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RESUMO

Introducao: A fibrose cistica (FC) é uma doenga hereditaria autossémica recessiva,
com expressividade variavel, progressiva, cujo defeito ocorre no gene que codifica a
proteina de mesmo nome cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
que funciona como canal de cloro. As manifestacdes clinicas variam segundo o tipo de
mutacao genética e ambiente. O diagnéstico da FC baseia-se em achados clinicos
multissistémicos, antecedentes familiares, niveis elevados de cloro no teste do suor (TS)
e rastreamento neonatal. A confirmacao da FC é feita por testes de suor alterados e/ou
identificacdo de duas mutacdes no gene CFTR. Os estudos bioelétricos (biopsia retal,
estimulagao B-adrenérgica da glandula sudoripara e diferenca de potencial nasal) sao
uma nova op¢ao, uma vez que podem expressar a funcao do canal CFTR que, somados
ao TS e quadro clinico, contribuem para o diagnéstico in vivo. Todavia, os estudos de
estimulagcdo B-adrenérgica da glandula sudoripara (Evaporimetria) existentes foram
realizados apenas na populacdo americana e canadense. Objetivo Geral: Estabelecer
valores de secregao de suor por estimulagéo B-adrenérgica em pessoas saudaveis na
cidade de Campinas/SP. Método: Estudo experimental, de corte transversal, em 60
sujeitos higidos, entre 18 e 70 anos, com mediana de idade de 26 anos, 57 individuos
foram incluidos no estudo, e foram submetidos a dois testes de evaporimetria e dois TS,
nos bragos direito (BD) e esquerdo (BE); coleta de sangue para sequenciamento
genético, e espirometria, no periodo de abril de 2016 a novembro de 2017. Resultado:
Houve correlagéo positiva e significante dos testes entre bragos, porém a concordancia
nao ocorreu para a razao B-adrenérgico/Colinérgico e a dosagem de cloro. Os valores
da secrecdo de suor por estimulacdo B-adrenérgica nao variaram em relagcdo ao
membro dominante, pratica de atividade fisica e periodo de ciclo menstrual. Houve
influéncia da umidade no estimulo 3-adrenérgico e da temperatura no teste do suor.
Variaveis antropométricas e o sexo influenciaram na resposta ao estimulo B-
adrenérgico, sendo maior nos homens que nas mulheres. Houve correlacao
fraca/moderada entre marcadores da espirometria com o resultado do estimulo (-
adrenérgico e a dosagem de cloro. O teste foi tolerado, e a dor foi referida como leve
em mais da metade dos testes. Conclusao: A secrecdo de suor por estimulo B-
adrenérgico da glandula sudoripara apresentou comportamento diferente dos estudos
anteriores. Acreditamos que nossos achados devam ser tidos como base para
referéncia para nossa populacao, no caso da avaliagcdo de saudaveis com auséncia de
variantes patogénicas do CFTR. Por ser reprodutivel, o estimulo B-adrenérgico podera
ser implementado como nova ferramenta de diagnéstico da FC e seu uso para avaliar a
funcédo da CFTR deve ser estimulado em ensaios clinicos.

Palavras chave: Fibrose cistica; Evaporimetria; Diagnostico; Secrecao de suor por
estimulagao B-adrenérgica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive hereditary disease with
variable, progressive expressivity whose defect occurs in the gene that codes the protein
with the same name cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) that
functions as a chlorine channel. Clinical manifestations vary according to the type of
genetic mutation and environment that the individual lives. The diagnosis of CF is based
on multisystemic clinical findings, family history, high levels of chlorine in the sweat test
(TS) and neonatal screening. Confirmation of CF is made by altered sweat tests and / or
identification of two mutations in the CFTR gene. Bioelectrical studies (rectal biopsy, B-
adrenergic stimulation of the sweat gland and nasal potential difference) are a new
option, since they can express the function of the CFTR channel, that along with TS and
clinic, contribute to in vivo diagnosis . However, studies of B-adrenergic stimulation of
the sweat gland (Evaporimetry) were performed only in the American and Canadian
populations. General objective: To establish sweat secretion values by B-adrenergic
stimulation in healthy people in the city of Campinas / SP. METHODS: Experimental
cross-sectional study of 60 healthy subjects aged 18 to 70 years, median age of 26
years, 57 subjects were included in the study, and were submitted to two tests of
evaporimetry and two TS, in the right arm (BD) and left (BE); blood was collected for
genetic sequencing, and they did spirometry test. Tests were done from April 2016 to
November 2017. RESULTS: There was a positive and significant correlation between
arms tests, but concordance did not occur for the B-adrenergic / cholinergic ratio and the
dosage of chlorine. The values of sweat secretion by B-adrenergic stimulation did not
change in relation to the dominant limb, physical activity practice and menstrual cycle
period. There was influence of moisture on the B-adrenergic stimulus and temperature
on the sweat test. Anthropometric variables and sex influenced the response to the [3-
adrenergic stimulus, being higher in men than in women. There was a weak / moderate
correlation between spirometry markers with the B-adrenergic stimulus result and the
chlorine dosage. The test was tolerated, and pain was reported as mild in more than half
of the tests. CONCLUSION: Sweat secretion by B-adrenergic stimulus of the sweat
gland presented different behavior from previous studies. We believe that our findings
should be taken as reference for our population, in the case of healthy evaluation with
absence of pathogenic variants of CFTR. Because it is reproducible, the 3-adrenergic
stimulus could be implemented as a new CF diagnostic tool and its use to evaluate the
function of CFTR should be stimulated in clinical trials.

Keywords: Cystic fibrosis; Evaporimetry; Diagnosis; Sweat secretion by (3-adrenergic
stimulation.
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17

1. Introducao

A fibrose cistica (FC) & uma doenca hereditaria, autossémica recessiva,
multifatorial, progressiva com predominio na populacédo caucasiana. Os relatos
acerca da origem dessa doenca datam da idade média, quando se atribuia um
carater de feiticaria e mau agouro as criancas que quando beijadas
apresentavam um gosto mais salgado no suor, uma vez que essas criangas
vinham a ébito precocemente (Quinton & Bijman, 1983). Na mesma época houve
relatos de um tipo de indigestdo crénica que afetava criancas de 1 a 5 anos;
Landsteiner, em 1905, publicou estudo associando ileo meconial a enfermidade
pancredtica. No inicio do século 20 comecgou a se associar a fun¢ao pancreatica
anormal com diarreias e doencga pulmonar, e a se observar uma prevaléncia de
casos congénitos em uma mesma familia. Em 1946, Anderson e Hodges
descobriram a heranga autossémica recessiva que caracterizavam a FC como

uma doenca genética (Anderson & Hodges, 1946).

O defeito no gene CFTR, que codifica uma proteina também denominada
CFTR, foi descoberto em 1985 apds esforgos conjuntos de trés laboratorios.
Posteriormente, foi comprovado que essa proteina funciona como um canal de
cloro (Bear et al., 1992) e também de bicarbonato, com interagdo na secrecao
de outros ions como sodio (Na*) (Quinton PM., 2017). Essa proteina é expressa
nas células epiteliais de varios 6érgaos: no trato respiratério, digestorio, nas
glandulas salivares e sudoriparas e no aparelho reprodutor masculino. Na FC a
funcdo dessa proteina esta diminuida ou abolida. A intensidade das
manifestacdes clinicas varia de acordo com o tipo de mutacao genética e o

ambiente onde estes individuos vivem.

