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Especializagdo em Ciéncias Médicas — Genética. Mestrado em Ciéncias
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- MENU). Membro participante do Departamento Cientifico de Nutro-
logia da Sociedade Brasileira de Pediatria - SBP. Membro efetivo do
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- Porto Alegre.

Maristela Silva Darela: Pedagoga pela Secretaria de Estado de
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Uma palavra da Secretaria de Estado da Satde ao leitor

Inicialmente, cabe agradecer aos autores pelo esfor¢o desenvol-
vido na realizacdo desta obra que, de imediato, se torna contribuicao
relevante da satde publica catarinense, para a melhoria da qualidade da
atenc¢do ao paciente com fibrose cistica em todo o Pais.

A obra, que tem a marca da tenacidade do seu organizador, o
Meédico Pneumologista Norberto Ludwig Neto, ¢ um esfor¢o de revisao
da literatura cientifica publicada sobre o tema acrescido da rica expe-
riéncia da equipe de saude do Hospital Infantil Joana de Gusmao de
Florianodpolis-SC, com o diagnostico, acompanhamento e avaliagdo da
qualidade de vida desses pacientes por mais de vinte anos.

Com o compromisso de reflexdo sobre a pratica, assumido pelos
autores e colaboradores desta obra, todos ganharam: a equipe de satde,
que compartilhou momentos de pesquisa e produgdo cientifica; as ins-
tituicdes envolvidas com o compromisso de atuar de forma competente
sobre os problemas de saude, e a sociedade, que terda mais uma obra
para apoiar os profissionais a desenvolverem suas atividades no limite
do estado da arte.

Esta obra valoriza alguns dos eixos que orientam a construc¢ao do
Sistema de Saude no Estado e no Pais. Em primeiro lugar, avaliando o
perfil profissional da equipe de autores e colaboradores, podemos con-
firmar como a interdisciplinaridade ¢ essencial para a atengdo qualifi-
cada aos problemas de satde. O objetivo da satde integral exige que
todos os recursos possiveis estejam integrados para promové-la.

A experiéncia do Hospital Infantil Joana de Gusmao, com a
aten¢do do paciente com fibrose cistica, indica que a institucionaliza¢ao
de um processo de trabalho em equipe caracterizado pelo compartilha
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mento das responsabilidades comuns a toda equipe de saide em torno
da promog¢ao da satde, prevengdo da doenga e recuperacdo € manu-
tencdo da saude eventualmente perdida, ¢ um objetivo com resultados
consistentes e demonstraveis.

A ambiciosa concepcdo do SUS, que garantiu a satide como
direito de todos os brasileiros, tem na melhoria da qualidade de vida
dos pacientes com fibrose cistica mais um exemplo de que um sistema
de saude orientado pela universalidade, eqiiidade, integralidade e pela
participa¢do da comunidade se traduz em uma sociedade mais justa e
fraterna, com mais satude para todos.

Boa leitura.

Luiz Eduardo Cherem
Secretario de Estado da Saude de Santa Catarina
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Apresentacao

O diagnostico e o tratamento da Fibrose Cistica vém apresen-
tando significativo progresso, relacionado principalmente com um
maior numero de profissionais de saude motivados e envolvidos com
esta grave doenca.

Novos centros para o tratamento da enfermidade estao sendo for-
mados e reestruturados em nosso pais, € somando-se com 0s avangos
da ciéncia e, em conseqiiéncia, a melhoria da qualidade de vida, o prog-
noéstico e a sobrevida dos pacientes sdo animadores.

No Estado de Santa Catarina, o Centro de Fibrose Cistica comple-
tou, no ano de 2007, vinte anos. E neste tempo vivenciamos toda a evo-
lucao no que se refere a conducao da doenga. No inicio desta jornada
contdvamos com um arsenal terapéutico reduzido, e todas as dificulda-
des estavam para serem vencidas.

A criagdo de uma equipe multidisciplinar para o tratamento da
doenca nao foi facil, como acreditamos também ter acontecido em
outros centros por todo o pais, em razao da dificuldade de recursos
humanos e financeiros.

Mas a luta continuou, com a incorporacdo de medicamentos e
tecnologia no diagndstico e tratamento da enfermidade. Em Santa Cata-
rina, em 2000 — um ano antes da Portaria do Ministério da Satde que
estabelecia a obrigatoriedade da implantagao da Triagem Neonatal para
Fibrose Cistica —, j4 contdvamos com este beneficio.

Hoje, mais da metade dos pacientes acompanhados no Centro de
Fibrose Cistica do Hospital Infantil Joana de Gusmao (HIJG) obtive-
ram diagndstico através da Triagem Neonatal, com evidéncias positivas
do beneficio do diagndstico precoce, favorecendo melhoras nutricio-
nais, metabolicas e como prevengao de complicacdes decorrentes da
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doenga.

Desta maneira, a Equipe Multidisciplinar para tratamento da
Fibrose Cistica do HIJG motivou-se a escrever sobre o tema. Inicial-
mente, pensamos em elaborar apenas algumas recomendagdes, mas
logo surgiu a idéia de organizar um livro sobre Fibrose Cistica.

A finalidade era integrar toda a Equipe, motivar e aprofundar o
assunto para proporcionar uma assisténcia de qualidade a nossa clien-
tela, nos nossos ambulatorios e enfermarias.

Da participacao da Equipe Multidisciplinar de Fibrose Cistica do
HIJG e de qualificados e experientes profissionais de outras cidades
catarinenses, além da brilhante colaborag@o de dois profissionais estran-
geiros, no capitulo “Novas Terapias na FC” e, ainda, com o apoio das
Associacdes Catarinense e Brasileira de Fibrose Cistica, surgiu esta
obra.

Nao tivemos a pretensdo de esgotar o assunto, tdo vasto e com-
plexo, nem de ser perfeitos na elaboragdo destes capitulos, mas apenas
fornecer um material basico de informagao e consulta, para estudantes,
residentes, pediatras e todos profissionais que vivenciam e trabalham
com Fibrose Cistica.

Se este livro atingir o objetivo de divulgar a doenga e aumentar o
numero de diagndsticos, tera cumprido a sua missao.

Norberto Ludwig Neto
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Prefacio

Nas ultimas décadas, a Fibrose Cistica passou por importantes
transformagdes, desde os primeiros anos apds sua descri¢do, quando
era tida como uma doenca pouco freqiiente e, conseqlientemente, pouco
diagnosticada e apresentando uma sobrevida mediana baixa quando
apenas poucos pacientes chegavam a vida adulta. Porém, hoje em dia,
¢ uma das doengas mais estudadas, com um aumento dramatico em
sua sobrevida, e sendo na atualidade um dos diagnosticos diferenciais
mais freqiientemente investigados em pacientes com doenca pulmonar
cronica ou de apresentacao desusada.

A Fibrose Cistica tem servido de padrdo nosoldgico para a elabo-
racdo de protocolos de acompanhamento de pacientes em ambulatorio,
para o desenho de planos de dispensa¢do de medicamentos e também
como modelo de enfermidade que congrega diversos segmentos da
atencdo médica ao necessitar da formagao de equipes multiprofissio-
nais para um cuidado mais efetivo do paciente. Com a formagao desses
centros de diagnoéstico e tratamento e com o seguimento e estudo dos
pacientes fibrocisticos, houve também um maior avango em diversas
areas, como Fisioterapia, Bacteriologia, Genética, Terapéutica e Medi-
cina de Transplantes, entre outras. Mas um dos maiores ensinamentos
que a Fibrose Cistica nos trouxe foi da necessidade do trabalho har-
monico em equipe multiprofissional para um melhor entendimento e
atendimento do paciente.

E com grande satisfagdo que damos as boas-vindas a esta obra inti-
tulada Fibrose Cistica Enfoque Multidisciplinar, produzida pela equipe
multiprofissional do Hospital Infantil Joana de Gusmao de Floriandpo-
lis. O grupo que realizou este trabalho, liderado por Norberto Ludwig,
tem uma experiéncia consolidada no manejo da Fibrose Cistica, € em
sua atividade em prol do paciente fibrocistico, ndo tendo sofrido solugdo
de continuidade ao longo dos anos, estabeleceu um conceituado centro
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de exceléncia, e esses profissionais agora reunem suas vivéncias sob a
forma de um livro que devera ser de grande valia aos demais centros do
Brasil como fonte de consulta, e também aos novos centros em fase de
formacao.

Sendo esta a primeira obra do género publicada em nosso pais,
ela ¢ uma importante reflexdo nacional sobre a experiéncia e o impacto
da Fibrose Cistica em um pais em desenvolvimento vindo preencher
uma lacuna entre as publicagdes médicas de autores brasileiros, e, cer-
tamente, seus frutos reverterdo em beneficio do proprio paciente fibro-
cistico.

Nossos cumprimentos aos autores € nossas boas-vindas a esta
obra que, certamente, alcangara a repercussao merecida.

Fernando Anténio de Abreu e Silva
Grupo Brasileiro de Estudos de Fibrose Cistica
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Capitulo |

Epidemiologia

Evandro Thomsen Antunes

RESUMO

Das doencas genéticas que, na maioria dos casos, levam a 6bito ainda na infan-
cia, a FC ¢ a doenga autossomica recessiva mais comum entre os individuos
caucasianos, com uma incidéncia na Europa e EUA que oscila entre 1:2.000
e 1:8.000 nascidos vivos. O quadro epidemioldgico da doenga tem sofrido
mudancas bastante marcantes nas ultimas trés décadas, quando se avaliam os
dados dos paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos havia, em 1969, cerca
de 8.000 individuos oficialmente registrados com FC; em 1991, 18.926; em
2004, este ntimero ja alcanga 22.714 pacientes. A estimativa ¢ de que 91% dos
afetados vivos com FC estejam diagnosticados. A idade média ao diagnostico
era de trés anos em 2004. A taxa mediana de sobrevida aumentou trinta vezes
nos ultimos cinqiienta anos e duas vezes nos ultimos vinte anos, € vem aumen-
tando, embora bem menos, na ultima década. Na América Latina, apenas a
partir de 1990, com a criacdo do Registro Latino-Americano de Fibrose Cistica
(REGLAFQ), obtiveram-se os primeiros dados epidemiolégicos, publicados
em 1991. Neste estudo se demonstrou que 743 fibrocisticos provenientes de
quatro paises latino-americanos foram registrados no periodo de 1979-89. A
idade média ao diagnoéstico foi de 3,6 anos; a idade média dos afetados vivos
foi de 6,4 anos no Brasil; o tempo médio de sobrevivéncia dos afetados bra-
sileiros apds o diagnostico foi de 3 anos, e apenas 20% sobreviveram mais de
6 anos. Em estudos realizados no Brasil no ano de 2000, a média de idade ao
diagnostico variou de 1,6 a 9,6 anos. A incidéncia, segundo o Ministério da
Saude, ¢ de um caso para cada 2.500 nascidos vivos. Porém, Raskin promo-
veu uma pesquisa em cinco estados brasileiros e concluiu que a incidéncia
total da regido foi de 1:7.500 nascidos vivos (descendentes euro-brasileiros).
A realidade ¢ que ndo dispomos de dados epidemioldgicos precisos sobre a
FC no Brasil. Os poucos estudos realizados no pais refletem a situacdo em um
pequeno numero de afetados de uma tinica cidade ou estado. Uma das maiores
barreiras existentes para o diagnostico da fibrose cistica no Brasil ¢ o fato de a
doenga ser muito pouco conhecida, ndo somente pela populagdo em geral, mas
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também por profissionais da area de saude. Boa parte deste desconhecimento
da classe médica em relagdo a doencga ¢ devida a crenga de que a FC seja ex-
tremamente rara em nossa populagéo e, portanto, este diagnostico nem sempre
¢ o primeiro a ser investigado pelo médico quando um individuo tem sintomas
clinicos compativeis com FC, principalmente naqueles casos em que os sinais
e sintomas ndo sdo bastante tipicos.

INTRODUCAO

A Fibrose cistica (FC), também conhecida como mucoviscidose,
¢ uma doenga genética autossoOmica recessiva, cronica, com manifesta-
¢oes sistémicas, comprometendo os sistemas respiratorio, digestivo e
reprodutor. Considerada a enfermidade congénita letal mais freqiiente
em populagdes caucasianas (Europa Central, Estados Unidos e Aus-
tralia), ocorre por uma disfuncao das glandulas de secrecdo exocrina,
sendo menos freqiiente entre negros e asiaticos '°.

A FC foi descrita pela primeira vez, pelo pediatra sui¢o Fanconi,
como pancreas fibroso e bronquiectasias, em 1936. Dois anos mais
tarde, Dorothy Andersen descreveu as caracteristicas clinicas, anato-
mopatoldgicas e epidemiologicas da FC, e em 1946, Farber e Glanz-
mann criaram o termo Mucoviscidose ao descreverem que outras secre-
¢oes do organismo também estavam afetadas. No ano de 1953, Di
Sant’ Agnese descobriu que esses pacientes tinham um alto contetdo
de eletrdlitos no suor ao detectar uma desidratacdo importante durante
um verdo muito quente. Dois anos depois, nos EUA, foi criada a Cystic
Fibrosis Foundation, e em 1959, Gibson & Cooke padronizaram uma
técnica para medi¢do da concentragcdo de eletrdlitos no suor, padrao
aureo para o diagnostico da FC até os dias de hoje. Em 1985, um grupo
de pesquisadores, entre os quais Lap-Chee Tsui, John Riordane Collins,
localizou o gene da FC, o qual foi clonado e seqiienciado pelos mesmos
pesquisadores em 1989. Nos ultimos anos, os avancos estao em busca
do diagnostico precoce e tratamento agressivo, com o objetivo de pro-
mover uma boa qualidade de vida e evitar danos irreversiveis >°.

Apesar da tecnologia molecular sofisticada disponivel nos labo-
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ratorios de genética, a FC caracteriza-se pelo diagnostico clinico. A FC
classica ¢ caracterizada por doenga pulmonar progressiva, disfungao
pancreatica, eletrélitos no suor e infertilidade masculina. Entretanto,
uma grande variabilidade na expressao clinica (fenotipo) ¢ encontrada
entre os pacientes. Até 20% das criancas afetadas nascem com obstruc¢ao
intestinal e apresentam ileo meconial. Outros pacientes sao diagnostica-
dos com varios modos de apresenta¢do da doenga, desde o nascimento
até a vida adulta. Embora a doenga pulmonar progressiva seja a mais
comum causa de morte na FC, existe grande variabilidade na idade de
inicio e severidade da doenga pulmonar em diferentes grupos etarios. A
extensdo da doencga pancredtica também varia. Até 15% dos pacientes
possuem func¢do pancredtica exocrina normal. Um pequeno grupo de
pacientes tem sintomas tipicos de forma relativamente leve, mas possui
teste no suor normal/borderline, chamados de “FC Atipica”. A variabi-
lidade também ¢ encontrada na infertilidade masculina. A maioria dos
pacientes masculinos ¢ infértil devido a auséncia bilateral dos vasos defe-
rentes; entretanto, alguns poucos casos de fertilidade ja foram descritos*.

INCIDENCIA DA FC E MUTACAO GENETICA

A incidéncia da FC varia entre os paises (Figura 1), e entre grupos
étnicos de um mesmo pais, oscilando entre 1:2.000 e 1:5.000 cauca-
sianos nascidos vivos na Europa, nos Estados Unidos e no Canada’.
Exemplos de alta incidéncia atribuida a deriva genética sdo observados
em certas partes do Reino Unido (1:3.777) e entre a populacdo amish
norte-americana (1:640 a 1:1.200). Na populagdo européia, as maiores
incidéncias sdao encontradas nas ilhas britanicas (1:2.000), e na Franca
(1:2.500); decrescem para o norte (1:3.700 na Bélgica e Holanda,
1:4.700 na Dinamarca), também para o centro e oeste (1:6.000 na
Polonia) e para o sul (1:3.500 na Espanha e Grécia)’.
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Figure 1: Incidence of cystic fibrosis

Figura 1 - Incidéncia da FC no mundo segundo a Organiza¢do Mundial de
Saude

A incidéncia da FC no Brasil e na América Latina ¢ desconhecida.
Nao existem estudos epidemiologicos ou triagem neonatal abrangente
que permitam estimar a incidéncia nas diversas regides do pais. Ha
estimativas de que 10% do total anual de afetados sao diagnosticados,
o que confere uma impressdo erronea de baixa incidéncia na popula-
¢do brasileira’. Na Regido Sul do pais, a incidéncia estimada ¢ mais
proxima da populacdo caucasiana centro-européia, enquanto que, para
outras regides, diminui para cerca de 1:10.000 nascidos vivos'?.

