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RESUMO

Introducao: O teste do suor cldssico (TSC) € aceito como padrdao-ouro para o diagndstico da
fibrose cistica (FC). Objetivo: Comparar a estimulacdo e peso do suor produzido, os efeitos
colaterais associados ao uso das correntes continua pulsada (CCP) e continua constante (CCC) e
determinar o tempo ideal para a estimulagdo e para a coleta de suor em individuos com e sem FC.
Método: Estudo de intervengdo prospectivo de corte transversal. Experimento 1 (braco direito):
CCC e CCP. Tempo de estimulag@o (TE) de 10min e o de coleta do suor de 30min. Correntes de
0,5; 0,75; 1,0; e 1,5mA e frequéncias de 0; 200; 1000; e 5000Hz. Experimento 2 (braco
esquerdo): Corrente de 1,0mA; TE: 5 e 10min e coleta de 15 e 30min com frequéncias de 0; 200;
1000; e S000Hz. Ambos os experimentos foram testados com densidade de corrente (DC) de 0,07
a 0,21mA/cm®. Experimento 3: Avaliar a CCP e a CCC como métodos diagndsticos para a FC
comparando com diagndsticos estabelecidos por estudos na bidpsia retal e sequenciamento do
gene CFTR (do inglés, Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator). Resultados:
Participaram do estudo 48 sujeitos (79,16% do sexo feminino), com média de 29,54+8,87 anos de
idade. Nao houve diferenca estatistica entre a interacdo da frequéncia e da corrente no peso do
suor (p=0,75). Houve associacdo do peso do suor com a frequéncia de estimulo (p=0,0088) e
corrente utilizada para a obtencdo de sudorese (p=0,0025). A produgdo de suor foi maior no
tempo de 10min de estimulacido (p=0,0023). A coleta do suor foi maior no tempo de 30min
(p=0,0019). A impedancia da pele nao foi influenciada pelo TE e de coleta do suor (p>0,05). A
frequéncia da corrente utilizada mostrou associacdo inversa com a impedancia da pele
(p<0,0001). A temperatura da pele mensurada antes da estimulag¢do foi maior que a temperatura
apos a estimulacdo (p=0,0001). No experimento 3 (29 individuos) a CCP mostrou melhor indice

kappa comparada a CCC (0.92 versus 0.52, respectivamente). Conclusdo: A realizacdo do TSC
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tanto com CCC quanto CCP utilizando DC de 0,14 a O,21mA/cm2 mostrou eficdcia nas etapas de
estimulagdo e coleta de suor, sem efeitos colaterais. O tempo ideal para a estimulag¢do e para a

coleta de suor foi, respectivamente, 10 e 30min.

Palavras-Chave: Cloro; Diagnéstico; Glandulas de Suor; Suor; CFTR.
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ABSTRACT

Background: The classic sweat test (CST) is still accepted as the gold standard method for cystic
fibrosis (CF) diagnosis. Objective: To compare the production and volume of sweat, the side-
effects caused by direct pulsed current (DPC) and direct constant current (DCC) and to
determine the stimulation time for stimulation and sweat for collection in CF and non-CF
individuals. Method: Prospective study of cross-sectional intervention. Experiment 1 (right
arm): DPC and DCC. Stimulation time (ST) of 10min and sweat collection every 30min.
Currents of 0.5; 0.75; 1.0; and 1.5mA and frequencies of 0; 200; 1000; and 5000Hz. Experiment
2 (left arm): current of ImA, ST: 5 and 10min and collection at 15 and 30min interval with
frequencies of 0; 200; 1000; and 5000Hz. Both experiments were tested with current density
(CD) ranging from 0.07 to 0.21mA/cm’. Experiment 3: To assess CF diagnosis by DPC and
DCC methods by comparison with the established by rectal biopsy diagnosis studies and
sequencing of the CFTR (Cystic Fribrosis Transmembrane Condutance Regulator) gene.
Results: 48 subjects (79.16% female) with mean average of 29.54 + 8.87 years old participated
in this study. There was no statistical differences between the interaction of frequency and
current in sweat weight (p=0.7488). An association was found between sweat weight with the
frequency of stimulation (p=0.0088) and the current used for sweating (p=0.0025). The sweat
production was higher for the 10min stimulation interval (p=0.0023). The best time interval for
sweat collection was 30min (p=0.0019). The skin impedance was not influenced by ST and sweat
collection time (p>0.05). The frequency of the current used was inversely associated with skin
impedance (p<0.0001). The skin temperature measured before the stimulation was higher than
after stimulation (p=0.0001). In experiment 3 (29 subjects), the DPC showed better kappa index
compared to DCC (0.92 versus 0.52, respectively). Conclusion: ST performance with both DCC

and DPC using a CD of 0.14 to 0.21mA/cm?* showed efficacy in both of stimulation and sweat

Xix



collection steps, without side-effects. The optimal time for stimulation and sweat collection were,

respectively, 10 and 30min.

Keywords: Chloride; Diagnosis; Sweat Glands; Sweat; CFTR.
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1.0- INTRODUCAO

1.1. Fibrose Cistica

A fibrose cistica (FC; MIM# 219700) € uma doenca hereditdria, autossomica
recessiva, com maior prevaléncia em individuos caucasdides ocorrendo em 1:2.500.
Afeta cerca de 70.000 individuos da populagao mundial (Barth, 2005; Riordan, 2008).
No Brasil a FC acomete 1:10.000 nascidos vivos. E causada por dois genes CFTR do
inglés (Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance Regulator) mutados. Até o
momento, foram ja identificadas cerca de 2000 muta¢des no gene CFTR composto por
aproximadamente 250Kb de DNA com 27 éxons (Knowlton et al., 1985; Wainwright et
al., 1985; Kerew et al., 1989; Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989). Este gene
tem a propriedade de codificar um RNAm de 6,5Kb, que transcreve uma proteina
transmembrana reguladora de transporte i0nico, denominada também CFTR, e
composta por 1480 aminodcidos (Bear et al., 1992; Welsh & Smith, 1993; Farrell et al.,

2008).

Como referido, existem aproximadamente 2.000 mutacdes descritas na literatura
mundial, sendo a mutacdo F508del a mais frequente. Nela ocorre uma delecdo de trés
pares de bases, causando perda do aminodcido fenilalanina na posi¢do 508 da proteina

CFTR (Rowe et al., 2005) (Figura 1).

Mutacdoes no gene CFTR causam auséncia, deficiéncia qualitativa ou
quantitativa na proteina CFTR, i.e, canal de Cloro (CI") (Farrell et al., 2008; Quinton,

2007). As mutacoes sdo classificadas em seis classes:



Sequénciade Sequénciade

Cromossomo7 nucleotideos no aminoatidoﬁ da
gene CFTR proteina CFTR
— A
:: ]— Isocleucina 506
]' Isoleucina 507
- Delecao de trés
Fenilalanina 508 pares de bases

= Valina 510

L
L]

-0 —Hoen —H-Hd4 a4k
]

Figura 1. Gene da fibrose cistica localizado no braco longo do cromossomo 7. A mutac¢do F508del, ocorre
quando hd uma deleg@o de trés pares de base, acarretando na perda do aminodcido fenilalanina na posi¢do
508 da proteina CFTR (Fonte: Gongalves et al., 2013 [Dissertagao]).

- Classe II: nessa classe a proteina CFTR € transcrita, mas nao sofre processo de
maturagdo e migracao adequada até a membrana plasmaética, sendo degradada ainda no
complexo de Golgi. Nessa classe também nao ocorre proteina CFTR ativa na membrana
que possibilite uma doenca de menor gravidade, excetuando-se alguns casos
esporadicos, nos quais temos pacientes com mutagdes nessa classe com uma doenga
mais leve. A mutacdo F508del estd incluida nessa classe sendo a de maior frequéncia

para a doenga.

- Classe III: essa classe estd associada a regulacdo alterada no canal de CI.
Nesse contexto, a proteina ndo responde a estimulacdo pelo cAMP, com diminui¢do da

ligacdao do ATP a CFTR e hidrdlise. A consequéncia € a alteracao da regulacdo do canal



i6nico e diminui¢do de sua atividade, como € o caso da mutagdo G551D. As mutagdes

dessa classe atuam diretamente no dominio regulador da proteina CFTR.

- Classe IV: nessa classe as mutagdes no gene CFTR estdo associadas aos
dominios transmembrana que acarretam umaalteracao da condutancia ionica pela CFTR
na superficie celular. Devido a alteragdao decorrente da mutacdo, o fluxo dos eletrélitos
pelos canais i0nicos € menor. Nessa classe, temos mutagdes freqiientemente associados

com menor gravidade como, por exemplo, as mutacdes R117H, R334W e P20SS.

- Classe V: mutacdes nessa classe estdo associadas amenor sintese de CFTR, no
entanto com moléculas com fun¢c@o normal. Podemos encontrar nesta classe, como

exemplo, as mutacdes 3849 + 10Kb C>T e 3272-26A>G.

- Classe VI: ultima classe a ser identificada e associada a produgdo de CFTR
normal, mas com turn-overacelerado da superficie celular. Como exemplo, podemos
citar a mutacdo Q1412X (Drumm et al., 2012; Knowles & Drumm, 2012; Weiler &

Drumm, 2013).



As mutacdes do gene CFTR apresentam elevada variabilidade de expressao,
podendo ser descritas de leves a graves. A gravidade da mutacdo depende da maneira
como a proteina CFTR ¢é afetada, o transporte de Cl pode ficar diminuido ou ndo
ocorrer. Na FC, mutacdes graves causam falha da sintese preteica ou no bloqueio do
processamento até a membrana plasmatica, e mutacdes leves resultam em disfungdes na
condutancia, redugdo da sintese proteica ou em uma internalizac¢do acelarada da proteina

na membrana plasmatica (Johnson, 1997) (Figura 2).

Classes

. Blogueio no - " Degradacio precoce
Consequéncia | Sem sintese | BIOGRIO N0 | trangporte gétﬁgau;awoccﬁ: rg'j”jgﬁa (pouco tempo de
processamento iGnico permanércla na MP)
Tipo de Sem sentido e De sentido 2 : De formacdo de | Mutacdes que levam a
rm[t)ggao mudanga da | trocado e delegdo D;;;nggdo Dn;;:ﬁo sitio alternativo de | formacso de C-terminal
I matriz de leitura | de aminoacido (@5510) R324W) splicing truncada
(exemplo) (G542) (Fo0adel) {3249+ 10Kb C>T) Qi4izn

Figura 2: As seis classes de mutacdes que causam FC, suas consequéncias e exemplos, onde

MP=membrana plasmatica. Adaptado de Zielenski e Tsui, 1995 e Haardt et al., 1999.



Na FC, alteracdes na sintese e regulacdo da proteina CFTR acometem diferentes
orgdos epiteliais, principalmente os pulmdes, figado, pancreas, intestinos e glandulas do

suor (Farrell et al., 2008; Quinton, 2007).

1.2. Fisiologia das glandulas sudoriparas

A proteina CFTR estd diretamente relacionada com o transporte de ions pela
membrana celular e das suas fungdes é regular o fluxo CI', Sédio (Na*) e dgua (Mishraet
al., 2007). Os ductos sudoriparos foram estudados em 1983 pelo pesquisador Paul
Quinton que descobriu o defeito do transporte de Cl na glandula sudoripara nos

pacientes com FC (Quinton, 1983).

Nos ductos da glandula do suor, fons ClI' sdo normalmente reabsorvidos pelos
canais da proteina CFTR, regulando os niveis de eletrélitos no suor (Rowe et al., 2005).
Os valores normais da concentragdo de CI” no suor em criangas acima dos seis meses de
idade e adultos sauddveis sdo valores inferiores a 40mmol/L e nos lactentes menores de
seis meses a concentragdo normal € abaixo de 30mmol/L (Castellani et al., 2009; Farrell

et al., 2008).

