios,
individualmente, devem escolher os métodos adequados a sua experiéncia e os testes que
estdo ao seu alcance **. A maioria dos testes detectam apenas 30 mutagdes, grande parte delas

. R L. 16
associadas a FC classica .
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Os métodos utilizados para a andlise das mutagdes podem ser divididos em dois
grupos: aqueles que sdo alvo de mutagdes conhecidas (testadas as amostras de DNA para a
presenca ou auséncia de mutacdes especificas) ou de mutagdes desconhecidas, avaliadas por
métodos com taxas de deteccdo sensiveis (analise de amostras de qualquer desvio da

11,34 =
=", Para o estudo de mutagdes

sequéncia normal, isto €, a analise de novas mutagdes)
conhecidas, nomeadamente delegdes, inser¢des e duplicagdes sdo utilizadas técnicas semi-
quantitativas de PCR, como sejam multiplex ligation-dependant probe amplification (MLPA)
ou PCR multiplex quantitative fluorescent ***°. Foi demonstrado que certas muta¢des que
escapam a detec¢do pela utilizagdo dos ensaios convencionais ocorrem em até 2% dos alelos

. 34
em pacientes com FC ~.

Nos casos de testes do suor com valores intermédios, extensas pesquisas de mutacdes
tém que ser realizadas, com ensaios como DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis),
dHPLC (denaturing high pressure liquid chromatography), SSCP (single strand

1636 Efectivamente, apenas a

conformation polymorphism assay) € sequenciagao
sequenciacdo se aproxima dos 100 % de sensibilidade. As outras técnicas sdo ensaios
indirectos de mutagdes com sensibilidades a variar entre 90 e 100%. Mesmo que uma

mutacao seja encontrada, o seu envolvimento com a doenca pode nao ser claro.

Os ensaios disponiveis apenas identificam mutacdes que estdo na regido codificante ou
nas jungdes exao/intrdo do gene CFTR. Mutagdes localizadas dentro do promotor, ou
inser¢des e delecdes de um ou mais exdes podem, assim, ndo ser detectadas pelos métodos de

analise de rotina '®'7.

Algumas delecdes podem ser analisadas por métodos mais especificos, como MLPA
(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) e s3o mais susceptiveis de serem
encontradas em pacientes com FC classica. Mutagdes intronicas € mutagdes no promotor sao
mais susceptiveis de serem moderadas e tém maior relevancia em pacientes com FC nao-

classica '°.

Viarios ensaios comerciais estdo disponiveis para fazer a analise das mutagdes, como
por exemplo o ensaio OLA FC (laboratorios Abbott), o INNO-LiPA CFTR (Innogenetics), € o
Elucigene FC (Tepnel Diagnostics) ''~**. As caracteristicas dos métodos correntemente

aplicados sdo sumarizadas na tabela que se segue.

-35-



Diagnéstico

Tabela 4- Métodos para deteccao de mutagdes no gene CFTR mais frequentes na Europa

Métodos para deteccio de Mutacdes Vantagens Limitagoes

mutacgdes conhecidas detectadas

Heteroduplex analysis Principalmente Simples e rapido Padrao de migragdo ndo ¢é
F508del e 1507del especifico para uma

determinada mutacao

Analise de enzimas de restri¢do | Principalmente

(zonas de restricdo que podem | mutacdes

ser naturais ou criados pela individuais

utilizag@o de primers) especificas.

Possivelmente, um

pequeno numero de
mutacdes pode ser

combinados em um
ensaio

Simples e rapido. Util
para testar cascata
transportadora em caso
de mutacdes raras

Nao ¢ especifico para algumas
mutagdes

Reverse dot blot hybridization

Até 20 mutagdes

Apropriado para
grandes séries

Innogenetics (Inno LIPA)*

36 mutagoes

Boa especificidade

ARMS (amplification
refractory mutation system)

Até 20 mutagdes

Apropriado para
grandes séries

Desenho de primers ¢ dificil.
Resultados sdo baseados na
auséncia de produtos de PCR

Tepnel (Elucigen)”

28-30 mutagdes

Boa especificidade

OLA (oligonucleotide ligation
assay)

Apropriado para
grandes séries

Molécular Abbott (Ensaio de
genotipagem para CF)”

32 mutagoes

Boa especificidade

Métodos para deteccio de
mutacdes nio conhecidas

DGGE (denaturing gradient
gel eleactrophoresis)

DHPLC (denaturing high
pressure liquid
chromatography)

SSCP (single strand
conformation polymorphism
assay)

Sequenciagdo

Capacidade para
detectar mutacdes na
regido codificante e
limites intronicos

Sensibilidade elevada
(> 95 %)

Dificil de estabelecer, dificil
automatizacao.

