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LISTA DE ABREVIACOES

CFTR - cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CIA - comunicagao interatrial

FC - fibrose cistica

IRT - tripsinogénio imunorreativo

PAS - acido periédico de Schiff



RESUMO

Fibrose cistica (FC) € uma doenca genética autossémica recessiva, causada por mutacao no
gene cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) que leva a sintomas
multissistémicos. Relatamos o caso de uma menina com FC que apresentou ictericia
colestatica neonatal, insuficiéncia pancreatica e hipoalbuminemia. O diagnéstico foi
confirmado pela identificacdo de duas mutacbes CFTR: a mutacdo F508del e a mutacao
¢.580-2A>C. O caso demonstra a importancia de incluir FC como diagnostico diferencial de
sindrome colestatica em recém-nascidos e lactentes e contribui com dados clinicos sobre

mutacédo rara do gene CFTR encontrada na paciente.

Palavras-chave: Fibrose Cistica; Regulador de Condutancia Transmembrana em Fibrose

Cistica; Gendtipo; Fendtipo; Relatos de Caso



INTRODUCAO

A fibrose cistica (FC) é uma doencga genética causada por mutacdes no gene cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR), o qual é responséavel pela produgcdo da
proteina de mesmo nome, que regula a passagem de anions pela membrana das células
epiteliais do organismo. E a doenga genética de carater autossémico recessivo com curso
fatal mais frequente em populagbes de origem caucasiana (1). Estima-se que no Brasil a
incidéncia da doenca seja de 1: 10.000 nascidos vivos, tendo 5.417 pacientes cadastrados

no Registro Brasileiro de Fibrose Cistica de 2018 (2,3).

A proteina CFTR envolvida na doenca localiza-se no epitélio secretor do trato respiratorio,
gastrointestinal, pancreas e glandulas sudoriparas e sua desregulagéo leva a alteracéo no
transporte de cloro e bicarbonato, com consequente modificacdo na absorcdo de &agua,

causando a producéo de secre¢fes mais espessas do que o habitual (4).

O gene CFTR que regula a producéo da proteina localiza-se no braco longo do cromossomo
7 e possui cerca de 189.000 pares de base de DNA. Ele possui uma porgéo codificadora de
27 éxons que sera transcrita em RNA mensageiro no nucleo da célula durante uma fase
denominada de fase de splicing. Apés a transcricdo do RNA mensageiro este é transportado
para o citoplasma da célula onde a proteina é produzida. Em seguida, a mesma é
transportada até a regido apical, onde fara sua funcdo de atuar como canal de transporte de
cloro e bicarbonato. As muta¢des no gene CFTR podem causar alteragbes em diversos
momentos deste processo, desde erros na sintese da proteina, até alteragbes em sua funcao
ou estabilidade (5, 6, 7).

Mais de 2000 mutacdes conhecidas do gene CFTR foram relatadas, as quais podem ser
classificadas em 5 categorias de acordo com sua consequéncia clinica: (1) causadoras de
FC, (2) variantes causadoras de disturbios relacionados ao gene CFTR, (3) variantes de
consequéncia clinica diversa, encontradas tanto em pacientes com FC, quanto em pacientes
com distarbios relacionados ao gene CFTR (4) variantes de significado clinico néo

comprovado/incerto e (5) variantes sem consequéncia clinica (8).

Além disso, as mutacdes também podem ser classificadas de acordo com o defeito que
acarretam na proteina CFTR e podem ser divididas em 7 classes funcionais: classe |, onde
ha reducao importante na producao da proteina CFTR, classe Il, que leva a um defeito no
transporte da proteina até a regiao apical, acontecendo a degradacgéo precoce da mesma na
regido do citoplasma, classe Ill, na qual a proteina esta na por¢ao apical da célula, porém sua

funcdo de canal de transporte € prejudicada, classe IV, que compromete a condutancia do



canal de cloro, reduzindo o niumero de ions transportados, classe V, que possui proteinas
normais, porém em numero reduzido, classe VI, onde ha a producéo de proteinas instaveis,
mais facilmente degradadas, e por ultimo, classe VI, que impede a producdo do RNA
mensageiro e consequentemente da proteina CFTR. Geralmente as mutacdes de classe Il

sdo secundarias a defeito de splicing e as mutacdes de classe Il sdo do tipo gating (4,9)

