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RESUMO

Introducdo: A Fibrose Cistica (FC) é uma doenca monogénica, autossdmica recessiva.
E causada por mutacdes no gene CFTR, responséavel por codificar a proteina CFTR,
localizada principalmente na membrana apical de células epiteliais de diversos 6rgaos.
As consequéncias da disfuncdo da proteina geralmente comecam antes do nascimento
do individuo com FC. As alteragdes do sistema gastrointestinal, do pancreas e do
sistema respiratorio estdo entre as primeiras manifestacGes clinicas. O objetivo deste
trabalho foi descrever as caracteristicas clinicas, genotipicas e laboratoriais mais
frequentes em pacientes fibrocisticos do RS até 0 momento da primeira consulta.

Metodologia: Estudo transversal e descritivo dos recém-nascidos diagnosticados com
FC, triados pelo Servigo de Referéncia em Triagem Neonatal do Rio Grande do Sul
(SRTN/RS), no periodo de 2012 a 2018, submetidos ao estudo molecular.

Resultados: Entre os 61 pacientes incluidos neste estudo, 20% possuiam baixo peso ao
nascimento e somente 9,8% eram assintomaticos na primeira consulta. Entre as
manifestacBes clinicas mais frequentes, observou-se esteatorreia (31,1%) e tosse
(29,5%). ileo meconial manifestou-se em 24,6% dos recém-nascidos. O tripsinogénio
imunorreativo (TIR) apresentou valores significativamente mais baixos em recém-
nascidos com histérico de ileo meconial, e significativamente mais elevados em
pacientes que possuiam a mutacdo p.Phe508del. Essa mutacdo foi observada em 66,7%
do total de alelos estudados nos recém-nascidos fibrocisticos.

Conclusdo: A interpretacdo da relacdo gendtipo-fenotipo ainda € um desafio, pois a
analise genetica isolada ndo é suficiente para predizer a gravidade da FC. A grande
heterogeneidade fenotipica pode ser explicada devido a acdo de influéncias ambientais e
genes modificadores. Mais estudos devem ser realizados para o melhor entendimento do
efeito do gendtipo sobre o inicio e a evolucdo das manifestacdes clinicas do individuo
com FC.

Paravras-chave: fibrose cistica, genétipo-fen6tipo, recém-nascido, triagem neonatal.



1. INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenga monogeénica, herdada geneticamente, que
possui caracteristica autossomica recessiva. Essa doenca afeta aproximadamente 75.000
pessoas ao redor do mundo, sendo 44.000 s6 na Europa (Jennings e Flume, 2018; Orenti
et al., 2016). Segundo o Registro Brasileiro de Fibrose Cistica do ano de 2016
(REBRAFC), existem aproximadamente 4.654 pacientes fibrocisticos registrados em
centros de referéncia no Brasil (Filho et al., 2016).

A FC ¢é causada por mutagdes no gene denominado regulador da conduténcia
transmembranar da fibrose cistica (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator - CFTR). Esse gene é responsavel por codificar a proteina CFTR localizada,
principalmente, na membrana apical de células epiteliais de diversos 6rgdos, incluindo o
trato respiratorio, o pancreas exocrino, o intestino, os vasos deferentes, o sistema
hepatobiliar e as glandulas sudoriparas. A proteina CFTR desempenha um papel
importante no equilibrio hidroeletrolitico das secre¢es presentes na membrana
luminal, mantendo a fluidez ciliar das células epiteliais e a viscosidade do muco
(MacDonald et al., 2007). Mutaces no gene CFTR podem resultar em uma proteina
defeituosa, o que leva a formacdo de uma maior quantidade e viscosidade do muco
(MacDonald et al., 2007). Atualmente, 2.031 mutacGes no gene ja foram identificadas
(disponivel em http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage.html), sendo 336
dessas mutagdes conhecidamente patogénicas (disponivel em https://www.cftr2.org)
(Cutting et al. 2011). Essas mutacdes sdo classificadas de acordo com o0 mecanismo
pelo qual ird interromper a sintese, o trafego, o dobramento, a estabilidade ou a estrutura
da proteina (classes | a VI) (De Boeck e Amaral, 2016).

No Brasil, o diagndstico da FC foi incluido no Sistema Unico de Satde (SUS)
em 2013 durante a fase 111 do Programa Nacional de Triagem Neonatal do Ministério da
Saude (PNTN/MS), o qual estabelece o rastreio através da dosagem do tripsinogénio
imunorreativo (TIR). O tripsinogénio € uma proteina precursora da enzima tripsina,
elevada em recém-nascidos fibrocisticos até 30 dias de idade (Mishra et al., 2005). Essa
elevacdo ocorre devido a obstrucdo dos ductos pancreaticos, impedindo que o
tripsinogénio alcance o intestino, onde é convertido em tripsina, gerando aumento da
concentracdo desta proteina no sangue. Valores de TIR alterados (acima de 70 ng/mL)
séo repetidos antes dos 30 dias de idade (Therrell et al., 2012; Rispoli et al., 2018). No
entanto, a dosagem do TIR pode ser imprecisa, levando a resultados falso-positivos,
falso-negativos ou mesmo incertos (Farrell et al., 2017). Quando a triagem neonatal é
positiva, o recém-nascido é encaminhado para a etapa diagnéstica, que compreende a
dosagem de eletrélitos no suor, a avaliagdo clinica e o teste genético para a pesquisa das
seguintes mutacbes: p.Argll62X, p.Gly85Glu, p.Argll7His, c¢.2657 + 5G>A,
p.Gly542X, p.Arg334Trp, p.Trpl282X, p.Arg553X, ¢.1585-1G>A, ¢.2988 + 1G>A e
p.Gly551Asp (Rispoli et al., 2018).