Individuos com FC apresentam nos ductos distais da glandula do suor defeitos
na proteina CFTR com alteracdes na homeostase do CI°, Na* e reducdo da reabsorcdo de
sais, apresentando concentragdes de Cl° no suor acima de 60mmol/L (Figura 3)

(Quinton, 1983; Quinton, 2007).
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Secrecdolsotdnica Secrecdolsotdnica

Figura 3. A glandula exdcrina de suor. ESQUERDA: Suor normal € secretado, solugéo isotonica de
cloreto de sédio e dgua é produzida. A medida que o suor passa ao longo do tibulo, cloreto de sédio
(NaCl) é reabsorvido nas células dos ductos produzindo uma secre¢éo hipotdnica de suor. DIREITA:
Na FC, o canal CFTR ¢ incapaz de transportar cloreto para dentro das células do duto produzindo
suor com alta concentragdo de sal (Fonte: http:cftr.info; Quinton, 2007).

1.3.Teste do Suor

Desde a idade média sabia-se sobre a baixa expectativa de vida em individuos
que possuiam suor salgado. Porém, nenhum progresso cientifico foi realizado ou obtido

até a década de 50, que foi o primeiro grande marco para o conhecimento da FC.

O primeiro relato sobre niveis aumentados de Na'e CI” no suor, em pacientes
com FC foi publicado em 1953 pelo médico pediatra Paul di Sant’Agnese e
colaboradores. Eles observaram, em 1948, intermacdo (hipertemia) e excesso de Na* e
CI no suor nos pacientes com "fibrose cistica do pancreas" (denominacdo da doenca na

época), devido ao calor intenso presenciado em Nova York naquele ano. Esta



descoberta tornou possivel utilizar o suor para realizar o diagndstico da FC. Este exame

passou a ser conhecido como teste do suor (TS) (Sant’ Agneses et al., 1953).

Para a realizacdo do TS envolviam-se individuos com suspeita de FC em sacos
plasticos até ao pescogo, por cerca de 1 a 3 horas de espera para a producgdo e coleta do
suor (Webb et al., 1957). Para otimizar a produ¢do do suor, estes individuos ensacados
eram também colocados em salas aquecidas, cobertos com cobertores, ou utilizavam
garrafas pets com dgua quente em torno do leito (Figuras 4) (Misch & Holden, 1958;
Webb et al., 1957). Apéds a coleta do suor, os niveis de eletrélitos eram analisados pelo
método de titulometria e fotometria de chama desenvolvida pelos pesquisadores Schales
& Schales em 1941. O individuo era considerado com FC, quando os niveis de CI’
estavam acima de 60mEq/L (Gibson & Cooke, 1959; Misch & Holden, 1958; Schales &

Schales, 1941; Webb et al., 1957).

Figura 4: Realizacdo do teste do suor em paciente envolto em pléstico. (Fonte: Copyright 1956
Massachusetts Medical Society.)



Este método do TS descrito anteriormente foi utilizado apenas por cinco anos,
devido a fatalidades ocorridas pelo superaquecimento na tentativa de obter o suor
(Misch & Holden, 1958). Para facilitar a estimulacdo do suor e a dosagem dos
eletrélitos, os pesquisadores Gibson e Cooke (1959) descreveram um método de
estimulagdo colinérgica com pilocarpina, por iontoforese na pele. Avaliaram 25
pacientes com FC que apresentavam sintomas clinicos e sinais radioldgicos com
caracteristicas da FC; 17 parentes assintomadticos; e 47 pacientes com outros sintomas
clinicos, exceto problemas respiratérios e digestivos. Todos os pacientes com FC
apresentaram niveis de Cl° no suor superior a 80mEq/L e todos os controles
apresentaram niveis de CI no suor inferior a 60mEq/L. Este método ficou conhecido
como teste do suor cldssico (TSC) e até aos dias de hoje € considerado padrao-ouro para
o diagnéstico da FC (Figura 5) (Farrell et al., 2008; Karezeski & Cutting, 2006;
Rosenstein, 1998; Rosenstein & Cutting, 1998; Strausbaugh & Davis, 2007; Taylor et

al., 2009).

Figura 5. Equipamento para o Teste do suor pelo método de iontoforese desenvolvido pelos pesquisadores

Gibson e Cooke (1959) (Fonte: http:cfmedicine.com).



O TSC apresenta vérias dificuldades para a sua realizacdo, sendo dividido em
trés etapas: i) estimulacio, ii) coleta e iii) dosagem dos eletrélitos (LeGrys, 1996). Na
estimulagcdo, podem ocorrer: baixa quantidade na produ¢do do suor, dificuldades para
imobilizacdo da crianga, estresse, queimaduras, dor, urticdria, hiperemia e irritacdo,
quando a densidade de corrente (DC) aplicada estd acima de 0,5 mA/cm?. Choque
elétrico e pequenas lesdes de pele podem ocorrer quando o metal do eletrodo entra em
contato direto com a pele em caso de uso incorreto. A etapa de coleta € diretamente
relacionada a competéncia técnica do profissional e podem ocorrer: contaminagio,
evaporacao da amostra e tempo inadequado na coleta do suor. Na etapa de dosagem dos
eletrolitos as dificuldades maiores incluem a falta de profissional especializado em
realizar a andlise do suor e variabilidade de marcas diferentes de equipamentos para
dosagem do CI" e Na* (Gibson e Cooke, 1959; Gongalves et al., 2013; LeGrys, 1996;

Mattar et al, 2010).

Na tentativa de melhorar e otimizar as etapas do TSC, em 1990, foi validado o
kit Wescor Macroduct, composto por eletroestimulador, coletor volumétrico tipo
serpentina (Macroduct®) e analisador de eletrdlitos por condutividade (Sweat Check ®)

(Webster,1983;Wescorlnc.http://www.wescor.com/biomedical/cysticfibrosis/macroduct

.html).

O procedimento de iontoforese pela pilocarpina deve ser realizado de forma
meticulosa para evitar resultados falsos positivos ou negativos. Os Estados Unidos da
América (EUA) desenvolveram o primeiro documento, conhecido como "check list",

composto por itens de inspecdo que deveriam ser cumpridos, rigorosamente, pelos



laboratérios que realizavam o TSC. As etapas do exame seriam as desenvolvidas pelos
métodos de Gibson e Cooke (1959). Em 1994, os EUA possuiam um controle de
qualidade externa e um consenso para a realizacdo do TSC. (NCCLS, 1994; NCCLS,

2005; LeGrys, 2000; LeGrys, 2001).

Com a melhora da padronizac¢do do TSC nos EUA, o Reino Unido, em 2000, fez
um estudo utilizando questiondrios a serem respondidos pelos centros pedidtricos de
referéncia em FC que realizavam o TSC. O objetivo do trabalho foi avaliar a
metodologia utilizada com a intencdo de uniformizacdo e padronizacdo do TSC. De
entre as conclusdes, verificaram que as equipes nao estavam adequadamente treinadas, e
que existiam complexidades e dificuldades na realizagdo do TSC e na interpretagao dos
resultados obtidos. Observaram também que, para a eficicia do teste, era preciso
auditoria frequente nos locais que o realizavam. Referiram a necessidade de se criar um
padrao nacional, modelo, para diminuir a variabilidade dos procedimentos envolvidos
nas etapas do TSC e dos métodos utilizados entre os centros. Também, propuseram a
elaboracdo de “guidelines” para a coleta, andlise e interpretacio do TSC, que foi

publicado em 2003 (Kirk et al., 1992; Kirk, 2000; Green, 2005).

Ap6s a divulgacdo dos “guidelines” supracitados, outros paises também
elaboraram suas proprias diretrizes sobre o TS, como por exemplo, Franga, Suécia,
Alemanha, Canada e Australia (Collie et al., 2014; Jakobson et al., 2004; Naehrlich,
2007; Beauchamp et al., 2005; Mackay et al., 2006; Barben et al., 2007; Sermet-
Gaudelus, 2010). Nos EUA, a Cystic Fibrosis Foundation (CFF) possui registros e

realiza o diagndstico molecular gratuito de todos os pacientes com FC. Os centros de
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FC que s@o avaliados pela CFF necessitam de quesitos especificos para realiza¢do do
TSC. Em 2006, uma comissao da CFF distribuiu um memorando com 23 diretrizes para
a realizacdo do TSC, aos diretores de centros em FC. Estes centros e laborarérios nos
EUA necessitam ser credenciados pela CFF para realizarem o TSC para o diagndstico
de FC. Com a implantacdo da triagem neonatal (TNN), a CFF fez uma revisdo dos
“guidelines” e definiu que o TSC deveria ser realizado em todos os recém-nascidos pelo
método quantitativo da iontoforese por pilocarpina para obtencdo de Cl no suor de
acordo com os procedimentos descritos no documento NCCLS C34-A2, sem

modificacdo (LeGrys et al., 2007).

As diretrizes para o TSC americano sdo baseadas no Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI), primeiro comité para padroes de laboratdrios clinicos,
documento C34-A2 desenvolvido em 1994 pela College of American Pathologists
(CAP). Este documento é mais exigente na uniformidade e foca no diagndstico em vez
do TS como triagem, ou seja, a andlise do ClI' deve ser realizada por métodos
quantitativos enquanto, métodos qualitativos, que utilizam condutividade, para andlise
dos eletrélitos no suor, devem ser utilizados somente para triagem. (LeGrys et al.,

2007).

Ap6s o desenvolvimento dos “guidelines” ficou determinado que o diagndstico
de FC fosse confirmado quando os niveis de Cl" no suor se apresentam maiores que
60mmol/L, em duas dosagens distintas. Entre 30 ¢ 59mmol/L ou entre 40 e 59mmol/L,
para lactentes menores que seis meses € criangas maiores que seis meses/adultos

respectivamente, o individuo € considerado com suspeita de FC e necessita de
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acompanhamento especializado e exames complementares (Castellani et al, 2009;

Collie et al., 2014; Farrell et al., 2008;).

A andlise da concentracdo do cloro no suor pode ser feita por titulagdo ou
espectometro, coulometria (cloridrometro) e eletrodos de fon seletivo. A concentragao
do Na* pode ser analisada pela fotometria de chama, absor¢io atdmica ou eletrodo de
ion seletivo. Estes sdo os métodos satisfatérios para a dosagem destes fons no suor

(Castellani et al., 2009; Farrell et al., 2008; Gibson & Cooke, 1959).

Apesar dos “guidelines”, Americano e do Reino Unido, sobre a realiza¢do do
TSC, alguns estudos europeus mostraram baixa adesdo aos mesmos, causada por
dificuldades de interpretacdo de defini¢cdes e procedimentos propostos. Estes autores
destacaram a necessidade da adesdo a estes “guidelines” e auditoria constante nos
laboratérios que realizavam o TSC, principalmente nos casos de testes duvidosos.

(Mackay et al., 2006; Cirilli et al., 2008).

O TSC duvidoso pode estar relacionado com os diferentes graus de disfun¢do da
CFTR (Knowles & Durie, 2002; Wilschanski et al., 2006; Ooi et al., 2011; Gonska et
al., 2012). Nestes casos de valores intermedidrios dos eletrdlitos no suor, para se
confirmar o diagndstico de FC s@o necessarios exames complementares que mostram
alteracoes da funcdo da CFTR. A avaliacdo da proteina CFTR pode ser realizada em
quatro sitios: (i) glandula sudoripara: TSC convencional; teste da condutividade elétrica
do suor; diferenca de potencial inter-glandular; evaporacdo do suor pelo teste do

evaporimetro; (ii) mucosa nasal: diferenca de potencial nasal; (iii) glandula salivar:
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dosagem de CI e Na" na saliva; e (iv) mucosa retal: estudos eletrofisioldgicos através da
medicao das correntes de curto circuito diretas ou equivalentes associadas a CFTR
(Farrell et al., 2008; Gibson & Cooke, 1959; LeGrys et al., 2007; Gongalves et al.,
2013; Gonska et al., 2009; Gonska et al., 2012; Naerhrlich et al., 2014; Quinton et al.,

2012; Sousa et al., 2012).

