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RESUMO

O teste do suor pela dosagem quantitativa de eletrélitos, descrito em 1959 por Gibson e
Cooke, até hoje ¢ considerado o padrao-ouro para diagndstico da Fibrose Cistica. No
entanto, essa técnica ¢ trabalhosa e requer equipe profissional experiente e capacitada
para realizar corretamente as etapas do teste, que incluem evitar a evaporagao do suor
durante a coleta, determinar o peso exato do suor através de balanca analitica, ter
cuidados com a diluicdo do suor na analise bioquimica. Devido a complexidade da
realizacdo do teste do suor pela dosagem quantitativa de eletrélitos, esse procedimento
torna-se mais suscetivel a erros, e técnicas alternativas tém sido introduzidas visando a
simplificar a coleta e a andlise das amostras de suor. Uma delas ¢ a coleta do suor pelo
sistema Macroduct®, através do qual o suor é coletado para dentro de um espiral de
plastico apds a estimulagdo pela iontoforese por pilocarpina. A pesagem e o risco de
evaporacao sao, entdo, eliminados uma vez que se trata de um sistema fechado. O suor
coletado pode ter sua composi¢do idnica analisada posteriormente por técnicas
bioquimicas habituais, ou pode ser colocado no aparelho medidor de condutividade que
fornece imediatamente o valor da condutividade do suor.Embora a Cystic Fibrosis
Foundation aceite as técnicas de estimulacdo e de coleta do suor através do sistema
Macroduct® do teste do suor pela condutividade como etapas do teste diagnostico, a
analise do suor pela mensuracdo da condutividade é somente aceita como teste de
triagem. Todavia, hd estudos que mostraram que o teste do suor pela condutividade
pode ser aplicavel no diagnostico da Fibrose Cistica. Diante dessa questdo, respeitando
o consenso sobre a indicacao de cada uma das técnicas do teste do suor, estudamos a
reprodutibilidade e a validade do teste do suor pela condutividade no Instituto
Fernandes Figueira — IFF, Centro de Referéncia de Fibrose Cistica do Estado do Rio de
Janeiro.

Palavras-chave: Fibrose Cistica; teste do suor; condutividade; reprodutibilidade;
validade

ABSTRACT

The sweat test for the quantitative measurement of electrolytes described in 1959 by
Gibson and Cooke, today is considered the gold standard for diagnosis of CF. However,
this technique is labor intensive and requires experienced and skilled professional staff
to successfully execute the test steps, which include avoiding the evaporation of sweat
during the collection, determine the exact weight through sweat analytical balance, be
careful with the dilution of sweat on biochemical analysis. Due to the complexity of
testing for the quantitative measurement of sweat electrolytes, this procedure becomes
more susceptible to errors and alternative techniques have been introduced to simplify
the collection and analysis of samples of sweat. One is the Macroduct® system,



through which the sweat is collected into a plastic spiral after stimulation by pilocarpine
iontophoresis. Then, the weighing and the risk of evaporation are removed by a closed
system. Sweat collected may have its ionic composition analyzed later by the usual
biochemical techniques, or can be placed in the conductivity meter that provides
immediate value of the conductivity of sweat. Although the Cystic Fibrosis Foundation
accepted techniques of stimulation and sweat collection by Macroduct® system through
the sweat test conductivity as the steps of the diagnostic test, sweat analysis by
measuring the conductivity is only accepted as a screening test. However, studies have
shown that the conductivity sweat test can be applied in the diagnosis of CF. Faced with
this question, respecting consensus on the indication of each of the sweat test
techniques, we studied the reproductibility and validity of the sweat test conductivity at
Instituto Fernandes Figueira - IFF, Reference Center for Cystic Fibrosis of the State of
Rio de Janeiro.

Keywords: Cystic Fibrosis; sweat test; conductivity; reproductibility; validity
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APRESENTACAO

Esta dissertagao de mestrado aborda a reprodutibilidade e a validade do teste do
suor pela condutividade. Sua apresentacdo ¢ composta por quatro capitulos, um anexo e
quatro apéndices. O Capitulo 1 contém a introducdo, a justificativa e o referencial
teorico. No Capitulo 2, estdo descritos os objetivos, as hipoteses e os aspectos éticos. O
Capitulo 3 ¢ apresentado em formato de artigo cientifico, composto por resumo,
introducao, métodos, resultados e discussao, que sera submetido a publicacao no Jornal
de Pediatria. No Capitulo 4, sdo feitas as consideragdes finais. Em seguida, sdo
apresentadas as referéncias bibliograficas da dissertagdo, o Anexo 1, que contém o
Parecer de Aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa e os Apéndices 1, 2 e 3, com o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, os Procedimentos Operacionais Padrdo e

os resultados complementares, respectivamente.






Capitulo 1 — Introducio, Justificativa e Referencial Teorico

1.1 - Introducao

A Fibrose Cistica (FC) ou mucoviscidose ¢ uma doenga autossomica recessiva
mais frequente nos descendentes caucasianos, com estimativa de incidéncia de 1:2500
nascidos vivos (Welsh et al., 2001). Essa ¢ uma doenga genética cujas mutagdes no gene
que codifica a proteina reguladora da condutancia transmembrana, Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) s3o responsaveis por suas
caracteristicas fisiopatoldgicas (Tsui et al., 1991).

A partir da década de 90, a énfase das investigacdes em FC se concentrou na
busca do diagnostico precoce e do tratamento agressivo a fim de reduzir danos
irreversiveis e melhorar a qualidade de vida (Lyczac et al., 2002).

Nos centros de referéncia de FC internacionais e no Brasil, os programas de
triagem neonatal buscam uma abrangéncia regional e/ou nacional de cobertura. E
reconhecido que a realizacdo do diagnéstico precoce implica em inicio do tratamento,
previne o comprometimento do estado nutricional e melhora o desenvolvimento da
crianga com FC (Farrell et al., 2008). Além disso, para fins de estudos epidemiologicos,
detectar o paciente com FC em sua fase assintomatica possibilita uma melhor
compreensdo da histéria natural da doenga (Castellani, 2003).

Nos paises desenvolvidos, a maioria dos pacientes tem diagnostico firmado antes
dos dois anos de idade. No Brasil, quando o diagnostico ¢ feito pela manifestagao
clinica, excetuando-se o ileo meconial, 40 a 50% dos casos sdo diagnosticados apoés trés
anos de idade (Alvarez et al., 2004; Reis et al., 2000). Quando os primeiros pacientes

com FC foram reconhecidos, a quase totalidade falecia ainda no primeiro ano de vida.



Atualmente, com o diagndstico precoce, com o manejo multiprofissional em
centros especializados e com o acesso a terapéutica adequada, cerca da metade dos
pacientes sobrevive a terceira década de vida. Nos ultimos 30 anos, nenhuma outra
doenca mobilizou os familiares de forma tdo organizada, a ponto de constituirem
associacgoes de pais na Europa, nas Américas e, inclusive, no Brasil, desempenhando um
importante papel na evolucao da FC (Ribeiro et al., 2002).

Os critérios diagnodsticos da FC estdo baseados na presenca de caracteristicas
fenotipicas da doenga e na anormalidade da CFTR que pode ser demonstrada pela
analise genética, pela medida de diferenca de potencial nasal (DPN) e pela concentragdo
aumentada de eletrolitos no suor (Rosenstein e Cutting, 1998; Farrell et al., 2008). Estas
duas medidas traduzem o grau da disfun¢do da proteina reguladora da condutancia
transmembrana da FC. O estudo genético das muta¢des da FC ¢ um método de custo
elevado e, mesmo com um resultado de mutagdo ainda ndo identificado, o diagndstico
de FC nio ¢ descartado, uma vez que podemos estar diante de mutagdes mais raras, que
ndo sdo rotineiramente pesquisadas nos painéis que estudam as mutagdes da FC.

A dosagem quantitativa de eletrolitos no suor (TSCI), estimulado e coletado pela
técnica de Gibson & Cooke (Gibson e Cooke, 1959), continua sendo considerada o
método padriao-ouro para o diagnostico da FC (De Boeck et al., 2006; Farrell et al.,
2008). No entanto, ¢ uma técnica trabalhosa que requer o cuidado para evitar a
evaporagdo do suor durante a coleta e a determinagao do peso exato do suor através de
balanga analitica de precisdo. A analise bioquimica dos eletrolitos da amostra de suor,
especialmente a concentracdo do cloreto (CI"), € também uma técnica complexa. Dessa
maneira, o procedimento torna-se mais suscetivel a erros, acarretando resultados falso-
positivos e falso-negativos, caso ndo seja realizado por equipe profissional experiente e

com treinamento especializado em todas as etapas do teste (LeGrys e Wood, 1988S;



LeGrys, 1996; LeGrys, 2000). Sendo assim, pelo fato do TSCIl estar sujeito a
variabilidade, técnicas alternativas tém sido introduzidas visando a simplificar a coleta e
a andlise das amostras de suor. Uma delas é a coleta do suor pelo sistema
Macroduct®(Macroduct, 2011), através do qual o suor é coletado para dentro de um
espiral de plastico apo6s a estimulagdo pela iontoforese por pilocarpina. A pesagem € o
risco de evaporacdo sdo entdo eliminados por se tratar de um sistema fechado. O suor
coletado pode ter sua composi¢do i0nica analisada posteriormente por técnicas
bioquimicas habituais, ou pode ser colocado no aparelho medidor de condutividade —
Sweat-Chek Analyzer — Wescor”, que fornece imediatamente o valor da condutividade
do suor (LeGrys et al., 2007; Mishra et al., 2005).

A estimulagdo por iontoforese com pilocarpina, a coleta pelo sistema
Macroduct® e a analise pelo Sweat- Chek Analyzer- Wescor®, no ambito deste
trabalho, passa a ser denominado teste do suor pela medida da condutividade (TSCo) .
O TSCo vem sendo utilizado, principalmente, por ser mais simples e por necessitar de
amostras menores de suor para leitura do resultado (Sweat Test Guidelines, 2003).

Embora a Cystic Fibrosis Foundation (CFF) aceite as técnicas de estimulagdo e
de coleta do suor pelo sistema Macroduct® do TSCo como etapas do teste diagnostico, a
analise do suor pela leitura da condutividade ¢ somente aceita como teste de triagem
(LeGrys et al., 2007). No entanto, ha estudos que mostraram que o TSCo pode ser
aplicavel no diagnoéstico da FC (Hammond et al., 1994; Lezana et al., 2003). Este
argumento ganha forca pelas caracteristicas do TSCo. Entre suas vantagens estdo a
reducdo dos fatores de erro relacionados a técnica e ao operador, tais como evitar a
evaporagdo, eliminar erros nas etapas de pesagem do papel-filtro e da dilui¢do da
amostra do suor, entre outros, ¢ permitir um resultado em menor tempo, com a

mensuragdo imediata da condutividade (Hammond et al., 1994). No entanto, ha



desvantagens, como o custo do exame e a taxa de coleta de volume insuficiente do suor,
que foi de 6,1% no estudo de Hammond e colaboradores (1994), e de 9,1% no estudo de
Mastella e colaboradores (2000).

O numero limitado de laboratérios que disponibilizam o TSCI também contribui
para uma maior necessidade de qualificagdo técnica para realiza-lo e reforga a
necessidade de implantagdo de um teste mais simples, como o TSCo (LeGrys, 2000).

Neste momento, em que a controvérsia persiste, respeitando o consenso sobre a
indicagdo de cada uma das técnicas do teste do suor, estudamos a reprodutibilidade e a
validade do TSCo no Instituto Fernandes Figueira (IFF), Centro de Referéncia de

Fibrose Cistica (CRFC) no Estado do Rio de Janeiro.

1.2 — Justificativa

O avanco do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico ¢ o impacto que as
tecnologias provocam a saude ¢ a integralidade da assisténcia sdo atributos do Sistema
Unico de Satde (SUS). Além disso, o SUS também ¢ responsavel por gerir sistemas
publicos de alta complexidade, de referéncia estadual e regional na area da saude
(Lein°8080, 1990).

A cobertura com qualidade e agilidade, com adequada integragdo entre rede
basica e centro de referéncia, ¢ fundamental para o bom andamento de programas de
triagem (Aguiar, 2002). Os laboratorios regionais de referéncia devem ter supervisao
estadual ou regional e devem estar vinculados a rede de aten¢do primaria, com suporte
clinico de centros de referéncia. A supervisdo global deve estar sobresponsabilidade do
grupo técnico de assessoramento em triagem neonatal, instituido pela Secretaria de
Assisténcia a Saude, portaria MS/SAS n°189 (Ministério da Saude, 2001). O

seguimento desse modelo permite a otimizacdo da triagem neonatal, com deteccdo



precoce dos afetados e instituicdo eficaz de terapéutica, resultando em agdes efetivas
para a preveng¢do de complicagdes (Horovitz et al., 2005).

A triagem neonatal tem como objetivos ofertar exame de cunho universal e
voluntario para captar os bebés que tém risco de ter a doencga, possibilitar diagndstico
precoce, acompanhamento e tratamento adequado em centro de referéncia, e aumentar a
sobrevida. Pela portaria GM/MS n° 822 de 06/06/2001 (Ministério da Saude, 2001) foi
determinada a criagdo do Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN). AFASE III
do PNTN inclui o rastreio da FC através da dosagem da tripsina imunorreativa (TIR) no
sangue. Diante de um resultado positivo, o exame deve ser repetido até o 28° dia de
vida, e, caso o resultado novamente seja positivo, a crian¢a deve ser encaminhada ao
centro de referéncia de seu estado para a realizagdo do teste do TSCI.

Desde a padronizacdo do teste do suor por Gibson & Cooke em 1959, tém
surgidos novos métodos de coleta e andlise do suor (Barben et al., 2005; Hammond et
al., 1994). Os primeiros relatos de técnicas alternativas de coleta do suor foram descritos
no fim da década de 60. No final da década de 70, em 1978, foi introduzido no mercado
o modelo 3500 do sistema coletor de suor Webster (Webster e Barlow, 1981). E em
1983 foi langado o dispositivo de coleta Macroduct®, modelo 3600 do sistema coletor
de suor Macroduct®, o que representou grande avanco na ciénciapor ndo alterar a
composic¢ao do suor ao evitar a evaporagao da amostra (Carter et al., 1984). Este sistema
também possibilita a quantificacdo do volume de suor durante toda a fase de coleta.

Atualmente, as etapas de estimulacdo e coleta realizada pelo sistema Macroduct®™
sdo reconhecidas internacionalmente e tém sido amplamente utilizadas tanto para
triagem como para diagnodstico. Todavia, a CFF e o National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) reconhecem a analise da condutividade apenas para a

triagem para FC.



Concomitantemente, o Programa Brasileiro de Qualidade e Produtividade que
enfatiza a importancia da utilizacao das novas tecnologias na area da saude, ampliando a
adocao de protocolos clinicos, foi assumido pelo setor satide. Nesta vertente, o presente
projeto faz parte de dois projetos maiores de tecnologias diagnosticas da FC para a rede
SUS: “Desenvolvimento e Avaliacdo de Tecnologias de Diagnostico da Fibrose Cistica
para o SUS”, que recebeu apoio financeiro da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
através do Programa de Desenvolvimento Tecnologico em Saude Publica (PDTSP), no
periodo de 2007 a 2010; e “Desenvolvimento e Avaliagdo de Tecnologias de
Diagnoéstico Clinico e Molecular da Fibrose Cistica” - EDITAL PENSA RIO,
financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
(FAPERJ), no periodo de 2007 a 2009.

O IFF, unidade da FIOCRUZ, que esta vinculado ao Ministério da Saude, ¢ o
principal centro de referéncia para diagnostico e seguimento dos pacientes com FC até
os 18 anos no estado do Rio de Janeiro. Uma vez que existe a portaria do Ministério da
Saude, de 2001, que recomenda a implantagiodo PNTN, os CRFC necessitam estar
suficientemente organizados para atender a uma maior demanda de pacientes com
suspeita de FC. Diante de tal fato, o TSCo pode desempenhar uma importante etapa no
diagnostico da FC em CRFC.

O diagnostico mais precoce resultante da implantagdo da FASE III do PNTN e
da incorporagdo de novas tecnologias nos CRFC permitira a ado¢do de medidas

terapéuticas e de reabilitagdo e o consequente aumento da sobrevida desta populagao.



1.3 — Referencial Teorico

1.3.1 - Historico

Nos séculos XVII e XVIII, mais precisamente em 1606, na Espanha, Alonso y
de losRuyzes de Fonteca descreveu, pela primeira vez, que criangas com suor salgado
morriam precocemente: “a criangca que tem sabor salgado, quando beijada, morrera
logo” (Apud Quinton, 2007).

Trés séculos mais tarde, em 1905, Landsteiner publicou a primeira descri¢ao
anatomopatologica do ileo meconial em um recém-nascido (RN) e associou a presenca
deste com a insuficiéncia pancreatica exocrina. Em 1936, Fanconi descreveu a FC como
uma doenca caracterizada por bronquiectasias, associadas a alteragdes pancreaticas
exocrinas e, portanto, com caracteristicas clinicas diferentes de pacientes com doenca
celiaca. Nessa mesma época, em 1938, Dorothy Andersen descreveu a doenga como
"fibrose cistica do pancreas", condicdo na qual a obstru¢cdo nos ductos pancreaticos
levava a insuficiéncia pancredtica exdcrina e a desnutri¢do, implicando em prognostico
quase sempre fatal no primeiro ano de vida. Descreveu, também, as caracteristicas
clinicas, anatomopatoldgicas e epidemioldgicas, além de fazer consideragdes sobre o
carater familiar da doenca (4pud Mishra, 2005).

Farber, em 1945, criou o termo mucoviscidose para designar a doenga, por
considera-la um estado generalizado de secrecdes espessas. Um ano mais tarde,
Andersen e Hodges demonstraram, pela primeira vez, a origem genética da
mucoviscidose (Apud Davis, 2006).

Di Sant'Agnese e colaboradores realizaram a primeira observagdo da secre¢ao
aumentada de eletrolitos no suor em pacientes desidratados, durante um verdo muito

quente de 1948 (Di Sant’Agnese et al., 1953). Em 1955, foi fundada a institui¢ao



americana CFF. Gibson e Cooke, em 1959, padronizaram o teste do suor criando
técnicas para estimulagdo, coleta e medi¢ao da concentragdo de eletrélitos no suor, que
se tornou o principal exame para diagndstico da doenca (Gibson e Cooke, 1959).