A doenca é rara, e tem predominio na populacao caucasiana do mundo,
com uma reconhecida heterogenicidade na distribuicdo geogréfica. Ela é mais
prevalente na Europa, América do Norte e Australasia. E incomum na populagdo
arabe, no leste asiatico e na Africa, com excecdo da populacdo descendente de
europeus que habitam essas regides (Mehta G, et al 2010). A incidéncia
estimada é de 2500—4000 em nascidos-vivos (Amaral, MD 2015) afetando assim
mais de 85.000 sujeitos em todo o mundo. Observa- se na Figura 1 a prevaléncia

e as mutacdes mais comuns de nascidos vivos com FC.
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Figura 1. Prevaléncia de nascidos vivos com Fibrose Cistica e as mutacées comuns com
excecao da F508Del. Adaptado de O’Sullivan BP, Freedman SD, 2009.

No Brasil, devido a grande miscigenagao racial, a incidéncia varia de

acordo com a regiao estudada (Figura 2) e a FC pode se manifestar em qualquer

populacao, sendo a incidéncia estimada de 1:10.000 nascidos vivos e chegando

préxima a incidéncia da populagdo europeia na regidao sul (Ribeiro JD, et al

2002).
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580 Paulo 1.027
Minas Gerais 427
Rio Grande do Sul 408
Bahia 406
Rio de Janeiro 262
Parand 231
Santa Catarina 182
Pard 140
Espirito Santo 125
Ceara 107
Goids 67
Distrito Federal 66
Pernambuco 66
Mato Grosso do Sul 40

Figura 2. Distribuicao dos 3554 pacientes com diagnostico de Fibrose Cistica quanto a
regido de nascimento. Registro Brasileiro de Fibrose Cistica, 2014.
http://portalgbefc.org.br/wp-content/uploads/2016/11/Registro2014_v09.pdf. Acessado em
20/9/2018.

Atualmente sdo descritas aproximadamente 2.000 mutacdes do gene
CFTR (Farrell PM. et al 2017). Podem-se dividir as mutacbes em classes, de
acordo com a producéo, trafego, funcao e estabilidade da proteina CFTR. A
divisdo em classes € didatica e auxilia a elaborar estratégias terapéuticas para o
tratamento do paciente com FC (De Boeck K, 2011). A F508del é a mutacao
mais prevalente em todo o mundo (Figura 3), incluindo o Brasil (Bonadia et al.,
2014). As mutacoes sao responsaveis pelo fenotipo da FC.
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Sequénciade Sequénciade
Cromossomo 7 nucleotideos no aminoacidos da
gene CFTR proteina CFTR
— A
é ]. Isoleucina 506
A
T ]- Isoleucina 507
c
1 Delecao de trés
T ]' Fenilalanina 508 pares de bases
T
e ]. Glicina 509
Ge R T
G
L }J ]- Vvalina 510

Figura 3. Gene da fibrose cistica localizado no braco longo do cromossomo 7. A mutacao
F508del, ocorre quando ha uma delecao de trés pares de base, acarretando na perda do
aminoacido fenilalanina na posicao 508 da proteina CFTR (Fonte: Goncalves et al., 2013
[Dissertacao]).

De acordo com o banco de dados do CFTR2/CFTR2, dentre as 2000
mutacdes descritas até o momento, 374 foram associadas a disfuncdo da CFTR
e estao distribuidas como a seguir: (I) 312 sabidamente causam FC; (Il) 36
causam consequéncias clinicas variaveis; (lll) 13 ndo causam FC classica e (IV)

13 tém significado desconhecido (https://www.cftr2.org).

As mutacgdes sao classificadas de acordo com o efeito na expressao da
proteina CFTR e predispdem a maior ou menor gravidade clinica (Kuhnl & Faucz,
2005). Atualmente, ja é aceita a divisao em 7 classes (Figura 4) (De Boeck K,
2017).

As mutacoes de classe | sdo as mais graves, causam defeitos na sintese
da proteina, gerando proteinas incompletas (truncadas). Existe produgédo de um
RNA defeituoso, que acabard por ser degradado. Isso pode ocorrer por
alteragcdes nos sinais de splicing, por mudangas nas matrizes, ou pela formacao
de codons de parada prematura, que levam a degradacao do RNAm (Gonska T,
et al, 2018). Na classe | (anterior IA) existe producdo de um RNAm que acabara
por ser degradado, enquanto que na classe VIl (anterior IB), ndo existe sequer
producéo de RNA (Gonska T, et al, 2018).

Nas mutagdes de Classe Il, que incluem as de maior frequéncia para a
doenca, a F508del (Knowles M, et al 1981), a proteina € transcrita, mas néo sofre

processo de maturacao e migracao até a membrana plasmatica, ela fica retida
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no reticulo endoplasmatico por um mecanismo de “controle de qualidade” e é
posteriormente degradada prematuramente no complexo de Golgi, afetando o
trafego da proteina e impedindo a sua migragéo até a membrana celular. Nesta
classe ha um comprometimento severo da fungao da proteina CFTR.

As mutacdes de classe Il estdo associadas a regulacao alterada no canal
de cloro, caracterizada pelo bloqueio do transporte ibnico, devido a incapacidade
de abertura desse canal. A proteina é produzida e transportada até a membrana
celular, porém nao responde a estimulacao do cAMP, por defeitos na fosforilacao
por cinases no dominio regulador (Keenan K, 2014). Como consequéncia ha

uma alteragédo da regulagéao do canal e diminuigdo de sua atividade.

Nas mutacdes de classe IV o gene codifica uma proteina que é
transportada para a membrana celular e responde corretamente aos estimulos
pela adenosina trifosfato (ATP), porém o fluxo de cloreto e bicarbonato é
reduzido (Gonska T, 2018).

As mutacodes de classe V estdo associadas a menor sintese de CFTR; ela
produz proteinas normais, porém em quantidades reduzidas que alocadas na
membrana possuem pequenos niveis funcionais, produzindo uma secregao
residual da concentracdo do ion cloreto ([Cl]) (Keenan K, 2014). Niveis de
expressao de pelo menos 5% de RNAm normal estdo associados ao melhor
progndstico da doenga (Gonska T,2009)

As mutacodes de classe VI levam a producao de proteinas que possuem
tempo de permanéncia reduzido na membrana apical das células em virtude da
baixa estabilidade (Quinton P, 2012). Isso pode ocorrer pelo aumento da
endocitose da proteina ou diminuicao do seu processo de reciclagem de volta a
superficie celular (Derichs N, et al 2010).
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Figura 4. Classificacdo das mutacoes do CFTR e respectivas estratégias terapéuticas
(reproduzido De Boeck e Amaral ( Derichs N, et al 2010)).