Raskin®, analisando 2.683 recém-nascidos de cinco estados brasi-
leiros, encontrou resultados surpreendentes, mostrando que a incidén-
cia da doenga no Sul e Sudeste ¢ de 1:7.576 nascidos vivos (Tabela I).
No Estado do Rio Grande do Sul, foi observada a mais alta freqiiéncia,
variando entre 1:1.600 e 1:6.700 (similar a maioria dos paises euro-
peus). Isso implica que 1:20 habitantes ¢ portador do gene da FC.

Tabela I - Incidéncia da FC no Sul e Sudeste do Brasil
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Estado Incidéncia da Pessoas Portadoras do Gene da
Fibrose Cistica Fibrose Cistica
Rio Grande do Sul 1:1.587 1:20
Santa Catarina 1:12.195 1:56
Parana 1:6.803 1:42
Sao Paulo 1:32.258 1:90
Minas Gerais 1:21.277 1:73
Total 1:7.576 1:44

Fonte: Referéncia 5

A FC ¢ causada por mutacdes no gene CFTR (Cystic Fibrosis
Tramnsmembrane condutance Regulator). Cada individuo herda um
gene CFTR do pai e um gene CFTR da mae, e ambos os genes sdo cha-
mados alelos CFTR. Quando uma mutacao ¢ encontrada em somente
um alelo, o individuo ¢ chamado de portador da FC. Na doenga autosso-
mica recessiva, os pais sdo portadores do gene, mas ndo tém sintomas.
A probabilidade, em cada gravidez, ¢ de um filho(a) com doenca (25%),
ou portador (50%), ou saudavel (25%).

J& foram descritas mais de 1.500 mutacdes responsaveis pela
transmissao da doenca, desde a descoberta do gene da FC em 1989. O
gene localiza-se no brago longo do cromossomo 7, no locus q31, e tem
a propriedade de codificar um RNAm de 6,5 quilobases, que transcreve
uma proteina transmembrana, reguladora de transporte i6nico, com-
posta por 1.480 aminoacidos, conhecida como CFTR (cystic fibrosis
transmembrane condutance regulator), estando envolvida na regu-
lagdo do fluxo de Cl, Na ¢ agua®®’. A mutagdo Delta F 508 é a mais
freqiiente das mutagdes encontradas na populagdo mundial, embora
outras, como G542X, G551D, N1303K e W1282X, podem ser rela-
tivamente freqiientes, dependendo da origem étnica da populagao®’®.
Estudos demonstram que AF508 ocorreu hd mais de 52.000 anos, em
uma populacdo geneticamente distinta de qualquer grupo europeu atual,
e propagou-se por toda a Europa em expansodes cronologicamente dife-
rentes’.

A Tabela II mostra a incidéncia da FC ¢ da mutacdao AF 508 em
varias regides do mundo. No Norte da Europa, aproximadamente 70%
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dos cromossomos de FC tém a mutacdo F508, cuja incidéncia diminui
para o Centro e Sul da Europa®*!°. Sua freqiiéncia pode variar de 87%
entre os dinamarqueses, até¢ cerca de 20% na Turquia®. Na Franca, a
mutagdo AF508 estava presente em 67,7% dos cromossomos de uma
populagdo de 2.666 pacientes com FC!',

Na América do Norte, a incidéncia da FC é cerca de 1:3.500. As
mutacdes refletem a origem geografica de uma populagao com forte paren-
tesco com a Europa*. Nos Estados Unidos, as mutagdes mais freqiientes
foram: AF508 (66%), G542X (2,4%), G551D (1,6%), N1303K (1,3%)
e W1282X (1,2%)*'2, No Canada, a maioria das mutagdes novamente
reflete a forte relagdo com a origem européia da populagdo caucasoide’.

Tabela II - Incidéncia da FC e mutagdo AF508 em diversos paises

Pais ou Populagio lncidénciz} AF508
(1 caso por x nascimentos) (%)
Finlandia 25.000 46,2
México 8.500 41,6
Suécia 7.300 66,6
Pol6nia 6.000 57,1
Irlanda do Norte 5.350 57,1
Russia 4.900 54,5
Dinamarca 4.700 87,5
Noruega 4.500 60,2
Holanda 3.650 74,2
Espanha 3.500 52,9
Grécia 3.500 52,9
Estados Unidos 2.835 68,6
Republica Tcheca 2.833 70,0
Reino Unido 2.600 75,3
Australia 2.500 76,9
Italia 2.438 50,9
Franca 2.350 67,7

Suica 2.000 57,2
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Irlanda 1.800 70.4
Emirados Arabes 15.876 26,9
Brasil 6.902 47,7
Chile 4.000 29,2
Escocia 1.984 71,3

Fonte: Referéncia 4

Na Asia, a FC é normalmente rara e existem poucos registros
de pessoas afetadas de origem asidtica. A incidéncia exata ndo ¢ bem
conhecida, mas a incidéncia para asiaticos no Reino Unido (principal-
mente paquistaneses e indianos) ¢ 1:10.000, e 1:40.000 nos EUA. No
Japdo, a incidéncia estimada ¢ 1:100.000 a 350.000 nascidos vivos.
Existem poucas informagdes disponiveis da maioria dos paises. A fre-
quiéncia da mutacao AF508 alcanga 60% nos pacientes paquistaneses, €
20% nos indianos, e 10% nos japoneses®*.

Na América Latina, a composi¢ao étnica ¢ muito heterogénea. Em
paises como o Uruguai e Argentina, cerca de 90% da populacdo ¢ cau-
casiana, enquanto que em outros, por exemplo, México, Colombia ou
Chile, entre 57% e 85% sao mesti¢os (caucasoides + amerindios). Em
acréscimo, no Uruguai, Equador, Colombia, Venezuela e Brasil, a pre-
senga de descendentes africanos ¢ importante, embora este percentual
ndo exceda 10%*. No estudo de Bobadilla e cols. para analise compara-
tiva, a América do Sul foi dividida em costa oeste (Coldmbia, Equador e
Chile) e costa leste (Venezuela, Brasil e Argentina). Foi encontrada uma
diferenca significativa na freqiiéncia da mutacao AF508, isto ¢, 29,9%
nos paises do Oeste versus 45,3% nas nagdes do Leste, confirmando um
laco maior com a colonizac¢do européia vindo, principalmente, com os
portugueses, espanhois e judeus'.

No Brasil, na casuistica de Alvarez e cols. (2004)", a mutagdo
AF508 estava presente em 50% dos 192 cromossomos estudados de uma
amostra de 104 pacientes fibrocisticos em Sao Paulo. As outras mutagdes
foram encontradas nas seguintes porcentagens: G542X (4,17%),N1303K
(2,08%), G551D (1,04%), R553X (0,52%), W1282X (0,52%).

Também no Brasil, Raskin e cols. (1993)" estudaram 190 pacien-
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tes do Sul e Sudeste: 60 do Rio Grande do Sul, 24 de Santa Catarina,
17 do Parana, 58 de Sdo Paulo e 31 de Minas Gerais. Eles encontraram
uma média de 47% dos alelos com a mutacao AF508. As outras muta-
¢oes foram G542X (5,5%), N1303K (2,6%), R553X (0,8%) e G551D
(0,2%). Entretanto, quando a freqiiéncia foi considerada em relacao ao
estado de origem dos pacientes, eles encontraram a mutagcdo AF508 em
49% no Rio Grande do Sul, 27% em Santa Catarina, 44% no Parana,
52% em Sdo Paulo € 53% em Minas Gerais > "4, Por outro lado, em
estudo com 33 pacientes com diagndstico clinico de FC nascidos no
Estado do Para, Regidao Norte do Brasil, Araujo e cols. detectaram a
mutagdo em 22,7% dos pacientes’. Similarmente, um estudo condu-
zido no Rio de Janeiro' encontrou uma freqiiéncia reduzida de AF508
(30.68%) em comparacdo com as taxas mundiais e aquelas registra-
das em outras populacdes do Sul e Sudeste brasileiros. Portanto, como
pode ser visto na Tabela III, varios outros estudos sobre a prevaléncia
da fibrose cistica no Brasil t€ém sido realizados indicando uma freqiién-
cia menor desta mutagdo em comparacao aos estudos europeus e norte-
americanos (cerca de 70%), provavelmente devido a grande miscigena-
¢do de ragas no Brasil'- 4,

Tabela III - As quatro mutagdes mais prevalentes da FC no Brasil

Regido (Ti\h'lmero MUTACOES C6) Referéncias
calelos  AFs08  G542X  GS5ID  R553X

SUL

Rio Grande do Sul 106 49,1 2,8 0 0 16

Rio Grande do Sul 154 48,7 3,2 0 0,7 17

Santa Catarina 58 55,2 3,5 0 16

Santa Catarina 48 27 0 0 0 18

Parana 100 39 9 0 16

SUDESTE

Séo Paulo 110 52,7 10 0.9 2.7 16

Rio de Janeiro 88 30,7 2,3 1.1 0 15
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Rio de Janeiro 148 25,7 0 0 0 19
Rio de Janeiro 34 35,3 - - - 18
Minas Gerais 62 32,6 4,2 0 0 16
NORTE

Belém 66 22,7 0 3 0 7

Fonte: Adaptado de Araujo FG e cols’.

Considerando a heterogeneidade da populacdo brasileira, o fluxo
migratorio entre as regides e a composicao étnica diferenciada na popu-
lacdo das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, espera-se que a freqii-
éncia das mutagoes FC, como também sua incidéncia, varie entre as dife-
rentes regides e populagdes do Brasil, bem como na América Latina’.

IDADE AO DIAGNOSTICO E IDADE ATUAL

O diagnostico pode ser feito em varias oportunidades: antenatal,
quando j& houver casos na familia (por biopsia de vilosidade corionica,
seguida de andlise genética), o que poderia reduzir a prevaléncia de FC
apods o aconselhamento genético; no primeiro ano de vida, por manifes-
tagdes precoces, como ileo meconial; pela realizacdo da triagem neona-
tal ou, finalmente, quando ha manifestagdes clinicas da doenga'.

Nos EUA e paises da Europa, o diagndstico ¢ feito precocemente,
antes do primeiro ano de vida, o que proporciona a essas criangas serem
tratadas e monitoradas quanto a variaveis que influenciam diretamente
no progndstico da doenga'. Existem, porém, poucos trabalhos ana-
lisando a populacao de fibrocisticos dos paises em desenvolvimento.
Desta forma, o tratamento e as medidas de satde publica oferecidos aos
fibrocisticos de tais paises sdo baseados em dados internacionais, sem
se levar em conta suas peculiaridades!!.

No Brasil estima-se que haja 2.000 pacientes com FC, regis-
trando-se perto de 3.000 internagdes pela doenca nos ultimos cinco
anos®. O diagnoéstico em 40 a 50% dos casos ¢ feito apos os trés anos
de idade’. Dados do Registro Latino-Americano de Fibrosis Quistica
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(REGLAFQ), onde estdo incluidos também os registros do Brasil,
mostram que a média de idade ao diagndstico era de 3,6 anos em
199152, e de 3,9 anos em 1996°.

E perceptivel a diferenca no niimero de casos diagnosticados e
acompanhamento no Brasil, na América Latina e nos EUA. Os dados
epidemiologicos do Brasil relativos ao nimero total de afetados sao
semelhantes aos de outros paises da América Latina (REGLAFQ 1992,
1997). Enquanto nos EUA apenas no ano de 1996 foram diagnosticados
cerca de 900 casos novos e aproximadamente 20.886 afetados eram
acompanhados em centros de referéncia, isto em um pais que tem popu-
lagdo menos de duas vezes maior do que a brasileira (Cystic Fibrosis
Foundation, 1997), em toda a América Latina foram diagnosticados
apenas 168 casos (REGLAFQ, 1997)°.

Em estudos realizados no Brasil, a média de idade ao diagndstico
variou de 1,6 a 9,6 anos'’. No estudo de Alvarez e cols., 104 pacientes
acompanhados por 10 anos (1990-2000), a mediana de idade no diag-
nodstico foi de 2 anos e 4 meses''. O Registro Brasileiro de Mucovisci-
dose (REBRAM) divulgou em 1995 que a idade média do diagnostico
no Brasil era de 4,5 anos. Raskin, em seu estudo, no periodo de 1971
a 2000, analisando 300 pacientes afetados de cinco estados brasileiros
(Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo e Minas Gerais),
encontrou a média de 3,1 anos de idade ao diagnostico (mediana de 14
meses), ¢ idade média de 12,6 anos (mediana 11,8 anos)’.

Na Europa, a média em 1998 foi 2,5 anos, de acordo com os
dados do Epidemiology Registry of Cystic Fibrosis Annual Report®’.
Por outro lado, nos Estados Unidos, segundo Cystic Fibrosis Founda-
tion*? de 2004, que tem registrado 22.714 pacientes, a média de idade ao
diagndstico € de trés anos e a mediana de seis meses; 41,8% dos pacien-
tes tém mais de 18 anos. Estes dados comparativos estdo evidenciados
na Tabela IV.

Tabela IV - Comparagdo estatistica na FC, relativos a idade atual e do
diagnostico
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USA EUROPA L/?fl\l/[N A BRASIL*
2004 1998 1997 2000
Numero de pacientes 22.714 9.717 1.717 300
Idade ao Diagnostico
Média (a) 3,0 2,5 3,9 3,1
Mediana (m) 6,0 12,0 17 14
Idade Atual
Média (a) 16,0 15,5 10,4 12,6
Mediana (a) 13,8 14,0 8,6 11,8

(a) = anos; (m) = meses.

* dados estatisticos de 5 estados brasileiros

E evidente que a América Latina como um todo necessita aumen-
tar os esforgos para realizar o diagndstico precoce da FC, como ressalta
a Organizagdo Mundial de Satde, desenvolvendo centros de diagnos-
tico e tratamento para FC com equipe multidisciplinar; triagem neonatal
para determinar a incidéncia e identificar os recém-nascidos afetados;
implementag¢do dos laboratdrios para identificar as mutagdes da FC;
organizagdo nacional envolvendo familiares, amigos e outros volun-
tarios; estabelecimento de um registro nacional; divulgacao sobre esta
condicdo para profissionais de saude, autoridades publicas e populacao
geral'!,

O atraso em se fazer o diagndstico da FC talvez se deva a super-
posi¢do de sinais e sintomas de patologias comuns do nosso meio,
como ¢ o caso das diarréias cronicas, da desnutricao e das infec¢des
pulmonares® .

No Canad4, aproximadamente um em cada 3.600 nascidos vivos
tem FC; aproximadamente 60% sdo diagnosticados no primeiro ano de
vida, e 90% até os 10 anos de idade. Dados do Canadian Cystic Fibro-
sis Foundation de 2004 tém registrado 3.453 pacientes com a doenga,
sendo 47,6% da populacdo fibrocistica, adultos com mais de 18 anos®.

SOBREVIDA
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Entre 1930 e 1940, quando a FC foi identificada pela primeira
vez, a sobrevida acima dos cinco anos era muito rara; a doenga era
considerada uma doenca da infancia, com 80% das criangas afetadas
morrendo no primeiro ano de vida. Nos ultimos 30 anos, com maior
entendimento da doenga, diagndstico precoce, acesso a terapéutica ade-
quada e as associagdes de pais, aproximadamente 35% das criancas
sobrevivem até a idade adulta® ' 2%, Porém, ainda assim, 15-20% das
criangas com FC morrem antes de seu décimo ano de vida’.