A International Cystic Fibrosis Mucoviscidosis Association, fundada em 1964,
estabeleceu um plano terapéutico enfatizando a higiene bronquica, a nutricdo e o
tratamento da afeccdo. Esta institui¢do desempenha, até hoje, importante papel na
divulgagdo de conhecimentos, assim como no financiamento de pesquisa, e estrutura
redes de apoio aos doentes e suas familias. Quatro anos mais tarde, em 1968,
Shwachman e Holsclaw descreveram a obstrugdo do ducto deferente e dos tubos
seminiferos, responsavel pela infertilidade presente na maioria dos homens com FC.
Onze anos depois, Crossey e colaboradores demonstraram o aumento da TIR no sangue
dos individuos com FC, que, mais tarde, serviria de fundamento para o teste da triagem
neonatal da FC (Crossey et al., 1979).

A fisiopatologia da FC foi melhor compreendida quando, em 1982, Quinton e
colaboradores sugeriram uma anormalidade no transporte de eletrélitos nas glandulas
sudoriparas, que explicava os niveis elevados de sal no suor desses pacientes (Quinton
et al., 1982).

Em 1983, Knowles e colaboradores observaram que o potencial elétrico do
epitélio respiratorio de um paciente com FC estava muito aumentado quando
comparado ao epitélio respiratério de individuo normal, também este achado serviu de
fundamento para o exame da DPN (Knowles et al., 1983). Atualmente, este exame vem
se constituindo como nova ferramenta diagnostica para a forma ndo cldssica de

apresentacao da FC (De Boeck et al., 2006).



Na mesma década, o gene da FC foi localizado no brago longo do cromossomo
7, posteriormente clonado e sequenciado, aprimorando o conhecimento sobre as bases

moleculares da doenga (Riordan et al., 1989 ¢ Rommens et al., 1989).

1.3.2 - Definicao

A FC ¢ a doenga genética letal, multissist€émica, de heranca autossomica
recessiva, de evolugdo cronica e progressiva, mais frequente na populagdo caucasoide. E
causada por um defeito no transporte i0nico nas células epiteliais, incluindo as das
glandulas mucosas e serosas, levando ao aumento na viscosidade de seus fluidos e

consequente obstru¢ao dos ductos e canaliculos (Ratjen e Doring, 2003).

1.3.3 - Epidemiologia

Embora varie de acordo com as etnias, a FC ¢ mais incidente na raca branca ¢
acomete entre 1 em 2 500 nascidos vivos. Na ra¢a negra, a incidéncia ¢ de 1 em 17 000
nascidos vivos ¢, na raga amarela 1 em 25 000 nascidos vivos (Wilmott e Fiedler, 1994;
Welsh et al., 1995).

Na Europa, a incidéncia média ¢ de 1 em 3 200 nascidos vivos, chegando a
alcancar, na Irlanda, uma incidéncia de 1 em 1 353 nascidos vivos. Nos EUA, a
incidéncia ¢ de 1 em 3 500 nascidos vivos. Na Africa, a incidéncia é de 1 em 7 056
nascidos vivos e, no Japao, 1 em 35 000 nascidos vivos (WHO, 2009).

Mais recentemente, um estudo genético, multicéntrico, brasileiro, analisou 2683
RN de cinco estados: Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina € Rio Grande do
Sul, e mostrou que a estimativa de incidéncia nas regides sul e sudeste ¢ de 1 RN doente
em cada 7 576 nascidos vivos. No Estado do Rio Grande do Sul, foiobservada a mais

alta frequéncia, 1 em cada 1 587 nascidos vivos. Em Santa Catarina, a incidéncia foi de
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1 em cada 12 195 nascidos vivos. No Parana, 1 em cada 6 803 nascidos vivos. Em Sao
Paulo, 1 em cada 32 258 nascidos vivos e em Minas Gerais 1 em cada 21 277 nascidos
vivos (Raskin et al., 2008). No Rio de Janeiro, a estimativa de incidéncia é de 1 em
6 902 nascidos vivos (Cabello et al., 1999). Estudo piloto realizado no municipio de
Ribeirdo Preto (SP) mostrou estimativa de incidéncia de 1 em cada 8 403 nascidos vivos
(Rodrigues, 2008).

Ao analisar os resultados da implantagdo da FASE III do PNTN, Santos e
colaboradores, no Parana, verificaram a incidéncia de 1 em 9 520 nascidos vivos
(Santos et al., 2005). Em Santa Catarina, a incidéncia foi de 1 em cada 8 779 nascidos
vivos (Honorio et al., 2006). E em Minas Gerais, encontraram 1 em cada 9 115 nascidos
vivos (Reis et al., 2006).

Foi realizado umseguimento de 20 anos de pacientes com FC no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, com objetivo de identificar o quadro
clinico e nutricional a admissdo desses pacientes no Centro de Tratamento de FC e
avaliar a sobrevida a longo prazo. Nesse periodo, 127 pacientes com FC foram
acompanhados e submetidos a protocolo previamente estabelecido, apds confirmagao do
diagnostico pelo teste do suor. Foram obtidos, na admissdo, dados demograficos, da
apresentacdo clinica, nutricionais e laboratoriais. Em relacdo a variadvel sexo, houve
predominancia do sexo masculino, 60%(77) eram do sexo masculino e 39,4%(50), do
sexo feminino. Em relacdo a variavel cor, a predominancia foi da cor branca, sendo
56%(71) das criangas consideradas de cor branca e 44%(56) de cor ndo branca. Os
pacientes foram seguidos por mediana de 44 meses. A mediana da idade do diagnostico
da FC foi de 33 meses. A manifestacdo clinica predominante na época do diagndstico
foi a associacdo de sintomas respiratorios e gastrointestinais cronicos, presentes em 61%

das criangas. A mutacdo mais frequente encontrada foi a AF508. Houve uma
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prevaléncia de desnutri¢ao, na admissdo, de 63%, tendo sido reduzida para 45% no final
do seguimento. Vinte (15,7%) evoluiram para o 6bito. A probabilidade estimada de
sobrevida nos primeiros 12 meses, ap6s o diagndstico, foi de 96% e, apds 5 anos de

seguimento, de 80% (Reis et al., 2000).

1.3.4 - Genética

A FC ¢ causada por mutagdes em um gene localizado no brago longo do
cromossomo 7, no locus q 31, com 27 éxons (Kerem et al., 1989; Welsh et al., 2001).
Este gene ¢ responsavel pela codificacdo de um acido ribonucleicomensageiro de 6,5
quilobases que transcreve uma proteina reguladora da condutancia transmembrana da
FC de 1480 aminoacidos, a CFTR (Tsui et al., 1991).

Cada individuo pode herdar um gene CFTR do pai ¢ um gene CFTR da mae, e
ambos os genes sdo chamados alelos CFTR. Quando uma mutagdo ¢ encontrada em
somente um alelo, o individuo ¢ considerado portador do gene da FC. Na doenca
autossdmica recessiva, os pais, quando nao doentes e/ou sem sintomas, sdo, pelo menos,
portadores do gene. Nesta situagdo, a probabilidade, em cada gravidez, de nascer um
filho com FC ¢ de 25%. A chance de ser portador ¢ de 50% e de ser saudavel ¢ de 25%.
A proteina CFTR localiza-se na membrana apical das células epiteliais e tem a fungao
de regular e participar do transporte de eletrdlitos através das membranas celulares,
estando envolvida na regulagio do fluxo de CI”, sédio (Na") e agua.

Desde a descoberta do gene em 1989, mais de 1500 mutacdes causadoras de FC
ja foram descritas (Yankaskas et al., 2004; Zielenski et al., 1989). O espectro das
mutacdes na FC faz com que a CFTR ndo atinja a membrana apical ou a atinja com
atividade defeituosa. Isso resulta em prejuizo no transporte do Cl™ na superficie apical

das células epiteliais.
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As mutagdes podem afetar a CFTR na maturagdo precoce, no seu transporte para
a membrana celular, na redu¢do da sintese ou do funcionamento da CFTR.

Essas mutagdes alteram a funcdo da proteina CFTR através de varios
mecanismos que sdo agrupados em 5 classes:

e Classel> produgdo defeituosa da proteina; inclui sinais de término prematuro e
anormalidades de juncao, resultando na supressao de sintese da CFTR;

e Classe2—>processamento defeituoso da proteina com uma importante alteracao
na biossintese proteica;

e Classe3—>regulacao defeituosa do canal de Cl7;a proteina sintetizada alcanga a
membrana celular, porém os canais de C1™ apresentam um defeito de regulagio;

e C(Classe4—>transporte defeituoso da proteina com uma redugido na permeabilidade
do canal de CI;

e C(Classe5—~>quantidade reduzida da proteina funcional CFTR, ou seja, a producao
ou o processamento da CFTR ¢ parcialmente defeituoso.

Dessa forma, o fenotipo dos pacientes varia de acordo com o percentual de
disfung¢ao produzida pela CFTR que resultou na classificagdo anterior.

As mutacoes das classes 1 a 3, habitualmente, estdo associadas a insuficiéncia
pancredtica, enquanto que as mutagdes das classes 4 e 5 sdo diagnosticadas em menor
frequéncia e apresentam a fungdo pancredtica preservada, pois o gene CFTR ¢
suficientemente funcional nessas classes (Castellani et al., 2008).

A mutacdo A F508 pertencente a classe 2 consiste na delecao de trés pares de
bases nitrogenadas, responsaveis pela codificagdio do aminodacido fenilalanina na
posicao 508 da proteina (Welsh et al., 2001; Castellani et al., 2008).

Nos Estados Unidos 90% de pacientes com FC apresentam a mutacao A F508.

Quando analisada, a frequéncia dessa mutacdo nos cromossomas tem sido identificada
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em aproximadamente 70% dos cromossomas nos EUA e no norte da Europa(Rowe et
al., 2005).

No Brasil, Raskin e colaboradores, em 2008, identificaram a presenca da
mutagdo A F508 em 48% dos alelos examinados ao estimarem sua prevaléncia em cinco
estados brasileiros (Minas Gerais, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao
Paulo), com uma frequéncia maior em Sao Paulo (52%) e Rio Grande do Sul (49%), e
uma prevaléncia de 2,3% de carreadores ou portadores do gene. Os resultados desse
estudo sugeriram que as medidas de prevaléncia da FC diferem em quase 20 vezes (1
em cada 32 258 nascidos vivos em Sdo Paulo até¢ 1 em cada 1 587 nascidos vivos no
Rio Grande do Sul) entre as regides do Brasil, enquanto que as diferencas entre os
carreadores da muta¢do foram mais modestas, de aproximadamente 1 em 90 em Sao
Paulo a 1 em 20 no Rio Grande do Sul (Raskin et al., 2008).

Para Knowles e colaboradores, pacientes com essa mutagdo t€ém uma reabsor¢ao
cloridrica dos canais de suor alterada, que resulta em uma concentragdo de ions CI” no
suor maior que 60 mmol/L (Knowles et al., 1986). Além disso, alguns autores, como
Davies e colaboradores, sugerem a presenga de genes modificadores, que seriam
responsaveis pelo contraste da relagdo gendtipo/fendtipo nos individuos com FC
(Davies et al., 2005).

As mutagoes G542X, G551D, N1303K ¢ W1282 também sdo encontradas com
bastante frequéncia (acima de 1%), dependendo da raga, etnia e regides de origem da

populacao estudada (Kerem e Kerem, 1996).
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1.3.5 - Glandula Sudoripara
A base para a compreensao do fundamento dos testes diagndsticos que verificam
a disfuncdo da proteina CFTR esta na fisiologia da glandula sudoripara. Para entender a

fisiologia da glandula sudoripara, ¢ necessario rever sua embriologia.

1.3.5.1 - Embriologia

A glandula sudoripara ¢ formada como projecdo maciga de células epidérmicas
no mesénquima subjacente (futura derme) por volta da 20" semana de gestacdo
(Figural.1-A). Enquanto o broto epidérmico se alonga (Figural.l-B), sua extremidade
se enrola (Figural.l-C), formando o primérdio da por¢do secretora da glandula. A
fixagdo epitelial da glandula em formagdo a epiderme forma o primordio do ducto. As
células centrais desses primoérdios degeneram, formando a luz da glandula e as células
periféricas da por¢do secretora da glandula diferenciam-se em células secretoras e
mioepiteliais (Figura 1.1-D). As células mioepiteliais, derivadas do ectoderma, sdo tidas
como células de musculo liso especializadas, que ajudam a expelir o suor das glandulas

(Moore e Persaud, 1994).

Epiderme

Luzem ___
Broto formacao ~— Docas

Mesénquima

Célula
secretora —

Invaginagéo cilindrica
macica Espiral —

C

Célula miocepitelial —

—

Tecido conjuntivo —

D

Figural.l: Diagramas ilustrando etapas sucessivas no desenvolvimento de uma glandula
sudoripara. Retirada e adaptada de Moore e Persaud,1994.
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1.3.5.2 - Fisiologia

O primeiro indicio de que a FC apresentava alteracdo na glandula sudoripara,
além do muco alterado, foi observado por Di Sant’Agnese e Andersen, ao demonstrar
que a glandula sudoripara era a fonte da perda do volume de sal no suor dos pacientes
(D1 Sant’Agnese et al., 1953).Quando o suor foi coletado e analisado, tanto a
concentragdo de Cl~ como a de Na estavam aumentadas nos pacientes com FC. Depois
de analisar centenas de pacientes, comegou a ficar evidente que duas zonas
relativamente distintas separavam os pacientes controle dos pacientes com FC (Figura

1.2) (Bijman e Quinton, 1984; Quinton, 2007).

140 - N ® N
o FC & Controle
120 m Cl ® CI

100

80

Concentragdo de Na e CI (nM)

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Taxa de Suor (nl/gland/minuto)

Figura 1.2: Concentragdo de sddio e cloro no suor de pacientes
FC e ndo-FC. Retirada e adaptada de Bijman e Quinton, 1984.

Em estudo extensivo, a média dos valores dos eletrolitos no suor de irmaos e
pais de pacientes FC apresentaram valores acima da populagdo normal (Di Sant’Agnese
e Powell, 1962).

Em algumas ocasides, ao tentar obter suficiente quantidade de suor para andlise,
os pacientes eram colocados em sacos corporais, e essa abordagem se revelou de alto
risco para a hipertermia, que evoluia para 6bito (Quinton, 2007).

Contemporanea as observacgdes de Di Sant’ Agnese, a teoria dos “dois passos” da

formagdo do fluido da glandula exdcrina foi publicada e predizia que o fluido exdcrino
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era primeiro secretado como um fluido isosmotico na estrutura acinar ou secretora da
glandula, e, secundariamente, a composi¢dao do fluido era modificada quando passava
através da rede de tibulos e ductos antes de ser excretado (Figura 1.3). A atividade
secretora das glandulas sudoriparas ¢ quase completamente insensivel a estimulagdo [3-
adrenérgica no FC, devido ao mau funcionamento da CFTR. A termorregulacdo da

sudorese parece ser puramente colinérgica na FC (Quinton, 2007).

Tubulo Secretor Ducto de Beabsorgéo

» W ,
Colinérgico  Adrenérglco

Figura 1.3: Diagrama de dois componentes ¢ de duas etapas presentes no
modelo de Schwartz-Thaysen de secregdo da glandula ex6crina que explica
a composicdo final do fluido excretado da glandula. Retirada e adaptada do
Quinton (2007).

A amostra ultramicroscopica da glandula, a osmometria crio-histologica ¢ a
extrapolagdo linear foram importantes abordagens que verificaram a teoria dos “dois
passos”. A alta concentragdo dos eletrélitos no suor dos FC seria determinada pela
alteragdo da secre¢do primadria (isosmotica) ao longo da glandula e pela reabsor¢ao
alterada de cloreto de s6dio (NaCl) nos tibulos de reabsor¢ao dos FC (Quinton, 2007).

Slegers também observou que a razdo da concentragdo de Na" e CI™ no suor de
individuos normais foi maior que 1, ao passo que, nos FC, essa proporcao foi quase

sempre menor que 1 (Slegers, 1966).
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A disfungdo na CFTR explica as alteragcdes nos diversos orgdos envolvidos na
FC. A CFTR se expressa nas células epiteliais do trato respiratério, no pancreas, no
intestino, nas glandulas sudoriparas e salivares e no sistema reprodutor.

Nas glandulas sudoriparas de individuos higidos, o Na" da perspiragio ¢
paulatinamente reabsorvido nos ductos luminais, junto com o CI7, resultando na
produgdo de suor com pouco sal. Ja os pacientes com FC apresentam células epiteliais
impermeaveis ao CI', e, consequentemente, o Na' ndo é reabsorvido, levando a
eliminagdo de suor com alto teor de sal - “suor salgado”. A diferenca basica do paciente
com FC para o ndo-FC estd na habilidade em reabsorver o Cl™ antes da eliminacdo do
suor na superficie da pele. Sabe-se que a reabsor¢do do Cl™ ¢ feita através da CFTR, que
se encontra nas membranas plasmaticas da superficie apical das células situadas ao
longo do ducto da glandula sudoripara. Como ndao ha outro caminho para efetiva

reabsor¢do do CI7, o Na' é também insuficientemente reabsorvido (Davis, 2006).

1.3.6 - Testes Diagndsticos

A variabilidade das mutagdes genéticas encontradas na FC determina uma
grande variedade de manifestagdes clinicas (Sokol e Durie, 1999). A doenga tem carater
multissistémico, entretanto sdo as manifestacdes pulmonares que dominam o quadro
clinico e, mais frequentemente, sdo responsaveis pela evolucdo da doenga (Lyczac et al.,
2002).

Na maior parte das vezes, o diagnoéstico de FC ¢ feito com base nas
caracteristicas fenotipicas associadas a presenca de concentragdes do cloreto no suor
superior a 60 mmol/L (De Boecket al., 2006; Farrell et al., 2008).

Dessa forma, o diagndstico da FC pode ser obtido através dos seguintes testes:

teste genético, medida da DPN e teste do suor.



18

1.3.6.1 - Teste Genético

O teste genético confirma o diagnodstico quando sdo encontrados dois alelos com
algumas das mutagdesja descritas relacionados a FC no gene da CFTR. Como descrito
anteriormente, no item 1.3.4, o mecanismo genético que produz a disfun¢do da CFTR
constitui o fundamento para a compreensao da fisiopatologia da FC. A era do genoma
da FC, que se iniciou com o clone do gene da CFTR e que continua com a expansao do
conhecimento das varias fungdes da CFTR, confirmou diversas hipoteses diagndsticas
de FC. Porém, existem pacientes com manifestagdes fenotipicas de FC que nao possuem
mutagdes para FC identificadas (Mishra et al., 2005).

