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Fibrose quistica

e Fibrose Quistica (FQ) - doenga monogénica autossOmica
recessiva . Mais frequente na populacdo caucasiana

e (Causada por mutacoes no gene que codifica a proteina CFTR
(Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator).

e A CFTR funciona como canal de transporte de 10es cloreto ao
nivel da membrana apical das cé€lulas epiteliais, contribuindo
para o controlo do movimento de agua nos tecidos. Secreta
cloretos e 1nibe reabsorcao de sodio.

Alcina Costa 2



) 560 Nacional de Saide

Disfuncdo da proteina CFTR - disturbio do transporte de cloro
através dos epitélios. Influxo compensatorio de sddio para manter a
eletroneutralidade com consequente influxo da agua, o que leva &

desidratacdo da superficie celular, com formacao do muco espesso
caracteristico da doenga
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Gene CFTR

O gene da FQ localiza-se no brago longo do cromossomo 7, no l6cus q31,
formado por 250Kb de DNA, com 27 exdes e codifica um RNAm de 6,5Kb.

Descritas mais de 1600 mutagdes no gene CFTR

A mais frequente € a delegao de trés pares de bases no exdao 10 do gene, com
perda do aminodcido fenilalanina na posi¢ao 508 da proteina. Conhecida como
mutacao AF508.

Presente em cerca de 42% do gene FQ da populacdo portuguesa
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Fibrose quistica

A FQ € caracterizada pela obstrucao e infecado pulmonar
cronica, 1nsuficiéncia pancreatica e obstru¢do 1ntestinal,
infertilidade masculina, e suor com niveis elevados de cloretos

A doenca € multissistémica e afeta todos os Orgdaos que
expressam a CFTR

A 1dade em que se comecam a manifestar 0s primeiros
sintomas € a sua gravidade estdo relacionados com o tipo de
mutagdes no gene CFTR
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Fenotipo clinico de Fibrose quistica
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Periodo neonatal / 1° ano de vida

Idade pré-escolar / Escolar

Adolescente / Adulto

e jleus Meconial

* |ctericia Prolongada

* Hipoproteinémia/edema
* M3 progressao estaturo-ponderal
* Esteatorreia

s Diarreia Crdnica

* Bronguiolite

= Bronquite

* Hiponatrémia

* Golpe de calor

* Prolapso retal

» Tosse persistente com ou sem
expetoracao

* Pieira recorrente

* Hipocratismo digital

* M3 progressao estaturo-ponderal

* Hepatomegalia ou doenga hepatica

* Diarreia Cronica

* Prolapso rectal

» Doenga pulmonar créonica supurativa

* Asma com infegoes e alteragdes
radioldgicas

* S0ID*

* Polipose nasal

* Sinusopatia crénica

* Doenca pulmonar crénica supurativa

* DM** com sintomatologia pulmonar

= (Cirrose biliar focal ou multilobular

* Pancreatite idiopéatica crénica

* Atraso na puberdade

* |nfertilidade masculina por
azoospermia

* Fertilidade feminina diminuida

*S0OID: Sindrome de Obstrucdo Intestinal Distal; DM** :Diabetes Mellitus.
Barreto, C. Fibrose Quistica, in: Marques Gomes M), Sotto-Mayor R. Tratado de Pneumologia. Permanyer Portugal,

2003, Vol. 1;927-943).
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Population and preval

idemiologia

of patients with CF in E.LL

niries

Population # CF CF Estimated Source(s)

i 2004 patients  prevalence CF

(thousands ) (per 10,000} incidence
Anstria 25,175 BE6 0. B39 123 S0 Ia, [1]
Belgium 10,348 1065 1.03 1:2850 b, Ila, [13,14]
Bulgaria T.518 170 0.226 1:2 5000 [13]
Cyprus 776 26 0.335 1:7914 [15]
Czech 10,246 570 0.556 1:2833 Ic, Ila, [14,16]

Republic
De numark 5413 412 0. 7al 1 =3 e IMma, (14,17, 18]
Estonia 1.5342 B3 &l 1 =3 S0 [17]
Finland 5215 64 0123 1 22 Seh Id, [17,19]
France 60,424 4533 0.750 1:4 700 le, Ila, Ile, [1]
Germany B2 475 6835®  0.E29° 1:3 3000 If, 1o,
[14,16,20]
Gireece AN 555 0.521 1:3 Seh Ig, [14]
Hun gary 10,032 410 0.409 Th
Ireland 39570 1182 208 1:1353 Ii, 1Tk, [&]
Iialky 58057 Skl 0eT2 1:4238 e, [21]
Latvia 2,306 24 0.104 [7]
Lithuania Fo08 47 01350 [7]
Luxembourg 463 20 0.431 [7]
Mialia 3T 23 05T v
Metherlands 16318 1275 0.TEl 1:4750 IMa, [22]
Poland 38,580 9RT 0.256 1:5 000 I, [1]
Portugal 1,524 285® 271" 1 6 (e Ch Ik, [ 7]
Rormarnia 22,356 238 0106 1:2056 [23]
Slovakia 5,424 3400 0627 1:1 B0 Ila, [24]
Slowvenia 2,011 a2s] 0328 13 (bCh [7.25]
Spain 40,281 2200 % 0.546 1:3750 IL [13.14]
Sweden 2000 362 0,403 1:5:600 Ila, [26]
United 60,271 H284 1.37 1:2381 Im, Ila, I1d, [2]
Kingdom