A presenga do suor salgado é uma caracteristica fortemente sugestiva de FC.
Individuos fibrocisticos possuem niveis elevados de ions cloro e sddio no suor, devido a
disfuncédo da proteina CFTR, que leva a uma perda excessiva de sodio por glandulas
sudoriparas. A dosagem dos eletrolitos é realizada através do teste do suor pela
determinacéo das concentracfes de ions cloreto e sddio por colorimetria e fotometria de
chama, respectivamente (Gibson e Cooke, 1959). Concentragdes de ion CI" acima de 60
mmol/L representam um teste positivo. Valores ate 29 mmol/L s&o considerados
negativos e valores entre 30 e 59 mmol/L séo intermediarios, podendo ou ndo ser FC
(Athanazio et al., 2017).
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A andlise molecular das mutagdes relacionadas a FC pode ajudar a estabelecer o
diagnostico em pacientes em que o teste do suor € limitrofe. A mutacdo p.Phe508del é a
mais frequente entre os pacientes com FC, estando presente em aproximadamente 70%
dos alelos em estatistica mundial (disponivel em https://www.cftr2.org). Essa mutacéo €
causada por uma delecdo de trés nucleotideos, que resulta na auséncia do aminoécido
fenilalanina na posic¢éo 508 da proteina de 1.480 aminoacidos, afetando o trafego dessa
até a superficie da célula (Marson et al., 2013; De Boeck e Amaral, 2016).

Devido ao custo e ao grande espectro de mutacGes patogénicas ja descritas, a
anélise molecular ainda € realizada em poucos estados do Brasil e muitas vezes restrita
apenas a pesquisa da mutacdo p.Phe508del. No estado do Rio Grande do Sul (RS), o
diagnédstico molecular é realizado a partir da pesquisa dessa mutacdo, seguida de um
painel de investigacdo molecular com as 11 mutacGes mais frequentes no estado,
quando necessério (Rispoli et al., 2018).

As consequéncias de mutacGes no gene responsavel pela FC sobre a disfuncao
da proteina CFTR geralmente comecam antes do nascimento e alteragdes do sistema
gastrointestinal estdo entre as primeiras manifestaces na FC (De Lisle e Borowitz,
2013). O ileo meconial ocorre em cerca de 20% dos pacientes fibrocisticos e € uma
importante causa de obstrucdo intestinal, que pode ser identificada ainda no utero, por
ultrassonografia da gestante durante o pré-natal (Oliveira et al., 2002; Brennan e
Schrijver, 2016). Esse quadro clinico é causado pelo aumento da viscosidade do meconi
0 que causa obstrucéo fisica do ileo terminal e do intestino delgado préximo a obstrucao
(Vazquez et al., 2013). Como consequéncia, ocorre a dilatacdo da porcdo ileal do
intestino com meconio adicional, gas e liquido, podendo evoluir para necrose isquémica
ou perfuracdo e extrusdo do mecdnio no peritdnio (Sathe e Houwen, 2017).

Apo6s o nascimento, uma das manifestacbes clinicas mais frequentes esta
associada a funcdo pancredtica. Devido a alta expressdo do gene CFTR no péancreas
(Gillen e Harris, 2012), este 6rgdo é fortemente afetado pela disfuncdo da proteina
CFTR, e as manifestacGes da doenca se devem a obstrucdo dos ductos pela secrecdo
espessa acumulada. As glandulas exdcrinas presentes no pancreas sdo responsaveis pela
secrecdo de enzimas digestivas no limem intestinal. Quando ha obstrucdo pelo muco
espesso, 0 acumulo das enzimas pancreaticas nos &cinos leva a sua autodigestdo,
resultando em pancreatite (Yu e Sharma, 2018), formacéo de cistos e fibrose do tecido
pancredtico (Klimova et al., 2017).

A insuficiéncia pancreatica € uma manifestacdo presente em 63% de recém-
nascidos fibrocisticos, e quase 30% dos neonatos que possuem o pancreas suficiente se
tornam insuficientes até os 36 meses de idade (Struyvenberg et al., 2017). A presenca
de esteatorreia € um dos fatores mais utilizados para a classificacdo da insuficiéncia
pancreatica exdcrina devido a alteragdes pancreéaticas que resultam em ma absorcao de
lipideos (esteatorreia) e por consequéncia, baixo peso corporal (Walkowiak et al., 2001;
VanDevanter et al., 2016).