Em futuro proximo, ao realizar a correcdo do gene e/ou a recuperagdo das
disfungdes das correspondentes classes de mutagdes, serd possivel instituir um
tratamento individualizado a cada paciente com FC.

Destaca-se o alto custo para realizar a analise das mutagdes relacionadas a FC,
tendo em vista que o numero de painéis de investigacdo genética disponivel ¢ muito
pequeno, se comparado ao nimero de mutagdes existentes em populagdes com alto grau
de miscigenacdo, dificultando mais ainda o diagnostico em paises como o Brasil. Outra
limitagcdo do teste genético ¢ que varias mutagdes no gene CFTR estdo associadas a
concentragdes de CI” no suor normal ou intermediario: 3849 + 10kb C>T, R117H,

G5518, A455E, D1152H, IVS8 (5T), L206W, 2789 + 5G >A (Farrel e Koscik, 1996).

1.3.6.2 - Medida da Diferenca de Potencial Nasal
A disfun¢do da CFTR pode ser demonstrada por aumento da concentracao de
eletrolitos no suor e pela evidéncia de anormalidade no transporte i6nico por

quantificagdo direta da DPN. Devido ao defeito da proteina CFTR e ao consequente
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aumento na reabsor¢do de Na' celular, havera uma diferenca de potencial elétrico
alterada na membrana celular.

Em 1964, Schulz e colaboradores notaram em 3 pacientes com FC que o
potencial elétrico associado a produ¢do de suor na pele era mais eletronegativo que o
normal e sugeriram que isso s6 poderia ocorrer se o Cl~ fosse menos permeavel que o
Na', mas esses resultados so foram aceitos quando revisados 14 anos mais tarde (Schulz
et al., 1964).

Em 1983, Knowles e colaboradores demonstraram que o potencial
eletronegativo através da via aérea nasal nos FC ¢ significativamente maior que o
normal. Associa-se ao fato que a absor¢ao de NaCl foi inibida nos ductos das glandulas
sudoriparas, e o Na' foi relativamente mais absorvido que o CI”, o que leva a pensar que
o defeito basico no ducto dos FC ¢ devido a impermeabilidade dos anions e ndo devido
a troca defeituosa dos anions ou aumento do Na® absorvido. No entanto, o volume dos
fluidos envolvidos na microperfusdo de um sé ducto é muito pequeno e a atividade
especifica do CI” ¢ muito baixa para medir com acurdcia o fluxo dos is6topos para
provar a impermeabilidade ao CI". Nos segmentos isolados e microperfundidos dos
ductos de absor¢do dos pacientes com FC e dos pacientes normais, foi visto que a média
do potencial transepitelial espontdneo dos ductos da glandula sudoripara de nao-FC era
de, aproximadamente, 7mV, ao passo que, nos ductos dos pacientes com FC, era de,
aproximadamente, 75mV (Knowles et al., 1983).

A medida da DPN ¢ o exame no qual se verifica a alteracdo da diferenga de
potencial na via aérea nasal,atribuida a disfun¢@o da proteina CFTR. Durante o exame,
uma diferencga no potencial elétrico ¢ aferida pela colocacdo de eletrodos no epitélio da
mucosa nasal e no antebraco do paciente. O epitélio nasal ¢ exposto a solugdes e, diante

de sua resposta a cada uma delas, obtém-se as medidas sequenciais da diferenca de
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potencial, relacionadas a absor¢do e a reabsorcdo de eletrdlitos (Wilfond e Taussig,

1999).

1.3.6.3 - Testes do Suor

O termo teste do suor refere-se a analise da concentracdo eletrolitica e também
da condutividade e da osmolaridade nas amostras do suor (LeGrys, 1996).

A anormalidade do transporte de ions, observada na FC,é demonstrada por
elevadas concentragdes dos ions Na“ e CI™ no suor pelo teste do suor (TS) (Beauchamp
e Lands, 2005).

O TSCo, que sera abordado adiante, ¢ um teste recomendado pela CFF para
triagem da FC. O algoritmo nos programas de triagem que utilizam o TSCo recomenda
que, diante de um resultado positivo ou intermediario, o paciente seja encaminhado para
a realizagio da quantificagdo da concentragdo dos eletrélitos, CI” e Na', pela realizagdo
do TSCI emamostra de suor obtida para a confirmagdo de um diagnoéstico de FC

(LeGrys,1996; De Boeck et al., 2006).

1.3.6.3.1 - Teste do suor pela dosagem quantitativa de eletrolitos (TSCI)

Depois de 50 anos, a dosagem quantitativa de eletrdlitos no suor, que ¢ obtido
método da iontoforese por pilocarpina, descrito originalmente por Gibson e Cooke
(Gibson e Cooke, 1959), continua sendo o teste especifico mais confiavel para o
diagnostico de FC (Mishra et al., 2005; De Boeck et al., 2006; Farrell et al., 2008).

Pelo consenso diagnostico europeu (De Boeck et al., 2006) e americano (Farrell
et al., 2008), as indicagdes para o TS sdo: fenotipo sugestivo de FC; histéria familiar de
FC; teste de triagem positivo do RN. Diante dessas situacdes, se o TS for considerado

positivo, define-se o diagnostico de FC.
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Segundo as normas estabelecidas num consenso de Patologia Clinica no Reino
Unido - Guidelines for the Performance of the Sweat Test for the Investigation of Cystic
Fibrosis in the UK (Sweat Test Guidelines, 2003), o TS, idealmente, deve ser realizado
apos duas semanas de vida em RN com peso maior que trés quilos, criangas hidratadas e
sem sinais clinicos de doenca aguda. Caso seja de extrema necessidade, pode ser feita
tentativa em criangas com mais de sete dias de vida. O TS deve ser adiado nos pacientes
desidratados, edemaciados, em uso de corticosteroides sistémicos, com doen¢a aguda,
em uso continuo de oxigénio por sistema de distribui¢do aberta ou nos pacientes que
apresentem eczema nos locais de estimulacao.

A superficie flexora do antebrago ¢ o local preferencial para a realizagdo do TS.
Outros locais também podem ser utilizados, porém menos comumente: parte superior do
braco, coxa e dorso.

Para evitar alteragdes na composicao do suor, deve-se tomar cuidado em todas as

trés etapas subsequentes do procedimento: estimulagdo, coleta e analise.

Estimulacao:

A primeira etapa do TS ¢é a estimulacdo do suor por iontoforese, realizada
através de um aparelho indutor de suor. Este, ao gerar uma corrente elétrica, cuja
energia ¢ proveniente de uma bateria, induz a producdo do suor pelas glandulas
sudoriparas. O antebrago deve ser limpo com gaze umedecida em agua deionizada,
iniciando-se a limpeza na érea central onde o suor sera coletado. Em seguida, o
antebraco deve ser secado com outra gaze isenta de adgua ou solugoes.

Os eletrodos de tamanho adequado, que podem ser de cobre ou aco inoxidavel,
devem ser fixados de modo confortdvel no antebraco por meio de faixas ajustaveis, de

elastico ou velcro. Regularmente, os eletrodos requerem inspecdo e limpeza.
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O eletrodo vermelho (polo positivo) e o eletrodo preto (polo negativo) sdo,
entdo, conectados nas respectivas placas. Coloca-se, em seguida, uma gaze umedecida
ou papel de filtro embebido em solugdo de pilocarpina a 0,5% no antebrago do paciente
e sobre ela as placas dos eletrodos. As gazes que contém a solucdo de pilocarpina
devem ser, no minimo, 1 cm maiores que as placas dos eletrodos, evitando-se o contato
direto entre o metal do eletrodo e a pele, para prevenir queimaduras e nao reduzir a
iontoforese.

Quando devidamente posicionados, os eletrodos sdo conectados a fonte indutora
de corrente. O aparelho indutor ¢ ligado, inicialmente, com uma corrente de 0,5 mA.
Gradativamente, a corrente deve ser aumentada até, no maximo, 4mA, mantendo-se
constante durante 3 a 5 minutos. Depois, essa corrente deve ser reduzida gradualmente,
até o aparelho ser desligado. Durante esta etapa, alguns pacientes podem ter uma leve
sensacdo de formigamento ou um incdmodo local.

Terminada a etapa de estimulacgdo, os eletrodos sdo desconectados das placas.
Em seguida, as placas e as gazes com pilocarpina sdo retiradas. O antebrago sera limpo,

novamente, com agua deionizada e secado com gaze isenta de agua ou solugdes.

Coleta:

O tempo de coleta do suor deve ser de 30 minutos. Uma mesma balanga, com
sensibilidade de até 0,0001g, deve ser usada em todo o procedimento, para se pesar a
amostra do suor.

A gaze ou papel de filtro, previamente pesados em balanga analitica, devem ser
retirados, com uma pinga, de dentro de um recipiente plastico identificado e colocado
sobre a area do antebrago que recebeu a estimulagdo, sendo vedada com plastico

transparente, fixado com esparadrapo ou fita-adesiva. A parte interna do pléstico ¢ a
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gaze, ou papel de filtro, nunca devem entrar em contato direto com as maos do
operador.

A gaze ou papel de filtro embebidos de suor devem ser colocados, com uma
pinca, no mesmo recipiente ja identificado, o qual deve estar bem vedado para evitar a
evaporacao e, consequentemente, alterar a concentragdo dos eletrolitos no suor.

O recipiente com a gaze ou papel de filtro embebida(o) de suor sera novamente
pesado em balanga analitica. A diferenga entre os valores obtidos na pesagem, antes e
depois, fornece o peso da amostra de suor.

Cinco mililitros de 4agua bidestilada devem ser pipetados para dentro do frasco
com gaze ou papel de filtro embebida(o) de suor, com a finalidade de dilui¢do do
mesmo. O frasco deve ser tampado e, caso seja necessario o armazenamento da amostra
antes da andlise, o suor serd mantido a 4°C por, no maximo, trés dias em recipientes
hermeticamente fechados, para evitar escoamento do material e evaporagao.

Considera-se inadequada a amostra de suor quando a sua taxa ¢ menor que
lg/m* de superficie corpérea/ minuto (equivalente ao volume de 50mg de suor). A
quantidade de suor aquém desse valor deve ser desprezada (De Boeck et al., 20006).

Os procedimentos dessas fases de estimulagdo e coleta necessitam ser realizados
em laboratorios por técnicos bem treinados, experientes e habilitados. O tempo
prolongado na realizacdo aumenta o risco de erros. Dificuldades tém sido descritas na
realizacdo do teste em RN, tendo-se em vista que, pelo menos, 50 mg de suor devem ser

coletados para se obter um resultado confiavel (Sweat Test Guidelines, 2003).

Analise:
A técnica titulométrica, que se caracteriza por ser uma analise semiquantitativa,

faz-se a partir da elugdo do suor do papel de filtro, que tem duragdo de, no minimo, 40
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minutos. Um mililitro da solugdo diluida de suor ¢ pipetado e transferido para o tubo de
ensaio. Trés gotas de difenilcarbazona sdo acrescentadas ao tubo de ensaio e, em
seguida, uma gota de acido nitrico, como marcadores de reacdo. A mistura ficara
homogeénea, agitando-se bem o tubo de ensaio. Dois mililitros da solu¢do de nitrito de
mercurio serdo aspirados com pipeta e gotejados lentamente. Depois de colocada cada
gota no tubo com suor diluido, 0 mesmo sera agitado até se perceber a mudanca da
coloracdo da solucdo, de incolor para lilas claro. O volume de nitrito de merctrio gasto
¢ anotado. E, em seguida, uma férmula para o calculo da concentracido de CI” em mEq/1
¢ empregada: CI” mEq/lI=(5 + peso do suor em g * 5 * volume nitrito de mercurio em
ml)/peso do suor.

Os outros métodos satisfatérios e aceitos para dosagem de CI” no suor sdo:
coulométrico e eletrodo de ion especifico. O método coulométrico utiliza um
cloridrometro digital, que serve para determinar a concentragao de ions ClI” em amostras
clinicas, como urina, soros e extratos biologicos. Consiste de um titulador coulométrico
microprocessado, apropriado para detectar Cl™ no suor. Permite utilizar microamostras
de 0,1 ml, ou menos, de soro, suor e extratos de tecidos, sem necessidade de
processamento anterior, ou precipitacdo da proteina antes da dilui¢do. O tempo total de
titulagdo ¢ de menos de 20 segundos, para concentragdes de 100mEq/I1.

Os métodos de andlise do Na satisfatorios e aceitos sdo: fotometria de chama e

eletrodo de ion especifico.

Interpretacio dos resultados da dosagem quantitativa de eletrolitos no suor
. ~ + r
Nos pacientes com FC, usualmente, a concentracdo de Na' no suor ¢ menor que
- . ., , . . + o~
a de CI". Em individuos saudaveis, geralmente ocorre o inverso. O Na nao deve ser

interpretado sem um resultado de CI', e a andlise do CI” tem maior acuracia que a
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analise de Na'. Com isso, muitos laboratérios usam niveis de Na* somente como um
parametro para monitoramento do controle de qualidade do laboratoério, j4& que uma
discordancia significativa entre a concentracdo dos dois eletrolitos indica que esta
ocorrendo um erro em alguma etapa do teste. Caso as concentragdes de Cl” e Na' sejam
muitos discrepantes, o teste deve ser repetido.

A diferenca entre as concentracdes de CI” e de Na" deve ser de até 15 mmol/L
(NCCLS,2000), mas ambos estdo proporcionalmente elevados nos pacientes com FC.
Resultados ndo fisiologicos devem ser questionados, como Na™ e CI~ maior que
150mmol/L (LeGrys et al., 2007).

A concentragdo de CI” no suor maior ou igual a 60mmol/L suporta o diagnostico
de FC. Nos pacientes com menos de 6 meses de idade, a concentragdo intermediaria de
CI” entre 30 — 59 mmol/L sugere FC, e nesse caso, o paciente necessita de mais
investigacdo. A concentragdo de CI” menor que 30 mmol/L nesses pacientes sugere uma
baixa probabilidade de FC. Ja nos pacientes maiores de 6 meses, a concentracdo
intermediaria de C1” entre40 — 59 mmol/L ¢ sugestiva, mas ndo diagnostica de FC, nessa
situacdo, o paciente ¢ considerado suspeito, e o teste deve ser repetido. A concentragdo
de CI” menor que 40 mmol/L nesses pacientes sugere uma baixa probabilidade de FC
(Farrell et al., 2008).

Em alguns laboratdrios, a coleta do suor ¢ realizada em dois locais diferentes,
por exemplo, no membro superior esquerdo € no membro superior direito do mesmo
paciente, a0 mesmo tempo, tentando assegurar a qualidade do exame. Isso ndo deve ser
interpretado como dois exames para os critérios diagndsticos. A maioria das
concentragdes de CI™ em teste duplo apresenta uma diferenga entre 1e Smmol/L.

Os resultados do teste de suor devem ser interpretados relacionando-os com a

clinica do paciente. O diagndstico deve ser feito somente se houver uma elevada
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concentragdo de Cl” nos TS realizados em duas ocasides separadas, em um paciente
com uma ou mais caracteristicas fenotipicas, histéria familiar, ou um teste de triagem no
RN positivo para FC (Rosenstein e Cutting, 1998).

Falsos resultados provém de erros técnicos e erros na interpretacdo do TSCI,
como taxa de coleta de suor insuficiente, evaporagdo e contamina¢do da amostra de
suor, bem como erros na diluicdo na etapa de andlise do CI', na calibragdo de
instrumentos e na interpretacdo do resultado. Os erros sdo mais frequentes em
laboratorios que realizam poucos testes. Falta de conhecimento do método laboratorial,
falha em repetir resultados positivos e limitrofes, e falha em repetir testes de pacientes
com apresentacdes atipicas de FC podem levar a falsos resultados.

Ja foi referido que a amostra de suor deve ter peso superior a 50mg, ¢ a coleta
nao deve ultrapassar um periodo de 30 minutos. Durante a estimulagdo com pilocarpina,
taxas do suor aumentam rapidamente apds os primeiros 10 minutos e, entdo, diminuem
até o basal por volta dos 60 minutos (Webster, 2001, a). Ultrapassando os 30 minutos, a
concentragdo eletrolitica diminui. Logo, prolongar a coleta por mais de 30 minutos
resulta em um suor relativamente diluido, levando a diminui¢ao do resultado do valor
do CI” no suor. O TSCI requer tempo, balanga de precisdo, cuidados para prevenir a
evaporagdo da amostra e habilidade para calcular a composicao eletrolitica de amostras
diluidas, necessitando ser realizado por equipe profissional experiente. (De Boecket al.,
20006; Farrell et al., 2008).

Existem varias causas potenciais para alterar o resultado de CI” no suor, tanto
para falso-negativo, quanto para falso-positivo (LeGrys e Wood, 1988). As causas de
resultados falsamente negativos provém de problemas técnicos (falha em secar a pele
antes da coleta do suor; erros em pesagem, diluigdo, eluicdo, ou computagdo dos

resultados) e problemas fisiologicos (andlise de volume de suor insuficiente; edema; uso
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de mineralocorticoides). As causas de resultados falso-positivos podem ser reversiveis
(insuficiéncia adrenal, anorexia nervosa, dermatite atdpica, pele com eczema ou
exantema, doenca celiaca, hipoparatireoidismo familiar, hipotireoidismo nao tratado,
desnutricdo, desidratagdo, diabetes insipidus nefrogénico, nefrose, infusdo de
prostaglandina el, pseudohipoaldosteronismo, faléncia do crescimento psicologico) e
nao-reversiveis (disfungcdo autondmica, displasia ectodérmica, colestase familiar,
fucosidose, deficiéncias de dehidrogenase ¢ de glicose-6-fosfato, doenca deposito
glicogénio tipo 1, hipogamaglobulinemia, sindrome de Klinefelter, sindrome de
Mauriac, mucopolissacaridose tipo 1) (LeGrys, 1996; Beauchamp e Lands, 2005).
Frente & complexidade do diagndstico e ao conhecimento de que nem todos os
pacientes com FC apresentam quantidades elevadas de CI° no suor, ja foram
anteriormente referidas outras técnicas diagnosticas como a determinagdo do genotipo
com a identificacdo de duas mutacdes para FC e a medida da DPN com a demonstragado

de alteracdo no transporte idnico no epitélio nasal (De Boeck et al., 2006).

1.3.6.3.2 - Teste do suor pela condutividade (TSCo)

Ao longo do tempo, métodos alternativos de coleta, e também métodos alternativos
de analise do suor t€ém sido introduzidos, visando a simplificar a coleta e a analise das
amostras de suor, reduzindo a probabilidade de erros. Nesse contexto, destaca-se o
TSpela condutividade ou TSCo, que vem sendo utilizado por ser mais simples, mais
pratico, e por necessitar de amostras menores de suor para andlise, muito util
principalmente em criangas menores.