1.4. Teste do suor no Brasil

Os fatos anteriormente descritos constituem dificuldades para padronizagdo do
TSC no Brasil. Além do nosso pais ndo possuir diretrizes, muitos centros e laboratorios
ndo seguem ‘“‘guidelines”. No&s ainda possuimos equipamentos de inducdo de suor que
sd0, na maioria, fabricados pelos centros universitarios de referéncia em FC e ndo

possuem autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA).

Recentemente, o governo brasileiro publicou no didrio oficial a portaria de
nimero 288 no dia 21 de Marco de 2013 sobre as diretrizes para o TSC em nosso pais.
Nesta portaria constam 29 centros de referéncia em FC cadastrados, que realizam a
TNN, estando 25% dos centros localizados no Estado de Sdo Paulo (SP) (MS Brasil.

Portaria n° 288).

De acordo com as descri¢cdes da portaria de nimero 288, o Ministério da Saidde
(MS) autorizou o indutor de suor Webster®, modelo 3700, que utiliza o principio de
iontoforese por pilocarpina em gel, e de um conjunto de coletores de suor Macroduct®
(Wescor®, USA, Utah), para a realizacio do TSC (Webster, 2001; Hammonder al.,

1994; MS Brasil. Portaria n° 288). As etapas de realizacio do TSC pela Wescor®
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baseiaram-se na utilizacdo de um kit proprio para estimulagdo, coleta e dosagem do CI’
no suor. Devido a dificuldades de aquisi¢do e manutencdo do aparelho da Wescor®,
poucos laboratdrios brasileiros possuem o equipamento. Existem também, confusdes em
relacdo aos procedimentos de dosagem nas descricdes. O MS destaca que o laudo
devera ser feito com resultados quantitativos, mas em suas descri¢des sobre as técnicas
de andlise de CI ele cita que a andlise podera ser feita por condutividade, o que € uma
técnica qualitativa. Sendo assim, os centros de referéncia e laboratérios que realizam o
TSC para o diagnéstico de FC, utilizam aparelhos ndo padronizados (MS Brasil.

Portaria n° 288).

Estudo piloto realizado por Servidoni e colaboradores (Apéndice 4), apresentado
no Congresso Brasileiro de Pneumologia Pedidtrica, em Maio de 2014, relata os
problemas da falta de padroniza¢ao do TSC no estado de Sao Paulo. Da mesma forma,
as descri¢cdes do TSC realizados pelo MS, Portaria n°® 288/2013, sao contraditdrias, o
que pode causar diagndstico incorreto e ansiedade para o centro que realiza o exame,

para os pais e pacientes.

1.5. Dispositivos de iontoforese

A estimulacdo foi padronizada por Gibson e Cooke (1959) e aprimorada em
1983 pelo uso do Webster Sweatinducer (Webster, 1983), sistema utilizado junto com o
kit Wescor Macroduct validado em 1990 (Hammond et al., 1994; Wescor Inc.
http://wescor.com/biomedical/cysticfibrosis/macroduct.html). Apds esses relatos na

histéria do TSC, estudos sobre os beneficios da iontoforese foram explorados para
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outros fins, porém o TSC ndo sofreu modificacdes desde esse momento. Vantagens da
utilizacdo da iontoforese com Corrente Continua Pulsada (CCP) sobre a Corrente
Continua Constante (CCC) tém sido demonstradas por pesquisadores, em estudos
relacionados a entrega das drogas transdérmicas (Bagniefski & Burnette, 1990; Huang
& Wu, 1996; Knoblauch & Moll, 1993; Sabbahi et al., 1994; Su et al., 1994).Enquanto
estes estudos favorecem a utilizacdo da CCP para a penetracdo de substancias na pele,
incluindo a pilocarpina, os testes para estimulacdo de suor somente utilizam a CCC

(Gibson & Cooke, 1959; Webster, 1983).

A CCC, também denominada de corrente direta ou galvanica, ¢ um fluxo de
corrente que nao varia com o tempo, ou ndo altera sua polaridade, tendo frequéncia de 0
Hz (Licht, 1970; Nelson et al, 2003). Enquanto a CCP apresenta fluxo uni ou
bidirecional de particulas carregadas que, periodicamente, param por um periodo de

tempo finito (Gussow, 1985; Gutmann, 1980; Millman & Taub, 1965).

Os dispositivos de iontoforese indutores de suor relatados na literatura utilizam
CCC aplicada por dois eletrodos fixados no antebrago do individuo. A corrente utilizada
para estimulagdo do suor varia entre 1,5 a SmA e o tempo de estimulacdo € de 5 ou
10min. Apés a estimulacao da iontoforese com pilocarpina liquida ou gel para a indugao
do suor, o0 mesmo € coletado em 30min. Para coletas realizadas em gaze ou papel de
filtro, € necessdrio o minimo de 75mg de suor. Para métodos que utilizam serpentina de
plastico ou tubo capilar o ideal é o minimo de 15uL de suor. Finalmente, as amostras de
suor coletadas sdo encaminhadas para a andlise da concentracio de CI e Na* (Castellani

et al., 2014; Gibson & Cooke, 1959; Farrell et al., 2008; Webster, 2001).
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Estudos demonstraram que a DC maxima suportada pelos seres humanos para a
iontoforese ndo deve ultrapassar 0,5mA/cm? (Banga & Chien, 1988; Phipps et al.,
1989). Existem relatos sobre a efici€éncia na entrega de substancias, através da pele, com
o uso da CCP, sem causar riscos de queimadura e desconforto quando comparada a
CCC(Huang & Wu, 1996; Knoblauch & Moll, 1993; Bagniefski & Burnette, 1990;
Sabbahiet al., 1994; Su et al., 1994). Por outro lado, alguns autores tém encontrado
maior, menor ou igualdade de eficécia, entre a CCC e a CCP para permeagdo de
substancias na pele por iontoforese (Numajiri et al., 1993; Zakzewski et al., 1992;

Bagniefski & Burnette, 1990; Preat & Thysman, 1993).
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2- JUSTIFICATIVA

O TS é um exame confirmatério, fundamental para o diagndstico preciso e seguro
nos casos de suspeita da FC. Antes da introdu¢ao do exame de TNN para FC, o diagndstico

era feito tardiamente, geralmente com as criangas gravemente desnutridas.

Devido a necessidade de se obter controle clinico precoce e consequentemente
melhor progndstico desses pacientes, a FC passou a fazer parte da fase III da TNN,
popularmente conhecido como teste do pezinho. Iniciou-se em 2010 no Estado de SP e a

partir desse momento houve aumento na demanda do TS.

A falta de padronizac@o do TSC no Brasil constituiu uma grande dificuldade para o
diagnéstico acurado da FC. O MS publicou na portaria n°® 288 de 21/03/2013 a inclusdo do
TS na tabela do Sistema Unico de Sadde (SUS), utilizando o sistema Wescor Macroduct®
para a realizacdo do mesmo, embora este kit seja importado e de dificil acesso. Além disso,

existem inconsisténcias técnicas nas descri¢des da portaria supracitada do MS do Brasil.

Frente a esta problematica, o desenvolvimento de um equipamento indutor de suor
com a finalidade de avaliar um protétipo brasileiro para o diagndstico de FC e

conseqiientemente a padronizacdo do TS, constitui uma medida promissora.
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3- OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos das CCC e da CCP no TSC, gerada por um dispositivo indutor

de sudorese, desenvolvido pelo setor de Engenharia Biomédica da Universidade

Estadual de Campinas (Unicamp).

3.2. Objetivos especificos

A)

Avaliar a eficdcia da estimulacio e produgdo de suor pelas CCP e CCC

para o diagnostico de FC;

B)
CCC;

©

D)

E)

F)

G)

Comparar o peso do suor produzido através da estimulado pelas CCP e

Determinar o tempo ideal de estimulacdo do suor;
Determinar o tempo ideal de coleta do suor;

Comparar a impedancia da pele pela CCP e CCC;
Avaliar os efeitos colaterais causados pela CCP e CCC;

Comparar o diagndstico de FC pelo TSC com CCP e CCC aos

diagndsticos previamente estabelecidos e pela técnica de bidpsia retal e pesquisa de

mutacdes do gene CFTR.
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4- CASUISTICA E METODO

4.1. Desenho do estudo
Estudo de experimental prospectivo de corte transversal.
4.2. Populacao do estudo

No periodo de Outubro de 2012 a Fevereiro de 2014 foram incluidos e
analisados 77 individuos, sendo 19 com FC confirmada e 10 descartadas FC pelas
outras andlises, atendidos regularmente no Centro de Referéncia em FC do Hospital de

Clinicas da Unicamp; e 48 individuos sauddveis.
4.2.1. Critérios de inclusiao
4.2.1.1. Pacientes com suspeita e com FC

Foram incluidos no estudo pacientes de 06 a 46 anos, com suspeita ou com
diagnodstico de FC. Estes pacientes sdo acompanhados no Ambulatério de FC do
Hospital de Clinicas/UNICAMP, os exames considerados neste estudo que comprovam
que os pacientes sdao portadores de FC sdo: identificacdo de duas mutagdes no gene
CFTR, dois testes de Cl" no suor positivo pelo método de iontoforese com pilocarpina
utilizando a CCC e avaliacio da CFTR por bidpsia retal, todos compativeis. Os
pacientes que consideramos suspeitos neste estudo sdo aqueles que possuem
inconsisténcias nos exames supracitados. Pacientes e/ou responsdveis que concordaram

e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1).
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4.2.1.2. Individuos saudaveis

Foram incluidos no estudo individuos acima dos 18 anos de idade, alunos e
funciondrios do Centro de Investigacdo em Pediatria (CIPED), incluindo os laboratérios
de fisiologia pulmonar (LAFIP) e de fibrose cistica (LAFIC). Os individuos

concordaram e assinaram o TCLE (Anexo 1).

4.2.2. Critérios de niao inclusio ou exclusio

Pacientes com suspeita e/ou diagndstico de FC que ndo consentiram participar
do estudo ou que apresentaram estudo genético, teste do suor incompleto ou

inconclusivo e ndo realizaram a bidpsia retal.

Individuos saudédveis que ndo consentiram participar do estudo.

4.3. Aspectos éticos

O projeto foi encaminhado para o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp e somente apds a aprovacao foi iniciado a
pesquisa. Parecer registrado sob o nimero #80430/2012 (Anexo 2). Foram respeitadas
as condicdes éticas pertinentes ao protocolo e seguidos rigorosamente os principios
enunciados na Declaragdo de Helsink II de 20/08/1947 e Resolug@o 196/96 da CONEP.
Os sujeitos foram incluidos somente apds assinatura do TCLE por escrito (Anexo 1)
para os maiores de 18 anos e por um dos pais ou responsavel legal, mantendo o

anonimato dos mesmos bem como dos dados colhidos.
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4.4. Métodos

Foram selecionados individuos saudaveis (n=48), de ambos 0s sexos, maiores de
18 anos de idade e pacientes com suspeita e diagnostico de FC (n=29) acima de 6 anos

de idade, de ambos 0s sexos.

Para realizacdo do TSC, utilizou-se aparelho indutor de suor desenvolvido pelo
Centro de Engenharia Biomédica da Unicamp (Figuras 6 a 9); i.e, dispositivo de
iontoforese, portatil, de facil manuseio, com possibilidade de selecdo entre a CCC e ¢
CCP (com forma de onda triangular, com variacdo de frequéncia entre 0 a 5000Hz),
corrente maxima de saida de SmA, software de apoio as configuracdes e aquisicao de
dados, e dois eletrodos compostos por 70% de cobre e 30% de zinco (latdo) com 30mm

de diametro (Figuras 10 a 12).