As mutacdes causadoras de FC levam aos sinais e sintomas multissistémicos caracteristicos
da doenca, tais como infeccBes pulmonares de repeticdo, dificuldade de ganho pondero-

estatural, desnutri¢éo, insuficiéncia pancreatica e doenca hepatobiliar (10).

O diagnostico da FC pode ser realizado desde a triagem neonatal, em pacientes
assintométicos, através da dosagem do tripsinogénio imunorreativo (IRT), confirmado pela
dosagem de cloro no suor elevada e/ou identificacdo de muta¢cdes patogénicas no gene CFTR
até a realizagcdo dos mesmos exames confirmatorios em pacientes com sintomas clinicos
sugestivos. Dentre as mutagdes descritas, a F508del € a mais comum no mundo, com uma

frequéncia que varia de 40 a 83%, conforme a populacéo estudada (1,8, 9,10).

A identificacdo das mutacbes do gene CFTR, além de proporcionar a confirmagao
diagnostica, nos possibilita um maior entendimento do fenétipo da doencga de cada paciente,
pois diferentes mutacdes levam a diferentes desregulacbes na proteina CFTR, sendo
algumas associadas a quadros clinicos mais graves, e outras produzindo sintomas mais
brandos ou até mesmo atipicos (11, 12). Porém, até o presente momento, a correlacao entre
gendtipo e fendtipo somente foi identificada na avaliacdo da insuficiéncia pancreatica, ndo

havendo correlacdo definida entre as mutagdes e a gravidade da doenca pulmonar.

Casos com mutagfes raras permanecem sendo um desafio pela necessidade de avaliar a
patogenicidade, ou seja, a repercusséo clinica da mutacao identificada. Relatamos a seguir
0 caso clinico de paciente com um gendtipo CFTR previamente ndo descrito na literatura

médica geral, associado a triagem neonatal negativa e apresentacgao clinica rara.



RELATO DE CASO

Paciente do sexo feminino, nascida a termo (38 semanas e 2 dias de idade gestacional), via
parto vaginal, apos gestacdo sem intercorréncias, peso de nascimento: 2260g, filha de pais
ndo consanguineos, foi encaminhada para nosso servico aos 69 dias de vida para
investigacao de colestase.

A menina iniciou com ictericia nas primeiras 48 horas de vida, sendo inicialmente tratada com
fototerapia por 3 dias e recebendo alta com o diagndéstico de ictericia fisiolégica do recém-
nascido. Nao havia incompatibilidade sanguinea materno-fetal (tipo sanguineo materno e da

paciente O +).

A triagem neonatal foi coletada no 4° dia de vida, com resultado dentro da normalidade,
incluindo dosagem de IRT de 53 ng/mL. A histéria familiar era positiva para FC devido a irméo

falecido por este motivo.

A ictericia reiniciou associada a acolia fecal no 10° dia apds o nascimento. Os niveis iniciais
de bilirrubina total, direta e indireta eram de 18,90 mg/dL, 10,04 mg/dL e 8,86 mg/dL
respectivamente. Avaliacdo por ecografia abdominal evidenciou heterogeneidade do
parénquima hepatico, e colangiografia para avaliagdo anatdbmica da via biliar ndo apresentou

alteracoes.