Na América Latina, em um estudo retrospectivo (1960-1989),
com participagdo de 34 centros provenientes de 10 paises, totalizando
1.827 pacientes, pode-se observar que 50% das criancas seguiam vivos
seis anos apos o ingresso ao centro de referéncia. Esta cifra baixou para
26,2% aos 10 anos de seguimento, e somente 10% dos pacientes per-
maneciam vivos 15 anos depois do seu ingresso®. A média de idade ao
diagnostico, ingresso e falecimento € vista na Tabela V.

Tabela V - Idade ao diagnostico, ingresso ao Centro de Referéncia e falecimento
de pacientes com FC na América Latina (1960-1989)

Média Desvio padrao
Idade ao diagndstico 3,7 anos 5,22 anos
Idade ao ingresso 4,51 anos 6,10 anos
Idade ao falecimento 6,68 anos 8,46 anos

Fonte: Referéncia 21

Fernandez e cols.”® citam, em seu trabalho, um registro compa-
rando a sobrevida posterior ao diagnostico em quatro paises latino-
americanos em 1991, observando-se que ndo existe diferenca signifi-
cativa entre eles, excetuando-se o caso da Argentina, em que 65,4%
dos pacientes com fibrose cistica alcangaram os quatro anos de vida.
Entre os brasileiros, apenas 20% sobreviveram mais de 6 anos, con-
forme Tabela VI.

Tabela VI - Sobrevida posterior ao diagnostico na FC
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Sobrevida Argentina Brasil Chile Meéxico
(anos) % % % %
1 90,8 85,9 84,0 86,5
2 83,6 68,8 72,0 79,5
3 72,7 50,0 64,0 69,9
4 65,4 40,0 54,3 58,8
5 58,6 27,2 42,8 46,5
6 51,1 20,0 33,3 33,8

Fonte: Referéncia 22

No Brasil, no Estado de Minas Gerais, Reis € cols.!?, estudando os
pacientes admitidos em um periodo de 20 anos (1977-1997), demons-
traram que a probabilidade de sobrevida de cinco anos apds o diag-
nostico foi estimada em 80%, e apds os 10 anos, em 73%. Em outro
estudo, deste mesmo autor, a sobrevida mediana, apds o nascimento,
de uma coorte de 111 pacientes diagnosticados entre 1970 e 1994, em
Minas Gerais, foi de 12,6 anos. Na casuistica de Alvarez e cols.!! foram
estudados 104 pacientes atendidos em Sao Paulo, entre 1990 e 2000; a
sobrevida mediana apds o diagnostico foi de 18,4 anos.

Nos Estados Unidos, a sobrevida mediana aumentou de um ano
em 1940 para 20 anos em 1980. Outro estudo cita que a expectativa de
vida em 1988 era de 29 anos e em 1996 atingiu 31,3 anos'*?’. Segundo
dados da Cystic Fibrosis Foundation®, em 2004 este nimero alcangou
35,1 anos, e na Europa, dados de 1998 revelam uma sobrevida de 32
anos?®! (Tabela VII).

Em um estudo envolvendo 10 paises da Europa, América do
Norte e Australia, concluiram que a média internacional da idade da
morte aumentou de 8 anos em 1974 para 21 anos em 19942,

A desnutri¢do e a deterioracdo da fun¢do pulmonar ja estdo bem
documentadas como fatores de mau prognostico. Nossos pacientes
apresentam peso e estatura abaixo do percentil 5, muito mais signifi-
cativos que os pacientes norte-americanos ¢ europeus (Tabela VII). A
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demora no diagnoéstico entre as nossas criangas e o reduzido numero de
centros especializados no tratamento da FC sdo também outros fatores
que contribuem para a piora da sobrevida entre os fibrocisticos®.

Tabela VII - Dados estatisticos da FC nos EUA, Europa e Brasil

Europa .
EUA 2004 1998 Brasil 2006
Numeros de pacientes 22.714 9.717 2.181
Numeros de centros 113 20,4 22
(8 paises)

<p 5 peso (%) 15,7 17,4 39,0%*
<p 5 estatura (%) 16,3 - 38,0*
Idade sobrevida Mediana (a) 35,1 32 -

* REBRAM 1995

A baixa sobrevida, embora tenha uma melhora gradativa com o
passar dos anos, ainda ¢ preocupante quando comparado a paises desen-
volvidos da Europa e Estados Unidos, sugerindo que temos de melhorar
as condigdes diagnosticas ¢ terapéuticas em nosso meio'" %,

TRIAGEM NEONATAL

Atualmente, a maioria dos estados do Brasil ndo realiza triagem
neonatal para FC, e sua realizacao gera controvérsias. Os pontos negati-
vos para a realizagdo da triagem incluem o custo elevado, os resultados
falso-positivos e falso-negativos e o fato de revisdes recentes nao terem
demonstrado diferenga na evolucdo da FC entre pacientes diagnosti-
cados por triagem neonatal e aqueles que tiveram diagnostico apds o
inicio dos sintomas'- %2829,

Até o momento, poucos paises, como Australia, Nova Zelandia,
Franga, Austria, Polonia, Estados Unidos e Inglaterra, tém um pro-
grama Nacional de Triagem Neonatal. No Brasil, a triagem para FC foi
implantada em 2001 pelo Ministério da Saude, e atualmente somente
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trés estados (Tabela VIII) fazem o exame no primeiro més de vida:
Parana, Santa Catarina € Minas Gerais'.

Tabela VIII - Triagem neonatal para FC no Brasil até dezembro/ 2005

Inicio Triados Diagnodstico  Incidéncia
Santa Catarina Outubro/2001 383.012 44 1:8.704
Parana Setembro/2001 508.989 56 2:9.089
Minas Gerais Julho/2003 648.454 61 1:10.630
Brasil 1.540.455 161 1:9.568

Fonte: ABRAM

Os programas experimentais, com triagem neonatal, realizados
com milhdes de criancas na Europa, ndo trouxeram conclusdes objeti-
vas®. No Brasil, como se demora em média quatro anos para realizar o
diagndstico, o prognodstico torna-se desfavoravel para o fibrocistico. O
diagnostico precoce por meio da triagem neonatal tem proporcionado
aos profissionais que acompanham essas criangas um melhor conheci-
mento sobre a doenga e sua historia natural', associado a alguns bene-
ficios, como tratamento nos primeiros meses de vida, aconselhamento
genético e prevencao de complicagdes, como, por exemplo, 0 acompa-
nhamento da curva pdndero-estatural e a presenga de colonizagdo de
vias aéreas superiores por patogenos, que tém relagdao intima com pior
prognostico da doenga'- > 101127,
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Capitulo 11

Diagnostico

Lairton Valentim

RESUMO

O diagnéstico da Fibrose Cistica, apesar de muitas vezes ser dificil, vem au-
mentando no Brasil. Isto se deve a um maior conhecimento e preocupagéo rela-
cionada a doenga em escolas médicas e também a divulgag@o para a populagéo
em geral, por meio de campanhas de esclarecimentos, como o Dia Nacional
de Divulgagdo e Conscientizagdo da Fibrose Cistica, com participagdo impor-
tante de profissionais de satide e associac¢des de pais. O diagnostico ja pode ser
feito intra-utero, com o desenvolvimento de modernas técnicas associadas a
genética ou no periodo neonatal, com implantacdo da Triagem Neonatal para
Fibrose Cistica em alguns estados brasileiros, incluindo Santa Catarina. A his-
toria familiar positiva, associada a uma ou mais caracteristicas fenotipicas e/ou
screening neonatal positivo ¢ com dosagem de cloro no suor alterada (em duas
amostras > que 60 meq/1 com intoforese com pilocarpina), realiza o diagnosti-
co. Em locais onde a identificacdo de mutagdes para Fibrose Cistica é possivel,
a presenga de dois alelos também ¢ suficiente para a comprovagdo da doenca.
Em alguns casos de dificil elucidagdo, a demonstracdo de transporte idnico
anormal em epitélio nasal ou retal pode ser necessaria. Exames que avaliam
a func@o pancreatica, como clastase pancreatica ou pacientes que estdo em
investigagdo de esterilidade, também podem ser uteis no diagnostico.

INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC) ainda ndo tem sua incidéncia e prevalén-
cia mapeadas em nosso pais, assim também seu diagndstico encontra
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dificuldades de realizagdo em varias regides. A doenga merece atencao,
cuidados e conhecimentos especificos, em virtude, principalmente, do
prognostico e suas implicacdes genéticas e familiares. A precocidade,
no diagnoéstico ¢ fundamental, por se tratar de doenga de complicagdes
freqlientes, de implicagdes clinicas multissistémicas e abordagem mul-
tidisciplinar, envolvendo importantes correlagcdes socioeconomicas.

Sinais e sintomas ja podem ocorrer nas primeiras semanas de vida,
como tosse, cristais de sal sobre a testa, e suor muito salgado. Em torno
de 5% dos pacientes apresentam obstru¢ao intestinal por ileo meconial.
As manifestagdes pulmonares, gastrintestinais, atraso de crescimento e
desenvolvimento ou formas menos freqiientes, como hipoproteinemia e
deplecao de sal, sdo apresentagdes classicas da enfermidade.

Tabela I - Manifestagdes Clinicas e Diagndstico da Fibrose Cistica Johns
Hopkins Hospital — 194 pacientes

Manifestagdo inicial Percentagem Intervalo do Diagnostico Meses
Pulmonar 33,5 9,3

Historia Familiar 19,6 1,1

Esteatorréia 11,4 20,9

Esteatorréia e Pulmonar 10,3 3,8

Miscelanea 9,3 22,2

Reproduzido: 1 Rosenstein, B.J. and gbaum, T.S. Diagnosis, in Cystic Fibrosis, Lynn Taussig, p.
85-110

As manifestagdes pulmonares precoces, como sibilancia, tosse
persistente e pneumonia, sdo as mais comuns e freqiientes (Tabela I).
Ocorrem ainda manifestagdes nao tao freqlientes, classificadas como
miscelanea, que incluem alcalose metabolica cronica, sindrome deple-
¢do de sal, hipoproteinemia, edema, podlipos nasais, ictericia neonatal
prolongada e prolapso retal (Tabela II).
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Tabela I1 — Manifestagdes clinicas iniciais menos freqiientes para o Diagnostico
da Fibrose Cistica

Neonatal Respiratorio Gastrintestinal Malabsorg¢ao Deplecao Sal
Atresia Pélinos Nasais Pancreatite Deficiéncia Vit. “Gosto
Intestinal P Recorrente AD,E, K salgado”
Volvo . Desidratagio
intestinal Mucocele Hepatomegalia Edema Hipotonica
Bronquite por P. Alcalose
Aeruginosa/E. Hipoproteinemia Metabolica
Aureus Croénica
Ictericia Aspergilose Impacfa}(;ao
rolongada  bronco-pulmonar Mucdide
p & p Apendicular
Intussuscepcao

Fonte: Diagnosis, in Cystic Fibrosis, Lynn Taussig, Ed Thieme-Stratton Inc, New York ,1984.

Nos paises desenvolvidos, a maioria dos pacientes tem diagnés-
tico firmado antes dos dois anos de idade. No Brasil, 40 a 50% dos
casos sdo diagnosticados apos trés anos de idade. E responsabilidade
do pediatra geral estar alerta para as manifestacdes clinicas da FC, para
melhor orientar os exames diagndsticos.

Tabela III — Critérios maiores ¢ menores para o Diagnostico da Fibrose

Cistica
Critérios Maiores Critérios Menores
Duas Mutagdes no gene da FC Doenga Pulmonar obstrutiva ou Supurativa
Dois testes do Suor Alterados Doenga Sinusal Cronica

Historia Familiar de FC

TIR Neonatal

Medida Potencial na Mucosa Nasal

Fonte: Ribeiro, J.D. J. Pediatr. (Rio de J.) v.78 supl. 2, Porto Alegre, nov./dez. 2002.



46 Ludwig Neto (Editor), FIBROSE CISTICA ENFOQUE MULTIDISCIPLINAR

Esta realidade ndo se confirma, e o diagnostico tardio ainda ¢ um
grande desafio a ser vencido, excegao feita aos locais onde ¢ realizada
a triagem neonatal para FC.

Dezenas de procedimentos e exames foram testados ao longo dos
ultimos anos, a maioria descartada devido a sua imprecisdo na confir-
macgao do diagnoéstico. Dentre os testes ja utilizados e descartados, des-
tacam-se: a pesquisa da albumina meconial com uma incidéncia falso-
positiva acima de 10% e falso-negativa em torno de 25% a 40%, por
causa, provavelmente, da fungao residual pancreatica >*.

GENOTIPOS E FENOTIPOS

Quando se quer pesquisar a presenga de um alelo ou um gene para
FC, um gendtipo, pode-se utilizar a analise de polimorfismo de frag-
mentos do DNA, que, quando comparados com sondas padrdes, podem
identificar a seqiiéncia dos marcadores de genes através da reagcdo em
cadeia da polimerase " .

Podem-se colher estas amostras de um o6vulo que ainda sera
implantado (inseminacgao artificial), do sangue do paciente ou dos pais
ou parentes, e, por meio da analise do vilo coridnico, em torno da 12*
semana de gestacao. O grande desafio que encontramos esta na correla-
¢do de genotipos com fendtipos, uma vez que dispomos de uma imensa
variedade de subtipos e subgrupos de alteragdes gé€nicas. A proteina
CFTR, clonada em 1989 e mapeada ao longo do cromossomo 7, foi o
inicio para encontrar subtipos de alteragdes genéticas mais freqiientes
dentro das populagdes de paises ou até de subpopulagdes, por intermédio
da técnica de reagdo em cadeia de polimerase’®. Em populag¢des peque-
nas ou sem muita miscigena¢do, como a populacao judaica Ashkenazi,
isto foi possivel gracas a mutacdo W1282X, responsavel por 50% do
total de casos. Infelizmente este fato ndo ocorre no Brasil, apesar de
termos uma grande percentagem de caucasianos, ¢ de uma boa parte dos
pacientes identificados como DeltaF508 °. Para complicar ainda mais
esta questdo, as relagdes entre genotipos e fendtipos encontram outros
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elementos que interferem na expressdao da doencga, incluindo fatores
diferentes da proteina CFTR, influéncias do meio ambiente e fatores
infecciosos, além, evidentemente, dos tratamentos médicos, tanto na
sua precocidade como na sua qualidade'®. Sabe-se, por exemplo, que o
DeltaF508, G542x e o N1301K estdo relacionados com doenga pancre-
atica e pulmonar mais severa, enquanto o R117H e Q1291H, a quadros
mais leves. Os tipos R117H e D1152h com suficiéncia pancreatica e
testes do suor normais ou pouco aumentados e manifestagdes clinicas
mais tardias '"'2. O genotipo mais estudado é o DeltaF508, mas este
também apresenta comportamentos clinicos diferentes. Podemos ter
pacientes desse grupo com perda precoce da fun¢do pulmonar e outros
com capacidades pulmonares muito razoaveis na segunda ou na terceira
década de vida’. Outros estudos mostraram que combinagdes genotipi-
cas distintas, como DeltaF508 num alelo, e G542x em outro, produziam
doengas com quadros graves, como se houvesse a mesma mutagao nos
dois alelos; portanto, combinagdes de formas severas geram fenotipos
severos'’.

Do ponto de vista clinico, a presenca de insuficiéncia pancrea-
tica estd relacionada diretamente ou ndo com os resultados dos testes
diagnésticos e triagem, como, por exemplo, a tripsina imunorreativa’.
Infelizmente, quando tentamos correlacionar o gendtipo com o quadro
pulmonar, ndo encontramos a mesma correlagao'.

Outra importante questdo estd nos genotipos R117H e P67L,
que apresentam somente auséncia bilateral dos vasos deferentes e
ndo doenga pulmonar, nem insuficiéncia pancreatica, colocando esses
pacientes em um grupo que poderia ser uma nova doenga, mas nao a
Fibrose Cistica'’.