OuT + OouT -
PORTA @ @ @
UsB TECLAS
LIGA / DESL ﬂ
BATERIA?S
INTERNIj\S
Figura 6. Aparelho de estimulagdo Figura 7. Imagem do aparelho de
esquematizado. estimulacdo.
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Eletro-estimulador de sudorese

CONFIGURACAO DE TESTE |

AQUISICAD

Porta de Comunicagao
1com3 |

Pasta / Nome do Arquivo

CUssrs\DelNDocuments\PROJETOS_E_CIRCUTTosy | =/
(Gerador_10mA_DDS _RevATESTES\11.txt

Dados do Arquivo

103106/2013 16:10
[Tsampiefms] 100
Mestelm] 001

Namost 00600
Freq[Hz 00200

i
li{!! s

Iy

3 do Amostragerm [ms|  Corente [ma]

Tempo de Amostragem [ms]  Corrente [mA] Y MESdetesnr) Vi, tedl
[s00 | s | e
Tempo de Teste [m] Valor da Medida String de Configuragéo
[to | [nstantaneo |* [s2001000060000200471v ]
Frequéncia [Hz] Forma de Onda
fooo | [Triangulo | | AVANGAR |
Figura 8. Esquema do software de apoio as Figura 9. Imagem do software de apoio

configuracdes e aquisi¢des de dados.

C\Users\Dell\Documents\PROJETOS_E_CIRCUITOS\Gerador_10ma _DDS_Rev2\Testel.txt
18/03/2013 1156
Tsample[ms]: 500
Ttestelm]: 1
Namost: 120
Freg.[Hz]: 200
Forma: Continuo
walor: Medio
Corr./100[mal 100
Ntatal: 120
1 Amostra Data Hora  Tensdo/l0([v] Corrente/10 [mA]
[ 18/03/2013  1Ls6 36 a9
1 18/03/2013 1156 a0 a0
2 18/03/2013 1156 a4 7
3 18/03/2013 1156 a8 65
4 18/03/2013 1156 50 65
H 18/03/2013  1Ls6 5L 67
6 18/03/2013 1156 52 63
7 18/03/2013 1156 53 7
g 18/03/2013  1Ls6 54 72
9 18/03/2013 1156 55 74
10 18/03/2013  1LS& 55 76
11 18/03/2013 1156 56 77
12 18/03/2013 1156 56 7
13 18/03/2013  1Ls6 57 a0

as configuracdes e aquisicdes de dados.

Figura 10. Esquema da aquisicao dos

dados no excel.

Figura 11. Imagem do momento da
aquisicao dos dados

Figura 12. Eletrodos de 70% de cobre e 30% de zinco com 30mm de didmetro.
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Em todos os testes a temperatura da sala foi estabilizada em 25°C e a DC

aplicada foi previamente calculada, de acordo com a equacdo J=1/S, onde J= densidade,

I= corrente e S=area do eletrodo.

Foram consideradas as varidveis sexo, etnia, idade e indice de massa corpdrea

(IMC) (Anexo 3). O célculo do IMC foi realizado pela formula: peso (Kg)/ alturaz(m)

de acordo com World Health Organization (WHO, 2000).

Foram realizados trés conjuntos de experimentos:

Experimento 1 — brago direito individuo sauddvel (frequéncia e corrente selecionada

aleatoriamente) (Tabela 1)

Tabela 1. Esquema de coletas do experimento 1, onde os nimeros em azul
correspondem aos individuos, com tempo de estimulo de 10min e de coleta de

30min.

Corrente (mA)
Frequéncia (Hz) 0,5 0,75 1,0
0 1 2 S
200 5 6 /
1000 9 10 1
5000 13 4 =

HZ, hertz; mA, miliampere.

Experimento 2 — brago esquerdo individuo sauddvel (Tempo de estimulacdo, tempo de

coleta e frequéncia selecionada aleatoriamente) (Tabela 2).

Comparar o peso de suor e a impedancia do conjunto eletrodo-pele com a

variagdo dos tempos de estimulac@o e coleta. Para isso foi aplicada corrente de 1mA
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fixa em todos os testes. Foram utilizados tempos de estimulacdo de 5 e 10min e coleta

de 15 e 30min com frequéncias de 0, 200, 1000 e 5000Hz.

Individuos considerado de A a P em 3 grupos.

Tabela 2. Esquema de coletas do experimento 2, onde as letras em azul correspondem aos
individuos. Os dados foram analisados com 1mA de corrente fixa aplicada.

Tempo de estimulacdo x Tempo de coleta (min)
Frequéncia (Hz)

5x 15 5x30 10 x 15 10 x 30
0 A B C D
200 E F G H
1000 I J K L
5000 M N O p

Hz, hertz; mA, miliampere; min, minuto.

Experimento 3: brago direito dos pacientes com suspeita e com FC (CCP, corrente de
ImA, frequéncia de 1000Hz, tempo de estimulagcdo de 10min e tempo de coleta de

30min) (Figura 13).

Comparar o volume de suor e niveis de CI pelas CCP e CCC. Comparar o
diagnéstico do TSC com os resultados da bidpsia retal e de pesquisa de mutacdes no

gene CFTR.

O TSC foi realizado pelo método proposto por Gibon e Cooke, 1959, considerando os

experimentos anteriormente citados e realizados em trés etapas:
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Etapa 1: Estimulacio (Figura 13)

Figura 13. Estimulagdo

Iniciou-se com a limpeza da pele do antebraco com dgua destilada e secagem com gaze estéril.
Antes da fixac¢do dos eletrodos no antebrago, a temperatura da pele foi medida em graus Celsius (°C) com
termdmetro infravermelho digital (karkneethermometer®, modelo DT8806C) no eletrodo positivo. A

medida foi repetida apds estimulagdo.

Os eletrodos foram fixados por meio de presilhas, sobre a gaze embebida em solucdo de
pilocarpina 0,5% (eletrodo positivo) e acido sulftrico 0,004N (eletrodo negativo). Foi adotada distancia

de cinco centimetros entre 0s mesmos.

Durante a estimulacdo obteve-se a avaliacdo do desconforto, que foi realizada
pela escala visual anal6gica (EVA) (Figura 14) (Carlsson, 1983). O grau de desconforto

foi avaliado no primeiro, quinto e dGltimo minuto (Anexo 4).

ODERADA

ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA

Figura 14. Avaliag¢do do desconforto através da escala EVA. (Adeptado de Carlsson, 1983)
De forma secundaria, a eletroestimulac@o e a impedancia composta (Eletrodo —

Gaze — Pele) foram medidas durante o tempo de estimulacdo para andlise das
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caracteristicas elétricas da pele frente a sensibilidade e ao desconforto observada na
escala EVA. A lei de Ohm foi utilizada para o cdlculo da impedancia, de acordo com a
equacdo [Z= Vrms/Irms (©2)]. Sendo, Z= impedancia composta (€2); Vrms = tensdo

eficaz medida (V); Irms = corrente eficaz medida (A).

Etapa 2: Coleta (Figura 15)

Figura 15. Coleta do suor com papel filtro vedado com

plastico film e atadura crepe.

Ao término da estimulacdo elétrica, a pele foi limpa com dgua destilada e seca
com gaze estéril, para colocacdo de dois papéis de filtro de cerca de 17,5cm” (4 x 4,30
cm de drea, com peso de aproximadamente 327mg), cobertos com plastico e atadura de
crepe. Os papéis de filtro foram retirados apds o tempo pré-estabelecido com uma pinga.
Posteriormente, foram colocados no frasco de vidro com tampa, pré-pesados e pesados

novamente em balanga analitica digital (Modelo OD. AUY-220 220GX0,0001, Ref.
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AUY-220, Shimadzu®). Em seguida, foram acrescentados 10ml de dgua destilada e

encaminhado para a anélise laboratorial dos niveis de Na"e CI.

Etapa 3: Dosagem (Figuras 16 e 17).

Figura 16. Titulometria do Cloro Figura 17. Fotometria de chama do sédio

A concentracdo de Cl foi mensurada pela titulagdo manual e a concentracdo de
Na" pela fotometria de chama. Os resultados foram expressos em mEqg/L (Gibson &

Cooke, 1959; Farrell et al., 2008; Castellani et al.,2009.) (Anexo 3).

4.5. Analise estatistica

Utilizou-se o programa SAS (Statistical Analysis System) for Windows, vs 9.2.
(SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary-NC-USA) para andlise dos dados. Os graficos
foram construidos pelo programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) vs

21.0 (IBM®, Armonk, NY-USA) e Med Cal 13.2.2 (Med Calc Software, Acacialaan 22,
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B-8400 Ostend-Belgium). As varidveis numéricas foram apresentadas por medidas de

posicdo e dispersao.

Experimento 1 e 2: para comparacdo dos pardmetros entre os efeitos estudados foi
utilizada andlise de variancia (ANOVA). Para comparac@o dos parametros avaliados em
dois momentos utilizou-se ANOVA para medidas repetidas. Aplicou-se a transformagao

por postos devido a auséncia de distribui¢ao normal nas respostas.

Experimento 3: a comparacdo entre os valores de CI" e peso do suor para CCC e CCP
dos pacientes com FC foi realizada pela andlise de correlagdo de Spearman (medida de
correlagdo ndo paramétrica, isto €, descricio da relacdo entre duas varidveis). A
comparacdo como método diagndstico para a CCP em relacdo a CCC foi realizada pelo
célculo do indice Kappa (medida de concordancia interobservador e mede o grau de
concordancia além do que seria esperado tdo somente pelo acaso. Esta medida de
concordincia tem como valor mdximo o 1, onde este valor 1 representa total
concordancia e os valores préoximos e até abaixo de 0, indicam nenhuma concordancia,

ou a concordancia foi exatamente a esperada pelo acaso).

O nivel de significancia adotado foi de 0>0,05. Os resultados estdo apresentados

em tabelas e gréficos.
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5.0- RESULTADOS

Foram incluidos 77 individuos, 48 saudaveis (79,16% do sexo feminino), com
média de 29,54+8,87 anos de idade e 29 com suspeita e com FC (75,5% do sexo
feminino) com média de 24,37+12,11 anos de idade. A caracterizacdo dos pacientes

com suspeita e com FC esta na Tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagdo clinica dos pacientes com suspeita e com fibrose cistica incluidos no
estudo

Variavel (n=29) Distribui¢do

Sexo (masculino) 10/29 (34,5%)

Etnia (caucasoide) 25/29 (86,2%)

Idade (anos) 24,37 £ 12,106; 21 (6-46)*

Altura (m) 1,56 +£0,154; 1,58 (1,22 - 1,87)*
Peso (Kg) 50,078 = 13,81; 52 (26,8- 76,6)*
Indice de massacorporea 20,21 £ 3,60; 19,71 (13,20 - 29,65)*

* Os resultados sdo média + desvio padrao; IMC (Intervalo)

Individuos saudaveis

-Experimento 1:

Apo6s estimulacdo durante 10 min e coleta apés 30 min, ndo houve diferenca
estatistica entre interacdo da frequéncia e corrente relativamente ao peso do suor
(p=0,75) (Tabela4; Figural8). ). Os participantes do experimento 1, 100% (48/48)
obtiveram peso de suor suficiente (> 54mg) com o uso de baixas e de altas frequéncias.
Contudo, ndo houve associacdo estatisticamente significativa (p=0,35).

No entanto, isoladamente, houve associa¢cdo entre peso do suor e frequéncia de
estimulo (p=0,0088; Figura 18B) com a corrente utilizada para a obtencdo de sudorese

(p=0,0025; Figura 18A).
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Tabela 4. Peso do suor(mg) em diferentes frequéncias (blocos) e correntes
(tratamento).

Corrente (mA) #

Frequéncia (Hz) ’

0,5 0,75 1 1,5
0 (CCC) 167 £ 59 173£122 236 + 36 328+118
200 (CCP) 78 £20 91+32 189455 15042
1000 (CCP) 146 £ 8 254 £ 111 300+137 226+166
5000 (CCP) 136 + 32 125+ 12 221490 212457
CCC, corrente continua; Hz, Hertz; mA, miliampere. * Na andlise considerando a
frequéncia em relacio ao peso do suor obtido, p-value = 0,0088; * Na anilise

considerando a corrente em relacdo ao peso do suor obtido, p-value = 0,0025; para a
interacdio entre a corrente e frequéncia em relacdo ao valor do peso do suor, p-value =
0,75.
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Figura 18. Associagido do peso do suor com valores de corrente e frequéncia diferentes com tempos
fixos de estimulagdo (10m) e coleta (30 min). A. Varia¢do por corrente. B. Variacdo por frequéncia.