Recentemente tem se discutido muito acerca das informagdes referentes
ao fendtipo e gendtipo envolvendo a FC. Os consensos tém sido atualizados e
buscam harmonizar a terminologia envolvida na FC juntamente com os critérios
diagnésticos (De Boek et al,2017).

A classificagdo mais recente, divide os fendétipos em:

a) FC;

b) Sindrome metabdlica relacionada a CFTR (CRMS, do inglés CFTR-Related
Metabolic Syndrome) ou diagnéstico inconclusivo pds triagem neonatal
(CFSPID, do inglés Cystic Fibrosis Screen Positive Inconclusive Diagnosis);

c) Doencas relacionadas a CFTR (CFTR-RD-do inglés, CFTR-Related
Disorders).
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Os termos FC classica / nao classica, FC tipica / atipica e FC tardia devem ser
evitados pois ndo ha uma definicdo de consenso, embora ainda sejam utilizados

em alguns estudos e na sociedade europeia (Farrell PM, 2017).

A FC pode caracterizar-se por sintomas graves, em que ha presencga do
suor salgado, insuficiéncia pancreatica (IP) exoécrina acompanhada de
esteatorreia e desnutricdo, obstrucao de ileo terminal por mecénio espesso,
doenca hepética crbnica e cirrose biliar associada a hipertensao porta (Ribeiro
et al., 2002, Levy e Farell, 2015). O comprometimento pulmonar é progressivo e
a doenca pulmonar obstrutiva € de intensidade variavel. Todavia é determinante
para o progndstico do paciente e a principal causa de Obito. As alteragdes do
sistema reprodutor consistem em azoospermia em 95% dos homens com FC
(Moskowitz et al., 2008).

A FC pode se apresentar dessa forma mais caracteristica, que acarreta
maior gravidade, porém podem também ocorrer manifestacées mais tardias
(cerca de 10% a 15% dos doentes FC), associadas a suficiéncia pancreética,
refletindo alguma taxa de funcédo da CFTR, pancreatites recorrentes, sintomas
respiratérios ou otorrinolaringoldégicos crénicos mais brandos e/ou tardios e
azoospermia, que corresponde a uma doengca mais suave e com melhor
prognostico. Nesses casos, o exame do suor pode ser normal, limitrofe
(borderline) ou com valores anormais, porém com valores mais baixos dos que
com fendtipo mais severo, trazendo por vezes dificuldades no diagnéstico
(Quinton et al., 2012; Levy e Farell, 2015; De Boek et al, 2017).

Os pacientes com Sindrome metabdlica relacionada a CFTR (CFTR-
Related Metabolic Syndrome - CRMS) ou diagndéstico inconclusivo pds triagem
neonatal (CFSPID) definem a mesma condicao: possuem resultado positivo para
o Teste de Triagem Neonatal (TTN) e testes genéticos ou funcionais
inconclusivos. Ambos devem ser usados apenas para sujeitos com TTN positivo
sem caracteristicas que preencham critérios diagnésticos para FC, ou seja:
crianga com TTN positivo e TS < 30 mmol/L e 2 mutacdes, em que pelo menos
uma delas se relaciona as caracteristicas fenotipicas nao definidas, ou valor
intermediario do TS (30 a 59 mmol/L) e uma ou nenhuma mutagao causadora
de FC (Levy e Farell, 2015). Os pacientes classificados neste grupo deveréao
repetir o TS num centro especializado em FC, manter seguimento por
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especialista a fim de detectar caracteristicas clinicas que poderdo aparecer ao
longo do tempo, ter a indicacdo para sequenciamento genético préprio (gene
CFTR) e de familiares, assim como a realiza¢ao de testes bioelétricos.

Existem algumas situacoes clinicas, associadas a disfuncédo da proteina
CFTR, que sdo chamadas de doengas relacionadas a CFTR (CFTR-RD) pois
nao preenchem os critérios diagndsticos para a FC (Bombieri C, 2011). Podemos
citar dentro deste grupo de doencgas: auséncia bilateral congénita dos ductos
deferentes (CBAVD), bronquiectasias difusas, pancreatite crénica ou aguda
recorrente, rinossinusite e Aspergilose Broncopulmonar Alérgica (ABPA)
(Dequeker E, 2009). Sao doencas ainda pouco estudadas quanto ao
envolvimento da proteina CFTR e de outros transportadores transmembrana e
cuja fisiopatologia merece uma atencao por parte dos clinicos e pesquisadores
quanto ao diagndstico, progndstico e tratamento (Levy e Farrell, 2017).

A classificacdo das doencas que expressam o defeito no gene CFTR é
complexa, ndo sé por causa das varias mutacbes até hoje descritas, mas
também porque a sua expressdao fenotipica pode ser modulada por
polimorfismos e variagdes nao classificadas (De Boeck K, 2013). Os
polimorfismos em outros genes, somados ao meio ambiente, atuam modificando
a expressao clinica da FC (De Boeck K, et al 2006). Sao varios os genes que
atuam modulando a gravidade clinica da FC, acarretando um amplo espectro
fenotipico (Boyle MP, 2003; Noone PG, 2001) e fazendo com que a relagédo entre

a mutacao genética e o fenotipo néo seja tdo exata (Ooi C, et al 2014).

Nos ultimos anos, os avancos no diagnéstico e na terapéutica,
propiciaram um aumento na expectativa e melhora na qualidade de vida dos
pacientes portadores de FC (De Boek et al, 2017). O diagnéstico classico da FC
(85% dos casos) é confirmado pelo TS em duas dosagens ([ClI] 260mEqg/L) e ou
pela deteccdo de duas mutacdes para FC, associados a achados clinicos com
dois acometimentos multissistémicos (manifestagbes pulmonares e/ou

gastrointestinais, desnutri¢céo e infertilidade no homem) (Farrell, 2008).

A fim de padronizar definicbes e terminologias utilizadas para a FC e
transtornos relacionados a CFTR, a Cystic Fibrosis Foundation convocou 32
especialistas em diagnostico de FC de nove paises diferentes com o objetivo de
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elaborar diretrizes diagndsticas e estabelecer recomendacgdes (Figura 5) com a
aprovacao de ao menos 80% de votos favoraveis entre os participantes (Farrell
PM, 2017; Sosnay PR,2017). As Figuras 5 e 6 trazem um resumo do consenso
para a formacgao de diagnéstico para a FC (Farrell PM, 2017).

Apresentacao clinicada FC
TTN positivo
Sinais e/ou sintomas
Historia familiar

!

[ Teste do Suor ]
T

I
> 60 mmol/I ‘ 30-59 mmoI/I ] < 29 mmol/I
{ Andlise do gene CFTR }
I

2 mutagdes CFTR Gendtipo indefinido ou MVCC
determinantes de FC conhecido

Mutagbes de
CFTR ausentes

Teste fisiologico de CFTR
DPN / ICM

[

finid
Disfuncio CFTR Resultado indefinido Fungdo CFTR
ou duvidoso preservada
D stico de
[&] Diagnéstico de FCinconclusivo FC improvavel

Figura 5. Recomendacdes do Consenso da Cystic Fibrosis Foundation de 2017 para o
diagnéstico de Fibrose Cistica — adaptado ( Farrell PM, 2017). MVCC: mutacoes com
consequéncias clinicas variadas; ICM: medida da corrente intestinal (bidpsia retal).