Novos conceitos de analise genotipica sugerem que poderia haver
. que produziriam uma proteina CFTR alternativa, reduzindo a gravi-
dade da doenga e, portanto, favorecendo para essa variedade de mani-
festagdes clinicas que nos apresenta na atualidade!'®.
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SCREENING NEONATAL (TESTE DA TRIPSINA IMUNORRE-
ATIVA - TIR)

Nao abordaremos aqui as questoes técnicas ligadas a dosagem da
TIR no periodo neonatal, abordadas em outro capitulo do livro, e nos
deteremos a falar sobre as questdes polémicas envolvendo o teste em
rela¢do ao diagnodstico da FC.

A tripsina imunorreativa ¢ um marcador de insuficiéncia pancre-
atica e, portanto, pode estar alterado em outras doengas ligadas ao mau
funcionamento do 6rgdo no periodo neonatal. Durante um periodo onde
esta elevado, até cerca de 6 semanas, atinge niveis entre 5 a 10 vezes
os valores normais. O aumento da enzima ocorre devido uma obstru-
¢do dos canaliculos pancredticos, fazendo com que a TIR aumente seus
niveis sanguineos, uma vez que ¢ absorvida pelas células pancreaticas.
Apo0s o periodo de 6 semanas retorna a niveis normais'’.

O teste de triagem neonatal da TIR ndo tem como objetivo o diag-
noéstico da doenga, tendo a finalidade de separar populagdes sadias e
populagdes que apresentam a possibilidade de ter a doenga. Muita polé-
mica ainda existe acerca do teste, principalmente pelos exames falso-
positivos ou negativos. Alguns autores tém apresentado a teoria de que
os testes ndo seriam indicados para familias com historia negativa para
Fibrose Cistica'®. Por outro lado, existem evidéncias de que o diagnos-
tico, logo nos primeiros meses da doenca, poderia alterar seu curso
natural, pela precocidade das intervengdes'® 2.

Uma revisao foi publicada recentemente, patrocinada pela Cystics
Fibrosis Foundation, envolvendo varios autores de varios continentes,
em que relatam que o diagndstico precoce realizado pelo teste do TRI
deve ser aconselhado, demonstrando grandes beneficios aos pacien-
tes relacionados a fatores nutricionais, nimero de hospitalizacdes e
aumento da sobrevida®'.

Quando se avalia somente o dado morte, percebe-se que boa parte
poderia ser evitada com um diagndstico precoce neonatal®’. Contraria-
mente a opinido anterior, alguns especialistas colocam que a ansiedade
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da familia e a presenca das criancas a clinicas de Fibrose Cistica expo-
riam os mesmos a riscos desnecessarios? %,

O teste realizado em alguns estados brasileiros deve ser encarado
como um assunto sério ¢ que deve ser sempre acompanhado de um
sistema adequado, com médicos preparados, equipes multidisciplina-
res, servico de aconselhamento genético e acompanhamento intensivo
das familias envolvidas.

A triagem neonatal para Fibrose Cistica também pode ser reali-
zada com a incorporagdo do estudo genético associado ao TIR. Porém
algumas falhas podem ocorrer quando nao se incluem mutagdes nao tao
freqiientes nesses testes®.

Gregg e colaboradores compararam o uso da TIR sozinho e em
associacdo com a sonda do DNA, para as 10 mutagdes mais freqiientes,
e encontraram resultados muito parecidos em ambos os métodos®.

TESTE DO SUOR

Desde a descricao de di Sant’Agnese em 1953, sobre a composi-
¢ao anormal de sodio e cloro no suor em Fibrose Cistica, até os dias de
hoje, o teste do suor ndo teve alteragdo’. Padrdo ouro para o diagnos-
tico da FC, com elevada sensibilidade e especificidade (>95%), baixo
custo e ndo invasivo. Atualmente, o unico procedimento aceitavel ¢ o
da dosagem quantitativa de cloretos no suor, obtido pelo método da ion-
toforese por pilocarpina, padronizado por Gibson & Cooke*. A quanti-
dade de suor deve ter no minimo entre 50 mg ¢ 100 mg, como ¢ abor-
dado no capitulo especifico.
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Tabela I'V — Principais indica¢Ges para realizagdo do Teste do Suor

Respiratoria

Gastrintestinal

Metabolicas e outras

Tosse cronica

Pneumonia repeti¢ao
Sibilancia cronica
Hiperinsuflagdo pulmonar

Atelectasias

Bronquiectasias

Hemoptise

Infecgdo respiratoria pelo
Pseudomonas Aeruginosa

Polipos nasais
Pansinusite

Hipocratismo Digital

Ileo meconial

Ictericia neonatal
prolongada

Esteatorreia

Prolapso retal

Impactagdo Mucoide
Apendicular

Obstrugdo intestinal
inespecifica

Intussuscepgao recorrente
Cirrose Hepatica

Hipertensao Porta

Pancreatite Recorrente

Historia Familiar

Atraso do crescimento e
desenvolvimento
Hipoproteinemia

Edema

Beijo Salgado
Cristais de sal sobre a pele
Sindrome deplegdo de sal

Alcalose metabdlica
Hipoprotrombinemia
Deficiéncia vit. A

Azospermia e infertilidade

Fonte: Rosenstein, B.J. and Gbaum, T.S. Diagnosis, in Cystic Fibrosis, Lynn Taussig, Ed Thieme-

Stratton Inc, New York,1984.

Apesar de ser o teste mais utilizado e aprovado para o diagnostico da
FC, existem casos de falso-positivo e falso-negativos. Os sintomas ¢ sinais
clinicos em conjunto com o teste do suor irdo auxiliar no diagnostico.

O teste normal de suor ndo exclui o diagndstico de formas atipi-
cas de FC. Atualmente, os casos duvidosos podem ser confirmados por
estudo genético ou da medi¢cdo da diferenca de potencial do epitélio

nasal ou biopsia retal?’.

O grande problema enfrentado pela maioria dos médicos num
pais continental como o Brasil ¢ a falta de um rigoroso controle técnico
e de qualidade para a realizagdo do teste do suor. Deve-se aguardar a
crianca completar o primeiro més de vida para obter uma quantidade
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razoavel de suor, ja que os recém-nascidos ndo respondem adequada-
mente a estimulacdo da pilo-carpina, produzindo pequenas quantidades
de suor. Em casos de maior urgéncia, alguns autores consideram que a
partir da segunda semana se poderia tentar colher o suor, e se em quan-
tidade suficiente, realizar a dosagem dos ions?.

TESTES GENETICOS

Os testes genéticos ainda tém seu uso restrito devido ao seu custo
ainda elevado e nem sempre util para a realizagdo do diagnostico da
doenga. Temos a sua aplicagdo necessaria em algumas situagdes, como
diagnostico incerto, formas atipicas de doenga pulmonar e gastrintesti-
nal, além de pacientes com forte suspeita, mas com testes do suor nega-
tivos. Um teste negativo nao afasta a doencga pelo fato de existir centenas
de subtipos de alteragdes genotipicas ja descritas na literatura®. Uma
vez confirmada a enfermidade e definido seu genotipo, poderemos, em
muitos casos, ter uma idéia sobre a evolu¢ao da doenga e possiveis com-
plicagdes que poderdo ajudar a nortear a condugao do tratamento.

Deve-se ter muito cuidado em fazer previsdes sobre uma base
genotipica, uma vez que fatores ainda ndo completamente claros podem
forcar os pacientes a terem evolucdes clinicas ndo compativeis com 0s
padrdes supostamente previstos. Poderemos ter evolugdes fatais muito
rapidas, bem como quadros clinicos muito brandos para o0 mesmo sub-
grupo genético*. As informagdes obtidas devem ser compartilhadas
com outros parentes, para que novos aconselhamentos genéticos possam
ocorrer, além de se discutir sobre estas evolugdes nao previsiveis da FC.

Os testes acima sdo, na verdade, muito caros, cuja aplicagdo em
nosso pais ainda se torna dificil para grande parcela da populagao,
apesar de termos alguns centros especializados que realizam os proce-
dimentos, e devemos ter a consciéncia da existéncia e de sua aplicabili-
dade. O National Institute of Health dos Estados Unidos publicou uma
lista de recomendacgdes onde deixa claro que o teste naquele pais deve
ser oferecido a casais que possuem historia familiar da doenca 3'.
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Tabela V — Situagdes onde ¢ indicada a realizagdo dos testes genéticos.

Parentes de pacientes com diagndstico de FC.
Irmdos de pacientes com FC.

Conjuges que possuem parentes com FC e querem saber dos riscos de terem um
filho com a doenga.

Ovulo antes de ser implantado para que os pais possam escolher entre ter um filho
com FC ou selecionar um outro 6vulo sem as alteragdes genéticas existentes na
familia.

Confirmacdo de casos duvidosos.

Pessoa do sexo masculino com infertilidade.

Fonte: http://consensus.nih.gov/1997/1997GeneticTestCysticFibrosis106html.htm
DIFERENCA DE POTENCIAL NASAL

Pacientes com forte suspeita clinica da doenga, mas com dosagem
do cloro no limite ou até abaixo do valor minimo preconizado para
o diagnostico poderdo precisar de outros exames para confirmar ou
afastar a enfermidade. Podemos utilizar ions como marcador principal
em local de facil acesso para medir a diferenga de potencial, como as
mucosas respiratorias®!.

Sem a abertura do canal de cloro, devido ao defeito da proteina
CFTR e o conseqiiente aumento na reabsor¢do de sddio celular, havera
uma diferenca de potencial em nivel da parede celular, que podera ser
medido com microeletrodos colocados em mucosas. O exame compara
o cloro intra e extracelular, medido através da diferenca de potencial, que
estara elevada; em segundo lugar, uma inalterada mudanca de potencial
na presenga de solugdo livre de cloro com o uso do isoproterenol, e, em
terceiro, uma inibigdo exagerada na presenga de amiloride’.

O amiloride funciona como um bloqueador de canal de sddio.
Uma vez bloqueado o canal de sddio, a diferenca de potencial serd redu-
zida, podendo-se, entdo, comprovar a disfun¢do celular envolvendo os
canais alterados.
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Os microeletrodos devem ser colocados em um tecido que seja
similar ao epitélio pulmonar, como, por exemplo, a mucosa nasal, que,
uma vez estimulada por meio de elementos quimicos, ira promover uma
diferenca de potencial.

OUTROS TESTES

Muitas sdo as alteragdes quimico metabolicas ligadas a FC,
algumas delas poderiam servir de marcadores para o diagnostico nos
casos duvidosos. O aumento do 4cido araquiddnico e docosahenacoico
¢ exemplo de alguns desses elementos que poderiam facilitar um diag-
noéstico duvidoso. A dosagem desses acidos pode ocorrer tanto nas secre-
¢Oes nasais como nas secrec¢oes retais ou no sangue. Freedman procu-
rou saber da eficdcia do exame para pacientes heterozigostos. Apesar
de a pesquisa ter sido realizada em ratos, comprovou-se o beneficio do
exame no que tange a detecgdo de heterozigotos portadores de FC’-32.

A mucosa retal, assim como a mucosa nasal, também possui
células onde o transporte i0nico esta alterado, com eliminagdo de alta
quantidade de sodio e principalmente cloro. Com o intuito de desenvol-
ver uma nova técnica acessivel no que tange ao transporte eletrolitico
transepitelial, verificou-se que o transporte do sddio nao se modificava
com o uso do amiloride, um potente estimulador de secre¢des idnicas.
Por outro lado, estimulo por monofosfato de adenosina ciclica e célcio,
mediadores das secrecdes de sodio, alteravam o potencial elétrico da
célula drasticamente em todos os pacientes portadores de FC que rea-
lizaram bidpsia diagnoéstica. No grupo da FC observou-se ainda que
alguns pacientes, quando estimulados pelo calcio, mostravam, na sua
maioria, defeito na secre¢ao anidnica, mas nao na secre¢ao catidnica; e
um segundo grupo apresentou secre¢ao anionica subnormal.

TESTES DE FUNCAO PANCREATICA

Como ja relatado anteriormente, nem todos os pacientes portado-
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res de FC apresentardo insuficiéncia pancreatica (IP), e muitos podem
apresentar quadros de insuficiéncia leve no inicio da vida. Os testes
de funcdo pancredtica, apesar de ndo especificos para Fibrose Cistica,
poderdo colaborar, em conjunto com os demais exames, para a elucida-
¢do do diagnostico, nos casos duvidosos* 33>, Este assunto sera tratado
em outro capitulo deste livro.

DIAGNOSTICO RADIOLOGICO NA FC

O RX de térax tem sido utilizado para o diagnostico e acompa-
nhamento da FC, em alguns casos, pela dificuldade da realizagdo de
prova de fung¢dao pulmonar, principalmente em lactentes. Os achados
radiologicos sdo compativeis com uma doenga pulmonar obstrutiva
cronica, espessamento bronquico, areas de aeragao nao uniformes, ate-
lectasias, sinais de hiperinsuflacdo pulmonar, como diafragmas rebai-
xados, hiperluscencia, cifose, aumento do didmetro antero-posterior de
torax, evoluindo para os achados classicos de atelectasias segmentares,
lobares, formagao de cistos e bronquiectasias, que predominam nos
lobos superiores®’*®. A hiperinsuflacdo pulmonar ¢ o sinal mais clas-
sico e precoce da doenca, ndo sendo, porém, especifico da FC. Outro
sinal precoce e importante ¢ o espessamento peribronquico, que pode
ser temporario devido a processos inflamatorios ou degenerativos que
se instalam lenta e progressivamente?’.

As tomografias tém a capacidade de detectar as complicagdes com
maior sensibilidade, e pode demonstrar alteragdes compativeis com a
doenca muito antes de aparecer no RX simples. Pelo seu custo e pelas
dificuldades técnicas, e necessidade de anestesia e radiagdo, nao deve ser
um método de rotina, mas um elemento a mais para o diagndstico *.

A ressonancia magnética tem a vantagem de ndo expor o paciente
a altas doses de radiacao, tendo, porém, custo elevado, ndo trazendo
grandes vantagens quando se pretende avaliar o parénquima pulmonar.
E melhor que os demais exames para se avaliar os linfonodos medias-
tinais**!,
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AVALIACAO DA FUNCAO PULMONAR

As provas de fungdo pulmonar, principalmente a espirometria, sao
muito Uteis no acompanhamento de pacientes fibrocisticos, mas podem
também ser utilizadas no diagndstico em relag¢do a avaliagdo dos com-
ponentes obstrutivos, restritivos e de pequenas vias aéreas*.

Jé& a funcdo pulmonar em lactentes ainda ndo est4 a disposi¢do da
maioria dos centros médicos que tratam os pacientes com FC no Brasil.
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Capitulo 111

Teste do suor

Aducio L. Thiesem
Laerte Costa Alberton

RESUMO

Mesmo com um avango no conhecimento genético na Fibrose Cistica (FC),
o teste do suor continua sendo o teste especifico mais confiavel para o diag-
néstico da doenga. E indicado nos pacientes com historia familiar, fenétipo
sugestivo, teste de triagem positivo do recém-nascido para FC e em casos de
suspeita de fenotipo atipico. Deveria ser realizado em laboratorios com técni-
cos habilitados e seguindo normas para realizag¢do do procedimento. Feito em
trés etapas: estimulagdo, coleta e analise do suor. O procedimento conhecido
como o método de iontoforese de pilocarpina quantitativo, realizado através
da técnica de Gibson-Cooke, é 0 mais acurado para o diagnostico. Os métodos
satisfatorios e aceitos para a dosagem de cloro no suor sdo: colorimetro, cou-
lométrico e eletrodo ion especifico. E os de sodio sdo: fotometria de chama e
eletrodo ion especifico. A concentrag@o de cloro no suor > 60 mmol/l suporta
o diagndstico de FC, entre 40 — 60 mmol/l é sugestivo, e cloro <40 mmol/l é
normal com baixa probabilidade de FC. O s6dio ndo deve ser interpretado sem
um resultado de cloro, ¢ quando dosado, os valores entre os eletrolitos deve
ter uma diferenca usualmente de até 15 mmol/l. A condutividade é também
utilizada para analise do suor no diagnostico de FC e ¢ aceita como um teste
qualitativo de triagem. Valor da condutividade acima de 90 mmol/I é sugestivo
de FC. Existem causas que podem alterar um resultado de cloro no suor, tanto
para falsamente negativo quanto para positivo.