Outra manifestacdo clinica importante é a reducdo da funcdo pulmonar devido a
disfuncdo da proteina CFTR, que leva a alteracdo do efluxo dos ions cloreto e a
hiperabsor¢do ndo regulada dos ions de sodio, acarretando em desequilibrio osmatico
(Derichs et al., 2011). Como consequéncia, ocorre a formagdo e o acimulo de muco
mais espesso na superficie das células epiteliais, além da producdo de secrecdes mais
viscosas nos tecidos exocrinos. Em decorréncia dessas alteragfes, pacientes
fibrocisticos sdo mais susceptiveis a colonizacdo bacteriana crénica, a infeccdo e
inflamacdo das vias aéreas, gerando o estimulo da tosse e exacerbacdo pulmonar (Wark
e McDonald, 2018).
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O grande numero de mutacdes na fibrose cistica e seu comportamento
multissistémico leva a uma ampla variedade fenotipica. Um diagndstico precoce, ainda
nos primeiros dias de vida, aumenta a sobrevida dos pacientes e melhora a qualidade de
vida. Nosso objetivo foi descrever as caracteristicas clinicas, genotipicas e laboratoriais
mais frequentes em pacientes fibrocisticos triados pelo Servico de Referéncia em
Triagem Neonatal do RS (SRTN/RS) até o0 momento da primeira consulta.

Materiais e métodos

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal e descritivo. Foram incluidos neste estudo
todos os recém-nascidos diagnosticados com FC pelo SRTN/RS, triados pelo SUS, no
periodo de 2012 a 2018, que foram submetidos ao estudo molecular.

Critérios de inclusdo

O diagndstico de FC no estado do RS é baseado na dosagem de TIR, na
dosagem de eletrélitos no suor e na pesquisa molecular. Sdo necessarias duas amostras
alteradas de TIR, coletadas em momentos distintos, com valores maiores que 70 ng/mL
(Rispoli et al., 2018; Therrell et al., 2012). A primeira coleta é realizada de 3 a 5 dias
apos o nascimento, com a confirmacdo em uma segunda coleta realizada até 30 dias de
vida (Athanazio et al., 2017). Quando as duas dosagens estdo acima do valor de
referéncia, considera-se o teste de triagem positivo. A partir dessa etapa, 0 recém-
nascido é encaminhado para estudos confirmatorios. Os exames confirmatorios
contemplam: consulta com médico pneumologista pediatrico, estudo molecular no gene
CFTR e arealizagdo do Teste do Suor.

Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes que tiveram o diagnostico de FC tardio,
baseados em critérios clinicos ou procedentes de rede privada. Também foram excluidos
pacientes que ndo estavam com diagnostico conclusivo até o encerramento deste estudo.

Coleta de dados

Foram coletados, através da analise dos prontuarios, os dados laboratoriais e 0s
fenotipos clinicos obtidos na primeira consulta do recém-nascido no Hospital Materno
Infantil Presidente Vargas (HMIPV/PMPA). Os dados coletados incluem dados
epidemioldgicos (data de nascimento, sexo, etnia, cidade de origem, idade na consulta,
idade na realizacdo dos testes de TIR e no teste do suor), dados antropométricos (peso
ao nascimento, peso no momento da primeira consulta, ganho ponderal por dia até a
primeira consulta) e dados laboratoriais da triagem neonatal (dosagens de TIR na
primeira e segunda amostras, concentracdo de ions cloreto e s6dio e massa de suor nas
duas primeiras coletas realizadas). Foram coletadas também as informagdes de
manifestacBes clinicas obtidas a partir do exame clinico do recém-nascido e da
entrevista com os pais durante a consulta meédica (presenca de ileo meconial, suor
salgado, tosse, taquipneia, dificuldade respiratoria e esteatorreia) e dados genéticos das
mutacdes encontradas durante a analise molecular.

Anélise Estatistica

As variaveis gquantitativas foram descritas por média e desvio padrdo ou mediana
e amplitude interquartil. As varidveis categéricas foram descritas por frequéncias
absolutas e relativas. Para comparar médias, o teste t-student ou analise de variancia
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(ANOVA) foram aplicados. Em caso de assimetria, os testes de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis foram utilizados, respectivamente. Na comparacdo de propor¢des, 0s
testes qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher foram aplicados. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p<0,05) e as analises foram realizadas no programa
SPSS verséo 21.0.

Resultados

Entre maio de 2012 e outubro de 2018 foram diagnosticados 61 pacientes com
fibrose cistica a partir do SRTN/RS: 25 (41%) eram do sexo masculino e 36 (59%) do
sexo feminino. Destes pacientes, 56 (91,8%) eram brancos e 5 (8,2%) eram ndo brancos
(incluem-se nesse percentual negros, pardos e outras etnias).

Destes recém-nascidos, 34 (55,7%) eram procedentes da regidao metropolitana do
estado do RS. Os demais eram procedentes de outras regides do estado: 15 (24,6%)
eram da regido noroeste, 6 (9,8%) da regido centro-oriental, 3 (4,9%) da regido sudeste,
1 (1,6%) da regido sudoeste, 1 (1,6%) da regido nordeste e 1 (1,6%) da regi&o centro-
ocidental (Figura 1).