Recentemente se tornou possivel realizar a medicdo da atividade das
glandulas sudoriparas em resposta a estimulagao -adrenérgica do suor através
de um teste conhecido como teste do evaporimetro. O evaporimetro é um
aparelho que detecta pequenas quantidades de suor na pele e que foi
inicialmente concebido para a realizacdo de testes dermatolégicos porque é

7

sensivel e detecta minimas concentracdes de suor. Este teste é o foco
principal deste trabalho, que visa estabelecer os valores de normalidade

da secrecdo de suor por estimulagdo B-adrenérgica, em individuos
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saudaveis, sem mutacao no gene CFTR, de uma amostra da populacao da
cidade de Campinas/SP.

1.1 Teste do suor

O TS pela técnica quantitativa da iontoforese de pilocarpina, desenvolvida
em 1959 por Gibson e Cooke (Gibson e Cooke, 1959), € reconhecido até hoje
como método padrdao ouro para o diagnostico da FC; e, foi o Unico método
existente da década de 50 até inicio dos anos 80. Esta sendo questionado como
tal principalmente nas formas mais brandas da doenca (15%), em que seus
valores podem ser normais ou limitrofes. A confirmacao da FC deve ser realizada
por dois ou mais TS alterados e/ou estudo genético (determinagédo dos dois
alelos mutantes). O aparelho usado para induzir o suor utiliza a iontoforese,
técnica ndo invasiva que usa corrente elétrica (0,1 a 1 mA/cm2) para aumentar
a transferéncia transdermal de uma variedade de drogas (Beauchamp e Lands,
2005); no caso do TS utiliza-se a iontoforese de pilocarpina através da aplicacao
de uma corrente continua e eletrodos fixados no antebraco do paciente. O teste
deve ser realizado por profissional experiente e devidamente treinado, para
diminuir o risco de reacbes adversas como queimadura, ardéncia, choque
elétrico, que € maior se o profissional cometer o erro de deixar o metal do
eletrodo entrar em contato direto com a pele. Reagdes como formigamento,
eritema e prurido podem ocorrer e sao toleraveis. Preferencialmente deve ser
realizado em laboratério relacionado a um centro de referéncia e que siga

padrées de qualidade interno e externo (Servidoni MF, 2017).

Em pacientes com FC h& concentracdo aumentada de [CI] e [Na*] no
suor. Os valores de [ClI] = 60 mmol/L sdo considerados anormais (Farrell e
Koscik, 1996), e os valores entre 30 mmol/L e 59 mmol/L sao limitrofes (Taylor,
Hardcastle e Southern, 2009). O TS pode ter resultados falso positivos e o valor
de (Na*) é usado para qualidade do teste. A diferenca entre a dosagem de [Na*]
e [CI] n&o deve ultrapassar 20mEg/L, sendo a relagédo [CI] /[Na*] > 1.

1.2 Testes Genéticos
O diagnéstico genético se baseia na identificagdo de duas mutacdes no
gene CFTR. Atualmente existe uma ampla variedade de técnicas que podem ser



27

utilizadas para identificar as alteracées na sequéncia do gene CFTR; nao ha um
padrao-ouro para os testes (Dequekeret al., 2009). No Brasil, a mutacao mais
frequente € a F508del, que se caracteriza pela delegdo de uma fenilalanina no
residuo 508 da proteina (Marson et al., 2013). Além da F508del, ha mais de 2000
outras mutagdes descritas no gene CFTR. No Brasil devido a miscigenacao
racial, € complexo fazer esse tipo de diagndstico, além de caro e pouco acessivel

a maioria dos centros de referéncia.

1.3 Triagem Neonatal

O diagnéstico precoce pode ser facilitado pelo método de rastreamento e
triagem neonatal pelo tripsinogénio imunorreativo elevado no sangue em
criangas muitas vezes ainda assintomaticas, tem se mostrado um fator
determinante na eficicia do tratamento e sobrevida, contribuindo para melhorar
a qualidade de vida, uma vez que possibilita a suspeita diagnostica mesmo antes
das manifestacdes clinicas (Crossley, Elliott e Smith, 1979). O rastreamento
neonatal na FC foi aprovado pelo Ministério da Saude em 2014 para todo o
Brasil, através da dosagem do tripsinogénio imunorreativa (IRT) no teste do
pezinho, em duas dosagens, uma entre 0 2° e o 7 dia de vida e a outra entre o
162 e 30° dia de vida (Cabello et al., 2003). A quantidade de tripsinogénio
imunorreativo na corrente sanguinea de recém-nascidos com FC esta
prejudicada pela obstrucdo dos ductos pancreaticos. Assim esses niveis se
elevam no sangue, e consistem em marcadores importantes para a triagem. Os
resultados falso-positivos e falso-negativos ndo sao incomuns, por isso precisam

ser respeitados o intervalo entre os dois testes e confirmado pelo TS ou genético.

1.4 Estudos Bioelétricos

Os estudos bioelétricos realizados em biopsia retal (Sousa M, 2012;
Servidoni MF et al, 2013), diferenca de potencial nasal (Ooi et al, 2014) e
estimulagao B-adrenérgica da glandula sudoripara (evaporimetria) (Quinton et
al., 2012; Gonska et al., 2009) surgem como nova op¢ao para contribuir para o
diagnéstico, uma vez que podem expressar a funcao do canal da CFTR. As

glandulas sudoriparas e a mucosa retal, facilmente acessiveis, podem ser
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utilizadas para os estudos eletrofisiolégicos. Caracterizam-se pela sua
reprodutibilidade e acuracia, que, somados ao TS e quadro clinico, elucidam o
diagnéstico da FC in vivo.

1.4.1 A Biopsia Retal

A biopsia retal tem a vantagem de ser um exame que acessa o epitélio
intestinal do reto, local em que ha quantidade abundante de CFTR (Mendes et
al., 2004). E um método que j4 foi validado (Sousa M, 2012) em que se retira o
tecido (2-4mm) por sucgao ou pingas de biopsias (Hirtz et al.,2004) e o coloca
em microcamaras de Ussing para analise do defeito de transporte de ions nestes
tecidos recém retirados de sujeitos com FC. No intestino, assim como na
mucosa nasal, a secrecao de (Cl) esta alterada, assim como a absorcao de (Na*)
aumentada, (Taylor et al., 1987; Mall et al., 1998), todavia a biopsia retal tem a
vantagem de no tecido do intestino de FC essa atividade n&o ser influenciada

por inflamagdes, hemorragias e infec¢ées como ocorre na via aérea.