Sensibilidade elevada
(> 95 %)

Geralmente perde mutagdes
homozigotas. Necessita de
sequenciacao nas regides ricas
em polimorfismos

Simples e rapido

Sensibilidade 80-85%

Préoximo de 100 % de
sensibilidade

PCR multiplex quantitative
fluorescent

MLPA (multiple ligation-
dependent probe amplification)

Capacidade para
detectar delegdes.
Insercoes e
duplicagdes. Todas
as regides
codificantes

Simples e rapido

Duplicagdes sdo dificeis de
evidenciar

Sensivel aos métodos de
extrac¢ao

* Métodos de avaliagdo comercial . Adapatdo de Dequeker et al. >
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Apesar da potencial utilidade da informagao, a obtencao de um gendtipo para a doenga
pode ser dificil. Embora actualmente os painéis de rastreio disponiveis identifiquem 90% das
mutagdes do CFTR, 9,7% dos individuos genotipados tém pelo menos uma mutacdo nao
identificada '”. Com efeito, a combinacio de todos estes métodos nem sempre garante a
detec¢do das duas mutagdes, 1-5% dos alelos permanecem indeterminados em pacientes com
forma cléssica da doenca e ainda mais em pacientes com apresentacgdes atipicas. Além disso, a
percentagem de mutagdes nao identificadas aumenta de norte para sul nas populagdes

europeias **.

I1.VII - Bioensaios

Os bioensaios do CFTR medem o fluxo epitelial dos ides ou a sua voltagem na
superficie da mucosa. Estes ensaios permitem uma visdo directa sobre a fisiologia ao nivel
celular e do canal idnico, contribuindo para a resolucdo de problemas de diagnostico, ao
admitir ou despistar uma dada disfuncdo relacionada com o CFTR. Os testes podem ser feitos
no epitélio intestinal ou respiratdrio e podem realizar-se in vivo (medi¢cdo do potencial nasal
ou bronquial) ou ex vivo, em amostras de mucosa intestinal ou culturas de células das vias
aéreas. Em muitos centros de diagnostico, as medi¢des de diferenca de potencial nasal (DPN)
ou da corrente intestinal (MCI) ndo estdo disponiveis (na verdade, sdo realizadas apenas em
laboratérios especializados no mundo inteiro); em tais circunstancias, o algoritmo de

diagnostico pode suprimir este passo 2.

II.VILI - Diferenca de potencial nasal transepitelial

O teste DPN, utilizado ha décadas, foi introduzido recentemente como um meio
auxiliar de diagndstico e existe na pratica clinica em alguns laboratorios, tendo esses
compilado os seus proprios valores de referéncia'’. Multiplos artigos referem a utilidade deste

teste para o diagnostico da FC >
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As anomalias do transporte idnico no epitélio respiratdrio na FC estdo associadas a um
padrdo alterado na DPN, comparado com um epitélio normal. Na realidade, essas diferencas
reflectem a nivel celular a disfuncdao da proteina CFTR nos pacientes com FC. Isso fornece

um fundamento para o uso da DPN como meio auxiliar de diagnostico 2%,

Embora a medicdo da DPN possa contribuir para o diagndstico positivo ou negativo
da FC, existem varidveis importantes que necessitam de ser rigorosamente atendidas, para
garantir a seguranga e a precisdo do teste. Tal técnica s6 esta disponivel em centros altamente
especializados e requer uma padronizagdo rigorosa. Consideracdes técnicas sobre a anatomia
da mucosa nasal devem ser claramente entendidas, pois os sitios de medicdo da diferenga de

potencial sdo decisivos para a precisio das medi¢des efectuadas '**.