Prosseguiu-se a investigacdo com realizacdo de duas bidpsias hepaticas, observando-se na
primeira biopsia presenca de alargamento fibroso portal e periventricular, hepatocitos em
mosaico (descrito em glicogenoses), além de presenca de material positivo na luz dos ductos
biliares pela técnica do acido periddico de Schiff (PAS), compativel com FC e presenca de
infiltrado linfoplasmocitario e raros neutréfilos, com ductos com rolha biliar e alargamento
fibroso portal na segunda bidpsia. ApOs este Ultimo procedimento a paciente evoluiu para
anasarca e insuficiéncia ventilatoria, necessitando de intubacdo orotraqueal e ventilacdo

mecanica.

Pela suspeita de FC foi repetida e ampliada a triagem neonatal aos 2 meses de vida, tendo
como resultado IRT de 42 ng/ml. Nesta mesma triagem, houve aumento de galactose total e
diminuicdo de varios aminoacidos no teste de cromato de amino&cidos. Também apresentava
TSH sérico elevado e diminuicdo de T4 livre sendo diagnosticada com hipotireoidismo
congénito. Pela possibilidade de hiperbilirrubinemia secundaria a galactosemia a paciente foi

transferida para prosseguir a investigacao.



A admiss&o em nosso servico, a paciente encontrava-se desnutrida (peso seco de 2,5 kg aos
69 dias de vida), em anasarca e mantinha necessidade de ventilagdo mecéanica por
insuficiéncia ventilatéria. Exames laboratoriais realizados: hemoglobina 9,6 g/dL, hematdcrito
26,90%, albumina 3,1 g/dL, bilirrubina total 5,1 mg/dL, bilirrubina direta 3,6 mg/dL, bilirrubina
indireta 1,5 mg/dL, cloro 108 mEq/L, sodio 147 mEg/L e bicarbonato 29,9 mmol/L.

Novas avaliagbes revelaram espessamento periportal, sem dilatacdes biliares, além de
aumento do calibre de veia porta & ecografia abdominal. Sorologias para hepatite B, hepatite
C, citomegalovirus, epstein-barr e herpes simples foram negativas. A radiografia de térax
evidenciava presenca de infiltracéo e focos de consolidagdo em lobo superior direito.

Investigagéo diagndstica seguiu com sequenciamento do gene CFTR e dosagem de elastase
fecal. O sequenciamento foi realizado através de técnica de nova geracdo, com tecnologia
lllumina, utilizando captura de regides alvo para andlise. A investigacdo de galactosemia
através da pesquisa de atividade da enzima Galactose-1-fosfato Uridyl Transferase néo foi
realizada devido ao uso prévio de hemoderivados para corre¢do de anemia e plaquetopenia.
Nao foi coletado teste do suor devido & anasarca e instabilidade clinica da paciente.

Evoluiu com distensdo abdominal e ileo paralitico, e por esse motivo, associado a suspeita
de galactosemia, foi optado por inicio de dieta a base de aminoacido, medida que levou a
melhora progressiva dos sintomas gastrointestinais. Também foi iniciada reposicdo pré-
dietética de enzimas pancreéticas devido a presenca de esteatorréia. A reducéo dos niveis

séricos de bilirrubinas e transaminases ocorreu espontaneamente, aos 4 meses de vida.

Houve 4 falhas de extubag&o devido a erosd@o posterior da subglote, permanecendo em
ventilacdo mecanica por 25 dias. Recebeu antibioticoterapia de amplo espectro para
tratamento de pneumonia e apresentou melhora clinica e radiologica progressiva, tolerando
extubacdo na quinta tentativa. Pela presenca de secre¢édo espessa em via aérea e devido a
hipotese de FC foi coletada cultura de secrecao traqueal, ndo havendo crescimento de
bactérias patoldgicas, e iniciado tratamento com alfa-dornase na tentativa de facilitar a

fluidificac@o das secrecgoes.