Semelhante ao TSCI, o TSCo ¢ constituido de trés etapas: estimulacdo, coleta e

analise do suor.
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Estimulacao:

Primeiramente, a face anterior do antebraco deve ser limpa com dagua
deionizada. Em seguida, os discos de pilogel (2,8cm de diametro cada), com nitrato de
pilocarpina a 0,5%, sdo acoplados aos eletrodos, os quais receberdo estimulacio
elétrica. O eletrodo vermelho (polo positivo) € colocado mais proximal e o eletrodo
preto (polo negativo) mais distal a dobra do cotovelo. Os eletrodos sdo fixados no
antebraco através de faixas ajustaveis de velcro.

A estimulagdo da sudorese sera induzida por fonte de corrente gerada por
bateria, que, durante um periodo de 5 minutos, aumenta, mantém-se constante e, entao,
diminui a corrente elétrica. A intensidade maxima de corrente durante o procedimento ¢
1,5 mA.

Terminada a fase de estimula¢do por iontoforese por pilocarpina, retiram-se os
eletrodos, e a face anterior do antebrago que recebeu estimulagdo ¢ limpa com agua

deionizada e secada com gaze.

Coleta:

O sistema de coleta do suor ¢ através de um tubo coletor disposto em espiral
localizado dentro de um disco pléstico (Macroduct®), que possui um orificio que fica
em contato com a pele, por onde o suor ira entrar. O disco plastico ¢ fixado na pele, no
local que recebeu estimulagdo elétrica, por uma faixa de velcro. A medida que o suor é
coletado pelo tubo coletor, o suor vai adquirindo coloragdo azul. Dessa forma, ao ser
visualizada a quantidade de suor azulado presente no disco pléstico, o volume do suor
em microlitros pode ser estimado ao ser comparado com o desenho-modelo do
Macroduct® que possui marcagdes de medidas pré-determinadas em microlitros. O

tempo de coleta do suor tambémé de 30 minutos. Essa ¢ uma técnica simples e evita a
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evaporagdo do suor, permitindo sua obtengdo de maneira integral. O suor coletado no

sistema Macroduct® pode ser armazenado num tubo selado por até 72 horas a 4°C.

Analise:

A condutividade elétrica, que também ¢ referida como condutancia especifica de
uma solugdo eletrolitica, ¢ obtida pela multiplicagdo da condutancia observada pela
célula permanente. Nesse método, a concentragdo de mais de um eletrélito é medida ao
mesmo tempo. Trata-se da andlise de uma solugdo eletrolitica de multiplos
componentes. Sdo aferidos componentes organicos e inorganicos do suor: Na", CI,
potassio, calcio, enxofre, ferro, magnésio, cobre, fosfato, iodo, fluor, acido lactico,
bicarbonato, uréia e aminoacidos (Litch et al., 1957). A leitura da condutividade ¢
expressa em mmol/L, onde a unidade representa, em condutancia, a concentragdo molar
de uma solug¢do equivalente de NaCl da amostra analisada, na mesma temperatura.
Apesar de serem os eletrolitos com maior concentra¢do no suor, ¢ importante enfatizar
que o valor da condutividade nio representa somente a concentracdo do Na’ e do Cl'na
amostra de suor (Macroduct sweat testing system, 2011; Lezana et al., 2003). O
aumento do ion CI™ no suor devido a disfun¢do da CFTR deve ser compensado pelo
aumento dos cations (por exemplo: Na', K"), satisfazendo a Lei da Equivaléncia
Elétrica. Logo, o aumento do CI” leva a um aumento proporcional da concentragdo
eletrolitica total, que ¢ a base da andlise pela condutividade elétrica (Webster, 2001,b).

Ao ser colocada a amostra de suor no analisador da condutividade, proceder-se-a
a leitura imediata da osmolaridade de uma concentragdao de ions. A condutividade,
reflexo de todos os anions no suor, ¢,aproximadamente, 15 mmol/L mais alta do que a

dosagem quantitativa do CI” (LeGrys et al., 2000). Esse sistema também permite
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quantificar a concentracdo de eletrolitos em amostras de menor volume (maior ou igual

a 15 microlitros), tendo importante beneficio para criangas menores (Macroduct, 2011).

Interpretacio dos resultados da condutividade do suor

Todo paciente com valor da condutividade do suor maior ou igual a 60 mmol/L
deve ser encaminhado para a realizacdo de um TSCI. Valor da condutividade abaixo de
60 mmol/L é pouco sugestivo de FC e valor da condutividade acima de 80 mmol/L é
sugestivo de FC. No entanto, quanto aos valores de referéncia para condutividade como
teste diagnostico, ndo ha consenso (Sweat-Chek, 2011).

Enquanto o TSCI, avalia a disfungdo da CFTR predominantemente no canal de
CI', o TSCo amplia a avaliacdo da disfuncdo para outros canais de ions. Logo, o valor
da condutividade vai além da dosagem do CI7, o que retrata as interrelagdes entre canais
i6nicos na disfun¢ao da CFTR.

Como sistema de coleta, o Macroduct®, Wescor € aceito internacionalmente
(Mastellaet al., 2000; Rosestein e Cutting, 1998). No entanto, a CFF aceita a
condutividade realizada por meio de um analisador de suor Sweat-Chek®, Wescor
somente como um teste de triagem, ndo sendo aceito como um teste diagndstico,
embora estudos mostrem que a condutividade apresenta boa correlagdo com a dosagem

quantitativa dos eletrolitos no suor (Legrys, 2000).

1.3.6.3.3 - Desempenho do teste do suor pela condutividade na Fibrose Cistica
Juerg Barben e colaboradores usaram a medida da condutividade do suor através

de um novo sistema de coleta do suor, chamado Nanoduct®, para tentar identificar

pacientes com FC. O Nanoduct® ¢ um sistema que requer apenas trés microlitros de

suor, e o resultado fica disponivel em 30 minutos. O estudo comparou o Nanoduct®
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com o sistema de coleta do suor Macroduct®, medindo a concentragdo de Cl” ¢ a
osmolaridade. Foram estudados 111 pacientes. Trés criangas ndo produziram suor, € em
14 criangas, a condutividade ndo pdde ser medida. Dos 94 pacientes restantes, 0 novo
sistema identificou todos os pacientes com FC clédssica (média da condutividade
115mmol/L) e diferenciou-os dos pacientes saudaveis (média 36mmol/L). A medida da
condutividade do suor, usando o novo sistema Nanoduct®, diferenciou pacientes com
FC daqueles sem a doenga (Quadro 1.1). Os autores concluem que o TSCo, nao ¢ tao
sujeito a influéncia do operador quanto o TSCI, sobretudo nas fases de coleta e anélise,
e pode ser realizado em um tempo menor, uma vez que a mensuragao da condutividade
¢ automatizada (Barben et al., 2005).

Hammond e colaboradores compararam a analise da condutividade pelo Sweat-
Chek® com a dosagem quantitativa de eletrolitos nas mesmas amostras de suor obtidas
pelo sistema de coleta Macroduct® em 471 pacientes ndo-FC e 43 com FC. Todo
paciente com FC teve condutividade maior que 90 mmol/L, enquanto que os ndo-FC
tiveram condutividade menor que 87mmol/L. Os autores concluiram que a medida da
condutividade d& resultados igualmente satisfatorios aqueles obtidos pela dosagem
quantitativa de eletrdlitos. Dessa forma consideraram que oTSCo seria tdo efetivo
quanto o TSCI, em diagnosticar os pacientes com FC (Quadro 1.1) (Hammond et al.,
1994).

Heeley e colaboradores compararam a dosagem quantitativa de eletrélitos com a
condutividade na mesma amostra coletada pelo sistema Macroduct®. Concluiram que a
condutividade ¢ tdo efetiva quanto a medida do CI™ para diagnostico de FC (Quadro 1.1)
(Heeley et al., 2000).

Mastella e colaboradores também constataram a efetividade da medida da

condutividade. Esse estudo apresentou sensibilidade e especificidade da condutividade
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comparavel a analise quimica dos eletrdlitos. Nenhum paciente detectado pelo TSCI foi
considerado negativo pela condutividade (Quadro 1.1) (Mastella et al., 2000).

No México, foi realizado o maior estudo com o teste do suor pelo método da
condutividade. Lezana e colaboradores estudaram 3.834 pacientes com suspeita clinica
de FC durante um periodo de 10 anos, os quais tiveram suas amostras de suor analisadas
tanto pela titulagdo do CI” como pela medida da condutividade. O padriao-ouro para
diagnodstico da FC foi a dosagem de ClI” maior que 60 mmol/L. Foi observada uma
mediana 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 de ponto de corte
para o diagnostico de FC como maior ou igual a 90 mmol/L, com sensibilidade de
99,66%, especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 100% e valor preditivo
negativo de 99,97%. O melhor valor de ponto de corte da condutividade para excluir o
diagnoéstico de FC foi menor que 75 mmol/L, com sensibilidade de 99,25%,
especificidade de 93,37%, valor preditivo positivo de 99,28% e valor preditivo negativo
de 93,12% (Quadro 1.1) (Lezana et al., 2003).

No Brasil, Riedi e colaboradores compararam a condutividade com a dosagem
de Na’ na mesma amostra de suor e concluiram que a avaliagdo da condutividade pelo
sistema Wescor simplifica o0 método, permite analisar amostras de menor volume e
apresenta boa correlagio com a dosagem de Na™ por fotometria de chama (Quadro 1.1)
(Riedi et al., 2000).

Também no Brasil, em Sdo Paulo, Mattar e colaboradores, em estudo recente
realizado no Instituto da Crianga compararam os valores de Cl™ no suor obtidos pelo
TSCI com os valores de condutividade no suor obtidos pelo TSCo em pacientes com e
sem FC. Analisaram também o custo e o tempo despendidos na execucao de cada teste.

Os pontos de corte para o TSCo, para excluir ou diagnosticar FC, foram < 75 ¢ >90
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mmol/L, respectivamente, e, para o TSCI, foram CI” < 60 e > 60 mmol/L. Cinquenta e
dois pacientes com FC (29 do sexo masculino e 23 do sexo feminino; de 1,5 a 18,2
anos) realizaram os dois testes, apresentando valores medianos de CI” e condutividade
no suor de 114 e 122 mmol/L, respectivamente. Em todos, a condutividade foi > 95
mmol/L, o que conferiu ao teste 100% de sensibilidade (IC95% 93,1-100). Cinquenta
pacientes sem FC (24 do sexo masculino e 26 do sexo feminino; de 0,5 a 12,5 anos)
apresentaram valores medianos de ClI” e condutividade no suor de 15,5 ¢ 30 mmol/L,
respectivamente. Em todos, a condutividade foi < 70 mmol/L, o que conferiu ao teste
100% de especificidade (IC95% 92,9-100). O tempo de execugdo foi mais rapido, e o
custo, menor na execu¢do do TSCo em relagdo ao TSCI (Quadro 1.1) (Mattar et al.,

2010).
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Quadro 1.1 - Estudos comparativos entre a dosagem quantitativa de cloreto e a condutividade
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Quadro 1.1 — Estudos comparativos entre a dosagem quantitativa de cloreto e a condutividade (continuagéo)
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Quadro 1.1 — Estudos comparativos entre a dosagem quantitativa de cloreto e a condutividade (continuagéo)
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Capitulo 2 — Hipéteses, Objetivos e Aspectos Eticos

2.1 Hipoteses
e 1 hipotese: Os valores da condutividade obtidos no braco direito (BD) sdo
iguais aos obtidos no brago esquerdo (BE).
e 2% hipdtese: A classificagcdo diagndstica do padrao-ouro ¢ igual a obtida pelo

teste do suor pela condutividade.

2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo Geral
e Verificar a reprodutibilidade e a validade do teste do suor pela
condutividade.
2.2.2 Objetivos Especificos
e Descrever as caracteristicas demogréficas do paciente com diagndstico e do
paciente com suspeita de FC.
e Analisar os volumes de suor e os valores de condutividade obtidos pelo
TSCo.
e Avaliar a reprodutibilidade intraobservador do TSCo, comparando as
medidas do BD com as medidas do BE.
e Avaliar o desempenho do TSCo pela sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo, tendo, como padrao-ouro, o

TSCIL.
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2.3 Aspectos Eticos

Este trabalho foi submetido a avaliagio pelo Comité de Etica em Pesquisa do
IFF (CEP-IFF) e aprovado (Anexo 1). Por tratar-se de estudo que lida com seres
humanos, ¢ necessaria a discussdo das questdes éticas envolvidas. Foram seguidas as
recomendacdes do documento “diretrizes e normas regulamentadoras da pesquisa
envolvendo seres humanos” — resolucdo 196 de 10 de outubro de 1996 do Conselho
Nacional de Saude, preconizando os principios de autonomia, beneficéncia, nao-
maleficéncia, justica e equidade.

O risco que o estudo traz aos participantes ¢ o de haver queimadura leve na area
estimulada, relatada em 1% dos casos.

O IFF apresenta infraestrutura adequada para a realizagdo do exame. As
informagdes geradas pelo estudo s3o de propriedade do pesquisador e da institui¢do a
qual pertence. A identidade dos participantes foi mantida em sigilo durante todas as
etapas da pesquisa.

Todos os responsaveis pelos pacientes menores, que aceitaram submeter-se ao
TSCo, leram e foram esclarecidos sobre o procedimento, seguindo-se a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1).

Os resultados do presente estudo, que faz parte de dois projetos maiores de
tecnologias diagnosticas para FC, na rede SUS (PDTSP - FIOCRUZ / FAPERIJ -
PROJETO PENSA RIO), serdo apresentados nos respectivos relatdrios de prestagao de
contas dos projetos e nesta dissertacio de mestrado. Apds autorizacdo dos
coordenadores, os resultados poderdo ser divulgados em artigos cientificos, congressos,
simpdsios, reunides cientificas e demais atividades de ensino, pesquisa e assisténcia. Os

orientadores, os coordenadores do projeto e a autora desta dissertagdo assumem o



39

compromisso de divulga¢do publica dos resultados deste estudo, mesmo que os

resultados ndo sejam favoraveis.
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Capitulo 3 - Artigo: Reprodutibilidade e validade do teste de suor pela condutividade
em centro de referéncia para Fibrose Cistica (FC) do Rio de Janeiro

3.1 Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a reprodutibilidade e a validade do teste do suor
pela condutividade. Trata-se de estudo observacional, seccional, prospectivo, realizado
no Instituto Fernandes Figueira, centro de referéncia para FC no Rio de Janeiro, entre
julho e setembro 2010. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa. Foram
incluidos pacientes com FC e pacientes com suspeita de FC referidos para a realizacdo
do teste de suor. No teste do suor pela condutividade, foi utilizado o sistema
Macroduct® para a coleta de suor e o Sweat-ChekAnalyser® para a medida da
condutividade, que teve como pontos de corte os valores de 75 ¢ 90 mmol/L. A
estimulacdo e coleta do teste do suor padrao-ouro foram feitas pela técnica de Gibson &
Cooke e a dosagem de CI, pela anélise colorimétrica. Valores acima de 40 e 60 mmol/L
foram considerados positivos, respectivamente, para criangas menores € maiores de 6
meses. A reprodutibilidade foi avaliada pelas medidas de condutividade feitas em
ambos os bragos, no mesmo dia, em 81 pacientes, por meio do coeficiente de correlagao
e pelo método de Bland-Altman para diferenga entre as médias de medidas repetidas.
Para avaliar o desempenho do teste da condutividade, 129 medidas do brago direito
foram comparadas com os valores de CI™ obtidos pelo teste do suor. Para a analise dos
dados, foram utilizados Epi Info 3.5.3 ¢ R 2.8.1, que estimaram a média, mediana,
amplitude e percentis. Na populagdo do estudo (n=129), 55% eram do sexo feminino,
60,5%, brancos e 99,2%, residentes no RJ. A mediana da idade foi de 52 meses. No
grupo de FC (n= 42), 61,9% eram do sexo feminino, com mediana de idade de 117,5
meses, com minimo de 13 e maximo de 229 meses, e 52,4% eram brancos. No grupo de
suspeitos de FC (n=87), 51,7% eram do sexo feminino, com mediana de idade de 33
meses com minimo de 1 e maximo 211 meses, e 64,4% eram brancos. A condutividade
no braco direito (n=81) apresentou média de 68,41 £ 46,49mmol/L e no brago esquerdo,
foi de 66,88 + 43,52 mmol/L. O coeficiente de correlacao foi de 0,97 e a diferenca das
médias foi de 1.53 + 10,69 mmol/L com limites de concordancia de 95% variando entre
-19,43 ¢ 22,49. A condutividade no brago direito de 129 pacientes apresentou média de
70,17 £ 45,60 mmol/L, e para a concentracdo de CI", a média foi de 36,75 + 37,58
mmol/L. O coeficiente de correlacdo foi de 0,85, sensibilidade 89%, especificidade
92%, wvalor preditivo positivo 82,5% e valor preditivo negativo 95,5%. O estudo
confirmou os resultados de estudos anteriores e sugere que a condutividade ¢ um
procedimento analitico de confianca para o diagnostico de FC, apresentando uma boa
correlagdo com a concentracao de CI".