O teste DPN pode ser realizado desde as primeiras horas de vida de um individuo; em
criancas mais velhas (2 a 5 anos) raramente se manifesta a necessidade de recorrer a um

. 18,41
sedativo leve ™.

Uma DPN aumentada, em associagdo com quadro clinico ou historial familiar
positivo, fundamenta o diagnostico de FC. Por outro lado, a auséncia de aumento na DPN nao
exclui o diagnostico de FC, dado que pode ocorrer um falso resultado negativo na presenca do
epitélio inflamado ou com pélipos, que alteram as propriedades bioeléctricas da mucosa '**!.
Assim, importa admitir que se estd diante de uma doenga com manifestacdes heterogéneas e,

ndo raras vezes, apresenta-se de forma clinicamente atipica e reflecte-se em algoritmos

bastante diversos.

O transporte activo de ides carregados electricamente através do epitélio respiratorio

resulta numa voltagem ou diferenca de potencial **

. A medicao dessa diferenga de potencial
transepitelial € realizada no nariz (e vias aéreas superiores) de pacientes com FC detentores de
um padrio caracteristico de propriedades bioeléctricas que reflecte um aumento no transporte

+ ~ A . ~ ~ -
de Na' (absor¢do) e uma auséncia ou redugao da secrecao de ClI 4,
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A DPN ¢ medida entre uma ponte de explora¢do nasal e uma ponte de referéncia
subcutdnea no antebrago. Essa abordagem também permite a aplicagdo de medicamentos
directamente no local de medi¢do da diferenca de potencial '***!. A supracitada ponte de
referéncia pode ser aplicada por uma fina agulha, inserida por via subcutanea ou colocada
directamente na pele apoés uma pequena abrasio . No teste de DPN, o epitélio nasal ¢
exposto a varios tipos de solucdes e, de acordo com a reac¢do a cada uma delas, ¢ possivel

obtermos o resultado do exame *.

Especificamente, trés caracteristicas distinguem um paciente com FC: uma diferenca
de potencial basal mais elevada (mais negativa), uma maior diminuicdo da diferenca de
potencial apds a perfusdo nasal com amilorida e pouca ou nenhuma alteracdo na diferenca de
potencial, apos a perfusdao do epitélio nasal com uma solugdo livre de CI" em conjuncao com
isoproterenol '**. Assim sendo, na realiza¢io do bioensaio da DPN séo utilizadas substincias
com accdes relativamente especificas, que fornecem pistas acerca da natureza da actividade

 n . 1. 41
no transporte de ides no epitélio ™.

A diferenga de potencial basal reflecte a actividade do transporte de sédio na
superficie respiratoria das células epiteliais 16,37 Apos se ter uma diferenca de potencial de
base ¢ avaliado o efeito da amilorida. A esta mesma solugdo adiciona-se uma a solugao livre
de CI" durante 3 minutos; a mesma solugdo ¢ adicionado isoproterenol, por perfusao, mais 3

minutos ‘%%

Por um lado, a amilorida ¢ utilizada para estudar a condutancia do canal de sédio. A
amilorida ¢ um farmaco utilizado como anti-hipertensor e diurético, que vai bloquear o canal
de sodio, inibindo a entrada de Na' nas células do epitélio nasal **. A inibi¢io da entrada de
Na' conduzird & despolarizagdo da membrana, ocorrendo uma reducdo da diferenca de

potencial nasal 2****,

Uma solugdo livre de ides CI ¢ utilizada para medir a condutancia (secre¢ao) de cloro,
a qual pode ser avaliada estabelecendo um gradiente de ides Cl” para o exterior da membrana
das células das vias aéreas, por perfusdo da superficie do epitélio, com uma solucdo livre de
ides CI" *™7®. A activacdo farmacolégica do canal Cl" pode ser testada estabelecendo um
gradiente electrogénico de Cl para o exterior da célula, levando a hiperpolariza¢ao da célula e

a um ligeiro aumento da diferenca de potencial *'.
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No que respeita ao isoproterenol, por outro lado, trata-se de um medicamento
. . .. , L. 46 .
simpaticomimético que actua ao nivel dos receptores beta adrenérgicos . E um agonista beta

que vai estimular o cAMP que medeia a secrecdo de cloro através do CFTR ¥.