59
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INTRODUCAO

O teste do suor continua sendo o teste especifico mais confidvel
para o diagnostico de Fibrose Cistica (FC). Nesta década em que houve
um avango no conhecimento genético do grande nimero de mutagdes
do gene CFTR, a confirmagdo do diagndstico pelo teste genético € limi-
tada e o fundamento do diagnostico ¢ o teste do suor.

As indicacdes para o teste de suor incluem':

« fenotipo sugestivo de fibrose cistica;

* historia familiar de fibrose cistica;

* teste de triagem positivo do recém-nascido;
* suspeita de um fendtipo atipico.

Na maioria dos pacientes fibrocisticos com quadro tipico ¢ muta-
¢oes para FC identificadas, o teste do suor ¢ diagndstico. Em quadro
atipico onde mutacgdes para FC t€m sido identificadas, o teste do suor
pode ser intermediario, mas ele usualmente ajuda a fazer o diagnés-
tico. O diagnéstico de FC pode permanecer incerto naqueles pacientes
com quadro clinico sugestivo, e teste do suor intermedidrio e nenhuma
mutacao identificada. Mas, raramente, o teste do suor ¢ normal em um
paciente com um genétipo de FC>2.

Existem varios fatores que podem afetar o suor e os resultados do
teste de suor. Em situagdes em que o teste do suor tem sido duvidoso, a
genotipagem pode ser o teste de escolha para o diagnostico.

Idealmente, o teste do suor deveria ser realizado em recém-
nascido somente ap6s a segunda semana de vida, com peso maior que
3 kg, que esteja com hidratagdo normal e sem doenga sistémica signifi-
cativa. Deveria ser adiado em pacientes que estejam desidratados, com
doengas sistémicas, que tenham eczema afetando o local de estimula-
¢do do suor, pacientes edematosos, em uso de corticoide sist€émico e
que estejam recebendo oxigénio por sistema de distribui¢do aberta.

O termo teste do suor € um termo geral referindo a analise quanti-
tativa ou qualitativa do suor para determinar a concentragdo eletrolitica,
condutividade ou osmolaridade, para a confirmacao de um diagndstico
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de fibrose cistica.

O teste do suor geralmente ¢ realizado em trés etapas: estimulacao
do suor por iontoforese de pilocarpina, coleta do suor com gaze, papel
filtro, espiral ou tubo capilar, e analise quantitativa ou qualitativa do suor
para concentragdo de cloro, concentragdo de sodio e condutividade.

O transporte de ion anormal, consistente com FC, ¢ demonstrado
por altas concentra¢des de sodio e cloro no suor. O teste do suor deter-
mina a quantidade de cloro no suor®. O cloro fornece mais acuracia
do que a analise de s6dio, logo muitos centros usam niveis de sodio
somente como um controle, isto é, muita diferenca no resultado entre
os dois eletrolitos indica um erro em alguma etapa do teste. Pacientes
com FC teriam proporcionalmente altos valores para ambos eletrolitos,
com uma diferenca usualmente de 15 mmol/I.

ESTIMULACAO E COLETA DO SUOR

A primeira etapa do teste ¢ a estimulacdo do suor ou iontoforese,
realizada através de um aparelho indutor de suor que gera uma corrente
elétrica induzindo as glandulas sudoriparas a liberarem o suor. A seguir,
normas para realiza¢do do procedimento:

* limpar o antebrago com gaze molhada em agua bidestilada ou
deionizada, iniciando a limpeza na area central onde vai ser cole-
tado o suor;

* secar 0 antebraco com outra gaze seca;

* colocar uma gaze umedecida com solucdo de pilocarpina 60 mg%
no antebrago do paciente e sobre ela uma placa de chumbo, amar-
rando-os e fixando-os com fita ou tubo de latex;

* colocar uma gaze umedecida com acido sulfurico a 0,02 N ou
pilocarpina 60 mg% no braco e fixar a placa de chumbo amar-
rando-a com fita ou tubo de latex;

* conectar o eletrodo vermelho (p6lo positivo) na placa de chumbo
sobre o antebraco e o eletrodo preto (pélo negativo) na placa de
chumbo sobre o brago;
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* ligar o aparelho indutor com uma voltagem inicialmente de 0,5 mA
e aumentar lentamente até 4 mA, mantendo nesta durante 5 minutos.
Ap0s, desligar o aparelho lentamente. Alguns pacientes podem ter
uma leve sensagao de formigamento ou incomodo local;
o aparelho indutor de suor muito utilizado no Brasil ¢ produzido
nacionalmente e conhecido como lontokit ;
desconectar os eletrodos das placas de chumbo, retirar as placas e
as gazes com pilocarpina e/ou acido sulftrico;
lavar novamente o antebraco com agua bidestilada e secar com
gaze seca;
retirar com pinga uma gaze ou papel filtro de dentro de um frasco
de plastico numerado e pré-pesado em balanga analitica;
colocar a gaze ou papel filtro sobre a pele do antebraco cobrindo
com pléstico transparente e fixar com esparadrapo;
aguardar a coleta do suor durante 30 minutos;
retirar a gaze ou papel filtro embebido de suor com uma pinga e
colocar no mesmo frasco previamente numerado;
o frasco deve ser bem vedado para evitar evaporacao e alterar sua
concentracao;
* pesar novamente o frasco com a gaze ou papel filtro embebida de
suor em balanca analitica e anotar o peso total;
a diferenca entre a pesagem antes e¢ depois fornece o peso da
amostra de suor;
pipetar 5 ml de 4gua bidestilada para dentro do frasco com gaze
ou papel filtro embebido de suor, com a finalidade de dilui¢do do
mesmo;
* tampar e manter o frasco em geladeira por, no minimo, 12 horas;
* a proxima etapa seria a analise.

O procedimento descrito acima conhecido como o método de

iontoforese de pilocarpina quantitativo (IPQ) ¢ o método mais acurado
para o diagnostico’.

Este € um método bem estabelecido e necessita ser realizado em

laboratorios com técnicos bem treinados, experientes e habilitados. Por
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outro lado, exige tempo prolongado de realizagdo e abre muitas origens
para erros. Dificuldades t€ém surgido na realiza¢ao do teste em recém-
nascidos durante o primeiro més de vida porque, pelo menos, 75 mg de
suor deveriam ser coletados em papel filtro ou gaze em 30 minutos para
um resultado confidvel®. Atualmente, existe o sistema de coleta Macro-
duct, que ¢ utilizado e aceito internacionalmente’®?.

O equipamento Macroduct 3700-SYS ¢ o aparelho indutor e
coletor muito utilizado por hospitais, clinicas e laboratorios de anali-
ses para o diagndstico de fibrose cistica em recém-nascidos, criancas e
adultos. E um conjunto aprovado e recomendado pela Fundagido Ame-
ricana de Fibrose Cistica. Compde-se de um indutor de suor Webster
modelo 3700, que utiliza o principio de iontoforese por pilocarpina,
e de um conjunto de coletores de suor Macroduct. O indutor de suor
possui um par de eletrodos, nos quais sao encaixados dois discos de
pilocarpina, que sdo aplicados e pressionados por uma pulseira sobre o
braco do paciente. O indutor gera uma baixa corrente elétrica (1,5 mA)
que induz as glandulas sudoriferas a liberarem o suor, sendo alimen-
tado por duas baterias de 9V e possuindo um dispositivo de seguranga
para limitar a voltagem aplicada e evitar qualquer risco ao paciente.
O coletor Macroduct ¢ basicamente uma pequena peca plastica des-
cartavel, com a superficie inferior em forma ligeiramente concava e
possuindo um orificio no centro. Um tubo plastico com diametro de
0,64 mm espiralado ¢ colocado na parte superior da pega plastica, com
uma das extremidades enfiada no orificio central e a outra extremidade
ficando livre. Depois de feita a indu¢do, quando os eletrodos sdo retira-
dos, o coletor ¢ aplicado exatamente sobre o local no qual estava apli-
cado o eletrodo vermelho do indutor, e fixado sob uma pressao por uma
pulseira. Devido a pressao aplicada, o coletor ird sugar, pela extremi-
dade enfiada no orificio, o suor produzido pelo paciente. Esta amostra
de suor, cujo tamanho depende do tempo de coleta e das caracteristicas
do paciente, ficara entdo retida na parte espiralada do tubo pléstico. Em
média, um paciente ird produzir uma amostra de suor de aproximada-
mente 60 ul ap6s um periodo de 30 minutos.
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As figuras 1, 2, 3 e 4 demonstram o teste do suor pelo método
Macroduct.

Figura 1 - Aparelho de Iontoforese ~ Figura 2 - Estimula¢do

Figura 3 - Coleta Macroduct Figura 4 - Aparelho de Analise
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A maioria dos centros de realizag¢@o do teste do suor utiliza prefe-
rencialmente a superficie flexora do antebraco como o local de coleta.
Outros locais podem ser utilizados no caso de eczemas em ambos 0s
bragos, ou quando estes forem muito pequenos ou por outra razao ina-
dequados.

Alguns centros fazem coleta em dois locais separados em um
mesmo paciente. Mas evidéncias indicam que ocorre um aumento no
tempo de realizagao do exame com maior desconforto e sem melhora
no indice de diagnostico'.

A seguir, algumas normas do Guidelines NCCLS® em relagdo a
coleta do exame:

* o suor nao deve ser estimulado em uma area de inflamagao difusa,
descarga sanguinea ou serosa;

* utilizar sempre gaze ou papel filtro, que tenham baixo contetido
de sddio e cloro;

* lavar com agua bidestilada e secar a pele do paciente rigorosa-
mente;

* nd0 manusear diretamente os materiais utilizados na coleta e o
local de coleta com os dedos;

* usar sempre pingas ou luvas livres de po.

Para garantir um resultado confidvel de um teste quantitativo de
suor usando gaze ou papel filtro (isto ¢, técnica de Gibson-Cooke), ¢
necessario um minimo de taxa de suor de 1 g/m?/min, correspondendo
a 75 mg coletado em 30 minutos.

ANALISE DO SUOR

Apos a estimulagdo e coleta realizada por meio do método de
Gibson-Cooke feitas com gaze ou papel filtro, descritas anteriormente,
segue-se a analise:

* pipetar 1 ml da solucdo diluida de suor e transferir para o tubo de
ensaio;
* pingar trés gotas de difenil carbazona no tubo de ensaio como
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indicador ou marcador de reagao;

* pingar uma gota de acido nitrito no tubo de ensaio como catali-
sador ou marcador de reagao;

* agitar bem o tubo para homogeinizagdo da mistura;

* aspirar com pipeta graduada 2 ml da solucao de nitrito de mercurio
e gotejar lentamente;

* ap6s cada gota colocada no tubo com suor diluido, agita-lo até
perceber a viragem da coloracdao da solucao de incolor para lilas
claro;

* anotar o volume de nitrito de mercurio gasto;

* com o volume de nitrito de mercurio gasto pela titulagdo mais o
peso do suor, utiliza-se uma formula para o calculo de cloretos em
mEq/l ou mOsm/I;

* a formula utilizada para o calculo:

Cl (mEg/1 = (5 + peso do suor(g) x 5 x volume nitrito de mercurio (ml))).

Peso do suor

* este método utilizado para dosagem de cloro no suor ¢ chamado

de colorimétrico.

Os métodos satisfatorios e aceitos para dosagem de cloro no suor
sdo: colorimétrico, coulométrico e eletrodo de ion especifico (I.S.E.)°.

O método coulométrico utiliza-se de um cloridrometro digital que
serve para determinar a concentracdo de ions cloreto em amostras cli-
nicas, tais como urina, soros e extratos biologicos. Consiste de um titu-
lador coulométrico microprocessado, particularmente apropriado para
detectar cloretos no suor, no diagndstico de fibrose cistica. Pode também
ser utilizado para calibrar instrumentos de eletrodo de ion especifico
(I.S.E.). Permite utilizar microamostras de 0,1 ml, ou menos, de soro,
suor e extratos de tecidos, sem necessidade de processamento anterior
ou precipitagao da proteina antes da diluicao. O tempo total de titulagao
¢ de menos de 20 segundos, para concentragcdes de 100mEq/1.
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Os métodos de andlise do sodio satisfatorios e aceitos sdo: foto-
metria de chama e eletrodo de ion especifico.

Outro método utilizado para analisar o suor para diagnostico de
fibrose cistica € por intermédio da medida da condutividade. A medida
da condutividade foi descrita primeiramente ha mais de 50 anos atras
por Licht and Shwachman’, ¢ vem sendo realizado por ser um método
simples e um teste diagndstico pratico em criangas. A Fundacdo Ame-
ricana de Fibrose Cistica aceita a condutividade realizada por meio de
um analisador de suor Wescor macroduct como somente um teste qua-
litativo de triagem. O comité de padronizagdes de laboratorios clinicos
americano ndo aceita a condutividade como um teste diagndstico defini-
tivo. De acordo com a fundagdo, um paciente tendo uma condutividade
no suor maior que 50 mmol/l ou igual deveria ser encaminhado para
a realizagdo de um teste quantitativo de cloro no suor. Abaixo de 50
mmol/l é considerado normal para a fundag¢ao. A condutividade do suor
¢ uma reflexdo de todos os anions no suor; no entanto, em média, a con-
dutividade ¢ aproximadamente 15 mmol/l mais alta do que o cloro''%.

Hammond et al'* compararam o sistema macrocoletor e analise
de condutividade com o IQP em 1.090 pacientes durante um periodo
de 10 anos.

Demonstraram que a condutividade ¢ tdo efetiva quanto o IQP
na sua habilidade em diagnosticar os pacientes com FC daqueles sem
FC. A principal desvantagem com o sistema de macrocoletor foi uma
quantidade insuficiente de suor em 6,1% dos pacientes, comparados
com 0,7% com IQP.

Heeley et al'* e Mastella et al’ também confirmaram estes achados
que a condutividade no suor ¢ tdo efetiva quanto a medida quantita-
tiva de cloro. Tiveram uma boa sensibilidade e especificidade para o
sistema de analise de condutividade: nenhum paciente detectado pela
técnica classica de IQP foi considerado negativo pela condutividade.
Mas 9,1% de todos pacientes tinham menos do que 15 ul de suor, que ¢
necessario para a medida de condutividade. A maioria das coletas ina-
dequadas ocorreram em criangas com idade menor de 4 meses.
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O maior estudo realizado com a medida de condutividade foi feito
por Lezana et al'>, com 3.834 pacientes durante um periodo de 10 anos.
Eles acharam uma média de condutividade de 111 mmol/l (82 a 148)
para pacientes com FC e 36 mmol/l (12 a 89) para pacientes sem FC.
Calcularam o melhor valor limite para o diagnostico de FC como maior
que 90 mmol/l ou igual, com sensibilidade de 99,7% e especificidade
de 100%. Devido aos autores dos trabalhos acima nao terem provado
dados de estudos com métodos comparativos, a sua validade tem sido
questionada por outros autores'¢.