3.2 Abstract

This prospective study evaluated the reproductibility and validity of the conductivity
sweat test at Instituto Fernandes Figueira, reference center for CF in Rio de Janeiro,
between July and September 2010. It was approved by Ethics and Research Committee.
We included patients with CF and patients with questionable of CF, that were referred
for sweat testing. The conductivity sweat test was performed by Macroduct® sweat
collector system and Sweat-ChekAnalyser® to measure the conductivity, and the cutoff



41

values were 75 and 90 mmol / 1. The gold standard sweat test was performed by Gibson
& Cooke techniques of stimulation and collection, and the dosage of chloride was made
by colorimetric analysis. Values above 40 and 60 mmol / 1 were considered positive,
respectively, for younger children and older than 6 months. Reproductibility was
assessed by conductivity measurements made on both arms, on the same day in 81
pacientes, using the correlation coefficient and the Bland-Altman plot for the mean
difference between repeated measurements. To evaluate the performance of
conductivity sweat test, 129 measures of the right arm were compared with values
obtained by chloride sweat test. For the analysis of data were used Epi Info 3.4.1 and R
2.8.1, which estimated the mean, median, range and percentiles. In the study population
(n = 129), 55% were female, 60.5% white and 99.2% residents in Rio de Janeiro - RJ.
The median age was 52 months. In the FC group (n=42), 61.9% were female, with a
median age of 117.5 months with a minimum of 13 and maximum of 229 months and
52.4% were white. In the group suspected of FC (n = 87), 51.7% were female, with a
median age of 33 months with a minimum of 1 and maximum of 21 1meses and 64.4%
were white. The conductivity on the right arm (n = 81) showed an average of 68.41+
46.49 mmol /1 and on the left arm was 66.88 +43.52mmol/L. The correlation coefficient
was 0.97 and the mean difference was 1.53 £10.69 mmol/ 1 with limits of agreement of
95% rqanging between -19.43 and 22.49. The conductivity on the rigth arm of 129
patients had an average of 70.17 + 45.60 mmol/L, and for chloride concentration, the
average was 36.75 £37.58 mmol /l. The correlation coefficient was 0.85, sensitivity
89%, specificity 92%, positive predictive value 82.5% and negative predictive value
95.5%. The study confirmed the results of previous studies and suggests that the
conductivity is a reliable analytical procedure for the diagnosis of CF, presenting a good
correlation with the concentration of chloride.
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3.3 Introducao

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenca autossdmica recessiva, cujas mutagdes no
gene da proteina reguladora da condutincia transmembrana sdo responsaveis por suas
caracteristicas fisiopatoldgicas. Atualmente, encontram-se descritas 1864 mutagdes
relacionadas a FC'. Na Europa, a incidéncia média da doenca é de 1:3200 nascidos
vivos e, nos EUA, ¢ de 1:3500 nascidos vivos®. A estimativa pontual para o Brasil ¢ de
1:7576 nascidos vivos (IC 95% 1:3633-1:15802) e, neste intervalo, acha-se incluida a
estimativa da FC no Rio de Janeiro, de 1:6902 nascidos vivos’. Devido a
heterogeneidade na composicao étnica da populagdo brasileira, facilitada pela migracao
dos povos, a incidéncia da FC, assim como a frequéncia no espectro das mutagdes, pode
variar de acordo com as diferentes regides do pais”.

O diagnoéstico, quando feito precocemente e seguido de tratamento, reduz a
morbimortalidade e melhora a qualidade de vida’. No entanto, ele vem sendo feito com
atraso’, inclusive em nosso pais”®. Mais recentemente, houve mais uma confirmacio do
atraso e a evidéncia do diagndstico de formas graves’e o Ministério da Satude (2005)
reconhece a existéncia de subdiagnéstico da FC e da falta de regulamentagdo e
padronizacio do atendimento'’.

Os testes diagnosticos da FC sdo: dosagem de eletrdlitos no suor, andlise das
mutagdes ¢ medida da DPN'"'2. O teste do suor pela dosagem de eletrélitos, que
analisa, principalmente, a concentragdo de CI~ (TSCI) pelo método titulométrico, foi
descrito, originalmente, por Gibson e Cooke (1959)" e, até hoje, ¢ considerado padréo-
ouro. O TSCI requer equipe profissional adequadamente treinada e capacitada, com
estrita aderéncia s normas preconizadas pela Sociedade de Patologia Clinica'*. Devido
a grande dependéncia da habilidade do operador, o TSCI ¢ suscetivel a erros, técnicos

ou de andlise, tais como a ndo secagem da pele antes de iniciar a coleta, erros na
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pesagem do papel-filtro ou na dilui¢do e elui¢do do suor, coleta de volume insuficiente
de suor causada por baixa taxa de sudorese ou pela presenca de edema'”. Para garantir a
qualidade do teste, busca-se reduzir resultados falso-positivos e falso-negativos, que tem
sido estimados em 15% e 12%, respectivamente'*'°.

Me¢étodos alternativos de coleta e analise do suor t€ém sido propostos, como, por
exemplo, o teste do suor pela condutividade (TSCo). O consenso da CFF aceita que as
etapas de estimulagdo e de coleta do TSCo possam ser utilizadas como etapas do teste
diagnostico, mas ndo aceita o valor da analise da condutividade como diagnostico de
FC, sendo apenas aceito como triagem'®. No entanto, varios estudos mostraram que esse
teste pode ser aplicavel no diagnéstico da FC'"'®,

O presente estudo, além de avaliar a reprodutibilidade intra-observador e a

validade do TSCo no diagndstico da FC, se propde a analisar os volumes de suor

coletados pelo TSCI e pelo TSCo.

3.4 Métodos

Trata-se de estudo seccional, prospectivo e observacional, realizado entre 01/07
e 30/09/2010, no Instituto Fernandes Figueira (IFF), Unidade Materno-Infantil da
Fiocruz, reconhecida como Centro de Referéncia para Fibrose Cistica (CRFC) do estado
do Rio de Janeiro. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do IFF.

A populagao elegivel foi constituida por 105 pacientes com FC, em seguimento
nos servigos de Pneumologia e Nutricdo, com o diagndstico definido segundo os
critérios propostos pelo consenso da CFF''| por apresentar TSCI e/ou anélise genética
positivos, e por pacientes, em média de 40 por semana, referidos para a realizacdo do
TSCI por suspeita de FC. Desse modo, a amostra do estudo foi de conveniéncia,

constituida por parcela da coorte de FC que compareceu as consultas previamente
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agendadas e por parcela de pacientes referida para o TSCIl, também previamente
agendado.

Foram excluidos os RN com idade menor que duas semanas de vida e com peso
menor que trés kg, e os pacientes com distirbio hidroeletrolitico, edema, sinais de
doenga aguda, hipotireoidismo, comprometimento cutaneo nos locais de estimulag¢do
sob a forma de eczema ou displasia ectodérmica, em uso de corticoterapia sistémica e
em uso continuo de oxigénio por sistema de distribuicio aberta' " '°.

Foram incluidos os pacientes com FC que compareceram a consulta e os
pacientes com a suspeita de FC que compareceram a coleta do suor. Foi respeitado o

limite diario da capacidade de realizagdo do teste, uma vez que havia somente um

pesquisador.

3.4.1 Materiais

A condutividade dos anions do suor obtida pelo Sweat-Check Analyser®, apds
coleta do suor pelo sistema Macroduct® (Wescor Inc. Logan, Utah)*’tem a finalidade
de medir a condutividade elétrica do suor em fungdo de sua composi¢ao iOnica, mantida
a temperatura constante, de aproximadamente 40°C?!, em sistema fechado, para nao
haver evaporagdo. As etapas do procedimento seguiram o manual do equipamento ¢ ja
foram descritas' "%, incluindo, entre elas, a calibragdo. Os equipamentos e materiais de
consumo para a execucao da pesquisa foram adquiridos com recursos provenientes da
FAPERJ e FIOCRUZ. No projeto piloto, foram realizados os ajustes necessarios para
que a técnica funcionasse em padrdo internacional descrito na literatura. A pesquisadora
recebeu treinamento/capacitacdo no Instituto da Crianga (USP), em 2008.

A quantificagdo do volume de suor coletado é pré-requisito paraa realizacdo da

17,1822 4

analise suor. Neste estudo, o volume do suor foi calculado com a medida do
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diametro interno de 0,64mm”' e com a medida do comprimento do cilindro coletor
preenchido por suor, o qual foi estendido sobre uma régua metdlica milimetrada,
segundo a férmula:
Volume = 7 * raio® * comprimento do cilindro com suor
Para a execucdo do teste padrdo-ouro (TSCI), foram seguidas todas as etapas

. . 14,18,19,23,24
conforme citadas na literatura'®!'%1%23%4,

3.4.2 Reprodutibilidade do teste

Um teste ¢ reprodutivel quando ¢ capaz de reproduzir o mesmo resultado em
medidas repetidas. A reprodutibilidade pode ser intraobservador e interobservador. A
primeira mede a variagdo que ocorre na medida feita pelo mesmo observador como
resultado de multiplas exposigdes a0 mesmo instrumento e¢/ou ao mesmo individuo, ao
passo que a segunda avalia o quanto diferentes observadores fornecem estimativas
compativeis de um mesmo fenémeno®’.

Para avaliar a reprodutibilidade, os participantes foram convidados a realizar
dois TSCo em sequéncia ou simultaneamente, um em cada braco, e por um Unico

pesquisador. A primeira medida foi sempre realizada no braco direito (BD) e a segunda,

no braco esquerdo (BE).

3.4.3 Validade do teste

Existem varios tipos de validade, sendo as principais as validades de contetdo,
de face e de critério. As validades, concorrente e preditiva, sao subdivisdes da validade
de critério, que ¢ uma correlacdo do teste em estudo com um teste padrao-ouro. A
validade concorrente ¢ usada quando se quer substituir um teste por um outro mais

25,26

simples, de menor custo ou menos invasivo™”. Um teste ¢ validado quando, ao ser
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comparado a um padrdo-ouro, consegue medir aquilo a que se propde, apresentando
propriedades satisfatorias de sensibilidade, especificidade e de valores preditivos
positivo e negativo™ .

No estudo proposto, o critério de padrao-ouro considerado foi o resultado do
teste do suor realizado com a dosagem quantitativa do CI(TSCI). Estas medidas
continuas sdo categorizadas de acordo com valores de referéncia para teste positivo,
para maiores de 6 meses de idade, de CI” > 60 mmol/L e, para menores de 6 meses de
idade, de CI” > 40 mmol/L'*. ‘Este teste foi complementado pelo teste genético, quando
disponivel. Para verificar a validade concorrente do teste da condutividade dos ions no
suor, os valores do TSCo do BD foram comparados com os valores do CI™ no suor,
obtidos por titulometria (TSCI)"*. No TSCo, o valor de referéncia adotado para teste
positivo foi de condutividade > 90mmol/L'"'®,

No grupo de pacientes referidos por suspeita de FC, ambos os testes, ou seja, o
TSCo e o TSCI, foram realizados no mesmo dia ou no intervalo maximo de 7 dias, em
ambientes diferentes, por profissionais independentes. Nao existiu qualquer
comunicagdo entre os dois técnicos durante o procedimento, nem acesso aos resultados.

Os valores de TSCI dos pacientes da coorte de FC foram obtidos dos bancos de

dados, os quais contém os valores de TSCI que estdo registrados nos prontuarios dos

pacientes.

3.4.4 Analise dos Dados

Foram descritos os resultados por meio de médias ou medianas, com os
respectivos indicadores de variabilidade e os intervalos de confianga. Foram
investigadas as distribui¢des de probabilidade dos resultados dos testes. A exploragao

grafica foi feita por histogramas, graficos de barras e diagramas de dispersdao nos
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programas Epi Info 3.5.3°7 ¢ R 2.8.1°°. Para a analise da reprodutibilidade
intraobservador das varidveis numéricas continuas foi realizada a regressao linear e foi
estimado o r de Pearson, embora se saiba que a analise de correlagdo avalia a associago
entre duas medidas onde os vieses das medidas ndo sdo percebidos. A verificagdo da
repetibilidade e da reprodutibilidade foi feita pelo teste t pareado entre as medidas

2 ’ , . ey
%30 Este & o método mais utilizado

repetidas e pelo método de Bland-Altman
atualmente para avaliar se duas medidas da mesma amostra sdo iguais e qual a
magnitude dos desvios da igualdade. O método de Bland-Altman calcula as diferencas
entre duas medidas da mesma variavel para cada individuo, sendo a média e o desvio-
padrao destas diferengas a base para o célculo dos limites de concordancia. Se as
diferengas forem normalmente distribuidas, pode-se avaliar a precisdo dos limites de
concordancia, estimados a partir do célculo de seu erro padrio. E também possivel
visualizar o viés (o quanto as diferengas se afastam do valor zero), o erro aleatdrio (a
dispersdao dos pontos das diferencas ao redor da média), além de visualizar outliers e
tendéncias®"’.

Além dos pontos de corte do TSCI para a defini¢do de verdadeiro-positivos,
outros pontos de corte foram explorados'® na analise da validade concorrente. Por se
tratar de um teste diagndstico, foram calculadas as propriedades do TSCo, comparando-
as com o TSCI, padrao-ouro. Estas propriedades sdo sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e valor preditivo negativo. Entende-se por sensibilidade a propor¢ao
de individuos classificados como positivos pelo TSCo, dentro de um conjunto de
individuos com o TSCI positivo. A especificidade, como a propor¢do de individuos
classificados como negativos pelo TSCo, dentro de um conjunto de individuos com

TSCI negativo. O valor preditivo positivo € a propor¢ao de individuos que, realmente,

apresentam TSCI positivo, dado que o TSCo foi positivo. O valor preditivo negativo ¢ a
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proporcao de individuos que, realmente, apresentam TSCI negativo, dado que o TSCo

. .2
foi negativo ,

3.5 Resultados

A populacio do estudo compreendeu 129 pacientes, com a mediana de idade de
52 meses, predominio do sexo feminino (55%) e da cor branca (60,5%). A maioria
(80,6%) residia no municipio e regido metropolitana do RJ, de onde foram referidos
para o CRFC-RJ, IFF, a exce¢do de um paciente proveniente de Rio Branco, no Acre
(Tabela 3.1).

O TSCo foi realizado em 42(32,6%) pacientes com FC, em seguimento nos
ambulatérios de Pneumologia e Nutricdo; e em 87(67,4%) pacientes referidos para
realizacdo de TSCI com a suspeita de FC (SFC). No grupo FC, a mediana de idade foi
de 117,5 meses(13-229), e, no grupo SFC, de 33 meses(1-211), havendo, em ambos os
grupos, predominio do sexo feminino e da cor branca (Tabela 3.1).

No TSCo, houve uma perda de 1,5%(2/135) dos participantes porque nao foi
possivel coletar suor em dois pacientes com idades de 17 e 16 meses, sendo que neste
ultimo, foram feitas 3 tentativas. J4& no TSCI, 3,7%(5/135) dos pacientes nao
apresentaram sudorese coletavel, e um deles ja ndo havia conseguido suar para realizar
0 TSCo. Em 11,6%(15/129) dos pacientes, a quantidade de suor obtida pelo sistema de
coleta Macroduct® foi maior que 6puL, porém menor que 15uL. A distribuicdo dos
valores de TSCo no BD, nos grupos, pode ser vista na Figura 3.1. Nao houve diferencga

significativa nos volumes de suor coletados entre o grupo FC e o grupo SFC (Tabela

3.1).
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Em todos os exames, a mediana dos valores da condutividade foi de 48(15-181),
e a média, de 70,2(45,6) no BD. Ambas foram superiores as obtidas no BE, com a
mediana de 44(18-151) e a média de 66,9(43,5) mmol/L.

As diferencas entre as médias e medianas da condutividade entre o grupo FC ¢ o
grupo SFC foram estatisticamente significativas (p < 0,00001), tanto nas aferi¢cdes feitas
no BD, quanto no BE, e foram mantidas entre os grupos quando estratificados por faixa
etaria (Tabela 3.1).

O grafico da dispersdo e a reta de regressao linear entre as 81 aferi¢des repetidas
podem ser vistos na Figura 3.2. A exploracdo inicial da correlagdo revelou um r de
Pearson de 0,97 (IC95% 0,96-0,98), com um coeficiente de determinacdo de 0,95. Os
coeficientes estimados pelo modelo de regressdo linear foram intercepto de 4,5 e beta de
0,91, resultando na seguinte equacdo: Condutividade BE = 4,5 + 0,91*condutividade
BD. Desse modo, a reta nao passou pela origem, e o coeficiente angular foi igual a 45°,
tornando-se necessario investigar a reprodutibilidade por outro método.

Pelo método de Bland-Altman (Figura 3.3), verificou-se que a média das
diferengas entre as aferi¢cdes repetidas foi de 1,5 mmol/L e que o erro padrao da média
das diferencas foi de 10,7. Os limites de concordancia de 95% para a diferenga foram de
- 19,4 a 22,5. O histograma das diferencgas (Figura 3.4) mostrou que o grupo de FC
responde por maiores diferencas e pela maioria das diferengas positivas, BD maior que
BE, enquanto que no grupo SFC as diferencas sdo menores e tém tendéncia negativa:
BE maior que BD.

A hipoétese nula de que a média das diferengas seria igual a zero nao foi rejeitada
no teste t pareado (p < 0,20), portanto ndo havendo evidéncia de um erro sistematico ou
viés entre as duas medidas, fato este confirmado pela inclusdo do zero no IC da média

das diferencas, - 0,83 a 3,89. No grafico de Bland-Altman, observou-se que, quanto
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mais elevado for o valor da condutividade, maior sera a diferenga entre as aferi¢des, ou
seja, observou-se uma tendéncia de aumento das diferencas entre as aferigdes repetidas
na medida em que houve aumento no valor médio das aferigdes. As aferi¢cdes de cinco
pacientes extrapolaram os limites de concordancia, produzindo valores atipicos, ou
outliers (Figura 3.3).

No estudo de validade, 129 pacientes apresentaram média global de 70,2(45,6)
nos valores da condutividade e média de 36,8(37,6) mmol/L nos valores de CI". As
diferengas entre as medidas resumo da condutividade ¢ do CI” nos grupos FC e SFC
foram estatisticamente significativas, com p<0,00001 (Tabela 3.1).

A exploracdo inicial pelo diagrama de dispersdo com a reta de regressdo pode
ser vista na Figura 3.5. O r de Pearson foi 0,84 ¢ o coeficiente de determinacado foi 0,71.
A equagdo de regressdo linear na busca da associacdo entre as duas varidveis foi a
seguinte: Condutividade no BD = 31,33 + 1,08 * valor de CI".

Quando adotados, o valor de condutividade > 90mmol/L, como ponto de corte
para TSCo, e o valor de CI” > 60mmol/L, como ponto de corte para o TSCI, padrao-
ouro, foram observados 33 pacientes verdadeiro-positivos, 85 verdadeiro-negativos,
7,6%(7/92) falso-positivos e 10,8%(4/37) falso-negativos. As propriedades do TSCo
foram sensibilidade=89%, especificidade=92%, valor preditivo positivo=82,5% e valor
preditivo negativo=95,5%.

As caracteristicas do nivel de assisténcia do IFF, por ser um CRFC para
investigacdo diagnostica da FC, nos motivaram a explorar outros pontos de corte. Ao
reduzir o ponto de corte no valor da condutividade para 75 mmol/L, a sensibilidade e o
valor preditivo negativo aumentam para 100%, porém elevando também os falso-
positivos para 12%(11/93), e foram reduzidos a especificidade=88% e o valor preditivo

positivo=77,1%. Ao manter o ponto de corte no TSCo em 75 mmol/L e reduzir o ponto
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de corte do CI” para 40 mmol/L, a sensibilidade e o valor preditivo negativo ficam
mantidos em 100%, porém se elevam a especificidade=94% e o valor preditivo

positivo=89,6%, obtendo uma diminuicao dos falso-positivos para 5,8% (5/86).