C. Fator interagdo corrente e frequéncia.
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A impedancia da pele foi influenciada pela corrente (p=0,0007; Figura 19A) e
pela frequéncia (p=0,0003; Figura 19B). No entanto, quando consideramos a interacao

entre os dois fatores, ndo foram detectadas diferencas (p=0,99; Figura 19C) (Tabela 5).

Tabela 5. Dados da impedancia em Ohm para frequéncias e correntes, com tempo fixo de
10min de estimulacido e 30min de coleta.

Corrente (mA)#

Frequéncia

(H)* 0.5 0,75 1 1.5
0 (CCC) 11303,4+5487,4 11339,3+7507,5 8178,2+2004,9 5685,5 + 838,5
200 (CCP) 86159 £4763,1 6086,4 +1278,4 59953+1592,9  4727,6  562,7
1000 (CCP) 6787,3+1997,8 4387,7+703,0 4198121254 29752 +216,2
5000 (CCP) 6221,3 £1962,3 4480,2+450,5  4462,3+1848,2  3226,1+159,6

CCC, corrente continua; Hz, Hertz, mA, miliampere. * Na anélise considerando a frequéncia em relacdo a
impedancia, p-value= 0,0007; # na andlise considerando a corrente em relacdo a impedancia, p-value=
0,0003; para a interacdo entre a corrente e a frequéncia em relacdo a impedancia, p-value= 0,99.
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Figura 19: Correlacdo em relacdo a impedancia, p-value= 0,0003. frequéncia em relacdo a
impedancia, p-value = 0,0007. Interacdo entre a corrente e a frequéncia em relacdo a impedancia, p-

value = 0,99.



Experimento 2:

Obteve-se maior producdo de suor, por estimula¢io, no tempo de 10min versus
Smin (p=0,0023). O tempo de coleta apds 30min permitiu maiores volumes de suor do
que o tempo de 15min (p=0,0019) (Tabela 6; Figura 20). O experimento 2, apresentou
41,6% (10/24) dos voluntirios com peso de suor insuficiente (<54mg) com tempo de
estimulacdo de Smin contra 4,1% (1/24) dos individuos testados com tempo de

estimulagcdo de 10min (p=0,008).

Tabela 6. Peso do suor (mg) com frequéncias e tempo para estimulagcdo e coleta do
suor, com corrente fixa de 1 mA.

Tempo de estimulagio x tempo de coleta do suor *

Frequéncia (Hz) ’

10 x 30 10x 15 5x30 5x15
0 (CCC) 160 =51 76 £48 187 £ 204 41+9
200 (CCP) 137 £ 31 118 + 144 147+ 45 77 +39
1000 (CCP) 222 +74 138 =70 83 + 88 80 +49
5000 (CCP) 267 +73 164 + 88 111 £30 69 + 63

CCC, corrente continua; Hz, Hertz; mA, miliampere. * Na andlise considerando tempo de
estimulagdo, p-value = 0,0023 (10 > 5 min); * Na anilise considerando o tempo de coleta, p-
value = 0,0019 (30 > 15min). Para frequéncia (p = 0,47), frequéncia*tempo de estimulacio (p=
0,30), frequéncia*tempo de coleta (p= 0,67), tempo de estimulo*tempo de coleta (p = 0,71) e
frequéncia*tempo de estimulo*tempo coleta (p= 0,73) ndo houve associag@o estatistica. (Os
resultados sdo média + desvio padrio).
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Figura 20. Associacdo do peso do suor com o tempo de estimulo, tempo de coleta e frequéncia. A. Variacio
pelo tempo de estimulo. B. Variacdo pelo tempo de coleta. C. Variacao pelo tempo de estimulo e de coleta. D.
Variagdo pelo tempo de estimulo, coleta e frequéncia.
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A impedancia da pele ndo foi influenciada pelo tempo de estimulo do suor
(p=0,24), tempo de coleta de suor (p=0,27), interagdo entre tempo de estimulo e tempo
de coleta (p=0,12). A frequéncia da corrente mostrou associacao inversa com a

impedancia da pele (p<0,0001).

A frequéncia ndo apresentou associagdo com tempo de coleta (p=0,76), tempo de
estimulo (p=0,59), bem como o tempo de coleta e de estimulo em conjunto (p=0,93)

(Tabela 7)

Tabela 7. Dados da impedancia com frequéncias (blocos), tempo de estimula¢do e tempo de coleta
(tratamento), com corrente fixa de ImA.

Frequéncia Tempo de estimulagio* x tempo de coleta do suor*

(Hz) 10x 30 10x 15 5x30 5x15

0 (CCC) 7656,7 £363,1 7527,3+£3199,3 9856,1+2517,7 13030,4 +2641,0
200 (CCP) 6765,5+1271,5 5500,3 £ 697,5 5681,9+1075,2 5795,6 £ 14574
1000 (CCP) 4822,4+ 1280,9 3895,6 £ 117,2 4965,8 £ 613,7 4356,3 £ 882,2
5000 (CCP) 53179+ 8314 5330,1+£3088,6 5376,0£1691,7 5873,9 £ 74,6

CCC, corrente continua; Hz, Hertz, mA, miliampere. * Na andlise considerando tempo de
estimulacdo, p-value= 0,24; * na andlise considerando tempo de coleta, p-value=0,27. Para frequéncia
(p<0,0001), Frequéncia*tempo de estimulacdo (p= 0,59), frequéncia*tempo de coleta (p= 0,76),
tempo de estimulo*tempo de coleta (p= 0,12) e frequéncia*tempo de estimulo*tempo de coleta (p=
0,93) ndo houve associacgdo estatistica.

-Experimento 1 e 2:

As médias dos valores do grau de desconforto avaliados pela EVA foram baixas

e ndo permitiram comparacdes entre as diferentes correntes e frequéncias analisadas.

A temperatura da pele antes da estimulacdo foi maior que apds a estimulagdo

(p=0,0001) (Tabelas 8 e 9).
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Tabela 8. Dados da frequéncia e da corrente em relagdo a temperatura da pele.

Frequéncia(Hz)* Corrente” Temperatura pele Média Desvio
padrio
0,5 Antes 30,9 0,4
Depois 29,3 1,2
0,75 Antes 31,0 0,3
Depois 30,6 1,5
0(CCO) 1 Antes 30,5 0,9
Depois 30,4 0,7
1,5 Antes 31,0 0,3
Depois 30,6 1,5
0,5 Antes 30,9 1,2
Depois 29,6 0,4
0,75 Antes 31,5 3,2
Depois 29,6 1,4
200 T Antes 316 23
Depois 31,2 1,8
1,5 Antes 294 1,8
Depois 28,0 1,4
0,5 Antes 31,8 0,9
Depois 30,7 0,1
0,75 Antes 31,3 0,8
Depois 30,1 0,8
1000 1 Antes 30,4 23
Depois 31,3 1,0
1,5 Antes 30,8 1,0
Depois 31,1 2,0
0,5 Antes 31,4 1,6
Depois 29,3 1,4
0,75 Antes 30,2 0,8
Depois 29,9 0,7
5000 1 Antes 31,6 2,1
Depois 30,3 2,1
1,5 Antes 32,8 1,5
Depois 31,4 0,5

CCC, corrente continua; Hz, Hertz; mA, miliampere. * Na andlise considerando a frequéncia em
relacdo a temperatura da pele, p-value= 0,41; * Na andlise considerando a corrente em relacdo a
temperatura da pele, p-value= 0,54; para a interacdo entre a corrente e a frequéncia em relagdo a
temperatura da pele, p-value= 0,08. Somente o efeito das avaliagdes foi significativo, temperatura da
pele antes maior que a temperatura da pele depois, independente da corrente e da frequéncia, p-value<
0,0001.
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Tabela 9. Dados da temperatura da pele com frequéncias (blocos), tempo de estimulacdo e
tempo de coleta (tratamento), com corrente fixa de 1mA.

Frequéncia(Hz)* Ten}po de Tempode  Temperatura Média Desv~i0
estimulo coleta pele padrao
0 (CCO) 30 min Antes 30,7 0,7
10min . Depois 30,2 0,8
15 min Antes 31,1 2,3
Depois 29,2 1,6
30 min Antes 29,6 14
Smin . Depois 29,3 1.4
15 min Antes 31,6 1,7
Depois 29,2 2,1
200 30 min Antes 31,3 1,1
. Depois 30,4 0,9
10min 15 min Antes 32,2 13
Depois 31,3 2,3
30 min Antes 32,3 1,1
Smin . Depois 30,5 1,0
15 min Antes 29,3 2,1
Depois 28,2 3,5
1000 30 min Antes 29,8 2,1
10min Depois 30,1 1,6
15 min Antes 31,6 2,0
Depois 30,9 1,6
30 min Antes 31,3 1,3
Smin Depois 29,6 0,5
15 min Antes 31,9 2,1
Depois 30,2 1,6
5000 30 min Antes 31,2 2.8
10min . Depois 30,8 2,2
15 min Antes 33,2 3,0
Depois 30,9 2,8
30 min Antes 299 0,9
Smin Depois 29,1 0,3
15 min Antes 29,9 3,1
Depois 29,2 2,2

CCC, corrente continua; Hz, Hertz; mA, miliampere. * Na andlise considerando a frequéncia em
relagio & temperatura da pele com o tempo de estimulo, p-value= 0,47; * Na andlise considerando a
frequéncia em relagdo a temperatura da pele com o tempo de coleta, p-value= 0,58. Para a interacio
entre frequéncia*tempo de estimulo*tempo de coleta, p-value= 0,47. Somente o efeito das
avaliagdes foi significativo, temperatura da pele antes maior que a temperatura da pele depois,
independente da corrente e da frequéncia, p-value< 0,0001.
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A camada de gordura na pele, deduzida pelo IMC, nao mostrou diferenca
estatistica em relagdo a interacdo entre as correntes e frequéncias (p>0,05). A DC

utilizada variou de 0,07 a O,21mA/cm2 (Tabela 10).

Tabela 10. Densidades de corrente (Area do eletrodo)

Correntes Densidade de corrente (mA/em?) % de individuos com peso do suor acima
(mA) de 54mg

0,5 0,07 12/12 (100%)

0,75 0,12 12/12 (100%)

1,0 0,14 12/12 (100%)

1,5 0,21 12/12 (100%)

Todos os individuos saud4veis apresentaram niveis normais de Cl"e Na* no suor.

Pacientes com suspeita e com FC
-Experimento 3:
As mutacdes encontradas no gene CFTR para os pacientes FC estdo descritas,

respectivamente, nas tabelas 11 e 12.
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A - mutagdo associada a FC; B - mutagdo CFTR-RD.

Tabela 11. Mutacdes no gene CFTR em individuos incluidos no estudo. Localizacdo no Gene e na proteina. Classificagdo da mutacdo e sua frequéncia no

estudo. Nomenclatura tradicional e padrio HGVS® das mutag¢oes do gene CFTR também estdo apresentados.