Em relagdo aos dados clinicos, 0 peso ao nascimento apresentou uma media e
desvio padrdo de 2.973 + 587 gramas, no entanto 11 (20%) recém-nascidos
apresentaram baixo peso ao nascimento (peso < 2.500 g). Os dados clinicos na primeira
consulta e dados laboratoriais, com mediana e amplitude interquartil estéo
demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracterizagdo clinica e laboratorial de pacientes com fibrose cistica,
diagnosticados na rede SUS do estado do RS, entre 2012 a 2018.

Varidvel Frequéncias
Dados do nascimento
Peso a0 nascer (g)- média + DP 2.973 £ 587
Baixo peso ao nascer (< 2.500 g) - n (%) 11 (20)
Dados na primeira consulta
Idade (dias) - mediana (P25 - P75) 35 (30 - 46)
Peso na consulta (g) - mediana (P25 - P75) 3.430 (2.897 - 4.197)
Ganho Ponderal (n=38)
N&o ganhou ou perdeu peso - n(%) 27 (71,1)
Ganho de peso adequado - n(%) 11 (28,9)
Dados laboratoriais
TIR
Primeira dosagem (ng/mL) - mediana (P25 - P75) 143 (92,9 - 177)
Idade do primeiro TIR (dias) - mediana (P25 - P75) 6(4-6)

Segunda dosagem (ng/mL) - mediana (P25 - P75) 143 (115,8 - 199,3)
Idade do segundo TIR (dias)- mediana (P25 - P75) 14 (12,8 - 17,5)
Teste do suor (TS) - Primeira dosagem

Normal - n(%) 3(4,9
Indeterminado - n(%) 9(14,8)
Alterado - n(%) 49 (80,3)
Idade do primeiro TS (dias) - mediana (P25-P75) 34 (29-44,3)
Dosagens do TS
Cloro 1 (mEg/L) - mediana (P25-P75) 101 (88,6-113,9)
Sédio 1(mEg/L) - mediana (P25-P75) 94,4 (70,7-109,5)
Massa 1 (mg) - mediana (P25-P75) 243,7 (167,9-280,6)
Cloro 2 (mEg/L)- mediana (P25-P75) 98,8 (84,8-117,4)
Sédio 2(mEg/L) - mediana (P25-P75) 94,8 (73,6-111)
Massa 2 (mg) - mediana (P25-P75) 256,5 (184,3-287,3)

DP = desvio padrdo

Em relacdo a apresentacdo clinica na primeira consulta, apenas 6 (9,8%) recém-
nascidos eram assintomaticos. Entre os 46 (75,4%) pacientes sintomaticos, 15 (24,6%)
apresentaram ileo meconial ao nascimento. Suor salgado foi observado em 20 (32,8%) e
esteatorreia foi relatado em 19 (31,1%) individuos. Entre as manifestacdes que
envolvem o trato respiratério, foi observado tosse em 18 (29,5%), taquipneia em 7
(11,5%) e dificuldade respiratoria foi relatado em 5 (8,2%) dos pacientes. Nove recém-
nascidos (14,8%) nédo tinham informacBes sobre sintomatologia na evolugdo dos
prontudrios da primeira consulta.

Nos pacientes com historico de ileo meconial (Tabela 2), observou-se valores
menores na dosagem do primeiro TIR em comparagao aos valores da primeira dosagem
de TIR nos pacientes sem historico de ileo meconial (p=0,003), como demonstrado no
Gréfico 1. Observou-se ainda, que a idade da segunda dosagem de TIR ocorre mais
tardiamente nesses pacientes (p=0,008), assim como a realizacdo do teste suor (p=0,03).
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Figura 1 - Distribuicdo geogréafica de pacientes com fibrose cistica diagnosticados pelo
SRTN, entre os anos de 2012 e 2018, no estado do RS. Em azul, casos de FC sem
histérico de ileo meconial e em vermelho, casos de FC com histérico de ileo meconial.
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Tabela 2 - Associacdo entre a presenca ou auséncia de ileo meconial e os diferentes
dados clinicos dos recém-nascidos com FC no estado do RS.

Ileo Meconial
Variaveis n Presenca Auséncia

Sexo - n(%) 49

Masculino 4 (26,7) 16 (47,1)

Feminino 11 (73,3) 18 (52,9)
Etnia - n(%) 49

Branca 15 (100) 31(91,2)

Nao branca 0(0) 3(8,8)
Peso ao nascer (g) - média = DP 46 3.026 + 797 2.959 + 507
Baixo peso ao nascer (<2.500 g) - n(%) 9 2 (22,2) 7(77,8)
Ganho ponderal (g/dia) - n(%o) 35

N&o ganhou peso ou perdeu (<20 g/dia) 4 (80,0) 21 (70,0)

Ganhou peso adequado (>20 g/dia) 1 (20,0) 9 (30)
Idade na consulta (dias) - mediana (P25 - P75) 44 50 (32 - 101) 34 (10 - 39)
Sintomas - n(%)

Suor Salgado 19 4(21,1) 15 (78,9)

Tosse 15 1(6,7) 14 (93,3)