1.4.2 Diferenca de Potencial Nasal

Desenvolvida ha aproximadamente 40 anos, a medida de potencial nasal
tem sido considerada um importante biomarcador da atividade da CFTR no
diagnéstico da FC e no monitoramento experimental de novas terapias para a
doenca. Essa técnica permite quantificar a fungéo do canal de cloreto e do canal
de (Na*) denominado (ENaC) no epitélio respiratério e a funcdo da CFTR
(Solomon GM, 2017). Os ultimos consensos reconhecem o DPN como método
auxiliar no arsenal diagnéstico de FC e doencas a ela relacionadas ( Farrell PM,
2017)

A diferenga de potencial (Figura 7) ocorre entre o lado interno (mucosa) e
externo das células epiteliais da mucosa nasal, em virtude do aumento no
transporte de (Na*) e auséncia ou reducado do transporte no canal de cloreto
mediado pela CFTR normal ou mutante (Schuiler D, 2004). Como é inviavel
colocar um microeletrodo no lado externo destas células epiteliais, € utilizado um
eletrodo subcutaneo como referéncia. Este método in vivo é bastante valioso na
distincdo entre a FC e sujeitos normais, mas ndo é indicado para criangas
menores de 6 anos de idade (De Boeck K, 2011).
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Figura 6. Curvas de resposta da diferenca de potencial nasal. A) tracado de individuo
normal B) tracado de individuo com FC onde se observa a DPN basal mais negativa (10mV
vs -50mV); a) a despolarizacdao maior do potencial em resposta a perfusao do epitélio com
uma solucao contendo amilorida (droga bloqueadora do canal de Na*); b) auséncia ou
menor hiperpolarizacao do potencial em resposta ao estimulo da secrecao do (Cl) com o
uso de uma solucdo zero mM de [CI]; e c) ativagdo menor do canal alternativo de (CI)

ativado pelo Ca?* através da aplicacdo com ATP (comparar a resposta com o tracado do
individuo normal) (adaptado do site: www.cfmedicine.com).

1.4.3 Teste do evaporimetro: estimulacdao B-adrenérgica da CFTR na
glandula sudoripara.

A proteina CFTR esta diretamente relacionada ao transporte de ions pela
membrana celular e uma das suas funcdes € regular o fluxo de (CI), (Na*) e
agua (Mishraet al., 2007). Os ductos sudoriparos foram estudados pelo
pesquisador Paul Quinton que descobriu o defeito do transporte de (CI) na
glandula sudoripara nos pacientes com FC (Quinton, 1983).

Nos ductos da glandula do suor, ions de (ClI) sdo normalmente
reabsorvidos pelos canais da proteina CFTR, regulando os niveis de eletrélitos
no suor (Rowe et al., 2005). Sujeitos com FC apresentam nos ductos distais da
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glandula do suor defeitos na proteina CFTR com alteracdes na homeostase do
(CI), (Na*) e reducao da reabsorcao de sais (Figura 8) (Quinton, 1983; Quinton,
2007).

Glandulade suor na
Fibrose Cistica

. Y
Disfungdo na /Sﬁor'\\

'Hipertdnico

Glandulade suor normal

Bomba
Secretora

>

Secregdo Isotdnica Secrecdo Isotdnica

Figura 7. A glandula exdcrina de suor. ESQUERDA: Suor normal é secretado, solugao
isotonica de cloreto de sédio e agua é produzida. A medida que o suor passa ao longo do
tubulo, cloreto de sddio (NaCl) é reabsorvido nas células dos ductos produzindo uma
secrec¢ao hipotonica de suor. DIREITA: Na FC, o canal CFTR é incapaz de transportar cloreto
para dentro das células do duto produzindo suor com alta concentracdo de sal (Fonte:
http:cftr.info; Quinton, 2007).

Teste do evaporimetro: a estimulagao B-adrenérgica da CFTR na glandula
sudoripara baseia-se no principio de que a glandula sudoripara responde a dois
estimulos para a secreg¢ao de suor: o colinérgico e o 3 -adrenérgico. O estimulo
colinérgico é responsavel pelo controle da temperatura intrinseca do corpo e
possui atividade normal nos sujeitos com e sem FC e independe de sexo e idade
(Sato e Sato, 1988). Ja o estimulo B-adrenérgico, AMPciclico mediado, funciona
como transportador de (Cl); e a secrecao de suor, determinada por essa via, €
diretamente proporcional a atividade da proteina CFTR em sua fungdo como
transportador de (CI’), estando alterada nos pacientes com FC portadores de
uma mutacao (heterozigotos) e com doencas relacionadas a FC (Sato&Sato,
1988; Quinton et al., 2012).

O evaporimetro € um aparelho que detecta pequenas quantidades de suor
na pele e que foi inicialmente concebido para a realizagdo de testes
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dermatoldgicos porque é sensivel e detecta minimas concentracbes de suor
(Kim, J et al 2016). O sensor colocado sobre a pele mede a taxa de transpiracao
através da perda de agua transdermal (g H2O/m?/h) que é registrada através de
um grafico computadorizado (Salinas, et al 2017)

A atividade da proteina CFTR pode ser medida através da deteccao de
quantidades minimas de suor realizada pelo evaporimetro. O aparelho é
composto por dois sensores. No sensor teste € feita a injegao intradérmica (ID)
de carbacol (CCH) que estimulara inicialmente a secrecao de suor por via
colinérgica; depois esta via € inibida com a aplicacdo de atropina; e por fim, é
feita a aplicacdo de um beta-coquetel, composto por atropina e isoproterenol,
associado a aminofilina, que sera responsavel pela estimulagdo da CFTR como
canal de (CIl). No sensor controle € aplicada injecdo somente de atropina no
momento do exame para servir como referéncia de linha de base. Ap6s cada
aplicacao é realizada a medigéao constante de suor pelo equipamento durante 8
a 10 minutos (Quinton P, 2012).

Nos estudos existentes, os pacientes portadores de FC nao apresentaram
sudorese apos o estimulo com o beta-coquetel; os pacientes com uma mutagéo
apresentaram cerca de 50% da média de sudorese quando comparada a fase
colinérgica; e os pacientes sem nenhuma mutagdo tiveram uma curva de
sudorese semelhante a da fase colinérgica. Os pacientes com doencas
relacionadas apresentaram sudorese abaixo da média de 50%, mas acima de
0%, o que os diferem dos FC. E realizado calculo da relacdo de sudorese pelo
estimulo B-adrenérgico e a sudorese pelo estimulo colinérgico (razdo P-
adrenérgico/colinérgico) (Quinton et al; 2012).

Os estudos que determinaram os valores normais da relacao estimulagao
B-adrenérgica/estimulacao colinérgica (Tabela 1) foram realizados na populacao
norte americana.
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COLINERGICA B-ADRENERGICA RAZAO B/COL
SAUDAVEL
HOMENS (34) 70 (65,75) 57 (52,62) 0,8 (0,7,0,9)
P=0,003 P<0,001 P=0.8
MULHERES (19) 57 (50, 63) 40 (35,46) 0,8 (0,7,0,9)
HETEROZIGOTOS
HOMENS (12) 65 (55,76) 44 (36,51) 0,6 (0,5,0,7)
P=0,02 P<0,001 P<0.001
MULHERES (28) 51 (44,57) 16 (11,20) 0,3(0,3, 0,4)
FIBROSE CISTICA
HOMENS (23) 69 (62,76) 1,6 (2,2, -0,1) -0,02 (-0,04, -0,01)
P=0,35 P-0,38 P=0.9
60 (51, 68) 1,2 (-1.9 ,-0.5) -0,03 (-0,04, -0,01)
MULHERES (17)
P VALOR P=0.9 P<0.001 P<0.001

Tabela 1. Valores de referéncia de evaporimetria da populacao norte americana. (Adaptado
de Quinton, P., Molyneux, L., Ip, W., Dupuis, A., Avolio, J., Tullis, E., Gonska, T. (2012). B-
adrenergic sweat secretion as a diagnostic test for cystic fibrosis. Am J Respir Crit Care
Med., 186(8), 732-9).