N(;Iﬁr;ic(l)arllt;rat Nomenclatura HGVS® Logjgiiiﬁo Consequéncia Localiz/agﬁo Cdlassifica(iio Classefuncif)nal
<DNA Proteina CFTR® proteica a mutacao da mutacdo

F508del c.1521_1523delCTT p-Phe508del Exon 10 Pointdeletion NBD1 A 11
G542X c.1624G>T p-Gly542X Exon 11 Nonsense NBDI1 A I
R334W ¢.1000C>T p-Arg334Trp Exon 7 Missense TM6 A v
3120+1G>A c.2988+1G>A - IVS16 Splicing - A I
P205S c.613C>T p-Pro205Ser Exon 6a Missense T™M3 A v
1717-1G>A c.1585-1G>A - IVS11 Splicing - A I
2183AA>G ¢.2051_2052delAAinsG p-Lys684SerfsX38 Exon 13 Frameshift RD A I
AS561E c.1682C>A p-Ala561Glu Exon 12 Missense NBDI1 A I
3272-26A>G c.3140-26A>G - IVS17b Splicing - A v
1618T c.1853T>C p.Ile618Thr Exon 13 Missense NBD1/RD A v
R1066C c.3196C>T p-Argl066Cys Exon 17b Missense ICL4 A II
S549R(T>G) c.1647T>G p-Ser549Arg Exon 11 Missense NBDI1 A I
L206W c. 617T>G p-Leu206Trp Exon 6a Missense T™M3 A/B v
G576A c.1727G>C p.Gly576Ala Exon 13 - NBD1/RD B -

* Sequéncia CFTR de referéncia, nimero de acesso: NM_000492.3, o nucleotideo niimero 1 corresponde ao A do cédon de iniciagio ATG, na sequéncia de
referéncia é o nimero 133. Nomenclatura tradicional. (Tabela adaptada de Souza et al., 2012).
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Tabela 12. Gen6tipo das mutagdes no gene CFTR dos pacientes com FC e com suspeita de FC
incluidos no estudo (n=29)

Genétipo Numero de pacientes Yo Porcentagem acumulada
F508del/F508del 3 10.34 10.34
F508del/G542X 2 6.90 17.24
F508del/c.1717-1G>A 1 3.44 20.68
F508del/3272-26 A>G 1 3.44 24.12
3120+1G>A/R1066C 1 3.44 27.56
3120+1G>A/L206W 1 3.44 31
F508del/P205S 1 3.44 34.44
F508del/R1066C 1 3.44 37.88
F508del/S549R (T>G) 1 3.44 41.32
AS561E/AS61E 1 3.44 44.76
G542X/2183AA>G 1 3.44 48.2
G542X/1618T 1 3.44 51.64
G542X/R334W 1 3.44 55.08
G576 A/NMI 1 3.44 58.52
F508del/NMI 2 6.90 65.42
NMI/NMI 10 34.48 100

CFTR = Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator; N = number of patients, NMI = No

mutation identified.

Tanto a CCC quanto a CCP mostraram valores de concordancia com os
resultados de bidpsia retal e screening das mutacdes no gene CFTR. No entanto, o

indice Kappa foi maior para a CCP (Tabela 13).

Tabela 13. Diagnéstico de Fibrose Cistica pelo [Cl no suor pela corrente continua constante e corrente
continua pulsada em comparag¢do ao diagnéstico de Fibrose Cistica por sequenciamento do gene CFTR e pela

bidpsia retal.

Diagnéstico de FC* Cohen’s Erro

Teste do suor  Grupos - Total Valor p ) . Concordéncia
FC (n) Nao-FC (n) Kappa index Padrio

FC 19 5 24 Moderado
CCC 0,006 0,521 0,1658

NFC 0 4 4
Total 19 9 28

FC 19 1 20 Quase perfeita
CCP N <0,001 0,922 0,1851

Nao-FC 0 9 9
Total 19 10 29
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A CCP mostrou correlagdo dos niveis de cloro com a CCC (Figura 19A), o

mesmo nao ocorreu para o peso do suor (Figura 19B).
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Figura 3. (A) Regressdo linear para os valores de CI' (mEq/L) considerando as correntes continua
constante e continua pulsada. No gréfico estd apresentado o diagndstico de fibrose cistica (FC) pela
triagem de mutacdes no gene CFTR e bidpsia retal (cor azul). No estudo foram incluidos 28 individuos. O
coeficiente de correlacio de Spearman foi 0,704, 95% Coeficiente de Intervalo (CI): 0,449 a 0,853
(p<0,001). Para o mesmo gréfico ndo houve associacio entre os testes de CI realizados [corrente continua
pulsada (92,05 + 49,28) e corrente continua constante (92,80 + 31,84)] para os valores de cloro (mEq/L)
(p=0,911). Para a associacdo foi usado o teste T pareado e para a correlag@o o teste Spearman (a = 0,05).
(B) Regressdo linear para o peso do suor (mg) considerando as correntes continua constante e continua
pulsada. Nos gréficos é apresentada diagnéstico de FC pela triagem de mutacdes no gene CFTR e bidpsia
retal (cor azul). No estudo foram incluidos 28 individuos. O coeficiente de correlagdo de Spearman foi
0,213, 95% CI: -0,190 to 0,554 (p=0,30). Para o mesmo grafico, podemos observar valores mais elevados
para o peso do suor na corrente continua pulsada (234.86 + 72.49) que na corrente continua direta (167,34
+ 25,79) (p=0,001). Para a associacd@o foi usado o teste T pareado e para a correlacdo o teste Spearman (o
=0,05).
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6- DISCUSSAO

O TSC € o padrao ouro para o diagnéstico da FC (Taylor et al., 2009; Rosentein,
1998; Rosenstein & Cutting, 2006; Karezeski & Cutting, 1998; Strausbaugh & Davis,
2007; Farrell et al., 2008). No entanto, estudos europeus e americanos, relatam dificuldades
na realizacdo do TSC, principalmente devido a falta de padronizacio do mesmo em
diferentes centros de referéncia e laboratérios de diagndstico para a FC (Mackay et al.,

2006; Cirilli et al., 2008; Kirk, 2000).

Estudos sobre procedimentos de coleta e dosagem dos eletrélitos no suor sdo os
mais abordados na literatura. Por outro lado, a estimulagdo, que € a primeira fase do TSC,

foi pouco estudada (Gibson & Cooke, 1959; Webster, 1983).

Estudos realizados por Okabe et al., (1986); Li et al., (2003) e Huang & Wu (1996)
indicam que iontoforese induzida por CCP ndo € clinicamente desconfortdvel, pois a
despolarizacdo entre pulsos evita que ocorra irritagdo epidérmica. No presente estudo, em
adultos saudéveis, tanto a CCP quanto a CCC ndo foram irritantes. Este achado pode ser
devido ao uso de baixas DC (0,14 a 0,21 mA/cmz) utilizadas para a inducdo do suor

(Huang & Wu, 1996; Li et al., 2003; Okabe et al., 1986).

O uso da CCC pode resultar em polarizacdo permanente da pele durante a
estimulacdo, e reduzir a eficiéncia da administracdo iontoforética, proporcional ao tempo
de aplicacdo da corrente, pelo aumento da impedancia do conjunto eletrodo-pele. A
acumulacgdo desta corrente polarizada pode ser minimizada pela utilizagdo da CCP, que é

entregue periodicamente (Banga & Chien, 1988; Panzade, 2012).
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Durante a fase sem estimulo, a pele fica despolarizada e depois retorna ao estado de
polarizacdo inicial apds estimulacdo. No entanto, Bagniefski e Burnett (1990) mostraram
que maior despolarizacdo da pele pode diminuir a eficiéncia do transporte de drogas, se a
frequéncia de CCP ¢ alta (Bagniefski & Burnette, 1990). No presente estudo, mesmo
frequéncias altas de 1000Hz e 5000Hz comparadas a frequéncias baixas de 0 e 200Hz
foram eficazes para a entrega da pilocarpina na pele e inducdo do suor para a realizacdo do
TSC (p>0,05). Os participantes do experimento 1, 100% (48/48) obtiveram peso de suor

suficiente (> 54mg) com o uso de baixas e de altas frequéncias.

O transporte de entrega da droga depende, entre outras varidveis, da duracdo da
corrente aplicada na iontoforese (Abramowitz & Neoussikine, 1946). Os consensos
recentes sobre o TSC sugerem que o tempo de Smin de estimulacdo seria o ideal para a
estimulagcdo da sudorese (Farrell et al. 2008; Castellani et al., 2009; LeGrys et al., 2007,
Webster, 2001). No nosso estudo, o tempo de estimulacdo de 10min para a inducdo de
producdo de suor acima de 54mg foi melhor do que quando estimulado por apenas cinco
minutos. Este fato estd de acordo com o primeiro estudo da inducdo de suor por iontoforese
(Gibson & Cooke, 1959). No presente estudo, o experimento 2, apresentou 41,6% (10/24)
dos voluntéarios com peso de suor insuficiente (< 54mg) com tempo de estimulagao de Smin
contra 4,1% (1/24) dos individuos testados com tempo de estimula¢do de 10min (p=0,008).
Isto significa que a quantidade de permeacdo da pilocarpina aumenta com o tempo de

aplicacdo da corrente.

E sabido que o suor ndo deve ser coletado por mais do que 30min e ndo menos do

que 20min (Castellani et al., 2009; Beauchamp & Lands, 2005). No presente estudo, o
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maior peso de suor ocorreu com 30min de coleta, preferencialmente com DC de 0,14 e 0,21

mA/cm?>.

Estudos com CCP demonstraram que a forma de onda influencia na permeacgao da
droga sobre a pele. Chen & Chien (1996) estudaram a absor¢cdo do hormoénio liberador do
hormoénio luteinizante (LHRH) utilizando CCC (O,764mA/cm2) e CCP (O,764mA/cm2 e
1kHz) com diferentes formas de ondas. Concluiram que as formas de ondas senoidal e
retangulares foram iguais a CCC no fluxo de permeacdo do hormonio; e que o fluxo
causado por formas de ondas triangulares foi inferior quando comparada com a CCC.
Chien e colaboradores (1989) mostraram que o fluxo da permeagdo da droga estudada foi
eficiente com as formas de ondas senoidal, trapezoidal e retangular (0,33mA/cm2 e 2 kHz).
De acordo com os autores citados anteriormente, Hirvonen (1995) relatou que a
permeabilidade de aminodcidos na pele (lisina e &acido glutamico) utilizando DC de
0,5mA/cm? e frequéncia de 2,5kHz foram iguais nas formas de ondas retangular e senoidal.
Kanebako (2002) demonstrou que a permeabilidade da droga testada foi melhor com o uso

de CCP utilizando frequéncias inferiores a I00Hz e forma de onda retangular e senoidal.

Por outro lado, a forma de onda quadrada foi testada no estudo de Panzade et al.,
(2012) para entrega da droga granisetron, por iontoforese, onde a CCC mostrou ser mais
eficiente em promover a permeacdo da droga. O aumento de eficiéncia da CCC sobre a
CCP pode ser explicado pelo fato de que a quantidade de carga elétrica de permeacao pela
pele é reduzida pela metade, em funcdo da CCP de onda quadrada. No entanto, a CCP foi

considerada menos prejudicial para a pele.
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Em contrapartida, diferentemente dos estudos anteriores, nosso estudo utilizou
forma de onda triangular na CCP e valores menores das correntes. Com o método utilizado
obtivemos pesos adequados de suor para o TSC, caracterizando um procedimento ttil com
a utilizacdo da CCP com formato de onda triangular para o estimulo da sudorese. Este
achado deve constituir um fato significativo de beneficios, principalmente, em lactentes e

criangas, onde ainda a CCP nao foi testada.

O célculo da dose de corrente aplicada sobre a pele do individuo € conhecida como
DC, que € determinada pelo tamanho do eletrodo que deve ser compativel com a drea alvo.
Eventualmente, calculos errados da DC, podem ocasionar, aos pacientes, riscos de irritacdo
da pele e até queimaduras. A DC de 0,5mA/cm? foi descrita como a maxima tolerdvel pelo
homem (Banga & Chien, 1988; Panzade et al., 2012; Chiang et al., 1998; Van der Geest et

al., 1997).

A medida que a DC aumenta, o fluxo de permeacio da droga também aumenta. A
quantidade cumulativa permeada para 0,5mA/cm* na CCC mostrou ser 3,8 vezes maior
quando comparada com a CCP na permeac¢do da droga no estudo de Panzade et al., (2012).
Isto pode ser atribuido ao fato de que um aumento na DC pode causar aumento no

transporte da droga pelos poros da pele.

Nos estudos de induc@o de suor com pilocarpina, publicados na literatura médica,
nds ndo conseguimos identificar os valores de DC. O tnico guideline que sugere valores de

DC para o TSC foi descrito em 2000 (NCCLS), com valores de 0,16 a O,24mA/cm2.
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No nosso estudo, DC entre 0,14 a 0,21mA/cm2 foram eficientes para o transporte de
pilocarpina na pele por iontoforese, induzindo a estimula¢do do suor em 100% dos casos

quando estimulados durante 10min e coletados com 30min.