Taquipneia 7 0(0) 7 (100)

Dificuldade Respiratéra 4 0 (0) 4 (100)

Esteatorreia 17 3 (17,6) 14 (82,4)
TIR 49

Primeira dosagem (ng/mL) - mediana (P25 - P75) 75 (34 - 143) 156,5 (111 - 185)*

Idade do primeiro TIR (dias) - mediana (P25 - P75) 5(5-8) 5(-5)

Segunda dosagem (ng/mL)- mediana (P25 - P75) 127 (93 - 306) 146 (117 - 175)

Idade do segundo TIR (dias)- mediana (P25 - P75) 19 (14 - 22) 13 (12 - 16)b
Teste do Suor 49

Idade do Teste do Suor 1 (dias) - mediana (P25 - P75) 49,5 (32,5 - 101,25) 34 (29 - 39)°

Cloro 1 (mEg/L) - mediana (P25-P75)
Sodio 1(mEg/L) - mediana (P25-P75)
Massa 1 (mg) - mediana (P25-P75)
Cloro 2 (mEg/L)- mediana (P25-P75)
Saodio 2(mEg/L) - mediana (P25-P75)
Massa 2 (mg) - mediana (P25-P75)

109,6 (43,9 - 115,4)
92,2 (50,4 - 106,7)
246,8 (176,5 - 303,5)
101,5 (87,7 - 120,5)
87,5 (60,8 - 109,7)
253,8 (221,7 - 271,8)

98,4 (89,4 - 108,4)
97,3 (72,6 - 109,7)
233,6 (173,9 - 286,5)
97,9 (84,1 - 113,5)
95,6 (66,7 - 110,8)
263,6 (184,6 - 294,3)

n = ndmero amostral
DP = desvio padrdo

Teste qui-quadrado de Mann-Whitney: ® p =0,003, °p =0,008, © p =0,03
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Grafico 1 - Comparacdo entre os valores obtidos na primeira dosagem de TIR de
pacientes que tiveram histdrico de ileo meconial ao nascimento e os valores do TIR em
recém-nascidos que ndo apresentaram ileo meconial.

* Diferenca estatisticamente significativa, p=0,003.

Foram observadas a presenca de 8 diferentes mutacdes entre 0s pacientes com
FC. Um paciente ndo possuia o resultado do teste genético no momento da coleta de
dados, portanto para a analise genotipica, foram considerados 60 pacientes. O genotipo
mais frequente foi homozigoto para a mutagao p.Phe508del, observado em 31 (51,7%)
dos pacientes. Os demais gendtipos, assim como as frequéncias alélicas estdo
demonstradas na Tabela 3.

15



Tabela 3 - Frequéncia alélica e genotipica das mutacdes observadas nos recém-nascidos
com fibrose cistica, triados na rede publica, do estado do RS, no periodo de 2012 a
2018.

Frequéncia Frequéncia
Mutacées Classes Alélica - Genétipos Genotipica -
n(%o) n(%o)
p.Phe508del I 80 (66,7) p.Phe508del / p.Phe508del 31 (51,7)
p.Gly542X I 5 (4,2) p.Phe508del / NI 13 (21,7)
C.2988+1G>A | 4 (3,3) p.Phe508del / ¢.2988+1G>A 2 (3,3)
p.Argl162X | 2(1,7) p.Phe508del / p.Gly542X 23,3)
C.2657+5G>A V 1(0,8) p.Phe508del / p.Gly85Glu 1(,7)
p.Gly85Glu 1 1(0,8) €.2657+5G>A/p.Argl162xX 1 (1,7)
c.1585-1G>A | 1(0,8) €.2988+1G>A/ NI 1(,7)
p.Arg334Trp v 1(0,8) €.2988+1G>A/p.Arg334Trp 1 (1,7)
Né&o identificado 25 (21) p.Gly542X / p.Gly542X 11,7
p.Gly542X / ¢.1585-1G>A 1 (1,7)
p.Argl162X / NI 1(1,7)
NI /NI 5 (8,3)
Total 120 (100) 60 (100)

NI= mutac@o ndo identificada até o momento

Entre pacientes homozigotos p.Phe508del, heterozigotos p.Phe508del e com
outras mutac@es, ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa com relacéo
ao sexo e a etnia. A média do peso de nascimento foi maior no grupo homozigoto do
gue nos demais, e 0s pacientes heterozigotos para mutacdo p.Phe508del apresentaram
um nUmero maior de neonatos com baixo peso ao nascimento. Entretanto, estas
diferencas ndo foram estatisticamente significativas (Tabela 4).

A apresentacdo clinica dos recém-nascidos no momento da primeira consulta
ndo mostrou diferenca estatisticamente significante entre p.Phe508del homozigotos,
heterozigotos e recem-nascidos com outras mutagdes.

Em relacdo aos parametros laboratoriais, recém-nascidos que possuem pelo
menos um alelo com a mutacdo p.Phe508del (homozigotos ou heterozigotos)
apresentaram os niveis da primeira dosagem de TIR significativamente maiores quando
comparados aos recém-nascidos que possuiam outras mutacbes (p=0,043), como
demonstrado no Grafico 2. As dosagens da segunda TIR ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativas entre oS grupos.
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Grafico 2 - Valores da primeira dosagem do tripsinogénio imunorreativo (TIR) de

pacientes homozigotos e heterozigotos para a mutacdo p.Phe508del e pacientes com
outras mutacoes.