Hoje sabemos que a FC é um espectro de doencas, que além da forma
nao classica com manifestagdes mais leves, podem se confundir com as
doencas relacionadas a CFTR (Boyle, 2003; De Boek et al, 2017).

Em ambos os casos, o TS habitualmente nao é suficiente para elucidacao
diagnéstica necessitando de confirmacao pelos outros testes ja discutidos.
Todavia os parametros de normalidade destes testes devem ser estudados e
estabelecidos para cada populacédo, uma vez que o ambiente, a alimentacao, a
miscigenacao racial, o predominio de mutac¢des dentre um povo pode resultar

em dados diferentes.

Os estudos de referéncia da estimulagdo (-adrenérgica da CFTR na
glandula sudoripara, foram realizados na populacdo do Canada e Estados
Unidos, e os valores de normalidade, podem ndo ser os mesmos de um pais
com uma populagéo miscigenada e clima tropical como a do Brasil, o que torna

esse estudo necessario e inovador.
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2. Objetivo

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer os valores de secre¢do de suor, por estimulagdo [-
adrenérgica, em uma amostra de conveniéncia, composta por adultos saudaveis,

de uma populacéo brasileira da cidade de Campinas/SP.

2.2. Objetivos Especificos

i.Relacionar os valores encontrados na evaporimetria com 0s encontrados no

teste do suor classico.

ii.Avaliar a variabilidade de acordo com sexo, idade, membro dominante, periodo
menstrual, pratica de atividade fisica, umidade e temperatura ambiente.

iii.Realizar o sequenciamento genético e espirometria destes sujeitos a fim de
identificar e/ou excluir possiveis mutacdes no gene CFTR e presenca de outras
doencas pulmonares associadas.

iv.Avaliar a percepgdo individual durante a realizacdo do teste quanto ao
desconforto (duracao, posicao e sensacao de dor).
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3. Métodos

3.1 Desenho

Estudo experimental, de corte transversal, realizado no periodo de abril
de 2016 a novembro de 2017, em 60 pacientes (30 mulheres e 30 homens)
higidos, com idade entre 18 e 70 anos, com mediana de idade de 26 anos,
selecionados de forma aleatéria, sem doencas respiratorias (afastada pela
entrevista e espirometria), cardiacas, dermatoldgicas, ou outras comorbidades

sistémicas e neuroldgica.

Os pacientes foram entrevistados e convidados a se submeter aos testes
de: espirometria; evaporimetria e TS, ambos em duplicata, nos bragos direito e
esquerdo e a coleta de sangue para estudo genético, nessa sequéncia. Apds a
coleta dos dados os resultados da evaporimetria foram analisados e comparados
com os do TS. Os dados obtidos com os testes do suor e evaporimetria,
confirmados pela analise genética, serviram para excluir 3 sujeitos com possiveis
mutagbes relacionadas a CFTR. Como resultado obtivemos dados que nos
permitiram tragar uma amostra dos resultados de evaporimetria em 57 sujeitos
(sem nenhuma mutacdo no gene CFTR), em uma populacdo da cidade de
Campinas/SP, e compara-los com os existentes obtidos na populagdo norte-
americana e canadense (Figura 8).
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60 Sujeitos

Inicialmente Incluidos no Estudo

30F 30M

Entrevista

1. Espirometria (Avaliar Funcao Pulmonar)

2. EVAPORIMETRIA {Funcio CFTR)

3. Teste do Suor (Funcao CFTR)

4. Sangue: (Genética)

2 Fe 1 M — Excluidos: (1) TS e (} ) EVAP

57 Sujeitos

Tiveram Dados Analisados

28 F 29 M

Figura 8. Desenho do estudo.

3.2 Selecao dos Sujeitos

Foram convidados a participar do estudo 60 sujeitos higidos, 30 do sexo
feminino e 30 do sexo masculino, com idades de 18 a 70 anos, com mediana de
idade de 26 anos, sem doencgas respiratérias (afastadas pela entrevista e
espirometria), dermatoldgicas, cardiacas, ou historia de outras comorbidades
sistémicas, neuroldgicas e FC na familia, que aceitaram participar do estudo.

Consentiram sua participacao apds aplicacdo e assinatura de termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE — ANEXO ).

O projeto foi enviado ao comité de ética e pesquisa da UNICAMP e sé
teve inicio ap6s sua aprovacao (CAAE: 13.215913.5.0000.5404 parecer
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#233.183 — ANEXO Il). Mediante seu aceite, receberam esclarecimentos da
pesquisadora responsavel e explicagdes sobre todos os procedimentos do
estudo, incluindo os possiveis beneficios e riscos.

Ficou assegurada a preservagao da identidade de todos os participantes.

3.3 Critério de Inclusao
Individuos convidados pela pesquisadora que se declararam higidos, néo
tabagistas, que consentiram formalmente mediante a assinatura do TCLE.

3.5 Coleta de dados e marcadores avaliados

As coletas dos dados pessoais dos participantes desta pesquisa foram
efetuadas a partir da entrevista realizada pela pesquisadora responsavel através
do preenchimento de uma ficha clinica (ANEXO-III) apds assinatura do TCLE,
durante o periodo de abril de 2016 a novembro de 2017 no Centro de
Investigagdo em Pediatria (CIPED) da Unicamp em uma sala climatizada. Os
seguintes marcadores foram avaliados: (i) sexo (masculino e feminino); (ii) idade
(anos); (iii) etnia autodeclarada; (iv) peso (Kg); (v) altura (m); (vi) indice de massa
corporea (kg/m2); (vii) bragco dominante (esquerdo ou direito); (viii) menstruagao
(menstruada; menopausa; pré ou pos periodo de menstruacdo); (ix) atividade
fisica (sedentario; praticante de atividade fisica); (x) funcdo pulmonar pela
espirometria (Capacidade vital forcada (CVF); volume expiratério forcado no
primeiro segundo da CVF (VEF1%); fluxo expiratorio forcado entre 25 e 75% da
CVF (FEF25-75%)); (xi) umidade do ambiente (%); (xii) temperatura do ambiente
(°C); (xiii) escala visual analdgica (EVA) para a dor (JENSEN MP,1986).
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3.6 Procedimentos

3.6.1 Teste do Evaporimetro: Estimulacdo B-adrenérgica da CFTR na
glandula sudoripara

O teste da evaporimetria foi realizado primeiramente no BD e depois no
BE, seguindo o mesmo procedimento e o padrao de procedimento operacional
(ANEXO 1V). Depois da preparacado da pele: limpeza da regido proximal do
antebraco com agua destilada e, se necessaria, remocao de excesso de pélo,
foi aplicado uma fina camada de 6leo mineral na area a ser examinada para
diminuir a perda de agua. Os dois sensores do evaporimetro foram colocados
sobre a superficie palmar do antebrago e fixados por tiras de borracha conforme
Figura 9.