Entre as desvantagens do transporte de drogas por iontoforese, estdo os riscos de
choques e queimaduras devido ao uso de correntes elétricas elevadas e por longos periodos.
Estes podem ocorrer por fatores como, por exemplo, o contato dos eletrodos com a pele, a
super dosagem, a presenga de lesdes no local de aplicacdo, as alteragdes significativas de

pH e as elevadas intensidades de corrente (Kalia et al., 2004).

Em nosso estudo, nenhum sujeito apresentou efeitos colaterais significativos. Este
fato deveu-se a baixa DC empregada com onda triangular. Portanto, nosso estudo foi
seguro, sem efeitos colaterais causados pela estimulacdo elétrica como, por exemplo,

queimaduras da pele.

As propriedades bioelétricas da pele permitem a aplica¢do de diversas modalidades
de corrente elétrica. A oposicdo oferecida pelos tecidos biolégicos € denominada
impedancia, presente no fluido inter e extracelular, e da reatincia capacitiva das
membranas celulares. Para ocorrer absorcdo da droga na pele, a corrente elétrica deve
vencer a impedancia imposta ao seu fluxo e atingir o tecido alvo com intensidade suficiente

(Bolfe et al., 2007; Kyle et al., 2004).

A pele possui impedancia relativamente alta, estd associada principalmente ao
estrato cérneo (Barry, 2002; Pikal, 1992). Durante a iontoforese, a resisténcia da pele

diminui e a concentracdo de fons no estrato cérneo aumenta, permitindo a permeabilidade
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da droga durante a passagem da corrente elétrica. Ao final do fluxo de corrente, a
concentracdo dos fons no local retorna aos niveis fisioldgicos normais (Curdy et al., 2002).
Nao ha evidéncias de que a amplitude e a duracdo da corrente estardo associadas a
diminui¢do tempordria da impedancia e que, estes fatores, causem diminui¢do do efeito
barreira da pele (Ulreich et al.,1996). No pressente estudo, com os tempos utilizados de 5 e
10min, ndo foram observadas variacdes nos valores da impedancia no sistema pele-gaze-

eletrodo (p>0,05).

O tecido adiposo € mal condutor da corrente elétrica, ocasionando aumento da
impedancia. Embora numerosos estudos relatem que freqii€ncias altas ou baixas ndo
influenciam na diminuicao da impedancia da pele (Bagniefski & Burnette, 1990; Kanebako
et al., 2002; Nakakura et al., 1996). Chien e colaboradores, (1989) relataram que com o
aumento da freqiiéncia do estimulo obtém-se menor impedancia para a pele, o que
concorda com nosso estudo onde CCP, com freqiiéncias de 1000Hz, ocasionou menor
impedancia do conjunto pele-gaze-eletrodo proporcionando producdo de suor adequada.
Porém, os individuos testados nao apresentaram IMC elevados para impedir a permeacao

da pilocarpina e reduzir a produgao de suor (p>0,05).

A corrente elétrica segue o caminho de menor oposicao, sendo assim, a impedancia
da pele determinard a sua intensidade, densidade e o trajeto, podendo alterar as respostas
bioldgicas por ela desencadeadas. A impedancia da pele se altera com a distancia
intereletrodos, o posicionamento, a localizagdo do campo elétrico, a variacio do

comprimento, com a quantidade de dgua e o numero de camadas do estrato cérneo, sendo a
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queratina, a principal barreira a passagem da corrente elétrica (Sagi-Dolev et al., 1995; Zhu

et al., 1998; Chizmadzhev et al., 1998; Ya-Xian et al., 1999).

O posicionamento dos eletrodos também altera a DC. Quanto maior a distancia
entre os eletrodos, menor a DC nos tecidos. O fluxo de corrente prefere as vias com baixa
impedancia, portanto a distancia intereletrodos pode aumentar o caminho para a passagem
da corrente podendo dispersar em seu trajeto entre os eletrodos quando a distancia aumenta
(Nelson et al., 1999; Low & Reed, 2000; Cameron, 1999). A distancia adotada

intereletrodos neste estudo foi de Scm a qual foi adequada para a estimulagdo do suor.

A temperatura ambiente do ar da sala onde foram realizados os experimentos foi
controlada em 25°C, devido a influéncia do aumento da temperatura ambiente levar a

diminuicdo do nivel de hidratacdo da queratina e a espessura do tecido bioldgico

influenciar no aumento da impedancia cutianea (Kubisz, 2001).

O aumento de temperatura no eletrodo € proporcional ao quadrado da DC (Nelson
et al., 1999). Nos avaliamos esse efeito aferindo a temperatura da pele no local de contato
dos eletrodos antes e pds-estimulagdo. Foi observado que a DC aplicada ndao ocasionou o
aquecimento dos eletrodos, e ndo foram observadas queimaduras no local estimulado

(p<0,001).

Atualmente, com a necessidade da realizacdo do TSC, cada vez mais frequente e
precoce, devido a implantagao da TNN em nosso pais, acreditamos que a utiliza¢cdo de CCP

possa constituir um beneficio para lactentes no primeiro ano de vida, devido ao baixo risco
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apresentado. Demonstramos que maiores tempos de estimulo e coleta favorecem a

obtencdo de maiores pesos de suor.

Para melhor avaliagdoda CCP, realizamos o experimento 3 em pacientes com
suspeita e com FC em acompanhamento no nosso Centro de Referéncia, que apresentavam
exames complementares de bidpsia retal e estudos das mutagdes do gene CFTR, bem como
dois ou mais TSC estimulados pela CCC. A CCP mostrou melhor associa¢do com os outros

exames de diagndsticos do que a CCC, respectivamente, 96,6% (28/29) e 82,1% (23/28).

Nas dltimas décadas, numerosos avangos nos conhecimentos genético e molecular
da FC tém possibilitado melhor entendimento fisiopatolégico, conhecimento sobre a

variabilidade clinica e possibilidades de manejo personalizado.

Em contrapartida, os avancos na fisipatologia, tém mostrado a presenca de formas
ndo classicas da FC, surpreendendo pesquisadores da drea que se defronta com um novo

desafio: como diagnosticar pacientes até entdo desconhecidos com FC?

Mesmo com todo conhecimento atual sobre a FC e para o seu diagndstico, nossa
ferramenta bdsica, primordial e histérica, ainda € o TSC, considerado padrdo ouro. A
correta realizacdo deste exame propiciao diagndstico das formas cldssicas (mutacdes de
classes I, IT e III e IV) e, em muitos pacientes com formas ndo cldssicas (classes IV, V e

VI).

Esforcos para padronizar, viabilizar e melhorar as etapas do TSC podera permitir

um menor gasto financeiro, maior consisténcia no diagndstico, estudos multicéntricos
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padronizados, maior confiabilidade nos resultados e perspectivas de novos estudos,
principalmente, para populacdes restritas como recém nascidos, idosos e pacientes com

formas nao classicas da FC.

Ressalta-se que para nossa populagdo, ainda € restrito o diagndstico da FC por
outros métodos, como o sequenciamento do gene CFTR, evaporimetro, diferenca de
potencial nasal e/ou bidpsia retal. Sabemos que estes métodos sdo complementares e que

sendo realizado, o TSC, continua sendo o padriao-ouro para diagndstico da FC.

Nosso estudo mostra que apesar do TSC ser amplamente utilizado e aplicado no
diagndstico de pacientes com FC, ainda constitui um campo de estudos para avaliar e
maximizar a eficicia e a efetividade das etapas de estimulacdo e coleta. Particularmente

para a etapa de estimulacdo que tem sido muito pouco estudada.
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7- CONCLUSAO

A realizacdo do TSC, tanto com CCC quanto CCP, utilizando DC de 0,14 a 0,21
mA/cm? mostrou eficdcia na estimulacdo e promoveu produgdo de suor e peso de suor
adequados para a andlise dos eletrdlitos.

O tempo ideal de estimulacdo e coleta de suor foram, respectivamente, 10 e 30min.

Obtivemos menor impedancia do conjunto pele-gaze-eletrodo na CCP com a
frequéncia de 1000Hz.

Os testes utilizando CCC e CCP ndo apresentaram efeitos colaterais.

O uso da CCP no TSC mostrou maior concordancia na comparagdo com 0s exames

de bidpsia retal e com os estudos das mutagdes do gene CFTR do que a CCC.
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9- ANEXOS

Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: AVALIACAO DAS CORRENTES CONTINUA PULSADA E DA
CONTINUA CONSTANTE PELO METODO DE IONTOFORESE POR
PILOCARPINA EM INDIVIDUOS COM E SEM FIBROSE CISTICA.

Instituicdo: Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.

Eu ,(pai ou

responsavel), portador do RG telefone

residente na rua

bairro cidade por

livre espontanea vontade permito a participacao de
(nome da

crianga).

Este projeto investiga a corrente pulsada, corrente responsdvel por estimular a
producdo de suor na pele da pessoa.

O teste do suor € um exame feito para o diagndstico da Fibrose Cistica. O teste
consiste: na estimulagc@o do suor através de uma corrente elétrica por 10 minutos, na coleta
do suor produzido por até 30 minutos e na andlise da concentragdo de cloro e sédio no suor
coletado. Os riscos de dor, formigamento, queimadura e irritagdo local durante o teste sao
minimos, ja que o aumento da corrente serd feito de forma gradual respeitando o limite

relatado pelo paciente e a pele do paciente sera protegida.
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Os resultados ficaram em absoluto sigilo, estando somente disponivel para pesquisa,
vale esclarecer que o paciente podera abandonar a pesquisa a qualquer momento, mesmo
apods a assinatura deste termo.

Sei que com este estudo ndo receberei nenhum beneficio financeiro para que esses
procedimentos sejam realizados.

Autorizo a aplicagdo desta avaliagdo e depois, poderei ser comunicado sobre os
resultados, como retribuicdo por esta prestacao de servigco. Sei que em qualquer parte deste
estudo poderei ter acesso aos pesquisadores desta pesquisa para resolver qualquer duvida.
Além disso, sei que receberei uma coOpia desse Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido por mim assinado.

Declaro que li esse documento e sempre que tiver alguma divida sobre esse estudo,

serei prontamente esclarecido sobre o mesmo pelos pesquisadores.