Em outro estudo, Juerg Barben et al'” usaram um novo sistema
de medida de condutividade de suor chamado Nanoduct, para tentar
identificar pacientes com FC e diferencia-los de pacientes saudaveis. O
Nanoduct ¢ um sistema simples e de andlise pratica e rapida, utilizando
somente 3 ul de suor e com resultado disponivel em 30 minutos. O estudo
comparou o novo sistema de condutividade com o sistema de coleta do
suor Macroduct medindo a concentragdo de cloro e a osmolaridade.
Utilizou 111 pacientes (trés criangas ndo produziram suor e 14 criangas
somente a condutividade pdde ser medida). Dos 94 pacientes restantes,
0 novo sistema identificou todos os pacientes com FC cléssica (média
condutividade 115 mmol/l) e diferenciou-os dos pacientes saudaveis
(média 36 mmol/l), com uma média de tempo de 20 minutos. Concluiu
que a medida da condutividade do suor usando o novo sistema Nano-
duct seguramente diferenciou entre pacientes com daqueles sem FC. A
Tabela I abaixo mostra o resultado de uma pesquisa sobre a analise no
teste do suor em 193 laboratorios nos Estados Unidos':
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Quantidade de Laboratorios Dosagem
98 sodio e cloro
24 somente cloro
21 somente condutividade
20 somente sodio
20 sodio, cloro e condutividade
6 cloro e condutividade
3 sodio e condutividade
1 somente osmolaridade

Em relagdo ao método de coleta, existe uma propor¢ao de 60:40
dos laboratdrios coletando suor por intermédio do sistema Wescor (des-
crito anteriormente) versus papel filtro ou gaze.

INTERPRETACAO DOS ELETROLITOS DO SUOR

As seguintes defini¢cdes sdo recomendadas para interpretacao:

* a concentracdo de cloro no suor > 60 mmol/l suporta o diagnds-
tico de FC;

* concentracdo intermediaria de cloro entre 40 — 60 mmol/l € suges-
tivo, mas ndo diagnostico de FC;

 concentracdo de cloro < 40 mmol/l é normal e ha uma baixa
probabilidade de FC;

* sodio nao deveria ser interpretado sem um resultado de cloro;

» medidas de condutividade com um valor abaixo de 60 mmol/l ¢
improvavel ser associado com fibrose cistica. Valores acima de 90
mmol/l sdo sugestivos de diagnostico de FC';

« fibrose cistica ndo deveria ser diagnosticada baseada somente na
medida de condutividade.

Resultados de andlises quantitativas de cloro no suor em pacien-
tes com FC, irmaos nao afetados, ¢ casos controles numa experiéncia de
sete anos sao mostrados na Figura 5.
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Fonte: Rosestein. Clinics in Chest Medicine, 1998.

A concentracao de cloro > 60 mmol/I é consistente com o diagnds-
tico de FC. Os resultados deveriam ser interpretados com consideracao
sobre a idade dos pacientes. Existem dados sugerindo que, em lactentes
menores que trés meses de idade, a concentragao de suor maior do que
40 mmol/l ¢ altamente sugestiva do diagnostico de FC®. Alguns adultos
nao afetados podem ter valores acima de 60 mmol/l, mas o teste do suor
permanece o teste confirmatoério em adultos’.

A concentracdo de cloro no suor intermediaria entre 40 — 60
mmol/l ocorre em aproximadamente 4% a 5% de todos os testes. Nesses
casos, repetir o teste pode ajudar a clarear o diagndstico.

Alguns laboratérios analisam ambos, cloro e sédio, na mesma
amostra de um paciente. A concentragao de sdédio no suor € usualmente
menor que a de cloro nos pacientes com FC. Em individuos normais,
geralmente esta regra ¢ o inverso. A determinacdo de ambos eletrolitos
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pode ser uma técnica util para monitorar o controle da qualidade, mas
pode ter utilidade limitada no diagnéstico. No que se propde a controlar
a qualidade, a discordancia significante entre a concentragdo dos dois
eletrolitos pode indicar erro técnico na coleta, analise, ou ambos.

Em alguns centros ¢ realizado um teste de suor duplo, isto &,
coleta e analise do suor em dois locais diferentes no mesmo paciente,
tentando assegurar a qualidade do exame. Isso ndo deveria ser interpre-
tado como dois exames para os critérios diagndsticos. A maioria das
concentragdes de cloro em teste duplo apresenta uma diferenga entre 1
e 5 mmol/l. Uma sugestdo ¢ que, para os pacientes com concentragdes
de cloro menor que 60 mmol/l, os resultados duplos deveriam ter uma
diferenca em torno de 10 mmol/l, e nas concentragdes maiores que 60
mmol/l, esta diferenca seria cerca 15 mmol/l.

Os resultados do teste de suor deveriam ser interpretados rela-
cionando o quadro clinico do paciente por um médico conhecedor de
FC. O diagnoéstico deveria ser feito somente se houvesse uma elevada
concentragdo de cloro no suor em duas ocasides separadas, em um
paciente com uma ou mais caracteristicas fenotipicas tipicas, historia
familiar, ou um teste de screening no recém-nascido positivo. Aproxi-
madamente em 1% a 2 % dos casos, o diagndstico ¢ estabelecido por
meio de medidas de diferenca de potencial nasal, apresentacao clinica
e mutacdes genéticas.

FATORES QUE AFETAM O RESULTADO DO TESTE DO SUOR

M¢étodos duvidosos, erros técnicos e erros na interpretagdo
podem contribuir para falsos resultados do teste do suor. Métodos que
ndo quantificam a coleta do suor ou ndo t€ém um minimo de peso ou
volume de amostra estabelecido estdo sujeitos a falsos-negativos, em
virtude de uma inadequada taxa de suor que ndo foi conseguida. Outros
problemas com o teste do suor incluem erros técnicos de evaporagao e
contaminagdo, diluicdo, calibracdo de instrumento e na descricdo do
resultado'®. Os erros acontecem mais freqiientemente em centros que
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realizam poucos testes. Falta de conhecimento do método laboratorial,
falha em repetir resultados positivos e borderline, e falha em repetir
testes de pacientes com apresentagdes ndo classicas de FC podem levar
a resultados falsos.

Coleta do suor ndo deveria ser continuada apds um periodo de 30
minutos, e duas amostras insuficientes de suor ndo deveriam ser anali-
sadas juntas quando for obtido um volume de suor inadequado. Durante
a estimulagdo com pilocarpina, taxas do suor aumentam rapidamente
depois dos primeiros 10 minutos e, entdo, diminuem até o basal por
volta dos 60 minutos'®. Acima dos 30 minutos, a concentracdo eletroli-
tica diminui; entdo, prolongando a coleta além de 30 minutos resultaria
em acrescentar uma pequena quantidade de suor relativamente diluido,
na qual poderia diminuir o resultado do valor do cloro no suor. Existem
varias causas potenciais para alterar um resultado de cloro no suor,
tanto para falsamente negativo quanto para positivo'*?’. As tabelas Il e
IIT descrevem estas causas respectivamente.

Tabela II - Causas de resultados do teste do suor falsamente negativos

Problemas técnicos Problemas fisiolégicos

Falha em secar a pele antes da coleta ~ Volume inadequado secundario a baixa
do suor taxa de suor

Erros em pesagem, diluigdo, eluicdo,

” Edema
ou computagao
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Tabela III - Causas de resultados do teste de suor falsamente positivos

Reversiveis

Nao reversiveis

Insuficiéncia Adrenal
Anorexia Nervosa

Dermatite Atopica

Doenga Celiaca
Hipoparatireoidismo Familiar
Hipotireoidismo néo tratado
Desnutrigdo

Munchausen por procurag@o
Diabetes Insipidus Nefrogénico
Nefrose

Infusdo de prostaglandina E1
Pseudohipoaldosteronismo

Faléncia do crescimento psicoldgico

Disfungdo Autonémica

Displasia Ectodérmica

Colestase Familiar

Fucosidose

Deficiéncia de dehidrogenase
Glicose-6-fosfato

Doenga deposito glicogénio tipo 1
Hipogamaglobulinemia
Sindrome de Klinefelter
Sindrome de Mauriac

Mucopolissacaridose Tipo 1

Existem varias mutagdes no gene CFTR (regulador da condutancia
da transmembrana) que tém sido associadas com concentragdes de cloro
no suor normal ou borderline, algumas descritas na Tabela [V?"-2% 2%,

Tabela IV - Lista parcial das mutagdes CFTR associadas com niveis de cloro
no suor normal ou borderline

3849 + 10kb C>T
G5518
D1152H
L206W

RI17H
A455E
VS8 (5T)
2789 +5G >A
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Capitulo IV

Genética e diagnostico molecular

Gisele Rozone De Luca
Maria Elizabeth Menezes
Maristela Ocampos

RESUMO

A fibrose cistica ¢ a doenga genética autossomica recessiva mais comum entre
a populagdo caucasiana. As muta¢des no gene CFTR (gene regulador da con-
dutancia transmembranica da fibrose cistica) causam a doenga fibrose cistica.
Essa doenca afeta principalmente o sistema bronquico e o trato gastrintestinal,
conferindo aos afetados uma expectativa média de vida em torno de 30 anos.
A mutagido AF508 ¢ a mutagdo mais comum na populagdo de afetados; porém
a proporg¢do deste alelo ¢ outras mutagdes da CFTR varia consideravelmente
entre os individuos, dependendo da sua localiza¢do geografica. O gene CFTR
foi isolado a partir da sua localizagdo cromossdmica no brago longo do cro-
mossomo 7 na regido q31 (7q31). O gene ¢é grande, estendendo-se por 250 kb
do DNA genomico em 27 éxons. A proteina CFTR tem 1.480 aminoacidos e
trata-se de um regulador do canal i6nico de cloreto ligado & membrana com
diversos dominios funcionais.

As mutag¢des no gene CFTR causam fibrose cistica e, atualmente, mais de
1.000 mutagdes ja foram descritas nesse gene. Podem ser agrupadas em cinco
classes funcionais: (1) supressdo da sintese da proteina; (2) bloqueio no pro-
cessamento da proteina, (3) redugdo na regulagdo do canal de cloreto: (4) redu-
¢do na condugdo do canal de cloreto; e (5) redugdo na quantidade da proteina
normal CFTR. Além da mutagdo mais freqiiente, AF508, as mutagdes G542X,
G551D, N1303K e W1282 também sdo encontradas com relativa freqiiéncia,
dependendo da etnicidade da populagdo estudada’.

O diagnostico genético nos dias de hoje é capaz de identificar e rastrear todas
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as mutagdes presentes ja identificadas no gene CFTR de uma forma eficaz
e rapida a partir de uma pequena amostra de DNA. As técnicas baseadas na
biologia molecular, associadas a nanotecnologia, permitem a triagem de dife-
rentes mutagdes no gene.

Por meio do diagndstico molecular é possivel caracterizar as mutagdes dos
individuos afetados pela doenga fibrose cistica, ¢ a partir disso: (1) realizar a
triagem populacional; (2) propor métodos de prevencdo através do aconselha-
mento genético; (3) tratamento aos individuos afetados relacionando o genoti-
po e fendtipo do paciente; e (4) tratamento clinico.

INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC), também conhecida como Mucoviscidose, ¢
uma patologia complexa, comprometendo diversos sistemas organicos,
sendo cronica e grave. A FC possui um padrao de heranga autossdmico
recessivo, caracterizando-se, relevantemente, por infecgdes e obstru-
¢do cronica do aparelho respiratorio, insuficiéncia pancreética exocrina
progressiva € suas repercussoes nutricionais, associada a anormalida-
des das glandulas exdcrinas e por altos niveis de eletrolitos no suor. A
FC acontece em igual propor¢ao de individuos afetados e portadores
de ambos os sexos. A fibrose cistica ¢ a doenga hereditaria letal mais
habitual na infancia em populacdes caucasdides, ocorrendo em uma
incidéncia aproximada de 1 para cada 2.500 nascimentos, com uma
freqiiéncia de um portador do gene em 40 pessoas nesta raca. E mais
observada em individuos descendentes de europeus ocidentais e cen-
trais. Atinge 1 para 18.000 nascimentos na raga negra e 1 para 90.000
nascimentos entre os orientais, sendo variavel nas diversas populacdes,
em decorréncia da miscigenacao racial.

A fibrose cistica foi a primeira doenga genética elucidada por
meio da clonagem posicional, isto €, por meio do mapeamento gené-
tico'?. Esta desordem genética é atualmente um dos maiores problemas
de satde publica em continentes como a Europa’.

A fibrose cistica ¢ causada por mutacdes no gene CFTR (Gene
Regulador da Condutancia transmembranica da FC) que atua como
regulador da conducao de ions através das membranas celulares da FC.
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A expectativa média de vida dos individuos afetados estd em torno de
30 anos*.

Ao longo dos anos, varias mutacdes foram relacionadas com o
gene CFTR, sendo que a mutacao mais freqiiente da fibrose cistica ¢ a
mais bem caracterizada ¢ do tipo dele¢do, denominada AF508°. Atu-
almente, mais de 1.500 mutagdes diferentes do gene CFTR ja foram
reportadas®, e a maneira mais facil e eficiente de identificar estas muta-
¢oes € por meio do diagndstico molecular.

HERANCA GENETICA

As doengas genéticas autossdmicas recessivas sao relativamente
raras na populacdo. Os heterozigotos portadores de genes de doengas
recessivas sao muito mais comuns do que os homozigotos afetados.
Quando os pais sdo portadores, ou seja, cada um tem um gene para a
fibrose cistica (FC) em cada gestagao, o risco de nascer um filho com a
doenga ¢ de 25%, e a probabilidade de nascer um filho sem a doenga ¢
de 25%, e a probabilidade de nascer um filho saudéavel, contudo porta-
dor, ¢ de 50%. Conseqiientemente, os pais dos individuos afetados com
doenga autossOmica recessiva sao, normalmente, ambos, heterozigotos
portadores. O que se espera no heredograma de fibrose cistica ¢ um
quarto da prole de pais heterozigotos ser de homozigotos normais, dos
quais metade sera de portadores heterozigotos fenotipicamente normais
e um quarto sera de homozigotos afetados com a doenga. As doengas
autossomicas recessivas sdo normalmente observadas em um ou mais
irmaos, mas nao em geragdes passadas. Os homens e as mulheres sao
afetados em proporgao igual’.

O heredograma abaixo (Fig. 1) ¢ tipico de uma heranga autosso-
mica recessiva, onde se observa que o individuo afetado (FC) aparece
na combinacao de pais heterozigotos carreadores para FC.
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PAI MAE

A = gene normal
a = gene alterado

aa

Afetado/

Figura 1 - Heterozigotos (Aa) e possivel progénie do casal heterozigoto: Aa,
AAeaa.

GENE E PROTEINA

A alteragao génica da FC esta localizada no brago longo do cro-
mossomo 7 (Figura 2) no locus 7q31 e é composto de 250.000 pares de
base ¢ contém 27 éxons®® que codificam uma proteina de 1.480 aminoa-
cidos com uma massa molecular de 168.138 Kdaltons. A proteina CFTR
¢ encontrada em varios tipos celulares, como as células do epitélio do
pulmao, as células das glandulas submucosas, as células do pancreas,
as células do figado, as células dos ductos sudoriparos e do trato repro-
dutivo. As mutacdes do gene CFTR provocam uma alteracao de fluxo
do Cl- e do Na+ na membrana das células dos afetados, acarretando
altas concentragdes de ions no suor dos pacientes. As células mutan-
tes, quando comparadas as células normais, possuem um decréscimo na
secre¢ao de cloreto e um aumento na absor¢ao de sddio, causando altas
concentragdes destes ions no suor do paciente!®.

A proteina CFTR ¢ um regulador do canal idnico de cloreto
ligado @ membrana com diversos dominios funcionais: dois dominios
de ligacdo nucleotidica (codificados pelos éxons 9-12 e 19-23), um
dominio regulador (¢xons 12-14a) e dois dominios de transporte trans-
membranico (éxons 3-7 e 14b-18) (Fig. 3). Cada um desses ultimos
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dominios consiste em seis segmentos transmembranicos. O dominio de
ligacdo nucleotidica 1 (NBDI1) confere atividade ao canal de cloreto
regulador por cAMP, sendo nesse dominio que se localiza a mutagao
mais comum de FC a AF508. A proteina CFTR faz parte da familia
de transportadores ABC (cassete de ligacdo ao ATP). Seu dominio R
contém provaveis sitios para a fosforilagdo das proteinoquinases A ¢ C'.