Portugal {Maria Celeste Barreto and Margarida Amaral).
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Epidemiologia

Segundo a Organizacao Mundial de Saude:

e Unido Europeia 1 em cada 2000 a 3000 recém-nascidos €
afetado pela FQ

e Além da Europa, existe também uma elevada incidéncia na
América do Norte e na Australia.

 Em Portugal a incidéncia de FQ calculada € de 1/6000 novos
casos de recém-nascidos, por ano
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Diagndstico

e O diagnostico € baseado no fendtipo clinico associado a duas
ou mais provas do suor positivas e/ou pela presenca de duas
mutagoes no gene CFTR

e O teste laboratorial de referencia para o diagnostico da FQ € a
prova do suor, com base na concentracdo elevada de 10es
cloreto no suor.

e O diagnostico de FQ € essencialmente clinico e os testes de
diagnostico t€m como objetivo principal a sua confirmacao,
ou, em casos mais atipicos, o seu suporte ou exclusao.
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Prova do Suor

* Idealmente, a prova de suor devera realizar-se sO apoOs as 2-3
primeiras semanas de vida, peso superior a 3 Kg, com o doente
clinicamente estavel, bem hidratado, sem sinais de doenca aguda e
sem receber tratamento com corticoides.

* Os individuos com suspeita de FQ e com prova de suor normal ou
intermédia devem efetuar um estudo genético.

e Nos individuos com clinica sugestiva de FQ, a identificacao de
duas mutacOes confirma o diagndstico, mas a sua auséncia nao
exclui

10
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Prova do Suor

A prova de suor, desenvolvida em 1959 por Gibson e Cooke,
designada por quantitative pilocarpine iontophoresis test continua a
ser 0 teste gold standard para a confirmagao diagnostica

E um método quantitativo que mede a concentracdo de ido cloreto
(CI") no suor.

O Procedimento laboratorial utilizado para a realizacdo da Prova do Suor é
baseado em: “Guideline for the performance of the sweat test for the investigation
of Cystic Fibrosis in the UK”, November 2003 e “ Sweat testing : Sample colletion
and quantitative chloride analysis- Third Edition.” C34-A3, vol 29 n° 27 da
NCCLS e Norma 31/2012 atualizada em 10/01/2014 da DGS.
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Metodologia

1 - Estimulacao Pilocarpinica do suor
2 - Recolha da amostra pelo sistema Macroduct
3 — Doseamento dos Cloretos

Triagem por Conductimetria (WESCOR)-
(expresso em NaCl)

Quantificacao dos Cloretos
por Potenciometria direta (EML 105),

Alcina Costa
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Metodologia

Condutividade dos electrolitos no suor pelo método Macroduct
Sweat Collection System/Wescor Sweat Check Conductivity
Analyzer. Resultado expresso em NaCl. —Testes rastreio

Na interpretacdo de uma prova de suor, ha que ter em
consideracao a metodologia utilizada

Segundo a Cystic Fibrosis Foundation e guidelines uma medi¢ao
da condutividade pelo método Wescor Sweat Check, com resultado
superior ou 1igual a 50 mmol/l, devera ser seguido de uma avaliacao
quantitativa do 1do cloreto.

13
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Prova suor- Procedimento laboratorial na UDR

Algoritmo Laboratorial

Colheita do Suor

0

Condutimetria (NaCl)

NaCl <60 mmol/L — negativo/ Normal
NaCl = 60 - 89 mmol/L — Borderline/ Indeterminado
NaCl > 90 mmol/L - Positivo

il It
Se NaCl <50 mmol/L Se NaCl = 50 mmol/L
Negativo Doseamento do CI'
0

Potenciometria direta (CI)

Se CI' <40 mmol/L. — negativo/ Normal
Se CI' = 40 — 59 mmol/L - Borderline/ Indeterminado
Se CI' = 60 mmol/L - Positivo (consistente com FQ)

Alcina Costa

CV =1,49%
participa na Avaliacao Externa da
Qualidade UK NEQAS-Sweat testing.