Aos 3 meses de vida recebido exame de sequenciamento do gene CFTR (Laboratorio
Mendelics), com identificacdo de duas variantes genéticas em heterozigose: a variante
conhecida como F508del e a variante ¢.580-2A>C. Nao encontramos descri¢do da variante
€.580-2A>C na literatura médica geral. Além disso, foi detectado dosagem de elastase fecal
baixa compativel com insuficiéncia pancreatica muito grave. Para complementacao
diagnostica, foi realizada pesquisa de variantes do alelo Z (alteracdo que quando presente

esté correlacionada com doenca hepatica relacionada a FC), que foi negativa.
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DISCUSSAO

Relatamos o caso de uma paciente com FC e fendtipo classico caracterizado por sintomas
respiratorios associados a secre¢do espessa das vias aéreas, baixo ganho de peso,
insuficiéncia pancreética e colestase na qual foi identificada uma mutacdo CFTR rara.

O avanco tecnolégico e genético e a possibilidade de realiza¢do do sequenciamento do gene
CFTR tem permitido a identificacdo de novas mutacdes e aumentado a sensibilidade
diagndstica para FC para 99%. Porém, o impacto clinico de uma mutacao ainda ndo descrita
deve ser avaliado e, para tal, € necessario a correlagdo entre 0s sintomas e o resultado

genético (8).

Na paciente relatada, foram encontradas duas mutacdes no gene CFTR em heterozigose, a
mutacdo F508del e a mutacéo c¢.580-2A>C. A mutacdo F508del é a mais frequentemente
encontrada em individuos com FC e leva a maturagéo defeituosa e degradacao precoce da

proteina CFTR, estando relacionada com a forma classica da doenca (13).

A mutagdo ¢.580-2A>C ndo foi ainda relatada na literatura médica geral e ndo consta nos
bancos de dados dos sites CFTR1 <http://www.genet.sickkids.on.ca/>, CFTR2

<*https://cftr2.org/”>, Franklin by Genoox <https://franklin.genoox.com/> e Clinical Genome

Resource <https://www.clinicalgenome.org/>. Os bancos CFTR1 e CFTR2 fornecem dados

sobre as novas mutagfes identificadas no gene CFTR, seu significado clinico e as
manifestacdes da FC associadas ao genétipo identificado; os sites Franklin e Clinical Genome
sdo repositorios de informac6es sobre o genoma humano, que recebem contribuicbes da
comunidade médica mundial, e que, através de ferramentas de inteligéncia artificial e
algoritmos, auxiliam clinicos e pesquisadores na interpretacao das variantes identificadas no
extenso genoma humano. Entretanto, a variante ¢.580-2A>C esté incluida no site ClinVar

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/>, o qual € um arquivo publico de livre acesso sobre

variantes germinativas e somaticas de qualquer tamanho, tipo ou localizacdo genbmica,
sendo relatada como patogénica. A submissdo da nova mutacao foi realizada em 05/11/2018
pelo préprio Laboratério Mendelics. Conforme o Ultimo Registro Brasileiro de Fibrose Cistica

de 2018 existem mais cinco pacientes brasileiros com esta mutacéo.

A mutacdo c¢.580-2A>C leva a um erro no processamento do RNA mensageiro. Durante o
processo gendmico de producdo da proteina CFTR existe uma fase denominada fase de
splicing, onde o pré-RNA mensageiro € maturado e transformado em RNA mensageiro, que

sera exportado para o citoplasma para ser traduzido. Nesta fase, ha retirada dos introns do
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pré-RNA mensageiro, permitindo a posterior codificacdo dos éxons. Acredita-se que 15% das
mutacOes causadoras de doencgas sao mutacdes que afetam o splicing do RNA mensageiro
(14).

As variantes genéticas podem levar a diferentes erros neste processo de splicing, e na
mutacdo ¢.580-2A>C ha uma alteragdo na sequéncia regulatéria do RNA mensageiro, ou
seja, acontece a substituicdo de um aminoacido por outro em uma determinada posi¢cao do
gene, fazendo com que haja codificacéo incorreta do RNA e producdo anémala da proteina
CFTR (15, 16). Neste caso, o aminoacido alanina foi substituido pelo aminoacido cisteina em
duas posicdes do RNA mensageiro: posicéo 580 e posicéo 2.

