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Diagnostico da Fibrose Quistica — A Prova do Suor como técnica de referéncia para o seu diagnéstico
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Introducgao e

Objetivo

A Fibrose Quistica (FQ) ¢ a doenga genética autossdmica recessiva letal mais frequente na
populagdo caucasiana. E causada por mutagdes no gene que codifica a proteina CFTR
(Cystic Fibrosis Tr brane Cond, e Regulator), que funciona como canal de
transporte de ides Cloreto ao nivel da membrana apical das células epiteliais, contribuindo

para o controlo do movimento de agua nos tecidos.

A FQ ¢ caracterizada pela obstrugdo e infec¢do pulmonar cronica, insuficiéncia
pancreatica, obstru¢do intestinal, infertilidade masculina e suor com niveis elevados de
cloretos.

A idade em que se comegam a manifestar os sintomas e a sua gravidade estdo relacionadas
com o tipo de mutagdes no gene CFTR.

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

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a casuistica da Prova do Suor entre 2009 e
Margo de 2018 realizado no Departamento de Promogdo da Satde e Prevengdo de Doengas
ndo Transmissiveis do INSA, LP Lisboa e o estudo do gene CFTR, efetuado na Unidade de
Genética Molecular, Departamento de Genética Humana, INSA, LP Lisboa. Foram
analisados 594 individuos, com idades entre um més e os 77 anos, sendo que a maioria dos
individuos, 79,5%, tem até aos 12 anos de idade. Em relagdo ao género a distribui¢do da
amostragem ¢ aproximada igual, com 43,36% das amostras do sexo feminino e 56,64% do
sexo masculino.

Metodologias

O suor foi obtido por iontoforese com estimulagdo pela pilocarpina, sendo a colheita
efetuada utilizando o sistema - Macroduct®. A analise do suor foi efetuada por
Condutimetria (teste de rastreio) no equipamento Wescor Sweat - Chek Analyzer e por
Potenciometria Direta (elétrodos seletivos (ISE) ) e a partir de 2015 por Coulimetria
através dos equipamentos EML 105 e o analisador de cloretos 9268, respectivamente, para
o doseamento do ido cloreto. A metodologia usada para a pesquisa no gene CFTR foi
ARMS — Amplification RefractoryMutation System; RDB-Reverse Dot-Blot ; DGGE-
Denaturing Gradient Electrophoresis dos exdes 3,12,13 ¢ 20 e em alguns casos
sequenciagdo do ADN) que no seu conjunto permitem detetar cerca de 93 a 98% das
mutagdes associadas a FQ na populagdo portuguesa

¥

Condutivimetria:- uati- mmoit
Hat] < 50 = Negativo - Diagnstico de FQ pouco provével
50 Natl 285 - Intermédio - Diagndstico de FO, provivel®
Nac] » 85 = Positva - Diagndstica de FQ muito provivel*

Idade < 6 meses Idade > 6 meses

Contirmar o diagnastico,

304 C1'$ 60Intermédio - nio

PErMmite contrmar o diagnostica.

405C1 ¢ 60 Hntermédio-

‘pemite confirmar o diagndstico. W&o permite confirmar o dizgndstico.
NaCl'> 60 Positivo= Na CF > 80 Positivo-
Confirmativo de diagndstica* Confirmativo de diagnstiza™

1,Prova semi quantitativa - rastreio |
1, Prova quantitativa H
* Uma prova quantitetiva positiva deve ser confirmada por uma segunda |
provaefou pesquisade mutagdes no gene CFTR associadod FQ,
*#*Uma prova semiquantitaiva com valores intemeédios ou elevados deve ser
', confirmadacom prova quantitatva,

Figura 1 — Algoritmo clinico

O procedimento utilizado para a realizagdo do Teste do Suor ¢ baseado na Norma
031/2012 atualizada em 10/01/2014 da DGS., que remete para as “Guideline for the
performance of the sweat test for the investigation of Cystic Fibrosis in the UK v2,
November 2003, and Evidence based guideline March 2014”. (Fig 1)

O laboratorio efetua controlo interno da qualidade (CV =1,59%) e participa na Avaliagdo
externa da qualidade UK NEQAS-Sweat testing.