A DPN de um paciente com FC ¢é claramente diferente da do grupo de controlo
(Figura 5). O valor de diferenca de potencial basal ¢ mais alto (mais negativo), a resposta com
amilorida ¢ elevada, e ndo existe resposta, ou ¢ reduzida, para a solugdo livre de CI" e solugdo
de isopropenol 164445 Para a FC ndo-classica, a DPN pode ter um valor intermédio e ainda
ndo hd um consenso total sobre a exactidio do que constitui um resultado anormal, mas ¢

sugerida uma formula que leva em conta tanto o transporte de Na™ como de CI" "%
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Figura 5 — Medicdo da diferenca de potencial nasal em (A), uma pessoa saudavel, e (B)
uma pessoa com FC. Na pessoa saudavel, a diferenca de potencial basal ¢ negativa (-20 a -30
mV), aumenta moderadamente apds aplicacdo de amilorida e diminui depois da aplicacdo da
solugdo livre de CI” e isoproterenol. No paciente com FC, o valor de diferenca de potencial
basal ¢ mais negativo € o aumento apods aplicacdo de amilorida € maior. Nao existe alteragao
na diferenga de potencial apds a administragao da solugao livre de CI e isoproterenol (De

Boeck et al)’.
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IL.VILII - Medicao de corrente intestinal

r

O transporte anémalo de ides no epitélio, que € caracteristico da FC, expressa
igualmente anomalia através do tracto intestinal. '®. Visto que muitos processos de transporte
intestinal de ides sdo electrogénicos, a medicao da corrente eléctrica por eles gerada (MCI),

pode ser utilizada para monitorizar a sua actividade '® %%

A técnica de MCI pode ser uma ferramenta util para complementar o diagnostico em
pacientes com manifestagdo atipica da doengca. MCI ¢ um método ex vivo, pelo qual, numa
biopsia recente, € testada a sua resposta eléctrica a uma série de secretagogos. O que distingue
doentes com FC dos individuos saudaveis ¢ a quantidade de secrecdo de CI” em resposta aos
agonistas, aumentando o cAMP intracelular, que esta ausente, ou apresenta um valor abaixo
do normal, em biopsias de pacientes com FC **. As medi¢des podem ser efectuadas na

o 16,23
mucosa rectal ou jejunal .

Viérios protocolos sdo utilizados para testar a MCI, mas todos reconhecem que a FC ¢

devida a uma diminui¢@o da secre¢do de CI, ap6s a estimulagdo com os agonistas que actuam

: +
via cAMP ou Ca>" 474,

S6 muito recentemente tém vindo a surgir dados sobre o uso do MCI como ferramenta
de diagnostico clinico. A técnica aplica-se essencialmente no contexto de investigagdo, por

isso ndo est4 ainda incluida nos algoritmos de diagnostico '°.
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I1I.VIII - Algoritmos de diagnostico

O diagnostico da FC ¢ distinto, de acordo com a sua dupla classificagdo de tipica ou
atipica . Algoritmos de diagnostico para FC classica e ndo classica foram publicados pela

European Union CF diagnostic working group e US cystic fibrosis foundation " '*!".

A FC classica ou tipica ¢ diagnosticada nos individuos que tém uma ou mais
caracteristicas fenotipicas e um teste do suor cujo resultado ¢ > 60 mmol/l '*'®*°_ Cerca de
98% dos pacientes apresentam FC classica **. As manifestagdes clinicas mais comuns da CF
sdo doenga cronica sino-pulmonar, sintomas gastrointestinais ou nutricionais especificos e
anomalias a nivel do sistema reprodutor masculino, resultando em azoospermia obstrutiva,
podendo, contudo, manifestar-se de varias outras formas, j& que se trata de uma doenga que
acomete varios 6rgdos . Pacientes com FC classica apresentam insuficiéncia pancredtica

16,49

exocrina ou suficiéncia pancreatica . Na tabela 2 estdo relacionadas as manifestagoes

clinicas mais frequentes a época do diagndstico.