Portanto, a soma de um mecanismo molecular que leva a defeito no RNA mensageiro, com
as caracteristicas da regido onde o erro é encontrado e a apresentacao clinica classica
apresentada pela paciente, indicam que esta variante é patogénica. Em combinagédo com a
presenca da mutagcao F508del, é confirmado o diagndéstico de FC.

Nao foi possivel concluirmos se as duas variantes se encontram no mesmo alelo, em cis, ou
em alelos diferentes, em trans, visto que nao foi realizado o sequenciamento genético dos

progenitores.

A despeito do diagnéstico genético e da apresentagéo clinica classica da paciente, chama
atencdo os exames de triagem neonatal falso-negativos, a confusdo com um possivel erro
inato do metabolismo, e o quadro importante de colestase, que foi o primeiro sinal

apresentado.

No estado do Rio Grande do Sul a triagem neonatal para FC foi instituida no ano de 2012 e
segue as recomendacdes do Programa Nacional de Triagem Neonatal brasileiro, o qual utiliza
a dosagem do IRT em duas amostras seguido de dosagem do cloro no suor. A sensibilidade
deste método chega a aproximadamente 95%, porém a especificidade é baixa a qual esta
relacionada ao ponto de corpo (17). Dentre as causas de triagem falso-negativa, as principais
séo a presenca de ileo meconial, coleta tardia da amostra ou amostras submetidas a testes
com elevado valor de ponto de corte, e insuficiéncia pancreatica grave (17,18,19). Casos
semelhantes ao da paciente, com testes de triagem neonatal falso-negativo e presenca de

colestase como sintoma inicial ja foram relatados previamente (20).

A doenca hepatobiliar na FC, que inclui colestase como uma das manifestagdes clinicas,
acontece devido a presenca de proteina CFTR nas células dos ductos biliares e ndo nos
hepatdcitos. Com a desregulacdo da proteina, ha diminuigdo do fluxo biliar com consequente

espessamento da bile, formacgéo de tampdes e obstrucado dos ductos biliares. Esta obstrucao
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leva & impactacao de bile nos ductos e ao desenvolvimento de colestase, que posteriormente
acarreta inflamacao das células estreladas do figado, com ativagdo de processo fibroso no
local e desenvolvimento de doenca hepética em graus variados (21, 22).

Conforme Lindblad, Glaumann, Strandvik, a doenca hepatobiliar associada a FC é
diagnosticada em até 39% dos pacientes e acontece geralmente no final da primeira década
de vida (23). Entretanto, a ictericia colestéatica pode ser uma manifestacao inicial de FC. Estes
pacientes, neonatos e lactentes em sua maioria, geralmente ndo evoluem para doenca
hepatobiliar e apresentam regresséo espontanea do quadro de colestase. Estudo brasileiro
de 2017 envolvendo 55 pacientes com FC observou incidéncia de doenga hepatobiliar de
aproximadamente 17%, ocorrendo no primeiro ano de vida na maioria dos casos. Os autores
acreditam que isto ocorra em pacientes com fendétipos mais graves da doenca, hipotese
corroborada pela associagdo com insuficiéncia pancreatica importante e presenca de
mutacdes graves do gene CFTR, caracteristicas também encontradas na paciente relatada
(24).

Em conclusao, através deste relato de caso, chamamos atencao para a importancia de incluir
FC como diagnéstico diferencial de colestase em recém-nascidos e lactentes jovens, mesmo
guando testes de triagem neonatal forem negativos. A identificacdo de uma mutacédo rara
nesta paciente contribui com novos dados na literatura, porém a mesma apresentagcéo pode
ser encontrada em pacientes com mutacdes mais comuns. Ndo podemos afirmar que exista

correlacdo entre esta variante e o desenvolvimento de colestase.
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