Até 6 meses de idade:

Cl- = 29 mmol/L —negativo/ Normal
Cl- =30 a 59 mmol/L indeterminado
Cl- 2 60 mmol/L — consistente com
FQ
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Casuistica de 2009-2013

Foram realizadas 472 provas do suor, na rotina laboratorial

276 (58,5%) individuos do sexo masculino e 196 (41,5%) do
sexo feminino.

A 1dade dos utentes variou dos 3 meses aos 83 anos.
mediana de 4 anos

terceiro quartil de 10 anos;
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Casuistica de 2009-2013

A pesquisa de mutagcdes no gene CFTR fo1 realizada utilizando
as técnicas de rotina do laboratorio (ARMS—-Amplification
Refractory Mutation System; RDB—Reverse Dot-Blot; DGGE-
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis dos exoes 3, 12, 13, e
20 e em alguns casos sequenciacao do ADN) que no seu conjunto
permitem detetar cerca de 93 a 98% das mutacOes associadas a
FQ na populagao portuguesa.

(Unidade de Genética Molecular, Departamento de Genética Humana, INSA,
I.P. Lisboa )
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Casuistica de 2009-2013

Resultados da prova do suor por condutimetria (NaCl)

Ano N° teste Negativo “Borderline” Positivo
N° (%) N° (%) N° (%)
112

2009 85 (75.9%) 25 (22.3%) 2 (1.8%)
2010 116 85 (73.3%) 28 (24.1%) 3(2.6%)
2011 100 83 (83.0%) 16 (16.0%) 1(1.0%)
2012 92 80 (87.0%) 10 (10.9%) 2(2.2%)
N 2013 52 42 (80.8%) 6 (11.5%) 4(7.7%) .
Diminuic: 3, devido a
um maior i 472 375 (79.4%) 85 (18.0%) 12 (2.5%)

ESta ObS& vagdu U Lulluuvldud Puiv 1dulu UL d pPLUpPULEAU UL Ldadud POSitiVOS SEer
superior aos observados nos anos anteriores
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Casuistica de 2009- 201 3

Resultados da prova do suor por potenciometria direta (CI")

Resultados por Potenciometria Direta (CI°)
Resultados por N° de

Condutimetria | amostras Negativo Borderline Positivo
N° (%) N° (%) N° (%)

NaCl <50

4
mmol/L 0

B
NaCl= 75 2@27%)  24(320%)  19(253%)

mmol/L

A totalidade das amostras com resultado de NaCl <50 mmol/L foi
negativa no doseamento de cloretos

18
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Casuistica de 2009- 201 3

Percentagem de resultados positivos, borderline e negativos para o rastreio e
confirmacao relativamente ao total de amostras analisadas

75:16%

B NaCl< 50 B NaCl=50,sem Cl- ENaCl> 50, com ClI-

B Negativo B Borderline B Positivo

Nos 75 casos em que se doseou o 130 cloreto:
19 positivos, 24 borderline e 32 negativos, correspondendo a 4 %, 5 % e 7% do

total das amostras estudadas,
19
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Casuistica de 2009-561“3 '

Estudo do Gene CFTR efetuado em 31 casos, 15 com resultado de cloretos positivo, 11

borderline e 3 negativos
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M Positivo

Sem mutagao Uma mutacao Duas mutagoes
N°? de mutacoes encontradas

*10 (32%) - duas mutagoes
*8 (26%) -uma mutac¢ao
*13 (42%), nao se
encontraram mutagoes

2 casos com condutimetria borderline ( sem doseamento de Cl-), ndo foram

detetadas mutagdes.

Crianga com 6 meses de idade, com Condutimetria negativa , foi encontrada uma

mutacao

Alcina Costa
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CONCLUSAO

A prova € tecnicamente exigente, requer experiéncia, qualificacdo e
o seguimento de orientacoes emitidas por organismos de referéncia

A sua interpretacao e valorizacao sao de importancia primordial para
o diagnostico correto e atempado, sendo no entanto essencial utilizar
os métodos de colheita e analise apropriados, assim como um
adequado controlo de qualidade e avaliagao dos resultados

Para interpretacdo de qualquer prova do suor € indispensavel que
esteja explicito, no resultado laboratorial, o método utilizado na
analise do suor

Alcina Costa 21
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CONCLUSAO

Uma prova de suor com resultados dentro dos valores de referéncia
nao exclui a doenca, pelo que sempre que o quadro clinico seja
sugestivo de FQ deve ser pedida nova prova de suor para
laboratorio que garanta a realizacao da prova quantitativa.

Todos os casos em que foram identificadas duas mutagdes no gene
CFTR apresentaram uma prova do suor positiva.

A prova do suor com base na concentracdo de cloretos € o teste de
referencia para o diagnostico da FQ.

Alcina Costa 22
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