Geralmente, ¢ identificada pelo menos uma mutacdo no gene CFTR. ' Com a
introdugdo do teste do suor enquanto padrdo para diagndstico da FC, tornou-se visivel que os

adultos podem apresentar fen6tipos mais moderados ou incompletos 2.

Habitualmente, sao os individuos do grupo da CF nao-cléssica que fornecem um maior
desafio para o diagnostico da doenca *. A FC atipica ou ndo-classica descreve individuos
com caracteristicas fenotipicas em pelo menos um sistema de 6rgdos e um teste do suor

normal (<40 mmol/l) ou intermédio (40-60 mmol/I) 718,49

Dados revelam que quase 2% dos pacientes com FC apresentam manifestacdes

. . . 5 Yiecia~ 11849
clinicas de acordo com fendtipos deste tipo ndo-classico

. Isto pode subestimar a
verdadeira prevaléncia de um numero significativo de individuos com FC atipica, que,
provavelmente, permanecem sem diagnostico **. No geral, individuos deste grupo apresentam
n i o A 1,16,49
suficiéncia pancredtica exdcrina e, por vezes, t€m uma doenga pulmonar leve . Os

homens, ocasionalmente, demonstram fertilidade .

A descoberta do gene da FC veio facilitar o diagnostico nestes doentes, confirmado
pela andlise da mutacdo no gene CFTR e pela quantificacdo directa da disfungdo CFTR

através da medicao in vivo da diferenca de potencial nasal 16,18
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A abordagem inicial com o teste do suor ¢ o rumo preferivel (Figura 6). Em pacientes
com uma forma atipica da doenga, a viabilidade do teste do suor ¢ mais baixa e sdo
necessarios testes adicionais para fundamentar o diagnostico, sendo o algoritmo iniciado com

a analise do DNA mais apropriada (Figura 7) '®%.

No caso do algoritmo de diagnostico ter inicio devido a presenca de histéria familiar
de FC, se o paciente tiver um irmao afectado com um teste do suor claramente positivo, o
algoritmo da figura 6 apresenta a melhor abordagem diagnostica. Se ao contrario o paciente
tiver um irmao afectado com um teste do suor no limite ou negativo o algoritmo da figura 7
deve ser utilizado'®. Quando o diagnéstico ¢ iniciado devido a um rastreio neonatal positivo

recomenda-se a utilizacdo do algoritmo da figura 7 '
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Figura 6 — Algoritmo de diagnéstico da FC que se inicia com o teste do suor. Adaptado de( De
Boeck et al)'®
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Figura 7- Algoritmo de diagnéstico da FC que se inicia com o teste de DNA do CFTR. Adaptado
de( De Boeck et al)'®
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II.VIILI - Algoritmo que comeca com o teste do suor

Na maioria dos doentes com FC cladssica, com caracteristicas tipicas e mutacdes

L s 1630
identificadas, o teste do suor ¢ utilizado para diagndstico .

O teste do suor ¢ menos dispendioso e em quase toda a populagdo ird resultar num
maior rendimento de diagnostico do que o teste de DNA '®. Todos os pacientes com um teste
do suor acima de 60 mmol/l e com duas ou mais caracteristicas clinicas compativeis com FC
tém o diagnostico de FC classica '®'*%2. Na figura 6, a zona a cinzento indica os testes que
podem ser sugeridos, ndao sendo, todavia, obrigatorios. Como precaugdo, € porque o
diagnostico da FC ¢ para toda a vida e podem ocorrer erros, sugere-se que, para além do teste
do suor, a analise das mutagdes seja feita a fim de confirmar o diagnostico '°. Apenas se ndo
forem encontradas mutagdes € possivel considerar a heterogeneidade da doenca. Um teste do
suor acima 60 mmol/l também foi relatado em algumas condi¢gdes muito raras, que geralmente
sdo facilmente diferenciadas dos FC (Tabela 3) *’. Por sua vez, em pacientes com um teste

abaixo dos 40 mmol/l, o diagnéstico é pouco provavel >'°.