Assinatura do Responsavel

Pesquisadores Responsaveis:

Carla Cristina Souza Gomez Telefone: 19- 3521 8983

Prof.Dr. José Dirceu Ribeiro Telefone: 19-3521 8983

Em caso de dentincias e/ou reclamagdes referentes aos aspectos éticos da pesquisa entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) pelo telefone 19-35217187.
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Anexo 2: Comité de Etica em Pesquisa

Plalatonma Brasd - Minstdiho O Sadda

i L de L ____ e - _I-____/|
PROJETO DE PESOLUISA

Titule: Avaliaghs da comans pulsais poln Ml o InIDANass pof RINCIPENG O Pacionias oo
b ChElhea.
Ared Temdtssal
Pasqguissdor CARLA CRESTING BEOUTA GOMET Vembo: I
ek lituingdio! Hoopial o Clnca: - UNICAMF CAAE 05484417 BOOOD 204

PARECER COMSUBSTANMCLADD DO CEP

Hiimiand &8 Parecer: BE30
Dl da Relsada:  P0A0AC0H2

Ageusaniag o do Projete:

Dussihio g0 ebiidd: sand edparimaal com & MerangBo am ndividus com & sem FC atompanhados mo
Brnbiilaidan g FC do HOGFCRMUMICARMP. Tamanten Siridiral sorby avaliados P60 pachnhes O & sam FC
i Simanhamenne no Arnbuk s dea FC do HCAUMICAWP, 7 ancd & 20 anos 3 Made OF volamlirios serdo
RS PSSl GPUP0ST B T o 10 ands N = 40 sendn 20 com FC @ 20 sem FC 0] 11 & 14 Gnes - B = 40

sandn 20 pom FC & 20 sam FC o) 15 & 17 anis - M = 80 sendo 20 com FC o 20 sem FC d] 18 a 20 anos - M =
40 sands 20 com FC & 20 san FC. Vaniees Ealidalss: AS vaidves eslafedas serlo analsadas arasis o
daddn oololndts POF UM N it indutsd do Sudohota pokd Malods & iomofohdss Doi plodaiping j@
CHiadn &M Possd |labarmdnio. O procedimants niciand com & rgaza da pela o0 iy aid COm e destilada e
SECRIET SO (a2, o eloindos uilzedos na pelquisa Serdo 9o 3o oom S0mm QU Seri oo e main
g presihies, sobfe @ gazo embebeds em Solugdo 9 niras de pilocanping (ekendo poailren] @ dcido Sulflnoo
0,004 H [sletrodn: Miage ie). ESke procedimanto sats dividido om duas elapas, o rimene slaps sets ralizata
um gnepo condrols com 15 individuos sem FC vaniandd 3 inlonsidads 42 corenis conlinu consiania a da
COPTantE conlingg pilsata (100 & SO00 HzpA oomaime condnue corfdlanie sard apiada am om aniebrag & a
CorTaiTe cOntiniua pelsada nd Ui antebiags OO pRlienis Una 0o cada vaZ & fn 08 anconifad @ intenskdada
GUE DErE Mands desconiono @ produz maiy uanidade 08 Sedr & & segunda elapa sem realizada em 160
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=31 & i e . mpdrl‘n Faliradd Clefh UM ngE Quandd et et Salur el
di EUDT & San anclado o lemgs da colsia, poeiaiomants & pagsl Send petado am Balanga digilal pamn
averiguardo 03 masta o suor. Em saguida, o paps send colooadd @i um VR0 Do [ampa junio 3 S3ua
dustlads & velads com plishico para sar entaminhado para & andiss laboraionial do sbiio o 0 oo, &

e ClorD SR madela @iraves do TRulachs da o @ & ooncEniTaas de ShaD Sad dolerineaia
Py Foddmain e chama (nesuliados em mmolL ) (Aneen 14 avaliapdo 90 doscondono serd realizada arersds
g Ui ebcala visual analdgioa-EVADY ondd O PaCKTE S0 QUESTOnG o QUi ol S grau 0o dusconiom
Sando gus O signiiica ausbneia ol de dor @ 10 o néval 9o dof masima suporidyel palo pacients (ANEXD
Z) Saleclo dos Bujoeica: O individuos Segin ashedo Sardo packnios oxm @ sam FC aompanbados pelo
Brnldatdiii: i FC dio Hospital de Chinicas &8 Facddass fo CHlmcias Madicas da Unkorsidads Ectadual da
(T i M.

Dbjetive da Pesquisa:
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Anexo 3 - Ficha de dados e dosagem do suor

TESTE DO SUOR PARA DIAGN()STICO DE FIBROSE CISTICA:
COMPARACAO DA CORRENTE CONTINUA CONSTANTE COM A CORRENTE

CONTINUA PULSADA
Paciente:
RG:
Data de Nascimento:___ / / Idade (anos e meses):

Sexo: M( ) F()
Ascendéncia:

Mae: ( )européia ( ) africana ( )asidtica ( )indigena e ( ) outros

Pai : ( ) européia ( ) africana ( )asidtica ( )indigena e ( ) outros

Raca:
Branca ( ), Pardo ( ), Negro ( ) e Oriental ( )

Diagndstico:

Resultados do teste de Suor
1) Corrente continua constante

Na: mmol/l Massa do suor: (mg) CI: mmol/l

2) Corrente continua pulsada

Na: mmol/l Massa do suor: (mg) CI: mmol/l
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Anexo 4- Avaliacao do Desconforto a Estimulacao Elétrica

Paciente:

RG:

Data de Nascimento:__ / [/ Idade (anos e meses):
Sexo: M( ) F()

Avaliacao do Desconforto a Estimulacao Elétrica

Altura: Peso: IMC:

Etnia: Branca ( ), Pardo ( ), Negro ( ) e Oriental ( )

ESCALA
VISUA

ODERADA

5 6

ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA
ANALOGICA — EVA

1) Braco direito:
Tipo da corrente:_____ corrente:____frquéncia:
tempo de coleta

analise do desconforto:

1" descri¢do do

desconforto:

tempo de estimulagdo:

5" descri¢do do
desconforto:

10" descri¢do do
desconforto:

2) Braco esquerdo:
Tipo da corrente:_____ corrente:_____ frquéncia:
tempo de coleta

analise do desconforto:

1" descri¢do do

desconforto:

tempo de estimulagdo:

5" descri¢do do
desconforto:

10" descricdo do desconforto:

I=
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Apéndice 1- Historico Escolar

10- APENDICES

O' UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS n

Diretoria Académica

Histdrico Escolar

LI R

Home Registro Académico

Carla Cristina Souza Gomez 106353

Documentn de Identidade CPF Nascimento Sexo
40345000-0-5P 353.967.538-89 08/10/1385 Feminina
Naturalidade Macionalidade

Franca - 5P Brasileira

Dados do Ingressa Mfival

Curso: 44 - Mestrado em Sadde da Crianca e do Adolescente Mestrado

Area de Concentragho

AB - Sadde da Crianga e do Adolescents

Reconhecido pela Portaria MEC n® 1077 de 31/08/2012

Forma da ingrasso MisfAno da Ingrassa
Exame Selecao Pos-Graduacao 082012

Escola Anterior Mas/Ano da Concluslo
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP 12/2010

Situacio no Curso Ano de Catflogo  Ano da Turma
AB - Saldde da Crianca e do Adolescents W12 b1y e
Cursp em andamento
|Prazo para Intagralizacho Coaficlante da Randimanto (0 a 4)
012015 4.0
Aptidio em Lingua Estrangeira Data Resultado
inglés 30F10/2012 Aprovado
Exame de Qualificaclo Data Resultado
Geral 16/05/2014 Aprovado
Tema da Banca

Avaliacdo da corrente pulsada e continua pelo méetodo de ionoforese por pilocarpina para estimulacao e coleta de suaor]

ComissBo Examinadors - Exame de Qualificaclo

Prof Doutor josé Dirceu Ribeirg

Orientador [es)

Prof Doutor josé Dirceu Ribeirg
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6 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS ‘

Diretoria Académica Clrstmria Acsbimica

Historico Escolar

Nome Reglstro Académico
Carla Cristina Souza Gomez 106353

Aproveitamento de Estudos

1% Semestre de 2013
Céhdige Nome da Disclplina Conc. CH Crd Situacho
MP&45 Metodologias de Pesquisas Aplicadas a A 45 3 Aprovado por Nota e Freguéncia

Salde da Crianca e do Adolescente

Carga Horérla

Total da Carga Horéria Completada Total da Carga Hordrla Supervisionada Total de Créditos
210 210 14
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Apéndice 2: Certificado PED

&

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS ‘

Diretoria Académica

Dirwinre beadibme s

Certificado
Nome Registro Acad&mico
Carla Cristina Souza Gomez 106353
Documento de Identidade CPF Nascimento Sexo
40348000-0 - 5P 353.967.538-89 08/10/1985 Feminino
Naturalidade Nacionalidade
Franca Brasileira
Dados do Ingresso Nivel
Curso: 44 - Mest. Salde da Crianca e do Adolescente Mestrado
Area de Concentracio
AB - Salde da Crianca e do Adolescents
Reconhecido pela Portaria MEC n® 1077 de 31/08/2012
Forma de Ingresso Perfodo de Ingresso
Exame Selecao Pds-Graduacao 2572012
Escola Anterior Més/Ano da Conclusdo
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP 12/2010
Situacdo no Curso Ano de Catilogo Ano da Turma
Curso em andamento 2012 2012
Certificado

A Universidade Estadual de Campinas, de acordo com a Resolugdo GR n2 31 de 07-07-2010, certifica que a
interessada participou do Programa de Estidgio Docente - Pds-Graduagao - PED, no Grupo C - Atividades de Apoio a
Docéncia Parcial, no segundo periodo letivo de 2013, com carga horaria de 08 horas semanais, sob supervis3o da Profa
Doutora Mariana Parto Zambon, da Faculdade de Ciéncias Médicas, desta Universidade, na(s) disciplinals) e turmals)
especificada(s) abaixo.

Disciplinas

Cddigo Turma Nome
MDg941 D Atencdo Integral a Sadde da Crianca e do Adolescente |

69



Apéndice 3: Submissao em Periédico

Article title: Evaluation of pulsed direct currents and direct constant by iontophoresis of
pilocarpine in individuals with and without cystic fibrosis

MS ID : 3404393751331076

Authors  : Carla CS Gomez, Maria F Servidoni, Fernando AL Marson, Paulo JC
Canavezi, Adriana M Vinagre, Eduardo T Costa, Maria AGO Ribeiro, Antonio F Ribero,
Francisco U Vieira Jr and Jose D Ribeiro

Journal : BMC Medicine

Dear Miss Gomez
Thank you for submitting your article. This acknowledgement and any queries below are
for the contact author. This e-mail has also been copied to each author on the paper, as well

as the person submitting. Please bear in mind that all queries regarding the paper should be
made through the contact author.
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Apéndice 4: Publicacoes de abstracts/resumos em anais de congressos

36th EURDPEAN CYSTIC FIBROSIS CONFERENCE 12 - 15 JUNE 2012
| LISBON, PORTUIGAL

ECFS 2013 ABSTRACT
CD-ROM

Jou.rnal of Cystm
FIDrosIs

The Offica Journal of the Eurapean Cystic Fibrosis Society
Volume 12 (2003) Supplement 1

Abstracts of the

36th European Cystic Fibrosis Conference
Lisbon, Portugal, 12—15 June 2013
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ng/Diagnosis 557

Clinical outcomes of cystic fibrosis patients during their first year
of life after neonatal screening implementation

C.C.S. Gomez!, M.E Servidoni!, 1E Souza!, M.A.G.0. Ribeiro!, A.A.D.C. Toro?,
A M. Vmagre] .M. Gotol, RIN. N-:-gueiml ,C.E. Lmr}r3, G. Hessel?, 1.D. Ribeiro!,
A.E Ribeiro!. !State University of Campinas — Medical School, Pediatrics,
Campinas, Brazil, 2 State University of Campinas, Pediatrics, Campinas, Brazil;
3 State University of Campinas — Medical School, Microbiology, Campinas, Brazil,
4 State University of Campinas — Medical School, Campinas, Brazil

Objectives: To assess the diagnostic and clinical outcomes of infants in their first
year of life, followed up after cystic fibrosis newborn screening (NS).

Methods: A transversal and descriptive study including 24 infants followed up
from 2010-2012 that were screened by immunoreactive trypsinogen (IRT) tests
in 2 measurements in the first month of age with the cut-off value =70 ng/ml
and positive sweat chloride test (SCT). The clinical outcomes were assessed in
the months 0, 3, 6, 9, 12. All received similar treatment. Among 24 infants:
16 were male and 21 Caucasian. 3 died. IRT was realized during the first week
and in the 3rd or 4rt week of life. The mean values were: IRT1 = 191 ng/ml
and IRT2=207 ng/ml. The mean values of SCT werel(0.3 and 110mEg/. 90%
presented respiratory manifestations and 33.33% had pulmonary colonization by
P aeruginosa. All 24 patients had digestive manifestations with 21% of steatocrit
mean values. In the first month of life, 16.66% and 12.5% of them had already
been hospitalized for respiratory disorders and meconium ileus respectively. The
most critical clinical health condition happened between 3 and 6 months of life, in
which 45.83% were hospitalized (20.83% and 25% with metabolic and respiratory
disorders). In the evaluation of 0, 3 and 6 months of life all infants presented one or
more of: diarrhea, malnutrition, weight percentile <3, persistent cough, dehydration
and pulmonary exacerbations. No patient had the characteristics mentioned above
at the age of 9 and 12 months.

Conclusion: The NS contributed for a good nutritional status, improvement of
metabolic and respiratory conditions and lack of hospitalizations after 6 months of
age.
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