Resultados e

Discussao

Nas 594 amostras analisadas por condutivimetria,
o resultado foi negativo (NaCl < 50 mmol/L) em Resultados obtidos por Condutivimetria (Nacl)
76,4%, intermédio (50 a 85 mmol/L) em 16,57%

e positivo (>85 mmol/L) em 7,03% das

amostras (Fig. 2). Verifica-se uma grande
percentagem de resultados negativos
provavelmente devido a dificuldade de

diagnostico através da sintomatologia clinica, que

leva a pedidos de rastreio desta patologia para

excluir possiveis diagnosticos da FQ.

. . Figura 2 — Resultados do NaCl por Condutivemetria
Foram analisadas 230 amostras para o ido cloreto,

(68,33%) consideradas
negativas com Cl- < 40 mmol/L , 30 intermédias
(16,13%) com Cl- entre 40 ¢ 60 mmol/L e 30
amostras positivas com Cl- > 60 mmol/L (Fig.3).
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Tal como era espectavel o numero de amostras
positivas no doseamento do ido cloreto (15,54%)
encontrado  na

foi superior ao numero
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metodologia de rastreio (6,38%). Como tal, ¢é
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fundamental chamar a ateng&o para a importincia

da analise do ido cloreto, sendo insuficiente a

analise apenas  por condutivimetria para Figura .3 - Resultados do Cl por Coulimetria/
Pontenciometria

confirmar o diagnéstico da FQ.

Todas as amostras positivas para NaCl que foram analisadas por coulimetria/potenciometria
confirmaram a sua positividade. Dos resultados intermédios para o NaCl obtivemos 37,2% das
amostras com valor intermédio para o ido cloreto. Nestes casos foi recomendada uma nova
colheita para a Prova do Suor e/ou a pesquisa de mutagdes no gene CFTR. Dos restantes resultados
intermédios para o NaCl, apenas 8,1% foram positivos para o ido cloreto, enquanto 54,7% foram
negativos para o ido cloreto. Nesses casos o clinico deve avaliar a sintomatologia para excluir o
diagnostico de FQ.

O doseamento do ido cloreto (coulimetria/potenciometria) permite obter resultados mais
conclusivos (15,54% positivos, 16,13% intermédios e 68,33 %  negativos) do que a
condutivimetria (6,38% positivos, 17,22% de intermédios e 76,4% de negativos), tal como era

espectavel para um teste de confirmagdo, sendo a condutivimetria considerado um teste de

O estudo do gene CFTR foi efetuado em 44 casos dos quais 14 (32%) tinham uma mutagdo, 12
(27%) apresentaram duas mutagdes ¢ em 18 (41%) ndo apresentaram mutagdes. (Fig. 4).

Em todas as amostras positivas para o ido cloreto
que foram estudadas para o gene CFTR foram
detetadas mutagdes, exceto num caso de um bebé
':::2::: com menos de 6 meses. Em 72,8% das amostras
ax consideradas intermédias para o ido cloreto ndo
foram detetadas mutagdes; das restantes amostras,
apenas uma apresentou duas mutagdes Esse
doente apresentava um resultado intermédio para a
prova do suor, mas devido a sintomatologia
sugestiva de FQ fez a pesquisa de mutagdes no
Figura 4— Resultados da pesquisa de mutagdes no  gene CFTR, e a presenga de duas mutagdes veio
gene CFTR confirmar esse diagndstico.

Resultadodo estudo do gene CFTR
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plondptfoon pA T COBE  » de um bebé com 6 meses de idade que
apresentava hipotonia, aconselhou-se o acorﬁ?)annamento em consulta da especialidade e posterior
repeti¢do das analises pois ao nivel das analises laboratoriais (prova do suor e pesquisa de
mutagdes) ndo foi possivel confirmar o diagndstico de FQ.

A prova do Suor, com doseamento de Cloretos ¢ considerada a prova de referéncia para o
diagnostico da FQ e ¢ diagnéstico em aproximadamente 98% dos casos. I fundamental que esta
analise seja realizada, desde a colheita até a interpretagdo dos resultados, por técnicos
especializados e experientes de forma a garantir resultados fidveis e conclusivos. A interpretagdo
do resultado deve dar uma precisa indicagdo ao clinico e, nos casos em que isso néo for possivel,
o laboratorio deve aconselhar uma repeti¢do posterior da analise e/ou pesquisa de mutagdes no
gene CFTR. Este procedimento tem como finalidade a confirmagdo do diagndstico o mais
atempadamente possivel, a qual ¢ muito importante para permitir uma maior eficacia no
tratamento e/ou acompanhamento dos doentes, que na maioria dos casos sdo criangas.
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