* Diferenca estatisticamente significativa, p=0,043.

Quanto as dosagens de eletrélitos no suor, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa entre os grupos. As medianas e amplitudes interquartis das dosagens dos
eletrolitos estdo relacionadas na Tabela 4.

17



Tabela 4 - Relagdo entre o fendtipo e o genotipo quanto a presenca da mutacao
p.Phe508del (homozigose e heterozigose) e outras mutacbes em recem-nascidos com

FC.
p.Phe508del Outras mutagdes
NUmero amostral n=31 n=18 n=11
Variaveis Homozigoto Heterozigoto

Sexo - n(%)

Masculino 12 (38,7) 7 (38,9) 6 (54,5)

Feminino 19 (61,3) 11 (61,1) 5 (45,50
Etnia - n(%)

Branca 29 (93,5) 17 (94,4) 9 (81,8)

N&o branca 2 (6,5) 1(5,6) 2 (18,2)
Peso ao nascer (g) - média + DP 3.020 + 556 2.988 + 595 2.788 £ 679
Baixo peso ao nascer (<2.500 g) - n(%) 5 (17,9) 4 (26,7) 2 (18,2)
Ganho ponderal (g/dia) - n(%)

N&o ganhou peso ou perdeu (<20 g/dia) 16 (80,0) 7 (58,3) 4 (66,7)

Ganhou peso adequado (>20 g/dia) 4 (20,0) 5(41,7) 2 (33,3)
Apresentacado clinica - n(%)

Sintomatico 22 (71,0) 14 (77,8) 9(81,8)

Assintomatico 39,7 3(16,7) 0 (0)

N&o informado 6 (19,4) 1(5,6) 2 (18,2)
Sintomas - n(%)

lleo Meconial (n=14) 5(16,1) 5(27,8) 4 (36,4)

Suor Salgado (n=20) 9 (29,0) 6 (3,33) 5 (55,6)

Tosse (n=18) 10 (32,3) 5 (27,8) 3(3,33)

Taquipneia (n=7) 39,7 2(11,1) 2 (22.2)

Dificuldade Respiratéra (n=5) 3(9,7) 2(11,1) 0(0)

Esteatorreia (hn=19) 11 (35,5) 5(27,8) 3(33,3)

TIR
Primeira dosagem (ng/mL)- mediana (P25 - P75)

156 (111 - 192)

1435 (89,6 - 177,5)

92,8 (34,9 - 157)°

Idade do primeiro TIR (dias)- mediana (P25 - P75 6(@4-7) 55(4-6) 4(4-6)
Segunda dosagem - (ng/mL) mediana (P25 - P75) 145 (125,7 - 181,7)  164,5 (88,7 - 231,5) 116 (92,6 - 163,7)
Idade do segundo TIR (das) - mediana (P25 - P75 14 (12- 17) 14 (13-19) 13(12-17)

Teste do Suor
Cloro 1 (mEg/L) - mediana (P25-P75)
So6dio 1(mEg/L) - mediana (P25-P75)
Massa 1 (mg) - mediana (P25-P75)
Cloro 2 (mEg/L)- mediana (P25-P75)
Sodio 2(mEg/L) - mediana (P25-P75)
Massa 2 (mg) - mediana (P25-P75)

101,6 (81,9 - 117,5)
96,9 (71,9 - 119,3)
257,2 (193 - 287)

96,9 (84,5 - 116,76)
96,4 (73,6 - 112,8)

254,9 (1955 - 292,2)

102 (90,9 - 113,4)
93 (84,6 - 100,5)
266 (144 - 305)

102,2 (86,9 - 118,6)

96 (81,2 - 109,6)

256,5 (171 - 284)

99,5 (60,8 - 114,8)
94,5 (62,1 - 109,9)
190,9 (162,4 - 252,0)
100,1 (57,2 - 114,1)
77,8 (49,5 - 104,8)
261,7 (136,6 - 289,9)

DP = desvio padréo
Teste qui-quadrado de Kruskal-Wallis: * p =0,043
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Discussao

O diagnostico de FC foi incluido durante a Fase 111 do Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN), visando a reducdo da morbimortalidade relacionada as
patologias congénitas no Brasil (Ministério da Saude, 2017). No RS, a triagem para FC
é realizada pelo Servigo de Referéncia em Triagem Neonatal do Estado (SRTN/RS), a
partir de um algoritmo que preconiza duas dosagens de TIR, dosagem dos eletrélitos no
suor, avaliagdo clinica e teste genético (Rispoli et al., 2018).