3.6 Discussao

O TSCo foi reprodutivel e conseguiu discriminar os pacientes com FC daqueles
referidos para o TSCI, cujos resultados foram inferiores aos pontos de corte
estabelecidos para o diagnéstico. Nas analises de amostras de suor, sejam quais forem
as técnicas de coleta utilizadas, é essencial avaliar o volume coletado. Neste estudo,
para aferir com precisdo o volume de suor contido no espiral plastico do sistema
Macroduct®, este foi estirado linearmente sobre uma régua metalica para calculo de seu
comprimento, e consequentemente, do volume de suor. O manual do aparelho do TSCo
vem acompanhado de um referencial de volume, que reproduz o disco em espiral do
sistema Macroduct®, com alguns pontos com volumes previamente identificados. Por
comparagdo, o examinador avalia o volume do suor coletado entre duas marcas. A
questdo ¢ que esta avaliagdo ndo € precisa, pois ndo necessariamente o volume de suor
coletado se localiza em um ponto correspondente as marcas prévias de volumes
identificados.

Mesmo considerando a variacao individual, os pacientes, apds estimulagdo por 5
minutos, produzem, em média, 18 ul de suor durante 30 minutos de coleta'. A taxa de
produgio do suor deve ser superior a 1g/m*/minuto'®>' para assegurar resultados com
acuracia. Embora no TSCo deste estudo tenha sido coletado um volume maior de suor
no grupo FC em relagdo ao grupo SFC, a produgio de suor nio difere entre os grupos' .

Nao existe consenso quanto ao valor minimo do suor coletado que possibilite

realizar a andlise bioquimica sem cometer erros. A literatura refere que o volume de
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suor coletado pelo sistema Macroduct® recomendado para prosseguir a analise seja de
15 ul"!. De acordo com as instrugdes do manual do aparelho 3120 Sweat-Check™, a
quantidade minima de suor necessaria para a andlise ¢ de 6 pl, valor utilizado no estudo
de Lezana e colaboradores'® em 3084 TSCo.

No presente estudo, 1,5% dos pacientes (2/135) ndo produziu volume de suor
adequado para prosseguir na analise da condutividade, sendo esta percentagem inferior
as obtidas por Hammonde colaboradores'®, de 6,1%(67/1090), ¢ por Mastella e
colaboradores™, de 9,1%(29/318), por Mattar e colaboradores™, de 4,2%(6/141) e
semelhante a taxa de perda de Heeley e colaboradores™, que foi de 1,4%(3/211), sendo
que, neste ultimo, o volume minimo de suor requisitado era de 22ul. No Brasil,
recentemente, Reis ¢ Santos®® tiveram 3,3% de suor insuficiente em 457/13506.

Existem muitos fatores que influenciam o volume de suor, tais como: idade,
peso, cor, condi¢cdes da pele e o sistema de coleta. Por exemplo, bebés com menos de
dois kg, menores que 38 semanas, ou de origem africana, tendem a produzir menos
suor'>'®** E importante destacar que alguns estudos obtiveram maior taxa de coleta de
suor insuficiente pelo sistema Macroduct® quando comparados com a coleta feita por
gaze (TSCI). Hammonde colaboradores'®, que utilizaram esses dois métodos,
simultaneamente, para a coleta de suor nos dois bragos, obtiveram volume de suor
insuficiente em 0,7% dos pacientes (8/1090), na coleta por gaze, percentual inferior ao
obtido pelo sistema Macroduct®, de 6,1% (67/1090), e também proximo a 9,1% obtido
por Mastella e colaboradores”.

Entre as recomendagdes da CFF aos laboratorios, aceita-se, como razoavel, uma
taxa de coleta do suor insuficiente do TSCI inferior a 5% nas criangas com idade acima

16
de 3 meses .
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Teoricamente, o TSCo teria uma menor chance de erro, pois o TSCI depende
muito mais da manipulagdo do examinador, incluindo diversas etapas, como pipetagem,
pesagem da gaze/papel-filtro com a amostra de suor, dilui¢do para titulagdo. Os modelos
iniciais de coleta para analise da condutividade eram sistemas abertos, onde se perdia o
suor, e, por isso, ndo se mostraram eficazes. A grande vantagem do Macroduct® ¢ ser
um sistema de coleta fechado e aquecido, o que evita a evaporagdo da amostra'®.

O volume do suor obtido no BD variou de 6 a 15 uL em 15,5%(20/129) dos
pacientes. Com a repeti¢do no BE, 5 destes pacientes produziram um volume adequado,
restando 11,6% (15/129) com suor insuficiente. Destes 15, 53,3% realizaram apenas um
exame no BD.

Uma possivel explicagdo para a menor producdo de suor pode ter sido a
repeti¢do do estimulo elétrico no mesmo brago, ap6s um intervalo de 60 minutos entre o
TSCI e TSCo, ainda que a estimulagdo ndo tenha sido realizada exatamente no mesmo
local.

No grafico de dispersao entre o volume do suor para TSCo no BD ¢ o peso do
suor para TSCI, nao foi possivel visualizar correlagdo linear. No TSCI, o menor peso de
suor coletado foi 60mg, superior ao valor minimo de 50mg'*. Vale ressaltar que, nesta
amostra de conveniéncia, somente participaram do estudo pacientes com peso de suor

suficiente para a andlise dos ions.

3.6.1 Estudo da Reprodutibilidade

Foram comparadas as medidas de condutividade realizadas em BD ¢ BE em 81
pacientes. Primeiramente, foi feito grafico de dispersao entre as duas medidas, onde foi
visualizada uma variabilidade maior para os valores mais altos de condutividade.

Embora limitada, a primeira analise de regressdo linear entre BD e BE mostrou forte
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correlacdo, com r de 0,97 (IC 95% 0,96 a 0,98), semelhante ao r de 0,99, encontrado por
Mastella e colaboradores™".

O grafico de dispersdo pela metodologia de Bland-Altman mostrou uma boa
concordancia entre as afericdes da condutividade realizadas nos dois bragos (Figura
3.2). A distribuicdo das diferengas foi, aproximadamente, normal. A ndo existéncia de
erro sistematico ou viés - teste t ndo rejeitou (p<0,20) a hipdtese nula de média igual a
zero, mesmo incluindo 5 observa¢des com valores atipicos. Tais resultados foram
semelhantes aos de Mastella e colaboradores™, cuja média das diferencas foi de
1,4(5,1)mmol/L, com IC 95%, -0,33 a 3,13, e limites de concordancia de 95%, de —9 a
11, ao incluir 21 pacientes. Assim como Mastellae colaboradores™, ficou evidenciado
que, quanto maior for a média entre as medidas de condutividade, maior sera a diferenca
entre a primeira e a segunda aferigdes (com o aumento da condutividade, os pontos
encontram-se mais dispersos). Dessa forma, a abordagem do Bland-Altman permitiu a
detecgdo visual do padrao de concordancia entre os valores mensurados em BD ¢ BE.
Observagdes extremas e atipicas deverdao ser submetidas a uma nova afericdo e a uma

posterior analise.

3.6.2 Estudo da Validade

No grupo FC, a média e a mediana da condutividade, tanto em BD como BE,
foram proximas, com valores de média em BD de 128(23,2)mmol/L ¢ em BE de
126,8(14,4)mmol/L, ¢ de mediana em BD de 128(80-181)mmol/L ¢ em BE de 129(82-
151)mmol/L, todavia foram superiores aos valores encontrados nos estudos
internacionais de Hammonde colaboradores'®, com média de 113,1(9,9)mmol/L, Heeley
e colaboradores™, com média de 110(13)mmol/L, Mastella ¢ colaboradores™, com

média de 112(17,8), Van der Merwe ¢ colaboradores®, com média de 120; Lezana e
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colaboradores'®, com mediana de 111, Losty e colaboradores®®, com médias de 114.
Foram também superiores aos encontrados nos estudos nacionais: Riedi e
colaboradores®, com média de 118,5(16,1), Mattar e colaboradores®, com média de
119,7(11,6) e mediana de 122.

Os valores de Cl” entre os FC foram inferiores aos valores encontrados na
literatura. Hammond e colaboradores'®, média de 98,8(9,8)mmol/L, Heeley e
colaboradores®?, média de 99(18)mmol/L, Mastellae colaboradores®®, média de
95,7(16,5)mmol/L, Barbene colaboradores®’, média de 108(2,3)mmol/L, Lostye
colaboradores®, medianas de 119mmol/L (EC classica) e 47mmol/L (FC nio-classica).
Na literatura nacional, o estudo de Mattare colaboradores™ apresentou média de
110,5(25,5)mmol/L e mediana de 114mmol/L.Tal achado nos obriga a rever as etapas
de coleta e da analise bioquimica do suor que possam explicar o viés de aferi¢do que
estaria subestimando o real valor do CI'.

No grupo SFC, a média ¢ mediana da condutividade em BD foram 42,3(20,4) e
37mmol/L e em BE, 38,6(12,9) e 36mmol/L, respectivamente, sendo valores préximos
aos encontrados na literatura. Hammonde colaboradores'® apresentou média de
33,4(11,2)mmol/L, Heeleye colaboradores®?, média de 37(10)mmol/L, Mastella e
colaboradores®*, média de 39,8(14,4)mmol/L, Van der Merwe e colaboradores®”, médias
de 38,9mmol/L, Lezana e colaboradores’’, mediana de 36mmol/L, Lostye
colaboradores®®, média de 39mmol/L. Foram também semelhantes aos valores
encontrados nos estudos nacionais: Riedi e colaboradores®, com média de
40,5(14,1)mmol/L, Mattar e colaboradores®, com média de 34,4(13,5) e mediana de
30mmol/L.

As medidas de CI” nos suspeitos também foram inferiores aos valores

encontrados na literatura. Hammond e colaboradores'®, média de 16,4(8,5)mmol/L,
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Heeley e colaboradores®?, média de 14(8)mmol/L, Mastell e colaboradores®®, média de
16,3(10,8)mmol/L, Barben e colaboradores®’, média de 15(0,6)mmol/L, Losty e
colaboradores®®, mediana de 25mmol/L. Na literatura nacional, Mattar e colaboradores™
apresentaram média de 17,4(10) e mediana de 15,5mmol/L. O viés de aferi¢do se
repetiu nesse grupo, corroborando a revisdo do TSCI.

Mesmo assim, foi verificado que tanto o valor da condutividade (TSCo) como os
niveis de CI™ no suor (TSCI) apresentam diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos FC e SFC (Tabela 3.1). Segundo a literatura, seria esperado encontrar um
valor superior médio de 15mmol/L entre a condutividade e o valor de CI”, devido a
presenca de outros fons que sdo medidos quando se utiliza a condutividade'”.

O grafico de correlagdo entre valor da condutividade e nivel de CI™ no suor
mostrou um coeficiente de correlagdo (r) de 0,84, inferior ao estudo de Hammondet al.
(1994)17, que foi de 0,99, tanto na comparagdo do Na" do TSCo com o Na'" do TSCl,
como na comparag¢io do CI” do TSCo com o CI” do TSCL. Heeley e colaboradores®>
acharam que a medida da condutividade (TSCo) ¢ tao efetiva quanto a dosagem de CI™
(TSCI) no suor, assim com Mastella e colaboradores®* que mostraram um r de 0,99 de
correlagdo entre os dois testes. Ja Lezana e colaboradores'” encontraram coeficiente de
correlagdo de Spearman de 0,60, pressupondo que os valores da condutividade e do CI”
nao seguem uma distribui¢ao normal.

Para utilizar o TSCo como teste diagnostico, adotou-se o ponto de corte
>90mmol/L'’, embora ndo haja consenso na literatura. Valores inferiores sdo adotados
por Mastella e colaboradores®®, com ponto de corte de 88mmol/L, Barben e
colaboradores®” e Losty e colaboradores®®, com pontos de corte de 80mmol/L, valor

também informado pelo manual de instrugdes do Macroduct®?',
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Os resultados falso-positivos e falso-negativos em TSCI podem chegar a 15% e
a 12%, respectivamente'®. Ao comparar os pontos de corte, para diagnéstico, do TSCo
(positivo >90) com o TSCI (positivo >60), as propriedades do TSCo, como teste
diagnoéstico, foram sensibilidade=89%, especificidade=92,4%, valor preditivo
positivo=82,5% e valor preditivo negativo=95,5%, com 7,6% de falso-positivos e
10,8% de falso-negativos. Tais valores foram inferiores aos do estudo de Lezanae
colaboradores'”, onde foram encontrados S$=99,7%, E=100%, VPP=100% e
VPN=100%, resultados semelhantes aos do estudo de Mattare colaboradores® com
S=100%, E=100%, VPP=100% ¢ VPN=100%. Nesta ultima, a populagdo de controles
foi constituida por pacientes em seguimento no ambulatério de pneumologia,
comprovadamente sem FC. De forma distinta, o presente estudo envolveu uma
populacao de pacientes referidos para a realizagdo de TSCI por manifestacdes clinicas —
suspeitos de FC, tal como a populacgio no estudo de Mastella e colaboradores™*. Mesmo
assim, as propriedades diagnosticas foram inferiores as do estudo de Mastella e
colaboradores®®, que, ao adotar como ponto de corte do TSCo, valor > 88mmol/L, e do
TSCI, valor > 70mmol/L, tiveram sensibilidade=98,9%, especificidade=100%, valor
preditivo positivo=100%, valor preditivo negativo=99,4%, sem falso-positivo e com
1,1% de falso-negativos.

Ao diminuir o ponto de corte do TSCo para 75mmol/L, porém mantendo
60mmol/L. como ponto de corte do TSCI, as propriedades do teste passam para
sensibilidade=100%, especificidade=88%, valor preditivo negativo=100, valor preditivo
positivo=77,1. Os falso-positivosaumentam para 12%(11) e ndo ocorre falso-negativo.
Ao manter o ponto de corte do TSC em 75mmol/L e diminuir o ponto de corte do TSCI
para 40mmol/L, a sensibilidade se mantém em 100%, sem falso-negativo, enquanto que

a especificidade aumenta para 94%, diminuindo os falso-positivos para 5,8%(5). Como
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se trata de uma populacao referida para TSCI, hd maior probabilidade de FC entre esses
pacientes que tém suspeita da doenca, se comparada a populagdo geral. Portanto,
justifica-se a necessidade de dispor de um teste do suor com maior sensibilidade,
mesmo as custas de mais falso-positivos, para que nao haja perda de fibrocisticos. No
estudo brasileiro, realizado no Instituto da Crianga, na cidade de Sao Paulo, por Mattare
colaboradores™, houve forte associagdo entre TSC positivo e diagndstico de FC pelo
TSCI (p<0,0001).

De acordo com a literatura, a populagio do estudo de Lostye colaboradores™ foi
constituida por um grupo de FC (36), divido em classico e ndo-classico; € por um grupo
de suspeitos (64), formado por encaminhados por suspeita clinica e por triagem neonatal
positiva, semelhante a populagdo do presente estudo, tanto sob aspectos qualitativos
como quantitativos. A populacdo do presente estudo faz parte de uma situagdo
assistencial propria de um CRFC. Portanto, os pacientes ja chegam ao IFF referidos
para a realizagdo de TSCI, por suspeita de FC. Este teste diagnostico é padrao-ouro e de
mais facil acesso, se comparado ao teste genético. Atualmente, a maioria dos pacientes
nao ¢ oriunda do programa de triagem neonatal, sendo referida para investigacao
diagndstica pela presenca de manifestacdes clinicas. Dentre essas, a sintomatologia mais
comum de referéncia é a respiratoria’.

O IFF, que ¢ CRFC no estado do Rio de Janeiro, realiza cerca de 160 TSCI por
més. No periodo de estudo, a maioria dos pacientes que foi referida para a realiza¢ao do
teste do suor e que aceitou participar apresentava idade entre 24 ¢ 59 meses, com média
de 51,5 meses (DP=49,7) ¢ mediana de 38 meses (1-211). Isso demonstra a necessidade
de preparacao dos profissionais de saude para que a suspeita diagnostica seja feita mais
precocemente, dando inicio ao tratamento. A mediana de idade ¢ menor na maioria dos

estudos da literatura'®". Vale ressaltar que ndo temos a implantagio do programa
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nacional de triagem neonatal (PNTN) para FC no estado do Rio de Janeiro, o que
retarda o diagnostico e inicio do tratamento. A indicacdo de realizagdo de teste do suor
na paciente com idade de um més foi devido a histéria familiar de FC.

O Governo do Estado deveria investir mais na qualificagdo dos profissionais de
saude para que haja suspeita precoce da doenca, além de promover acesso ao teste do

suor em outros locais e implementar o PNTN pelo SUS.

3.7 Conclusao

Na populagdo estudada, no grupo FC (n=42), 61,9% eram do sexo feminino,
com mediana de idade de 117,5 (13-229) meses, 52,4% eram brancos e 45,2% residiam
no municipio do Rio de Janeiro. Ja no grupo de suspeitos de FC (n=87), 51,7% eram do
sexo feminino, com mediana de idade de 33 meses (1-211), 64,4% eram brancos ¢
47,1% residiam no municipio de Rio de Janeiro.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos volumes de suor
coletados em BD e BE entre o grupo FC e o grupo com suspeita de FC. As diferencas
entre as médias e medianas da condutividade entre o grupo FC e o grupo com suspeita
de FC foram estatisticamente significativas, tanto nas aferi¢des em BD quanto em BE.

O TSCo foi reprodutivel e valido porque conseguiu discriminar os pacientes com
FC daqueles com suspeita de FC referidos para o TSCI, cujos resultados foram
inferiores aos pontos de corte estabelecidos para o diagndstico. O TSCo apresentou
sensibilidade de 89%, especificidade de 92%, valor preditivo positivo de 82,5% e valor

preditivo negativo de 95,5%.
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Figura 3.1 - Histograma da medida de condutividade (mmol/L) do teste de
suor em brago direito por categoria diagnostica- fibrocistico e suspeito.

B - o o
(o] (o)
© o
o P8 ©
[e) o
(o) o o
o
3
©
c
o
o
(*)
o © o OO
(o)
£2)
B )
o @6’
(o)
(C) (¢}
O@D
°% o r=0.97,
IC95%=[0.96;0.98]
T T T
50 100 150
CondutBD
Figura 3.2 - Grafico de regressdo linear dos valores de

condutividade (mmol/L) de bragos direito e esquerdo.