Figura 9. Demonstracao da colocacdao e posicionamento dos sensores (A e B) no
antebraco do paciente.

O sensor que ficava acima da superficie da pele foi mantido em contato,
tocando a superficie da pele enquanto media a taxa de evaporacao. No estudo,
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foi utilizado o Evaporimetro CyberDerm RG-1 (Dasylab, Broomall, PA, EUA) —
Figura 10.

Figura 10. Aparelho Evaporimetro CyberDerm RG-1 (Dasylab, Broomall, PA, EUA).

Foi feita uma injecao intradérmica com agulha de tamanho 30-G de 0,2
mL de atropina, medicamento anticolinérgico, para inibir a transpiracdo
temorregulativa numa area da pele (Figura 11). Isso teve o objetivo de determinar
a "linha de base" de transpiracdo. Simultaneamente foi realizada a estimulacao
e inibicdo de suor em uma éarea de "teste" adjacente. As medicag¢des foram
obtidas na farmacia do Hospital das Clinicas da UNICAMP tendo sua
procedéncia e qualidade garantidas pelos érgaos fiscalizadores e normas da
ANVISA. Os medicamentos foram preparados no dia do teste e utilizadas dentre

3 horas apds o preparo.

Avaliacao da secrecao de suor com o evaporimetro:

a) Injecao intradérmica de 0,1 mL de carbacol (corresponde a 0.01 ug) para a
estimulacao colinérgica da secre¢ao de suor.

b) Injecéo intradérmica de 0,2 mL de atropina (corresponde a 4.4 ug) para inibir
a secregao de suor colinérgica

c) Injecao intradérmica de 0,2 mL do coquetel de estimulagéo B-adrenérgico do

suor composto por atropina (8 ug) + isoproterenol (4 ug) + aminofilina (0,9 mg).
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Figura 11. Injecao intradérmica de 0,2 mL de atropina.

O teste foi acompanhado em tempo real pela pesquisadora, que
monitorizava o tragado da curva que o programa gerava (Figura 12.A) e anotava
os valores a cada minuto em uma ficha de exame (ANEXO V). O procedimento
total durou aproximadamente de 30 min a 40 min por brago.

O laudo final foi automatizado através de um programa de computador
desenvolvido em parceria com a equipe de engenharia do Instituto Federal de
Educacgéao Ciéncia e Tecnologia de Sao Paulo (IFSP), campus Campinas,
(Figura 12B).
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Figura 12 B. Imagens gerada no laudo do paciente: (A) Controle saudavel, (B) Heterozigoto, (C)
Portador de FC e (D)) CFTR — RD Portador de doenga relacionada. Arquivo Lafip- Ciped

(Unicamp).
3.6.2 Teste do suor classico

O teste foi realizado nos dois bragos ao final do teste da evaporimetria,

em uma regido mais distal do antebragco. Apo6s limpeza com élcool e agua
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destilada, o método de Gibson e Cooke foi realizado nas trés etapas do TS:
estimulagao, coleta e dosagem do (CI").

O estimulo do suor foi realizado pela iontoforese com gaze com
pilocarpina; a distancia de cinco centimetros entre os eletrodos foi adotada para
todos os participantes. Para minimizar o risco de queimadura, a gaze foi mantida
completamente umida com o uso de pilocarpina 0,5% e o eletrodo fixado sobre
a gaze, com o uso de uma pulseira elastica, para evitar seu deslocamento no
braco.

Apés estimulacao, para coleta do suor, utilizou-se um papel de filtro de
17,5 cm? coberto com plastico e atadura de crepe. A [CI] foi obtida por titulagéo
manual de acordo com a técnica de Shales e Shales (Shales e Shales 1941).

No TS foi utilizado o tempo de 10 min e de 30 min para estimulacao e
coleta do suor, respectivamente (Figura 13 A e B).

No TS a quantidade suficiente de suor obtida durante a sudorese induzida
foi de peso superior a 75 mg) e parametros de diagnéstico de FC (sujeitos
saudaveis = [CI] < 30 mEg/L; valores limitrofes = [Cl'] 2 30 mEq/L a < 59 mEq/L;
FC = [CI] =60 mEq/L (Farrel et al., 2017).

Figura 13. (A) Estimulo da sudorese por iontoforese, (B) coleta do suor utilizando papel de
filtro. Arquivo Lafip- Ciped (Unicamp).

3.6.3 Espirometria
A espirometria foi realizada no espirébmetro modelo CPFS/D (MedGraphics,
Saint Paul, Minnesota, EUA). Os dados foram registrados pelo software BREEZE
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PF Versao 3.8 B for Windows 95/98/NT, segundo normatizacao disponivel na
literatura referenciada (MILLER MR, 2005; PEREIRA CA, 2007) e realizada no
Laboratério de Funcado Pulmonar (LAFIP) do CIPED. Para o exame, o
participante permaneceu sentado utilizando clipe nasal e foi solicitada a
realizacdo de manobra expiratéria vigorosa e prolongada, de maneira a atingir o
critério de reprodutibilidade da manobra de CVF (Figura 14). O equipamento foi
calibrado imediatamente antes da realizacao do primeiro exame do periodo da
manha.

Os seguintes marcadores foram avaliados: (i) capacidade vital forcada
(CVF): diferenca de volume entre a inspiracdo maxima e a expiracao completa,
medidas ao nivel da boca, realizada rapidamente e com esforgo maximo, medida
em litros. Obtida solicitando-se que o participante realize uma inspiracédo
maxima, até o nivel da capacidade pulmonar total, seguida por uma expiracao
rapida e intensa, mas prolongando sua duracao, até que todo o ar fosse
expirado;(ii) volume expiratério forgado no primeiro segundo da CVF (VEF1%):
volume de ar expirado, em litros, durante o primeiro segundo da CVF, sendo
obtido a partir da manobra para obtengcao da CVF;(iii) fluxo expiratorio forcado
entre 25 e 75% da CVF (FEF25-75%): fluxo de ar eliminado durante a parte

central da CVF, medido em litros por segundo (L/seg).

K

Figura 14. Realizacado da Espirometria. Arquivo Lafip- Ciped (Unicamp).
3.6.4 Estudo Genético
Um total de 10 mL de sangue venoso foi coletado e enviado ao laboratério
de genética médica e medicina gendmica. Na analise genética foi realizada a
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amplificacao dos fragmentos do DNA contendo as regides codificantes do CFTR
e as jungdes intron/exon. O gene CFTR é composto por 27 exons, porém como
o exon 13 possui grande dimenséo, ele foi amplificado em 2 fragmentos (13.1 e
13.2). As condi¢cbes da amplificagdo de cada um dos 28 fragmentos foram
otimizadas para o volume final de 50 uL contendo 50 ng de DNA, 10 picomoles
de cada iniciador, 1,5 U de Taq e concentragdes finais de 1,5 mM de MgClz, 80
UM de cada desoxirribonucleotideo e tampao 1X com KCI [50mM de KCI; 10 mM
de Tris-HCI pH 8,4; 0,08% (v/v) de Nonidet P40] ou 1X tampao com (NH4)2SO4
[20 mM de (NH4)2SO4; 75 mM de Tris-HCI pH 8,4; 0,01% (v/v) de Tween 20]. As
reacoes foram realizadas em paralelo com uma amostra de DNA controle.