Os pacientes cujo teste do suor revele valores intermédios (40-60mmmol/l) requerem
mais investigagdes >>. O teste do suor deve ser repetido e a analise do DNA pode ajudar a

estabelecer o diagnostico '*'7*2

. Quando ndo sdo encontradas mutagdes neste grupo, €
necessario fazer um diagnoéstico alternativo para tratar o paciente adequadamente. No caso de
sintomas respiratorios, a procura de diagndsticos alternativos inclui, entre outros, testes
alérgicos, avaliacdo da imunodeficiéncia humoral, refluxo gastro-esofagico e fungdo ciliar
1618 A tabela 5 mostra alguns testes auxiliares que se podem realizar para ajudar a estabelecer

o diagndstico em pacientes atipicos. Quando estes individuos mostram evidéncias clinicas de

FC, eles devem ter acompanhamento numa clinica especializada na doenga >*.
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Tabela S — Testes auxiliares para avaliagdo clinica de pacientes atipicos

1 — Microbiologia do tracto respiratorio

2 — Avaliagdo de bronquiectasias

a) Radiografia

b) Tomografia computadorizada

3 — Avaliagao dos seios paranasais

a) Radiografia

b) Tomografia computadorizada

4 — Avaliagdo quantitativa da fungao

pancreatica

5 — Avaliagao do trato genital masculino

a) Analise ao sémen

b) Examinacdo urologica

c¢) Ultrasonografia

d) Analise do escroto

6 — Exclusao de outros diagnosticos

a) Estrutura ciliar e fungdo

¢) Estado imunologico

d) Alergia

e) Infeccdo

Adaptado de Rosenstein et al '

Por outro lado, no caso de pacientes com dois testes do suor no limite, em que ¢
detectada apenas uma mutacdo, deve-se prosseguir para analises mais extensas dos genes e
pode-se proceder a sequenciagdo do CFTR. '®*. Os custos da sequenciacdo do gene sdo tdo
altos que os centros com acesso a medi¢do DPN (diferenca de potencial nasal) podem reduzir
ainda mais este grupo de pacientes, e limitar a sequenciacdo aos pacientes com um DPN
inconclusivo '7. Em pacientes com um teste DPN compativel com FC ¢ aconselhavel fazer

testes mais especificos, com a finalidade de proceder a um correcto diagnostico.
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Os pacientes com um teste do suor indeterminado ¢ um DPN inconclusivo colocam
um grande desafio ao diagnodstico; de momento, eles ndo podem ser classificados por
disfuncio do CFTR que ndo tenha sido claramente demonstrada ®'°. Na presenca de
persisténcia de sintomas, eles precisam de acompanhamento estruturado numa instalacao
adequada (muitas vezes em centros de FC) e do tratamento dos sintomas. O aconselhamento
genético ¢ importante para estes pacientes e respectivas familias, uma vez que devem ser
recolhidas informagdes a longo prazo sobre este tipo de doentes, para uma melhor

compreensdo dos casos '°.

IL.VIILII - Algoritmo que comeg¢a com o teste genético

Em casos de FC atipica, em que sao identificadas mutagdes menos comuns no gene
CFTR, o teste do suor ¢ utilizado como intermediario, ajudando, habitualmente, a comprovar

162230
o diagnostico .

O algoritmo da figura 7 ¢ utilizado principalmente nos programas de rastreio neonatal.
As identificacdes de duas mutagdes nos genes CFTR s3o necessarias para concluir o

e 22,30,34
diagnostico “ 7

. Quando duas mutagdes sdo encontradas ainda ¢ importante a realizagdo de
teste de suor, para confirmar o diagnostico. Ja quando ndo sdo encontradas duas mutagoes,
entdo o teste do suor torna-se a chave para o diagnostico '***. A FC ¢ um diagnostico para
uma vida, ¢ deve-se ter um cuidado, para que um diagnéstico baseado em apenas um teste de
diagnostico seja totalmente confiavel. Podem ocorrer erros lamentaveis na determinacdo da

mutagao 16

No grupo de individuos com valores entre 40-60 mmol/l ¢ necessaria a realizacao de
mais testes (DPN ¢ um dos meios utilizados e a sequenciacdo do DNA se DPN nao ¢ valido

. L\ 416
ou inconclusivo) ™.