O TIR é uma proteina precursora da enzima pancreatica tripsina, e encontra-se
elevado em recém-nascidos com FC (Cabello et al., 2003). Um dos fatores que pode
gerar falso-negativo em pacientes fibrocisticos durante a triagem neonatal é a
manifestacdo de ileo meconial, que se caracteriza pela falta da excrecdo do meconio
durante as primeiras 48h de vida. Essa manifestacdo esta associada a episodios de
obstrucgéo intestinal, levando a necessidade de internagdes hospitalares (Oliveira et al.,
2002). O ileo meconial é uma manifestacdo precoce, que ocorre em cerca de 20% dos
pacientes com FC (Del Ciampo et al., 2015; Sathe e Houwen, 2017; Chang e Zabner,
2015). Entre os pacientes incluidos no estudo, 15 (24,6%) tiveram histérico de ileo
meconial, uma frequéncia maior do que descrito em estudos anteriores no Brasil
(Oliveira et al., 2002; Filho et al., 2016). Entre os pacientes com ileo meconial, 6
(9,84%) pacientes apresentaram valores de TIR abaixo do valor de referéncia de 70
ng/mL (Rispoli et al., 2018; Therrell et al., 2012), apresentando-se no momento da
triagem como falso negativo.

A presenca de ileo meconial € uma evidéncia suficiente para se determinar um
diagndstico presuntivo de FC, com ou sem uma triagem neonatal positiva (Farrell et al.,
2017). Isso ocorre porque o beneficio das duas dosagens de TIR durante a triagem
neonatal € menor em pacientes com ileo meconial, pois recém-nascidos fibrocisticos
com essa complicacdo apresentam valores mais baixos de TIR (Del Ciampo et al.,
2015). Entre os pacientes diagnosticados no SRTN/RS que possuiam histdrico de ileo
meconial, os niveis de TIR foram significativamente mais baixos (p<0,05) do que
naqueles pacientes sem essa complicacdo, demonstrado que de fato a presenca de ileo
meconial é um fator causador de resultados falso-negativos na triagem neonatal. E
importante ressaltar que, até 0 momento da coleta dos dados, um recém-nascido ndo
possuia dados clinicos ou genéticos, tendo somente historico de ileo meconial e forte
suspeita de FC. Em casos como esse, 0 paciente é encaminhado diretamente ao centro
de referéncia para iniciar o tratamento enquanto aguarda a confirmacdo do diagnostico
(Mocelin et al., 2017).

Além disso, pacientes com ileo meconial apresentaram a idade no momento da
segunda dosagem de TIR e no momento da realizacgdo do teste do suor
significativamente maior do que aqueles que ndo tiveram essa complicacdo. Essa
diferenca ocorre devido a necessidade de internacbes hospitalares, uma vez que em
alguns casos € necessaria correcdo cirurgica (Efrati et al., 2010).

Outro achado importante em relacdo a determinacéo dos niveis de TIR, é que
essa dosagem foi significativamente maior em pacientes que possuem a mutagéo
p.Phe508del em pelo menos um dos alelos do que naqueles pacientes que possuem
outras mutagdes em ambos alelos (Grafico 2). Isso ocorre pois acredita-se que a
elevacdo dessa proteina esteja relacionada ao dano pancreatico presente desde o0s
primeiros momentos de vida do recém-nascido (Castellani et al., 2016). Além disso, a
p.Phe508del é uma mutacéo de classe 11 (Tabela 3), que resulta em alteracdo no trafego
da proteina até a superficie celular (De Boeck e Amaral, 2016), sendo considerada uma
mutacdo grave. Quando presente em ambos alelos ou associada a outra mutacdo grave
(classe I a IlI), resulta em maiores probabilidades de insuficiéncia pancreatica (Ooi e
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Durie, 2012). Essa caracteristica pode elevar os niveis séricos de TIR, uma vez que
pacientes fibrocisticos com essa mutacdo (homozigotos ou heterozigotos com outras
mutacdes graves) produzem menos de 1% da proteina CFTR funcional, sendo quase
todos insuficientes pancreaticos (Chang e Zabner, 2015).

Quanto ao peso no nascimento, 20% dos pacientes com FC do RS apresentaram
baixo peso ao nascer (peso < 2.500g). Um estudo realizado na Dinamarca e no Pais de
Gales mostrou que, respectivamente, 11,9% e 11% dos recém-nascidos com FC
manifestaram essa caracteristica no nascimento. Esse percentual é aproximadamente o
dobro do percentual de baixo peso ao nascer em individuos nédo fibrocisticos (Schliiter
et al., 2018). Estes dados mostram que 0 peso no momento do nascimento € uma
caracteristica fenotipica importante, j& que esta associada a maior mortalidade e
morbidade neonatal, e é considerado um fator de risco na sobrevida do recém-nascido,
impactando nos primeiros anos de vida (Tourinho e Reis, 2012).

Além disso, observamos que do momento do nascimento até o momento da
primeira consulta, cerca de 70% dos recém-nascidos ndo obtiveram o ganho de peso
adequado (20 g/dia) (Junior et al., 2007). Devido a uma limitacdo da coleta dessa
informacgdo em prontudrios mais antigos, acredita-se que esse nimero possa ser maior,
uma vez que so0 foi possivel calcular o ganho ponderal para 38 dos 61 pacientes
incluidos no estudo.