Cromossomo 7
- - 7p22.3

—7p11.2
—7q11.22

7931.2

- 7936.3

Figura 2 - Cromossomo humano 7

MSD1 MSD2

s TTTIT o ARA
oI

NBD1

Citoplasma

Figura 3 - Canal da membrana — CFTR
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FUNCAO DO CANAL DE CLORO

As primeiras hipdteses referentes ao funcionamento da proteina
CFTR eram baseadas em duas possibilidades. A primeira: a proteina
CFTR ¢é um canal CI.. Esta hipotese era compativel com o defeito na
permeabilidade dos ions ClI' na membrana epitelial apical. A segunda:
propunha que a proteina CFTR ndo era um canal i6nico, mas ocupava
um papel na regulacdo dos canais de Cl através da associagdo com eles
ou entdo os transportando para dentro ou fora da célula, e assim fun-
cionando como um regulador dos canais de CI". A segunda hipdtese € a
mais aceita, uma vez que algumas observagoes a respeito ja foram com-
provadas, como, por exemplo: (1) as anormalidades fenotipicas vistas
no epitélio FC, particularmente a absor¢ao do sddio pelo epitélio respi-
ratorio. E dificil justificar multiplas anormalidades fenotipicas para um
unico canal de CI; (2) a seqiliéncia primaria da proteina CFTR nao se
parece com nenhum outro canal i6nico.

Em estudos preliminares funcionais desta hipotese, o cDNA do
CFTR selvagem foi expressado em células epiteliais respiratorias e
pancreaticas'?.,

INCIDENCIA DAS MUTACOES DO GENE CFTR

O gene CFTR ¢ altamente susceptivel a mutacdes devido ao seu
tamanho. A metade das mutagdes detectadas ¢ do tipo substituigdes;
20% sao devidas a erros de edigdo, e o restante ¢ causado por mutagdes
sem sentido, alteragcdo do codon de leitura (pequenas delecdes e inser-
¢des) ou por mutagdes no promotor do gene'’. A distribui¢do das muta-
¢des CFTR em varias regides do mundo foi realizada'* com o intuito de
entender a evolugdo da doenga em cada regido e melhorar as decisdes
com relagdo a triagem da doenga. As mutacdes de FC mais freqiien-
tes na populacdo mundial sdo: AF508 (66%), G542X (2,4%), G551D
(1,6%), NI303K (1,3%) e W1282X (1,2%).

A mutag@o mais bem caracterizada da fibrose cistica ¢ a AF508,
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que se constitui em uma dele¢do do cddon para o aminodcido fenila-
lanina na posi¢ao 508 para a proteina CFTR. A freqiiéncia relativa da
mutacdo AF508 tem uma variabilidade muito grande entre diferentes
regides geograficas e distintos grupos étnicos. Por exemplo: estudos
desenvolvidos na Turquia mostram uma populagao afetada pela mutacao
AF508 de 26%, e na Dinamarca, de 80%, o que comprova a diferenca
de afetados por esta mutacdo em regides geograficas diferentes''®.
Existem varias hipoteses a propoésito da alta ocorréncia das muta-
¢oes FC na populagdo caucasoéide. Entre estas hipoteses estdo'*:
* Deriva ou Fluxo Génico;
* Heterogeneidade genética;
» Taxa de mutacao clevada; e
* Vantagem seletiva para os heterozigotos (mais aceita em razao de
determinados fatores favoraveis em termos de reprodugao e sobre-
vivéncia contra 0os mecanismos seletivos, atuais ou passados).
No Brasil, detectam-se consideraveis niveis de miscigenagao
africana e amerindia, e, portanto, a mutacdo AF508 ¢ muito menos
comum do que na Europa. No Rio de Janeiro, a mutagdo AF508 repre-
senta apenas 31% de todas as mutagdes identificadas, seguida em fre-
qiiéncia pelas mutagdes G542X (2,3%) e G551D (1,1%). No Brasil,
as mutacdes mais comumente estudadas, a G542X, G551D, R553X e
N1303K, representam apenas 9% do niimero total de alelos FC brasi-
leiros, havendo enorme heterogeneidade em nosso pais. A freqiiéncia
varia no Estado de Minas Gerais onde ¢ 53%, 52% em Sao Paulo, 49%
no Rio Grande do Sul, 44% no Parana e 27% em Santa Catarina. Essas
variagoes nas freqliéncias de mutacgdes da fibrose cistica estao relacio-
nadas com o processo distinto de formag@o populacional brasileiro'” '*
19, 20, 21, 22.
As mutagdes do gene da fibrose cistica identificadas nos estudos
realizados no Brasil sdo as descritas abaixo®:

- PHES08DEL: A delegao de trés pares de base do codon de fenila-
lanina do éxon 10 caracteriza a mutagdo AF508!4, e a sua distri-
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bui¢do geografica acompanha a migragdo dos primeiros agricul-
tores na Europa, que partiam do Centro-Leste para o Norte-Oeste
da Europa. Atualmente, existem dados de freqiiéncia de AF508
em varias regides do mundo e se observa que ela varia muito
conforme a origem étnica da populacdo da regido estudada.
Conforme observado no Brasil.

R1162X: A mudanga de nucleotideo na posi¢ao 3616 no éxon 19
com mudanca de cdédon Arg para codon de Parada na posicao
1162. Esta mutagao pode ser detectada com andlise de enzimas de
restrigao.

G542X: A mudanca de uma base nucleotidica de G para T na
posi¢cdo 1756 no éxon 11, que € responsavel por um coédon de
parada na posi¢do 542. Esta mutacdo estd associada com insufici-
éncia pancreatica.

- N1303K: A mudanca de nucleotideo de C para G na posi¢ao 4041

no éxon 21, que ¢ responsavel pela mudanga de Asn para Lis na
posicao 1303.

G551D: A mudanga de nucleotideo de G para A na posicao 1784
no éxon 11, que ¢ responsavel pela mudanga de Gli para Asp
na posicao 551. Esta mutagdo esta envolvida em insuficiéncia
pancredtica.

R553X: A mudancga de nucleotideo de C para T na posicao 1789
no éxon 11, que € responsavel pela mudanga de Arg para Parada
na posicao 553. Esta mutagao esta envolvida em doenca pulmonar
leve.

W1282X: Mudanca de nucleotideo de G para A na posicao 3978
no éxon 20, levando a substitui¢do de Trp para o cédon de Parada.
Esta mutagdo estd envolvida com severa insuficiéncia pancrea-
tica.

RELACAO GENOTIPO & FENOTIPO

O conceito de mutagdes leves e mutagdes moderadas surgiu como
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uma explica¢do da heterogeneidade da fibrose cistica. Entretanto, a sua
grande variabilidade clinica e o grande numero de mutagdes identifica-
das tornou a caracterizacao da relagdo gendtipo — fenotipo muito dificil,
com excecao da mutacdo AF508. O que se observa ¢ a caracterizagao
das mutag¢des em cinco grupos: denominado grupo I até grupo V, que
sao baseados nos mecanismos moleculares decorrentes das mutagcdes
do gene CFTR e na relagdo gendtipo — fenotipo pancreatico. A relagao
genotipo — fendtipo pulmonar ja ¢ mais complicada de ser estabele-
cida, porém varios estudos continuam sendo realizados com esta fina-
lidade®.

Aproximadamente metade dos pacientes afetados por fibrose
cistica sdo homozigotos para a mutacao AF508. Os individuos homo-
zigotos AF508 apresentam a forma classica da doenga, ou seja, um
aumento de eletrdlitos no suor, insuficiéncia pancreatica e a obstrugao
cronica das vias aéreas. A comparagdo feita entre as caracteristicas do
quadro clinico dos pacientes homozigotos para AF508, e as do quadro
clinico dos pacientes de diferentes genotipos mostra as conseqiiéncias
fenotipicas destas outras mutagdes. Os estudos também mostram uma
variedade de sintomas diferentes em pacientes com fibrose cistica de
uma mesma familia; portanto, o genotipo, no caso do gene CFTR, nao
¢ o tnico responsavel pelo fenodtipo do afetado?. Nos casos de insufi-
ciéncia pancreatica, porém, ha excecdes a esta regra e se verifica que
o fenotipo dos afetados de uma mesma familia ¢ 0 mesmo em todos os
individuos analisados?®’. As anormalidades moleculares possuem efeitos
variaveis na proteina CFTR e em suas fung¢des®®, o que resulta em dife-
rentes fenotipos.

Os estudos realizados com a muta¢ao A455E mostram uma asso-
ciagdo deste genotipo com anormalidades pulmonares. Em lugares como
na Holanda, a mutacdo A455E ¢ relativamente freqliente, e foi obser-
vado que pacientes com fibrose cistica com genotipos AF508/A455E
possui niveis reduzidos de colonizagdo de Pseudomonas aeruginosa
em relagdo a pacientes AFS08/AF508. Esses resultados mostram que a
mutagdo A455E causa uma forma da doenga pulmonar menos severa
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que a mutacao AF508.

Emrelagdo a fungdo pancreatica, os estudos mostram que pacientes
com uma ou duas mutagdes de sentido trocado do tipo R117H, R334W,
R347P, A455E ou P574H possuem uma fungdo pancredtica exdcrina
conservada, quando comparada as mutagdes causadas por alteragdo por
erro de edi¢ao, mutagdo sem sentido ou alteracdo de codon de leitura,
que levam a insuficiéncia pancredtica. As mutagdes associadas com a
fung¢do pancreatica normal sdo consideradas moderadas, e as associadas
com insuficiéncia pancredtica sdo consideradas mutacdes severas. Da
mesma forma, pacientes que possuem um alelo para insuficiéncia pan-
credtica e outro alelo para suficiéncia pancredtica possuem um fenotipo
de suficiéncia pancreatica. E observado que existem pacientes homozi-
gotos para AF508 que apresentam insuficiéncia pancreatica e outros que
apresentam um funcionamento normal.

Este tipo de andlise ¢ bastante complexo, porque uma mutagdo
pode modificar o efeito de uma segunda mutagao herdada. Ha registros
de pacientes com gen6tipo R553X/AF508 com suficiéncia pancreatica
associada com envolvimento pulmonar tipico e baixo nivel de suor,
indicando que a mutagdo R553X altera o fendtipo da mutagao AF508.

O polimorfismo do intron 8 do gene CFTR modifica a penetra-
¢do da mutacdo de sentido trocado R117H no éxon 4. Esta mutagao
nao foi associada somente com o fenotipo de suficiéncia pancredatica,
mas também com a auséncia bilateral congénita dos vasos deferentes
(CBAVD)*.

Ja com relagdo aos carreadores da mutagao R1162X, estudos
mostram que a proteina ¢ parcialmente funcional nessa mutagdo e o
fenotipo desse paciente causa doenga pulmonar de leve a moderada
intensidade. Talvez esse tipo de fendtipo ocorra porque, quando a
mutacao estd presente, a proteina ainda contém dominios regulatérios,
o primeiro nucleotideo ligante ¢ os dois dominios transmembranicos.
O fendtipo 2183 AA — G causa a doenga de uma forma mais moderada
quando comparado as outras mutagdes.
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CORRELACAO DAS MUTACOES DO GENE CFTR COM O
FUNCIONAMENTO DOS CANAIS DE CL -

Os mecanismos pelos quais as mutagdes no gene CFTR causam
fibrose cistica foram classificados em cinco grupos baseados no seu
efeito funcional: (I) produgdo defeituosa da proteina com final prema-
turo da produgdo da proteina CFTR. Estas muta¢des causam pouca pro-
ducdo de enzima; (II) processamento defeituoso da proteina; (II1) regu-
lagdo defeituosa da proteina; (IV) transporte defeituoso da proteina, e
(V) quantidade reduzida da proteina funcional CFTR. As classes de
mutagdes I, II e III estdo associadas a severas alteragdes, ja as mutacdes
das classes IV e V possuem o gene CFTR suficientemente funcional e
resultam fendtipos leves.

ACONSELHAMENTO GENETICO

Nas doengas autossdmicas recessivas, quando os pais sdo por-
tadores, ou seja, cada um dos genitores tem gene para a fibrose cistica
(FC), em cada gestacdo o risco de nascer um filho com a doenga ¢ de
25%, e a probabilidade de nascer um filho saudavel, contudo também
portador, ¢ de 50%30.

Portanto, ¢ fundamental proceder ao aconselhamento genético
informando assim aos pais os riscos de recorréncia da FC para futuras
gestacdes. A Figura 4 ilustra, de uma forma esquematica, desde a detec-
¢do do fenotipo da CFTR até a prevencao e deteccdo molecular das
mutagdes génicas. O diagndstico clinico ¢ feito iniciando a partir do
fenotipo do paciente até o reconhecimento genético e molecular da
doenca.
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Figura 4 - Procedimento para aconselhamento genético e diagnostico molecular
da FC.

Os avancgos recentes permitiram conhecimento das bases etio-
logicas, acompanhados pelos estudos de genética molecular, permi-
tindo, assim, a melhor compreensao da incidéncia e da etiopatogenia da
doenca e suas variagdes regionais.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

O século passado foi marcado pelas grandes descobertas nas
Ciéncias Bioldgicas, particularmente na area de Biologia Molecular. A
Biologia Molecular ¢ uma disciplina que procura o entendimento com-
pleto das moléculas da célula e a expressdao génica nessas células. As
descobertas cientificas na area bioldgica ao longo dos anos, até o ano
de 1953, em que James Watson e Francis Crick propuseram a estrutura
de dupla-hélice do DNA e sua replicacgdo, contribuiram para o entendi-
mento da estrutura e funcionamento dos genes humanos. Nestes ultimos
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50 anos muito foi feito na area bioldgica e o diagnostico molecular
tornou-se uma realidade. Atualmente, muitos dos genes causadores de
doencas genéticas foram identificados, e as ferramentas de genética
molecular podem ser utilizadas para determinar a sua fungao e corrigir
erros identificados nesses genes. O diagnostico genético esta evoluindo
junto com as novas técnicas desenvolvidas, e no caso da fibrose cistica,
a tecnologia do DNA recombinante permitiu a descoberta do gene ¢ a
identificagdao das mutagdes mais freqiientes do gene CFTR. Atualmente,
por intermédio de técnicas como hibridiza¢ao de 4cidos nucléicos, PCR
(reagdo da cadeia de polimerase) e mesmo os microarranjos de DNA
e/ou a técnica de “lab-chip”, podemos aprimorar este diagnostico cada
vez mais para a identificagdo de mutagdes ja descritas e mesmo identi-
ficar novas mutagoes.

TERAPIA GENICA

A fibrose cistica ¢ um candidato ideal para a terapia gé€nica, pois:
(1) ¢ uma doenga monogénica; (2) ¢ uma doenca genética recessiva, €
os heterozigotos sao fenotipicamente normais (sugerindo que os efeitos
da dosagem génica ndo sdo criticos); (3) a patologia central ¢ o pulmao,
acessivel ao tratamento; (4) trata-se de uma doenga progressiva com o
fenotipo virtualmente normal ao nascer, oferecendo uma janela tera-
péutica. Levando em conta todos os fatores acima descritos, a fibrose
cistica tornou-se objeto de estudo para o desenvolvimento de terapia
génica ao longo dos ultimos anos; porém os estudos realizados ainda
expressam uma quantidade muito pequena do gene e, portanto, ofe-
recem poucos beneficios terap€uticos. O desenvolvimento de novos
vetores deverd aprimorar esta técnica para ser testada em pacientes de
fibrose cistica.
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RESUMO

A Triagem Neonatal para Fibrose Cistica, embora ainda existam opinides
contrarias, esta tornando-se uma importante ferramenta para diagnostico da
doenga nos paises ¢ regides implantadas. A reducdo da mortalidade, a me-
lhora do estado nutricional, a informagéo dos riscos de uma futura gravidez e
a criagdo de uma oportunidade para uma precoce intervengdo na doenga pul-
monar, antes de danos irreversiveis, s80 os principais argumentos a favor da
Triagem Neonatal para FC. No Brasil, onde temos uma média de diagndsticos
mais tardios comparados a paises desenvolvidos, somam-se os beneficios,
um diagnostico precoce e também um melhor entendimento da doengado pon-
to de vista clinico e genético. Deve-se considerar, entretanto, que, para a im-
plantagdo de um Centro de TNN-FC, varios pré-requisitos sdo necessarios,
como uma completa cobertura de outras doengas diagnosticadas pela TNN,
como hipotireoidismo e fenilcetonuria, um adequado or¢amento financeiro
que suporte todo o programa, ¢ uma estrutura hospitalar, ambulatorial e labo-
ratorial com médicos e equipes multiprofissionais sintonizadas com a doenga.