65



o _|

©

®

o _|
w <
aQ
_g *
S ___________________________________________________________________
O & L -
o
2 . . .
2 * .o ¢ . o: . *
-§ 5 _____0¢°'_'_3?_3__‘____'_°____°____, ___________ s oo

L. 4 . o *

8 .q. .". o‘o ® ® ® - ¢
< * . °
c
S o | e
S«
g .
Q
a o .

g -

o

3 -

I I I I I I I
20 40 60 80 100 120 140

Média entre CondutBD e Condut BE

Figura 3.3 - Grafico da diferenga entre as médias de condutividade de brago direito e esquerdo

0
SUSPEITO FC

Frequencia relativa (%)

2 0 3

3% -8 20 -12 -4 4 12 20 28 36 44 52
Diferenca entre a medida de condutividade (mmol/L) em brago direito e brago esquerdo

Figura 3.4 - Histograma da diferenca entre a medida da condutividade (mmol/L)
em bracos direito e esquerdo por categoria diagndstica- fibrocistico e suspeito.



150
|

o
o]
"o
o]

(@)
D o
J O -
T
6
O o .

0 50 100 150

maxcloro

Figura 3.5 - Grafico de regressao linear dos valores de condutividade (mmol/L) e valores de
cloreto (mmol/L) pelo teste do suor padrao-ouro

67



68

Capitulo 4 — Consideracoes Finais

A demanda do TSCI foi superior a capacidade de realizar o TSCo em todos os
pacientes referidos ao CRFC-IFF, uma vez que a pesquisa envolveu uma avaliacio
clinica do paciente prévia ao TSCo, feita pelo mesmo examinador. Outro fator limitante
a realiza¢do do TSCo foi a quantidade de amostras de suor com volume entre 6-15ul, ja
que alguns autores recomendam que, para a analise da condutividade, seja necessario
um volume minimo de 15ul.

Seria interessante dar continuidade ao presente estudo, aumentando o nimero de
TSCo, para melhor controle das possiveis fontes de variabilidade.

Poderiamos realizar estudos complementares comparando resultados da
condutividade com a dosagem do CI™ pelo cloridrometro digital, o qual esta sendo
implementado, como rotina, no IFF. Além disso, caberia dar continuidade ao presente
estudo, realizando uma segunda etapa de exames, incluindo todos os pacientes com FC
que estdo em seguimento no IFF.

Com a tendéncia a implantagdo da triagem neonatal para FC, pela rede SUS, no
Estado do Rio de Janeiro, haverd uma aumento do numero de pacientes referidos para a
realizagdo de TSCl no CRFC-IFF, necessitando capacitar mais profissionais para
adequado atendimento da demanda. Diante de tal fato, poderia ser discutida a
implantacdo do TSCo como rotina, apds triagem neonatal positiva, como uma primeira

etapa para o diagnostico da FC.
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Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PROJETO DE PESQUISA: REPRODUTIBILIDADE E VALIDADE DO TESTE
DO SUOR PELA CONDUTIVIDADE NO DIAGNOSTICO DA FIBROSE CISTICA
EM CENTRO DE REFERENCIA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
PESQUISADORA RESPONSAVEL: Cecilia Athayde Moreira de Aboim Aranha
INSTITUICAO RESPONSAVEL: Instituto Fernandes Figueira - FIOCRUZ
ENDERECO:, Av. Rui Barbosa, 716 — 2° andar — ambulatério de Pneumologia —
Flamengo. Rio de Janeiro - RJ

TELEFONE: (21) 2554-1770 / 9994-4614

ORIENTADORA: Dra. Maria Virginia Marques Peixoto

COORIENTADORA: Ana Claudia de Almeida

Prezado responsavel,

Eu, Cecilia Athayde Moreira de Aboim Aranha, venho pedir que o(a) Sr(a). permita a
participacdo de  seu/sua  filho(a), como  voluntdrio(a), na  pesquisa
“REPRODUTIBILIDADE E VALIDADE DO TESTE DO SUOR PELA
CONDUTIVIDADE NO DIAGNOSTICO DA FIBROSE CISTICA EM CENTRO DE
REFERENCIA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO”, que faz parte da minha
dissertacdo de mestrado, a ser defendida no Programa de Pds-Graduacdo em Saude da
Crianga e da Mulher, do Instituto Fernandes Figueira — FIOCRUZ, sob a orientagdo da
Dra Maria Virginia Marques Peixoto e co-orientacao de Ana Claudia de Almeida.

Esta pesquisa inclui a coleta ndo-invasiva de material clinico (suor) e tem, como
objetivo, avaliar um teste para a Fibrose Cistica, para ser utilizado na Fase III do
Programa de Triagem Neonatal do Ministério da Satde.

No caso do(a) Sr(a). concordar que seu filho(a) participe, favor assinar no final
do documento. Sua participacdo ndo ¢ obrigatdria, e, a qualquer momento, o Sr(a).
podera desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum
prejuizo a sua relagdo com a pesquisadora ou com a instituicao.

Seré entregue ao Sr(a). uma copia deste termo. Em qualquer momento, o voluntario ou
responsavel legal do menor voluntdrio pode tirar duavidas do projeto e de sua
participacao com a pesquisadora.

O teste do suor pela técnica de Gibson ¢ Cooke ¢ um exame ndo-invasivo, sendo
constituido por trés etapas. A primeira etapa consiste na estimulacdo da produgdo de
suor, realizada por meio de dois eletrodos posicionados na superficie do antebraco do
voluntario, protegidos por gaze umidificada com solugdo de pilocarpina. Na segunda
etapa, ¢ feita a coleta do suor através da gaze, que € pesada em balanca adequada. O
resultado ¢ obtido posteriormente, em analise laboratorial.

O teste da condutividade assemelha-se ao primeiro, porém, na fase de estimulagdo do
suor, ¢ usado um gel em formato de disco, que ¢ acoplado em cada eletrodo, conhecido
pelo nome de pilogel. Na segunda etapa, o suor é coletado através de um espiral de
pléstico, que recebe o nome de macroduto, que é colocado no local da area previamente
estimulada. Na terceira etapa, o suor coletado ¢ levado a um aparelho que faz a leitura
imediata do resultado do exame. A duragdo do exame ¢ de, aproximadamente, 40
minutos.

Por precaucdo, este teste ndo deve ser realizado em criangas que apresentem sintomas
de doenca aguda, tais como febre, vomito, falta de ar, desidratacdo. O risco que o estudo
traz aos participantes ¢ o de haver queimadura leve na area estimulada, relatada em 1%
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dos casos. Também ¢ relatado, na literatura, desconforto, como sensagdo de
formigamento na area estimulada.

Os voluntarios da pesquisa ndo arcardo com nenhum gasto decorrente da sua
participacdo. O exame ¢ gratuito, e os participantes da pesquisa ndo receberdo qualquer
espécie de reembolso ou gratificacdo devido a participagdo na pesquisa.

Sera mantido o carater confidencial das informagdes relacionadas com os resultados dos
exames, que ficardo sob guarda da pesquisadora, sendo apenas divulgados os dados
diretamente relacionados aos objetivos da pesquisa. As identidades do(a) Sr(a). e de
seu/sua filho(a) serdo mantidas em sigilo.

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAO DO VOLUNTARIO

Eu, , CPF
,abaixo assinado, declaro que li e compreendi todas as
informagdes contidas neste documento, relativas a realizagdo do teste do suor por
Gibson e Cooke e pela condutividade, e fui devidamente informado(a) pela
pesquisadora (a médica Cecilia Athayde Moreira de Aboim Aranha), respondendo a
todas as minhas davidas, sobre os procedimentos que serdo utilizados, riscos e
desconfortos, beneficios, custo, confidencialidade da pesquisa, concordando, ainda, em
participar da pesquisa. Além disso, sei que novas informacgdes obtidas durante o estudo
me serdo fornecidas e que terei total liberdade em retirar o meu consentimento a
qualquer momento, sem que isso leve a qualquer penalidade, prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que meu/minha filho(a) tenha adquirido em seu atendimento neste
servigo. Declaro, ainda, que recebi uma copia deste Termo de Consentimento.

LOCAL E DATA:
Rio de Janeiro,

RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR VOLUNTARIO:
Nome:

Endereco:
Telefone:

(assinatura)

PESQUISADORA RESPONSAVEL:
Cecilia Athayde Moreira de Aboim Aranha
Instituto Fernandes Figueira — Setor: Pneumologia Pediatrica

(assinatura)
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Apéndice 2 — Procedimentos Operacionais

PROCEDIMENTO
FUNDAGAG OSWALDO CRUZ OPERACIONAL PADRAO

Instituto Fernandes Figueira

PNEUMOLOGIA PEDIATRICA

TESTE DO SUOR PELA CONDUTIVIDADE

TITULO: PREPARO DA ESTRUTURA FiISICA

Introduciao

Para a realizagdo do TSCo, a estrutura fisica deve ser ajustada, visando a facilitar a
logistica de todo o processo, desde a acolhida dos pacientes e voluntérios, preparo do
material para o exame, realizacdo da técnica, transferéncia de dados para o computador,
até a posterior assepsia de todo material e local.

1 OBJETIVO

Descrever a estrutura fisica ideal para a realizagdo do exame do teste do suor pela
condutividade.

2 CAMPO DE APLICACAO

Setor de Pneumologia Pediatrica do Instituto Fernandes Figueira — FIOCRUZ. SALA
DO TESTE DO SUOR, 2° andar- Prédio do Hospital do Instituto Fernandes Figueira.

3 DEFINICOES, SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

- Area de acolhimento: local para receber a pessoa na qual sera realizado o teste do suor
pela condutividade; fornecer explicagdes adicionais e receber o TCLE assinado.

- Area laboratorial: local onde todo o material de consumo é estocado e o material
permanente ¢ guardado.

- Area do exame: local onde o procedimento propriamente dito é realizado.

- Area de escritério: local onde os dados serdo obtidos e analisados.

- FC: Fibrose Cistica

- IFF: Instituto Fernandes Figueira

- TCLE: termo de consentimento livre e esclarecido

- TSCo: Teste do Suor pela Condutividade

4 RESPONSABILIDADES

Setor de Manutencao e Engenharia no hospital
Setor de Pneumologia Pediatrica
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5 DESCRICAO DO PROCESSO

5.1 Area de acolhimento

e Devera constar de mesa e cadeiras.
e Ter iluminagdo e ventilagdo adequadas.
e Promover privacidade para possiveis questionamentos ¢ duvidas.

5.2 Area laboratorial

e Devera constar de geladeira, armarios com prateleiras, bancada, pia, lixeira com
pedal, dispositivo para papel toalha, banco ou cadeira para o examinador,
prateleira para suporte do material, fontes 110V e 220V préximas a bancada e
mesa do exame.

e Niao deve haver qualquer tipo de infiltragio ou umidade que possa vir a
comprometer a funcionabilidade dos equipamentos e durabilidade dos materiais
de consumo presentes nesse ambiente.

e Devera dispor de iluminagao e ventilagdo adequadas.

5.3 Area do exame

e Devera constar de 3 cadeiras (para o examinador, para o paciente € para o
acompanhante), mesa e prateleira de apoio, lixeira com pedal, dispositivo para
papel toalha, no minimo 2 tomadas 110 nas proximidades da mesa de apoio.
Idealmente, oferecer algum tipo de entretenimento: televisdo, DVD, radio —
principalmente para os pacientes de menor idade.

e Devera dispor de iluminagao e ventilacdo adequadas.

5.4 Area de escritorio
e Devera constar de mesa, cadeiras, armarios, arquivo, computador, impressora,
telefone, acesso a internet, além de iluminacao e ventilagdo adequadas.
6 REFERENCIAS
ASSESSORIA DE QUALIDADE. POP IFF. ASQ. 001/00 — Elaboracao de
Procedimentos Operacionais Padrao — “POP Mae”. Rio de Janeiro, RJ, 2008. 22 p.
7 LISTA DE DISTRIBUICAO
Original arquivado na Pneumologia Pediatrica do IFF. Cépias: 01(uma) para a Diregao,

0l(uma) para a Assessoria de Qualidade - IFF, Ol(uma) para o Departamento de
Pediatria, 01(uma) para o Departamento de Patologia Clinica.
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Ministério da Saude PROCEDIMENTO
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ OPERACIONAL PADRAO

Instituto Fernandes Figueira

PNEUMOLOGIA PEDIATRICA

TESTE DO SUOR PELA CONDUTIVIDADE

TITULO: FORMACAO DOS GRUPOS

Introducio

Para a reprodutibilidade ¢ a validade do teste do suor pela condutividade, serad
necessaria a formagao de dois grupos distintos:

Grupo 1: formado por pacientes previamente diagnosticados com Fibrose Cistica e que
j& sdo acompanhados no ambulatorio de FC;

Grupo 2: formado por pacientes com suspeita de FC e que sdo encaminhados para a
realizacao do TSCL.

1 OBJETIVO
Estabelecer os requisitos para a formacao de cada grupo da pesquisa.
2 CAMPO DE APLICACAO

Setor de Pneumologia Pediatrica do IFF - FIOCRUZ. Centro de Referéncia para
diagndstico, acompanhamento e tratamento dos pacientes portadores de Fibrose Cistica
do Estado do Rio de Janeiro.

3 DEFINICOES, SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

- FC: Fibrose Cistica

- IFF: Instituto Fernandes Figueira

- TSCI: Teste do Suor pela dosagem quantitativa de eletrélitos

- TSCo: Teste do Suor pela Condutividade

- TCLE: termo de consentimento livre e esclarecido
- Grupo 1: pacientes portadores de FC vinculados ao ambulatério de FC do IFF
- Grupo 2: pacientes com suspeita de FC

4 DESCRICAO DO PROCESSO
4.1 Captacao dos pacientes elegiveis para o Grupo 1

a- Selecionar pacientes, menores de 18 anos, previamente diagnosticados com FC,
j& em seguimento no ambulatorio de FC do IFF.

b- Agendar uma entrevista com os responsaveis para informa-los sobre o teste do
suor pela condutividade — indicagdo, detalhes da técnica, riscos, desconfortos e
contraindicacdes; explicar sobre o projeto de reprodutibilidade e validade do
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exame, sobre sua importancia na triagem da Fibrose Cistica, e propor a
participacao do menor voluntério na pesquisa.

Anotar, no prontudrio, se o paciente ira participar ou nao da pesquisa.

Se o voluntario for participar da pesquisa, incluir o nome do paciente na lista de
eleitos e solicitar um telefone para contato, para que seja agendada a data da
realizacdo do exame.

Existe possibilidade de nova entrevista, caso o responsavel ou o médico julguem
necessarios maiores esclarecimentos.

Na ocasido do inicio da pesquisa, o TCLE devera ter ser lido pelos responsaveis
e devolvido, assinado, ao médico responsavel.

4.2 Captacao dos voluntarios elegiveis para o Grupo 2

a- Selecionar pacientes com suspeita de FC encaminhados para realizagao de TSCI

b- Agendar uma entrevista com os responsaveis para informa-los sobre o teste do
suor pela condutividade — indicagdo, detalhes da técnica, riscos, desconfortos e
contraindicacdes; explicar sobre o projeto de reprodutibilidade e validade do
exame e sobre sua importdncia na triagem da Fibrose Cistica, e propor a
participacao do menor voluntéario na pesquisa.

c- Anotar no prontudrio se o paciente ira participar ou nao da pesquisa.

d- Se o voluntario for participar da pesquisa, incluir o nome do paciente na lista de
eleitos para o Grupo 2 e solicitar um telefone para contato, para que seja
agendada a data da realiza¢do do exame.

e- Existe possibilidade de nova entrevista, caso o responsavel ou o médico julguem
necessarios maiores esclarecimentos.

f- Na ocasido da realizagdo do TSCo, o TCLE deverd ter ser lido pelos
responsaveis ¢ devolvido, assinado, ao médico responsavel.

5 REFERENCIAS

ASSESSORIA DE QUALIDADE. POP IFF. ASQ. 001/00 — Elaboracao de
Procedimentos Operacionais Padrao — “POP Mae”. Rio de Janeiro, RJ, 2008. 22 p.

Gibson LE, Cooke RE. A test for concentration of electrolytes in sweat in cystic fibrosis
of the pancreas utilizing pilocarpine by electrophoresis.Pediatrics1959; 23:545-9.

6 LISTA DE DISTRIBUICAO

Original arquivado na Pneumologia Pediatrica do IFF. Cépias: 01(uma) para a Direcdo,
0l(uma) para a Assessoria de Qualidade-IFF, O0l(uma) para o Departamento de
Pediatria, 01(uma) para o Departamento de Patologia Clinica.
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PROCEDIMENTO
Ministério da Saude OPERACIONAL PADRAO

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ
Instituto Fernandes Figueira

PNEUMOLOGIA PEDIATRICA

TESTE DO SUOR PELA CONDUTIVIDADE

TITULO: PREENCHIMENTO DO TCLE

Introducio

O TSCo ja ¢ realizado na Europa, nos Estados Unidos e na Austrélia, porém, no Brasil,
somente alguns Centros de Referéncia para FC utilizam esse equipamento para triagem.
Nas fases de reprodutibilidade e validade do TSCo no IFF, a participagdo de voluntérios
¢ de fundamental importancia. O preenchimento do TCLE deve ser realizado de forma
responsavel, oferecendo informag¢des sobre a técnica, os riscos, desconfortos e
beneficios para o voluntario, custo e confidencialidade da pesquisa e a constante
possibilidade de desisténcia da participa¢ao do voluntario, em qualquer momento, sem
haver nenhum comprometimento a assisténcia do paciente relacionado.

1 OBJETIVO

Estabelecer os requisitos para o preenchimento correto e completo do TCLE.

2 CAMPO DE APLICACAO

Setor de Pneumologia Pediatrica do Instituto Fernandes Figueira - FIOCRUZ. Centro de
referéncia para diagnostico, acompanhamento e tratamento dos pacientes portadores de
Fibrose Cistica do Estado do Rio de Janeiro.

3 DEFINICOES, SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

- FC: Fibrose Cistica

- IFF: Instituto Fernandes Figueira

- TCLE: Termo de consentimento livre e esclarecido
- TSCo: Teste do Suor pela Condutividade

4 RESPONSABILIDADES

A médica pesquisadora Dra. Cecilia Athayde Moreira de Aboim Aranha serd
responsavel pelas informagdes aos voluntarios e pelas orientagdes relacionadas ao
preenchimento do TCLE.
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5 DESCRICAO DO PROCESSO
5.1 Agendamento de reunisio

a- Cada voluntario para a realizagdo do TSCo devera fornecer um telefone para
contato.

b- O voluntario e seu responsavel serdo convidados para uma reunido com a
médica pesquisadora em horario previamente agendado.

c- Nessa reunido, as informagdes sobre a técnica do exame, riscos, desconfortos,
beneficios, custo, confidencialidade serdao expostos e todas as duvidas
esclarecidas.