Provas da disfungdo do CFTR pelo DPN ou mesmo pelo teste do suor nao significam,
per si, que o diagndstico apropriado ¢ FC. O diagnostico ¢ feito no quadro clinico e os testes
apenas apoiam o diagnostico clinico. Se uma disfuncdo CFTR ¢ documentada mas o quadro
clinico ¢ limitado — por exemplo, infertilidade masculina, ¢ melhor utilizar um diagnoéstico

alternativo '¢.
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Com excepgao de alguns casos de variabilidade inerente a expressdo e gravidade da
doenca, a maioria dos casos de diagndstico de FC sao claros, o quadro clinico ¢ 6bvio e o

diagnéstico clinico é comprovado pelo teste do suor e pela analise das mutagdes **.

No que respeita as criangas e aos jovens adultos, a FC nao-classica constitui um
desafio maior. Felizmente, em muitos casos mais analises de mutacdes ¢ bioensaios vao
apoiar ou excluir o diagnostico. Como tal, a necessidade de um processo de diagnostico

f e 5 3,20
estruturado ¢ 6bvia em doencas tdo complexas ~.

De facto, sdo necessarios mais dados sobre a heterogeneidade da doenca e ¢ muito
relevante a criacdo de uma rede de diagndstico com colaboracdo internacional, que ajuda a
recolher dados clinicos e de laboratorio de pacientes sem um diagndstico claro de FC,

esperando-se a identifica¢io de novos padrdes clinicos e etiologicos da doenca '°.

Mesmo quando ndo se consegue um diagndstico definitivo em alguns pacientes, o
tratamento de suporte intensivo e acompanhamento devem ser iniciados perante a persisténcia
de sintomas. A situac¢do torna-se mais complicada quando, em recém-nascidos, ndo existem
sintomas ¢ quando a DPN ¢ dificil de medir. Um aumento da IRT, uma mutacao do CFTR e
um valor limiar do teste do suor no recém-nascido pode ser bem sugestivo da FC ndo-cléssica.
Essas criangas devem ser acompanhadas de perto e, eventualmente, colocadas em tratamento
preventivo. Tais pacientes, provavelmente t€ém um prognostico muito melhor: é necessario um
acompanhamento a longo prazo para este grupo, para proceder a um tratamento

individualizado '°.
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Conclusio

III — Conclusao

Desde a clonagem do gene responsavel pela fibrose cistica, muitos dos dilemas
relacionados com o diagndstico foram resolvidos, pois permitiu uma melhor compreensao das
fungdes do CFTR. Por outro lado, a complexidade do diagndstico levou a um maior
reconhecimento de fendtipos mais leves e atipicos. No entanto, a existéncia de fenotipos de
FC com auséncia de mutagdes também podem ocorrer, o que torna necessario o
desenvolvimento de novas técnicas de andlise com o fim de proceder a um diagnostico mais

diferenciado nestes casos.

A andlise de mutagdes da-nos informacdes sobre o gene, mas ndo sobre o produto do
gene ou a sua funcdo. Dai, ser importante o aperfeicoamento de técnicas que permitam uma
visao directa sobre a fisiologia ao nivel celular e do canal i6nico. O teste de DPN pode ser 1til
nestes casos, no entanto, em lactentes a sua utilizagdo como ferramenta de diagndstico pode

ser mais dificil de implementar.

Tornou-se claro que a FC ¢ um diagndstico clinico, apoiado por um teste genético e da
demonstragdo de alteragdes da funcdo do CFTR. O teste do suor, ¢ ainda considerado como
um bom meio de diagnéstico, porém a interpretacdo dos valores dos electrdlitos tem que ser
feita com especial atencdao. A concentracao do ido cloreto no suor deve ser interpretada tendo
em conta a apresentagdo clinica do paciente, historia familiar, idade e conhecimento de que
algumas mutagdes no gene CFTR estdo associadas a valores limite do teste do suor ou pouco

sugestivos para a doenca.

Para o futuro, espera-se que uma melhor compreensao e relacionamento de todos os
meios de diagndstico, bem como das manifestagdes clinicas associadas a doenga, auxiliem
numa maior expansdo no diagnostico para muitas situagdes com apresentagdes atipicas, que

ainda hoje ficam por resolver.
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