93
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INTRODUCAO

O termo triagem, que se origina do vocéabulo franceés friage, signi-
fica sele¢do, separagdo de um grupo, ou mesmo, escolha entre nimeros
elementos, e define, em Saude Publica, a agdo primaria dos programas
de Triagem, ou seja, a deteccdo — por meio de testes aplicados numa
populacdo — de um grupo de individuos com probabilidade elevada de
apresentarem determinadas patologias.

Ao aplicarmos a defini¢do Triagem Neonatal, estamos realizando
esta metodologia de rastreamento especificamente na populacdo com
idade de 0 a 30 dias de vida. Na triagem Neonatal, além das doengas
metabdlicas, podem ser incluidos outros tipos de patologias, como as
hematologicas, infecciosas, genéticas, etc.'.

A Triagem Neonatal ¢ uma agdo preventiva, permitindo, desta
forma, por meio da triagem e diagndstico, a institui¢do do tratamento
precoce especifico e a diminui¢ao ou eliminagdo das seqiielas associadas
a cada doenca'. E considerada também socialmente justa, pois fornece
a mesma condi¢do de diagndstico para toda populagdo de recém-nas-
cidos?.

A Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS) ressalta a importancia
dos Programas de Triagem Neonatal. Esses programas devem obedecer
a alguns critérios de que a doenca deve ser grave e de alta prevaléncia,
sem clinica ao nascimento e que melhore o progndstico com tratamento
precoce. Esses programas devem ter uma ampla cobertura populacio-
nal, uma baixa percentagem de falsos-positivos e falsos-negativos. Por-
tanto, os testes laboratoriais utilizados na triagem devem ter especifi-
cidade e sensibilidade altas. Os Programas Triagem Neonatal devem
também disponibilizar o tratamento e assegurar o seguimento dos afe-
tados'. A Fibrose Cistica é uma doenc¢a encontrada em todas as etnias,
de tratamento durante toda a vida, com uma incidéncia de 1 em 2.000
em norte-europeus, 1 em 9.000 em hispanicos, 1 em 17.000 em afro-
americanos. No Brasil, em algumas regides, encontram-se freqiiéncias
tao altas como 1 em 2.500 nascidos vivos'.
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Um bom teste de triagem pode identificar cerca de 90 a 95% dos
casos de fibrose cistica. Um grande problema ¢ o teste falso-negativo
que pode causar atraso importante no diagnostico se a rede basica toma-
lo como definitivo e menosprezar os sinais clinicos da doenga. Apesar
de um resultado negativo, uma avaliacao diagnostica, incluindo o teste
do suor e/ou analise do DNA, deve ser feita em toda crianga que apre-
sentar manifestagdes clinicas de fibrose cistica, ileo meconial e aqueles
cujos pais sdo portadores de mutagdes para fibrose cistica’.

HISTORICO

A histoéria da fibrose cistica remonta ao século XVII, com a des-
cricdo das primeiras observagdes clinicas da enfermidade. Inclusive, na
Europa, o anedotério folclorico consagra a referéncia de que as parteiras
beijariam na fronte dos recém-nascidos e, se o suor fosse anormalmente
salgado, esses recém-nascidos estariam fadados a morte por congestao
pulmonar cronica e suas conseqiiéncias (doenga do beijo salgado)*.

Na década de 70, a Associacao de Pais e Amigos dos Excepcio-
nais de Sao Paulo (APAE-SP), numa iniciativa pioneira na América
Latina, implantou a versdo mais simples do Teste do Pezinho com o
diagnostico precoce da Fenilcetontria e Hipotireodismo Conggénito'.

Em 1979, Crossley et al (1) observaram nivel aumentado de trip-
sinogénio (IRT) em recém-nascidos com fibrose cistica. Acredita-se
que o aumento da tripsina sérica seja secundario ao refluxo de secre¢ao
pancreatica, provocado pela obstrucao dos ductos no pancreas. O teste
pode ser realizado com amostra de sangue colhido em papel de filtro,
na mesma amostra realizada para o teste do pezinho para fenilcetontria,
hipotireodismo congénito e anemia falciforme 716,

O Teste do Pezinho, nome popular para a Triagem Neonatal, foi
incorporado ao Sistema Unico de Satide (SUS) no ano de 1992, através
da Portaria GM/MS n° 22, de 15 de janeiro de 1992, que determinava
a obrigatoriedade do teste em todos os recém-nascidos vivos e incluia
a avaliagcdo para Fenilcetonuria e Hipotireoidismo Congénito. Esses
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procedimentos foram incluidos na tabela SIA/SUS, podendo ser cobra-
dos por todos os laboratorios credenciados que realizassem o Teste do
Pezinho. Em 2001, o Ministério da Saude, pela Portaria GM/MS n°
822, de 6 de junho de 2001, criou o Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN), ampliando pelo Sistema Unico de Satde (SUS) o
diagnostico precoce para fibrose cistica, anemia falciforme e outras
hemoglobinopatias, além dos ja disponibilizados. Este programa segue
alguns principios e diretrizes':

1 - Todo recém-nascido tem direito ao acesso a realizagao de testes
de Triagem Neonatal, em conformidade com o disposto nesta
Portaria. Os testes deverdo ser realizados até¢ o 30° dia de vida
(preferencialmente entre o 2° e o 7° dia de vida), com coleta do
material efetuada de acordo com os critérios técnicos estabele-
cidos no Manual de Normas Técnicas e Rotinas Operacionais do
Programa Nacional de Triagem Neonatal, elaborado e publicado
pela Secretaria de Assisténcia a Satde/SAS/MS?.

2 - O Programa Nacional de Triagem Neonatal devera ser organizado
de maneira a garantir plenamente o acesso aos recém-nascidos
nao s a realizacdo dos exames preconizados e a confirmagao
diagnostica, mas também ao acompanhamento e tratamento das
doencas detectadas. Devem ser estruturados os fluxos de refe-
réncia e contra-referéncia, os postos de coleta adequados e os
respectivos Servigos de Referéncia em Triagem Neonatal/Acom-
panhamento e Tratamento de Doencas Congénitas de acordo com
a Fase de Implantacdo do Programa, em conformidade com o
estabelecido no Anexo III da Portaria®.

3 - Todo recém-nascido suspeito de ser portador de uma das patolo-
gias triadas devera ser reconvocado para a realizagdo dos exames
complementares confirmatorios, de acordo com o estabelecido no
Manual de Normas Técnicas e Rotinas Operacionais do Programa
Nacional de Triagem Neonatal 26,

4 - Todo recém-nascido vivo identificado e confirmado como
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portador de uma das patologias triadas tem direito ao acompa-
nhamento, a orientacdo e ao tratamento adequado, conforme
descrito no Manual de Normas Técnicas e Rotinas Operacionais
do Programa Nacional de Triagem Neonatal e nos respectivos
Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas .

5 - As autoridades sanitarias nos niveis Federal, Estadual € Muni-
cipal, de acordo com as respectivas competéncias e atribuicodes
estabelecidas no Artigo 5° desta Portaria, serdo responsaveis
pela adogdo das medidas pertinentes e adequadas a garantia dos
direitos enunciados nas alineas acima?.

Santa Catarina foi o primeiro Estado brasileiro a disponibilizar na
rede publica a Triagem Neonatal para fibrose cistica no ano de 2000, por
determinagdo de Termo de Compromisso firmado entre a Promotoria da
Infancia e Juventude e a Secretaria de Estado da Satde. Seu credencia-
mento no SUS ocorreu em 2002, com a habilitagao do estado na fase
IIT do PNTN que contempla o diagnostico precoce para fibrose cistica
com a dosagem do IRT acoplado a pesquisa de uma mutagdo genética
(deltaF508). No ano anterior, Santa Catarina ja havia sido habilitada na
fase I do PNTN.

COLETA

A Triagem Neonatal ¢ feita a partir de gotas de sangue colhidas
do calcanhar do recém-nascido. Por ser uma parte do corpo rica em
vasos sangiiineos, o material pode ser colhido por meio de uma unica
pungdo rapida no pezinho, nas laterais inferiores do calcanhar, em
papel-filtro SS903, recomendado pelo National Committee of Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), com areas demarcadas em circulos.
As amostra de sangue s6 poderdo ser coletadas em papel-filtro forne-
cido pelo laboratorio que ira proceder a realizagdo de andlises, uma
vez que o laboratdrio controla cada lote de remessa de papel do fabri-
cante'.



98 Ludwig Neto (Editor), FIBROSE CISTICA ENFOQUE MULTIDISCIPLINAR

O papel-filtro utilizado na triagem ¢ delicado e requer cuidados
especiais no manuseio e armazenagem. Calor e umidade excessivos sao
as condi¢cdes do ambiente que precisam ser evitadas, pois podem ser
absorvidas pelo papel-filtro sem que se perceba'.

Em situagdes excepcionais o sangue poderd ser coletado por
pungdo venosa sem anticoagulante ou ainda por puncao no I6bulo auri-
cular ou ponta dos dedos.

A sala de coleta deve ser um local aconchegante e tranqiiilo, ade-
quado a finalidade. O uso de ar refrigerado ndo ¢ recomendado, pois o
resfriamento dos pés do bebé ira dificultar a obtengdo de sangue'.

Antes de iniciar a coleta, o profissional devera se assegurar de que
todo o material necessario, citado abaixo, esteja disponivel na bancada
de trabalho que deve estar convenientemente limpa:

- luvas de procedimento (ndo ¢ necessario o uso de luvas cirtr-
gicas);

- lancetas estéreis descartdveis com ponta de aproximadamente 2,0
mm;

- recipiente com alcool a 70% para assepsia;

- algodao e/ou gaze pequena esterilizada;

- papel-filtro do PNTN.

Na bancada devera estar disponivel uma pequena prateleira ou
algum outro dispositivo que permita a distribui¢do dos papéis-filtro ja
coletados, até a secagem total das amostras'.

PROCEDIMENTO PARA COLETA

Para que haja uma boa circulagdo de sangue nos pés da crianga,
suficiente para a coleta, o calcanhar deve sempre estar abaixo do nivel
do coracao. A mae, o pai ou o acompanhante da crianca devera ficar de
pé, segurando a crianga na posic¢ao de arroto'.

O profissional que vai executar a coleta deve estar sentado, ao
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lado da bancada, de frente para o adulto que estd segurando a crianga.

Realizar a assepsia do calcanhar com algodao ou gaze levemente
umedecida com alcool 70%. Massagear bem o local, ativando a circu-
lagdo.

Certificar-se de que o calcanhar esteja avermelhado. Aguardar a
secagem completa do alcool. Nunca realizar a pungdo enquanto existir
alcool, porque sua mistura com o sangue leva a dilui¢do da amostra e
rompimento dos globulos sangiiineos (hemolise). Nao utilizar alcool
iodado ou anti-séptico colorido, porque eles interferem nos resultados
de algumas das analises.

Aescolha do local adequado da pung¢ao é muito importante (Figura
1). Um procedimento seguro evita complicagdes. A puncdo deve ser
executada numa das laterais da regido plantar do calcanhar, locais com
pouca possibilidade de se atingir o osso acidentalmente'.

Figura 1 - Local ideal para a coleta

Evitar o uso de agulhas, pois elas podem atingir estruturas mais
profundas do pé, como ossos ou vasos de maior calibre, além de provo-
carem um sangramento abundante que dificulta a absorcdo pelo papel,
sendo este outro motivo muito freqiiente de devolu¢ao de amostras por
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coleta inadequada.
Segurar o pé e o tornozelo da crianga, envolvendo com o dedo

indicador e o polegar todo o calcanhar, de forma a imobilizar, mas nao
prender a circulagdo' (Figura 2).

Figura 2 - Assepsia

Feita a punc¢ao, ¢ desprezada a primeira gota de sangue para evitar
contamina¢do com outros fluidos teciduais que podem interferir nos
resultados (Figura 3).

Figura 3 - Pung@o

Encoste o verso do papel-filtro na nova gota que se forma na
regido demarcada para a coleta (circulos) e faga movimentos circulares
com o papel, até o preenchimento de todo o circulo. Deixe o sangue fluir
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naturalmente e de maneira homogénea no papel, evitando concentracao
de sangue. Nao permita que ele coagule nem no papel nem no pezinho.
S6 desencoste o papel do pezinho quando todo o circulo estiver pre-
enchido. Nao toque com os dedos a superficie do papel na regido dos
circulos. Qualquer pressdo podera comprimir o papel, absorver menor
quantidade de sangue e alterar os resultados dos testes.

Encoste o outro circulo do papel novamente no local do sangra-
mento. Repita o movimento circular até o preenchimento total do novo
circulo (Figura 4).

Repetir a mesma operagao até que todos os circulos estejam total-
mente preenchidos'.

Figura 4 - Cartdo de coleta corretamente preenchido

A coleta pode ser realizada pelos postos de saide municipais,
APAESs, maternidades, hospitais etc., e encaminhados ao Laboratorio de
Referéncia em Triagem Neonatal do respectivo servigo de referéncia.

DIAGNOSTICO LABORATORIAL PARA A FIBROSE CIiSTICA
NA TRIAGEM NEONATAL

METODOLOGIA

A metodologia usada para a triagem neonatal da fibrose cistica se
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baseia na dosagem do tripsinogénio imunorreativo (IRT). A dosagem
do IRT ¢ um indicador indireto da doenga, pois avalia a integridade da
funcdo pancredtica. Se esta estiver normal por ocasido do nascimento, o
teste podera ser negativo. O IRT ¢ um precursor da enzima pancreatica,
cuja concentracdo costuma estar persistentemente elevada no sangue
dos recém-nascidos com fibrose cistica, mesmo nos casos onde ainda
ha suficiéncia pancreatica. Este aumento ocorre porque a fibrose pan-
creatica que a maioria destes pacientes apresenta ja ocorre no periodo
intra-utero, levando a um refluxo das enzimas pancreaticas para a circu-
lagdo, com aumento dos niveis do IRT?.

A sensibilidade desse teste se situa ao redor de 95%, porém sua
especificidade ¢ baixa, variando de 32 a 74%, dependendo dos niveis
de corte estipulados pelos laboratorios para o IRT. A presenca de ileo
meconial, sinal de alerta para o diagnostico de fibrose cistica, pode estar
relacionada a testes falsos-negativos, pois com a desobstrucao intestinal
ocorre rapida queda dos niveis da enzima no sangue’.

Observar se o nivel de corte para o IRT foi estabelecido em soro
ou sangue total para evitar erro na interpretagao.

PRINCIPIOS DE ENSAIOS PARA DOSAGEM DE IRT

A dosagem de IRT neonatal é realizada de acordo com o protocolo
descrito no kit Delfia® (Wallac-EG & G Co.), com metodologia imu-
nofluorimétrica por tempo resolvido. Sao utilizados picotes de 3 mm
de mancha de sangue fixada em papel-filtro. Os picotes sdo colocados
em microplacas, aos quais ¢ adicionado o tampao de teste e incubados.
Ap0s o periodo de incubagdo, ¢ acrescentada uma solu¢do intensifica-
dora?’.

O teste Delfia de IRT neonatal ¢ um ensaio de dois sitios imuno-
fluorimétricos de fase solida. A reagdo se baseia na técnica de sanduiche
direto, na 