No nosso estudo, a esteatorreia (ou méa absorcéo lipidica) foi relatada em 31%
dos individuos e pode ser uma das causas do baixo ganho ponderal entre os pacientes
fibrocisticos. Em um estudo com 39 criangas com FC, a ma absorcdo lipidica foi
observada em 59% dos individuos no momento da primeira consulta (Bronstein et al.,
1992). Dados do REBRAFC mostram que esteatorreia foi observada em 34% dos
pacientes com FC do Brasil (Filho et al., 2016). Essa manifestacdo clinica é um sintoma
significativo de FC e esta associada a insuficiéncia pancreética, que gera uma digestdo e
absorcdo lipidica defeituosa, afetando o desenvolvimento e crescimento do recém-
nascido (Jarostaw et al., 2008; Sontag et al. 2006).

Entre as manifestagdes pulmonares observadas, a tosse foi o fendtipo mais
frequente presente em 28,5% dos recém-nascidos. Essa frequéncia foi similar a
encontrada em um estudo que avaliou a evolugdo da funcdo pulmonar durante o
primeiro ano de vida em recém-nascidos, no qual 21% dos individuos apresentaram
tosse como uma manifestacdo clinica de FC entre a terceira semana de vida e um ano de
idade (Nguyen et al., 2014). A obstrucdo do fluxo aéreo € uma manifestacdo precoce e
se apresenta mesmo na auséncia de outros sintomas respiratorios, podendo ser um
achado precoce de exacerbacfes pulmonares (Nguyen et al., 2014; Athanazio et al.,
2017).

A mediana da idade da primeira consulta foi 35 dias, idade inferior a mediana
encontrada no Brasil, de 57 dias (Ministério da Saide, 2017). No entanto, no momento
da primeira consulta, 31 (50,8%) pacientes apresentavam sintomas e apenas 6 (9,8%)
recém-nascidos tiveram uma apresentacéo clinica completamente assintomatica, tendo
como Unico indicio de FC os niveis de TIR elevados na triagem neonatal. Apesar dos
dados mostrarem gque no RS a primeira consulta ocorre mais cedo do que a mediana do
pais, muitos pacientes desenvolvem os sintomas entre 0 nascimento € 0 momento da
primeira consulta. Individuos que tem seu diagnostico baseado nos sintomas apresentam
0 dobro de complicagdes até o momento do diagndstico do que aqueles individuos
detectados em risco de FC durante a triagem neonatal, 0 que permite um prognostico
melhor a partir da instituicdo precoce da terapéutica (Mocelin et al., 2017). Isso ressalta
a importancia da convocacao desses pacientes para uma consulta mais previamente,
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uma vez que o objetivo da triagem neonatal € permitir o diagnostico antes da
manifestacdo sintomatica da doenca.

Em relacdo a anélise molecular, foi observado uma alta frequéncia da mutacédo
p.Phe508del, presente em 66,7% dos alelos nas regides norte, nordeste e leste do RS
(Figura 1). Essa prevaléncia é mais elevada que no restante do pais, segundo dados do
REBRAFC, em que a frequéncia alélica da mutacdo p.Phe508del foi de 45,97% no
Brasil (Filho et al., 2016). Quando analisada a prevaléncia alélica dessa mutagdo entre
regibes do Brasil, observa-se uma frequéncia maior no sul (49,7%) do que no norte
(33%) (Filho et al., 2016). Essa maior prevaléncia da mutacdo p.Phe508del no sul do
Brasil pode ser explicada pela composicédo étnica Europeia do estado, uma vez que essa
mutacao apresenta frequéncia alélica de 61,73% na Europa (Orenti et al., 2016).

Essa frequéncia mais elevada também se reflete no genotipo, uma vez que,
segundo o REBRAFC de 2016 a frequéncia de homozigotos e de heterozigotos para a
mutacdo p.Phe508del &, respectivamente, 25,1% e 25,3% no Brasil. Em nosso estudo,
observamos 51% dos pacientes homozigotos para p.Phe508del e 20% heterozigotos
com outras mutacdes. Esses dados demonstram que a alta frequéncia alélica da mutacéo
pode ser fruto do efeito fundador da colonizagdo do estado, uma vez que essa mutacdo é
muito prevalente em homozigose no RS.

Embora nosso estudo tenha possibilitado uma analise entre dados genéticos e a
apresentacdo clinica do recém-nascido fibrocistico, o numero limitado de pacientes
dificulta correlagdes entre genétipo e fenotipo. Além disso, a interpretagdo dessa relagéo
ainda é um desafio, pois a analise genética isolada ndo € suficiente para predizer a
gravidade da doenca. Isso ocorre pois a grande heterogeneidade fenotipica existente
entre pacientes com as mesmas mutagdes pode ser consequéncia de modificadores da
CFTR, que incluem genes modificadores e influéncias ambientais que podem alterar a
funcdo da proteina e impactar no fenétipo do individuo (Chang e Zabner, 2015). Um
levantamento de dados multicéntrico, possibilitaria um ndmero maior de recém-
nascidos triados, permitindo assim uma conclusdo do efeito do genotipo sobre o inicio e
a evolucdo das manifestagdes clinicas do individuo com FC.
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