5.2 Leitura e esclarecimento de duvidas

a- A médica responsavel devera ler o termo de consentimento junto com o
voluntario (ou responsavel legal).

b- A médica responsavel devera responder sobre algum questionamento ou duvida
referente a propria técnica ou a qualquer parte do projeto de pesquisa.

5.3 Preenchimento e assinatura do TCLE

a- O voluntario maior de 18 anos, ou o responsavel legal de menor portador de FC,
devera preencher e assinar o TCLE, na presenga da equipe do projeto.

b- O TCLE devera ter duas copias — uma para ser entregue ao voluntdrio e outra
para ser anexada ao projeto.

5.4 Armazenamento do TCLE

a- Uma via devera ser entregue ao voluntario/seu responsavel legal
b- A segunda via do TCLE deverd ser guardada em pasta, apropriadamente
identificada, no Setor de Pneumologia Pediatrica do IFF.

6 REFERENCIAS

ASSESSORIA DE QUALIDADE. POP IFF. ASQ. 001/00 — Elaboracdo de
Procedimentos Operacionais Padrao — “POP Mae” Rio de Janeiro, RJ, 2008. 22 p.

Gibson LE, Cooke RE. A test for concentration of electrolytes in sweat in cystic fibrosis
of the pancreas utilizing pilocarpine by electrophoresis.Pediatrics 1959;23:545-9.

7 LISTA DE DISTRIBUICAO

Original arquivado na Pneumologia Pediatrica do IFF. Copias: 01(uma) para a Dire¢ao,
0l(uma) para a Assessoria de Qualidade-IFF, Ol(uma) para o Departamento de
Pediatria, 01(uma) para o Departamento de Patologia Clinica.
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PROCEDIMENTO N
FUNDAGKG OSWALDO CRUZ OPERACIONAL PADRAO

Instituto Fernandes Figueira

PNEUMOLOGIA PEDIATRICA

TESTE DO SUOR PELA CONDUTIVIDADE

TITULO: UTILIZACAO DO WEBSTER SWEAT INDUCER®

Introducio

O TSCo requer a inducdo da producdo de suor. Esse primeiro procedimento ¢ realizado
através de estimulagdo por iontoforese por pilocarpina, utilizando-se do equipamento
chamado WSL

1 OBJETIVO

Descrever a utilizacdo do equipamento WSI para indugdo da producdo do suor, para
posterior coleta e analise em relacdo a condutividade da amostra do suor.

2 CAMPO DE APLICACAO

Instituto Fernandes Figueira — FIOCRUZ. Centro de referéncia para diagnostico,
acompanhamento e tratamento dos pacientes portadores de Fibrose Cistica do Estado do
Rio de Janeiro.

3 DEFINICOES, SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

- FC: Fibrose Cistica

- IFF: Instituto Fernandes Figueira

- TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
- TSCo: Teste do Suor pela Condutividade

- TS: Teste do Suor

- WSI: Webster Sweat Inducer

4 RESPONSABILIDADES

Setor de Geréncia de Risco (Qualidade IFF)
Setor de Manutenc¢ao e Engenharia do hospital
Setor de Pneumologia Pediatrica

5 FLUXOGRAMA

A estimulag@o do suor por iontoforese por pilocarpina requer a utilizagdo do WSI para
produgdo de amostras de suor, que serdo coletadas pelo sistema Macroduct® e,
posteriormente, analisadas pelo sistema Sweat-Chek Analyser®.
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6 DESCRICAO DO PROCESSO
6.1 Materiais/Componentes

Agua deionizada, gaze, 2 discos de pilogel (nitrato de pilocarpina a 0,5% em forma de
disco de gel s6lido), 2 faixas com velcro, nas cores vermelha e preta, 2 eletrodos com
cabo, WSI, 2 baterias alcalinas de 9v.

6.2 Utiliza¢ao do WSI

e Limpar o antebrago com gaze embebida em &gua deionizada, deixando
ligeiramente imida a area de pele que sera estimulada.

e Acoplar as baterias (2 baterias alcalinas de 9v) e o cabo dos eletrodos no
indutor.

e Colocar os discos de pilogel nos eletrodos. Os discos ndo possuem um lado
especifico para posicionamento; j& estdo prontos para serem usados, ndo sendo
necessaria a utilizagao de gaze ou de solugdes/reagentes.

e Posicionar os eletrodos, preferencialmente, na superficie anterior do antebrago
do paciente e fixa-los com as faixas de velcro de cores correspondentes aos
eletrodos.

e O eletrodo positivo (vermelho) deve ser colocado mais proximal, a cerca de
S5cm da dobra do cotovelo e o eletrodo negativo (preto) deve ser mais distal,
longe da area dos tendoes.

e Uma vez fixados, os eletrodos ndo requerem atencdo especifica durante a
iontoforese.

e Ligar o WSI no botdo RUN, e, em seguida, um curto “beep” serd ouvido. Em,
aproximadamente, 20 segundos, uma luz se acendera.

e A corrente da iontoforese € de 1,5 mA e tem duragdo (automatica) de 5 minutos.
Ao término da estimulacdo, um outro “beep” é ouvido e a luz do WSI se
apagard, estando o aparelho desligado.

e Retirar os eletrodos e descartar os discos de pilogel.

e Limpar a pele com agua deionizada.

7 REFERENCIAS

ASSESSORIA DE QUALIDADE. POP IFF. ASQ. 001/00 — Elabora¢do de
Procedimentos Operacionais Padrao — “POP Mae”. Rio de Janeiro, RJ, 2008. 22 p.

Macroduct Sweat Collection System Model 3700 SYS - Instruction/service
manual. Wescor.INC.

3120 Sweat-Chek - Sweat Conductivity Analyzer - Instruction/service
manual. Wescor.INC.

8 LISTA DE DISTRIBUICAO

Original arquivado na Pneumologia Pediatrica do IFF. Cépias: 01(uma) para a Direcdo,
0l(uma) para a Assessoria de Qualidade-IFF, Ol(uma) para o Departamento de
Pediatria, 01(uma) para o Departamento de Patologia Clinica.
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PROCEDIMENTO
FUNDAGAG OSWALDO CRUZ OPERACIONAL PADRAO

Instituto Fernandes Figueira

PNEUMOLOGIA PEDIATRICA

TESTE DO SUOR PELA CONDUTIVIDADE

TITULO: UTILIZACAO DO SISTEMA DE COLETA MACRODUCT®

Introduciao

O TSCo requer a coleta do suor apés a etapa de inducdo a sua producdo. Esse
procedimento ¢ realizado através do Macroduct®, equipamento que possui um sistema
em espiral de plastico em seu interior.

1 OBJETIVO

Descrever a utilizagdo do equipamento MSC para a coleta do suor para posterior analise
em relagdo a condutividade da amostra do suor.

2 CAMPO DE APLICACAO

Instituto Fernandes Figueira — FIOCRUZ. Centro de referéncia para diagnostico,
acompanhamento e tratamento dos pacientes portadores de Fibrose Cistica do Estado do
Rio de Janeiro.

3 DEFINICOES, SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

- FC: Fibrose Cistica

- IFF: Instituto Fernandes Figueira

- TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

- TSCo: Teste do Suor pela Condutividade

- TSCI: Teste do Suor pela dosagem quantitativa de eletrélitos
- WSI: Webster Sweat Inducer

- MSC: Macroduct Sweat Collector

- SCA: SweatChekAnalyzer

4 RESPONSABILIDADES

Setor de Geréncia de Risco (Qualidade IFF)
Setor de Manuteng¢ao e Engenharia do hospital
Setor de Pneumologia Pediatrica

5 FLUXOGRAMA
A estimulag¢do do suor por iontoforese por pilocarpina requer a utilizagdo do WSI para

producdo de amostras de suor que serdo coletadas pelo sitema MSC e, posteriormente,
analisadas pelo sistema Sweat-Chek.
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6 DESCRICAO DO PROCESSO
6.1 Utilizacdo do MSC

e Colocar a superficie concava do MSC (que contém um pequeno orificio) em
contato com a area da pele a qual foi estimulada pelo eletrodo positivo.

e Acoplar a faixa de velcro de tamanho adequado ao MSC.

e Fixar firmemente o MSC no antebrago, ajustando corretamente a faixa de
velcro.

e Amedida que o suor é coletado através do espiral plastico do MSC, o suor vai
mudando se de cor, ficando azul.

e Aguardar 30 minutos.

e Retirar o MSC do brago do paciente.

e Remover a tampa transparente protetora da superficie de coleta com ferramenta
pontiaguda.

e Puxar o tubo em espiral da superficie coletora.

e Cortar com alicate (que acompanha o kit) a parte mais interna do espiral que
esta colada no suporte.

e Remover o espiral do suporte.

e Medir o comprimento do espiral que foi preenchido de suor (coloragao
azulada).

e Estender o espiral sobre uma régua metalica milimetrada, medindo do ponto
Zero ao ponto maximo.

e C(Calcular o volume de suor coletado uma vez que sao conhecidas a area do
circulo interno e o comprimento do espiral.

e De acordo com o manual o didmetro do espiral mede 0,64mm, sendo o raio
0,32mm.

e Usar a formula: volume = 7.r*.comprimento

e Conectar o espiral com suor no SCA. .

e Descartar o suporte do MSC e guardar a faixa de fixagao.

7 REFERENCIAS

ASSESSORIA DE QUALIDADE. POP IFF. ASQ. 001/00 — Elaboracao de
Procedimentos Operacionais Padrao — “POP Mae”. Rio de Janeiro, RJ, 2008. 22 p.

Macroduct Sweat Collection System Model 3700 SYS — Instruction/service
manual. Wescor.INC.
Sweat Conductivity Analyzer - Instruction/service manual. Wescor.INC.

8 LISTA DE DISTRIBUICAO
Original arquivado na Pneumologia Pediatrica do IFF. Cépias: 01(uma) para a Direcdo,

0l(uma) para a Assessoria de Qualidade-IFF, O0l(uma) para o Departamento de
Pediatria, 01(uma) para o Departamento de Patologia Clinica.
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PROCEDIMENTO
FUNDAGKG OSWALDO CRUZ OPERACIONAL PADRAO

Instituto Fernandes Figueira

PNEUMOLOGIA PEDIATRICA

TESTE DO SUOR PELA CONDUTIVIDADE

TITULO: UTILIZACAO DO SWEAT CHEK ANALYZER®

Introducio

O TSCo realiza a anélise do suor através do equipamento SCA. Esse procedimento
sucede a coleta do suor pelo Macroduct®.

1 OBJETIVO

Descrever a utilizagdo do equipamento SCA na andlise da condutividade do suor,
coletado apds estimulagdo de sua produgdo.

2 CAMPO DE APLICACAO

Instituto Fernandes Figueira — FIOCRUZ. Centro de Referéncia para diagndstico,
acompanhamento e tratamento dos pacientes portadores de Fibrose Cistica do Estado do
Rio de Janeiro.

3 DEFINICOES, SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

- FC: Fibrose Cistica

- IFF: Instituto Fernandes Figueira

- TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

- TSCo: Teste do Suor pela Condutividade

- TSCI: Teste do Suor pela dosagem quantitativa de eletrélitos
- WSI: Webster Sweat Inducer

- SCA: Sweat Chek Analyzer

4 RESPONSABILIDADES

Setor de Geréncia de Risco(Qualidade IFF)
Setor de Manutenc¢ao e Engenharia do hospital
Setor de Pneumologia Pediatrica

5 FLUXOGRAMA
A estimulag¢do do suor por iontoforese por pilocarpina requer a utilizagdo do WSI para

producao de amostras de suor que serdo coletadas pelo sitemaMacroduct e,
posteriormente, analisadas pelo sistema SCA.

6 DESCRICAO DO PROCESSO
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6.1 Utilizacao do SCA

Conectar o cabo na tomada.

Ligar o aparelho no botdo “POWER”.

Acenderd uma luz verde.

Acenderd uma luz em amarelo ambar no botdo “WAIT” (espere) e, em 2

minutos, essa luz apagara, e acendera uma luz verde no botdo “READY”

(pronto).

e O display mostrara uma sequéncia de “000”.

e A célula da condutividade esta estabilizada, pronta para receber a amostra de
suor.

e Conectar uma das extremidades do espiral (Macroduct®) contendo a amostra de
suor na agulha de entrada do aparelho (agulha da esquerda).

e Conectar uma seringa de borracha com agulha (que acompanha o kit) na outra
extremidade do espiral (Macroduct®) que contém a amostra do suor que esta
conectado a entrada do aparelho, e cautelosamente, apertar essa seringa para
que o suor seja empurrado e entre no aparelho.

e Assim que a amostra de suor entrar em contato com a célula da condutividade, o
display digital, que mostrava “000”, ird rapidamente aumentar a numeragao.
Quando isso ocorrer, parar de empurrar a amostra do suor. Nesse momento, a
amostra ird equilibrar a temperatura da célula, e sera mostrado o resultado da
leitura no display do aparelho.

e Apos a leitura, a amostra do suor sai através de um espiral que estd conectado a

agulha de saida do aparelho (situada a direita) e serd armazenada em recipiente

adequado com tampa.

7 REFERENCIAS

ASSESSORIA DE QUALIDADE. POP IFF. ASQ. 001/00 — Elaboracao de
Procedimentos Operacionais Padrao — “POP Mae”.Rio de Janeiro, RJ, 2008. 22 p.

Macroduct Sweat Collection System Model 3700 SYS — Instruction/service
manual. Wescor.INC.

3120  Sweat-Chek - Sweat Conductivity Analyzer - Instruction/service
manual. Wescor.INC.

8 LISTA DE DISTRIBUICAO

Original arquivado na Pneumologia Pediatrica do IFF. Copias: 01(uma) para a Dire¢ao,

0l(uma) para a Assessoria de Qualidade-IFF, Ol(uma) para o Departamento de
Pediatria, 01(uma) para o Departamento de Patologia Clinica.
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PROCEDIMENTO
g%“sggzji‘gg;:;;wo CRUZ OPERACIONAL PADRAO
Instituto Fernandes Figueira

PNEUMOLOGIA PEDIATRICA

TESTE DO SUOR PELA CONDUTIVIDADE

TITULO: LIMPEZA DO SWEAT CHEK ANALYZER®

Introducio

Terminada a analise do suor pelo equipamento SCA, ¢ necessaria a realizacdo da
limpeza do aparelho.

1 OBJETIVO

Descrever como ¢ feita a limpeza do equipamento SCA.

2 CAMPO DE APLICACAO

Instituto Fernandes Figueira — FIOCRUZ. Centro de Referéncia para diagndstico,
acompanhamento e tratamento dos pacientes portadores de Fibrose Cistica do Estado do
Rio de Janeiro.

3 DEFINICOES, SIMBOLOS, ABREVIATURAS E SIGLAS

- FC: Fibrose Cistica

- IFF: Instituto Fernandes Figueira

- TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
- TSC: Teste do Suor pela Condutividade

- TS: Teste do Suor

- WSI: Webster Sweat Inducer

- SCA: SweatChekAnalyzer

4 RESPONSABILIDADES
Setor de Geréncia de Risco(Qualidade IFF)

Setor de Manutenc¢ao e Engenharia do hospital
Setor de Pneumologia Pediatrica
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5 FLUXOGRAMA

A estimulag@o do suor por iontoforese por pilocarpina requer a utilizacdo do WSI para
producdo de amostras de suor, que serdo coletadas pelo sitema Macroduct®e,
posteriormente, analisadas pelo sistema SCA. Terminado todo esse processo, realizar-
se-a a limpeza do equipamento SCA.

6 DESCRICAO DO PROCESSO

e Apoés a leitura da amostra do suor pela célula da condutividade do aparelho
SCA, inicia-se a limpeza desse equipamento.

e Usando uma seringa com agulha, injetar, cautelosamente, d4gua deionizada em
um tubo espiral limpo, conectado a agulha de entrada do aparelho SCA.

e Ao remover os residuos de sal da célula da condutividade, o display mostrara
“000”.

e Em seguida, injetar ar, usando uma seringa conectada a agulha de entrada do
aparelho SCA, para remover toda a 4gua da célula.

7 REFERENCIAS

ASSESSORIA DE QUALIDADE. POP IFF. ASQ. 001/00 — Elabora¢do de
Procedimentos Operacionais Padrao — “POP Mae”. Rio de Janeiro, RJ, 2008. 22 p.

3120  Sweat-Chek - Sweat Conductivity Analyzer - Instruction/service
manual. Wescor.INC.

8 LISTA DE DISTRIBUICAO

Original arquivado na Pneumologia Pediatrica do IFF. Copias: 01(uma) para a Dire¢ao,
0l(uma) para a Assessoria de Qualidade-IFF, Ol(uma) para o Departamento de
Pediatria, 01(uma) para o Departamento de Patologia Clinica.
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Apéndice 3 - Resultados Complementares

Quatro pacientes apresentaram TSCo com valores negativos e TSCl com valores
positivos (FN). Desses, dois possuem andlise genética postiva (DF508/DF508;
S4X/S4X). Os outros dois pacientes, apesar de possuirem TSCI positivos, apresentaram
analise genética negativa para o painel de mutagdes atualmente utilizado. Foi observado
que, se tivesse sido adotado 75 mmol/l, como ponto de corte para TSCo, todos esses
quatro pacientes seriam verdadeiro-positivos. Todavia, os exames precisam ser
aperfeicoados, ja& que um paciente verdadeiro-negativo, ou seja, com TSCo e TSCI
negativos, apresentou genética positiva para FC (DF508/R334W). Sete pacientes
apresentaram TSCo positivos € TSCI negativos (FP). Desses, quatro foram considerados
FC atipicos, com analise genética heterozigota (DF508/N). Os outros dois pacientes tém
clinica favoravel para FC com presenca de baqueteamento digital no exame fisico,
apresentam escarro com bacteriologia positiva para Pseudomonas aeruginosa, possuem
tomografia de térax com imagens compativeis com Fibrose Cistica. E, apenas um desses
pacientes tem prova de fungdo pulmonar com distarbio ventilatorio obstrutivo. Ambos,
porém, ndo possuem analise genética até o momento, e nao tém histéria familiar de FC
e nem histéria de ileo meconial. O outro paciente com TSCI negativo e TSCo positivo
ndo possui ainda resultado de andlise genética, e apresenta tomografia de térax e prova

de fun¢ao respiratoria normais.