A sequéncia dos iniciadores, temperaturas de anelamento, tampéo e
tamanho dos fragmentos amplificados estdo descritos na Tabela 2. Condi¢oes
para amplificagéo dos fragmentos de DNA do gene CFTR — triagem da presenca

de variantes
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sequéncia dos iniciadores, temperaturas de anelamento, tampao e tamanho dos fragmentos

Fragmento Iniciadores (5’-3’) Tampao T — anelamento pb
S-CGT AGT GGG TGG AGA AAG C \
1 AS: CCT TTA CCC CAA ACC CAA CC (NH4)2S04 64,6 392
S: ATT CCA AAT CTG TAT GGA GAC C
2 AS: GTT GGG ATT ACA GGC ATT AGC KCl 60.5 Sk
3 S: AGA TAT CTG GCT GAG TGT TT <l o5 a18
AS: TGT GAT ACA TAA TGA ATG TAC
s S: TGT GTT GAA ATT CTC AGG GT - o1 376
AS: TTG TAC CAG CTC ACT ACC T
S: ATT TCT GCC TAG ATG CTG GG
5 AS: AAC TCC GCC TTT CCA GTT GT KCI 64 395
S: TTA GTG TGC TCA GAA CCA CG
6a AS: CTA TGC ATA GAG CAG TCC TG el 56 386
S: TGG AAT GAG TCT GTA CAG CG
6b AS: GAG GTG GAA GTC TAC CAT GA KCI 63 415
S: AGA CCA TGC TCA GAT CTT CCA T
¥ AS: GCA AAG TTC ATT AGA ACT GAT C KCl 60.5 410
S: TGA ATC CTA GTG CTT GGC AA
8 AS: TCG CCA TTA GGA TGA AAT CC KCI 55 359
S: GTC CTC TAG AAA CCG TAT GC .
9 AS: ACT ACA CCC ATA CAT TCT CC (NH4)2S04 65 500
10 S: GCA GAG TAC CTG AAA CAG GA <l o1 491
AS: CAT TCA CAG TAG CTT ACC CA
» S: CAA CTG TGG TTA AAG CAA TAG TGT - 5 425
AS: GCA CAG ATT CTG AGT AAC CAT AAT
1o S: GTG AAT CGA TGT GGT GAC CA <l 61 426
AS: CTG GTT TAG CAT GAG GCG GT
S: TGC TAA AAT ACG AGA CAT ATT GC
B AS: ATC TGG TAC TAA GGA CAG KCI 60,5 528
S: TCA ATC CAA TCA ACT CTA TAC G
13.2 AS: TAC ACC TTA TCC TAA TCC TAT GAT KCI 58 498
S: AAA AGG TAT GCC ACT GTT AAG
B AS: GTA TAC ATC CCC AAA CTA TCT KCl 56 o
S: GAC CCA GGA ACA CAA AGC A
14b AS: GTC ACC TCA CCC AAC TAA TG KCI 595 365
S:CGA TTT TGA GGT TAA GGG TGC
E AS: AAG GCA CAT GCC TCT GTG CA el 63 483
16 S: AAT GCG TCT ACT GTG ATC CA <l o1 401
AS: TGT GGG ATT GCC TCA GGT TT
S: ATC ACT GAC ACA CTT TGT CC
i AS: CCA AAA TGA AGT CAC ATG GT KCl 61 440
S: ATT CAA AGA ATG GCA CCA GT .
17b AS: GAT AAC CTA TAG AAT GCA GC (NH4)2S04 51 464
S: AAT GTG ATA TGT GCC CTA GG
18 AS: ACA GAT ACA CAG TGA CCC TG el 59,5 S
S: GCC CGA CAA ATA AGC AAG TG
19 AS: GCT AAC ACA TTG CTT CAG GCT KCl 64 454
S: GGT CAG GAT TGA AAG TGT GCA
20 AS: CTA TGA GAA AAC TGC ACT GGA el B &
S: AAT GTT CAC AAG GGA CTC CA
21 AS: CAA AAG TAC CTG TTG CTC CA KCI 59 476
S- AAA CGC TGA GCC TCA CAA GA
- AS: TGT CAC CAT GAA GCA GGC AT KCl 64 565
S: GTG GCT AAC GCT ATA TCA AC
23 AS: ACA TGG CTC AGA TCA AAG TG KCl 595 436
o S: GGA CAC AGC AGT TAA ATG TG - o3 s86

AS: CAT GTC AAC ATT TAT GCT GC

Tabela 2. sequéncia dos iniciadores, temperaturas de anelamento, tampao e tamanho dos
fragmentos. T, temperatura; S, iniciador senso; AS, iniciador antissense; pb, pares de
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bases. *, adicao de 5% de DMSO (Dimetilsulféxido ou sulféxido de dimetilo) na reacao.
Apos a amplificagao, a qualidade da reagao foi avaliada pela aplicagado de 3 puL da reagao
em cadeia da polimerase em gel de agarose a 1,5% (80V/30 min). A segunda etapa da
andlise genética consistiu na avaliacdo dos fragmentos amplificados por SSCP
(polimorfismo conformacional de fita simples) e, por posterior sequenciamento, caso
alguma alteracao fosse encontrada [21]. No método comparativo de SSCP, 1 uL de cada
produto reagao de amplificagdo do DNA foi diluido em 10 yL de tampao desnaturante (98%
de formamida, EDTA 20 mM, 0,05% de azul de bromofenol e 0,05% xilenocianol). Apds a
desnaturacao a 95°C durante 5 min, as amostras foram armazenadas a 0°C e, em seguida,
aplicadas no gel de acrilamida: bisacrilamida (37.5: 1) 12,5%. As amostras foram
eletroforisadas em cuba vertical, sob 10°C em 0,5 x tampao TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,
e 1 mM EDTA), durante um periodo de 6 horas. Os géis foram corados com prata.

3.7 Avaliacao Qualitativa
Na avaliagdo qualitativa do teste os participantes foram

questionados quanto a posicao em que permaneceram durante a realizacao do
teste, a duracao do teste e a sensacado de dor ou desconforto apds cada uma
das injecbes aplicadas e uma impressao geral ao final dos dois testes. Estes
relatos foram anotados na ficha clinica apés a realizacdo do exame em cada
braco para comparar se havia diferenca entre eles. Também foi observada a
qualidade da bolha formada apds a aplicacdo de cada injecdo sempre pelo
mesmo pesquisador.

Quanto a avaliagdo da dor foi usada a escala visual analdgica de dor (EVA
- ANEXO VI) apés cada uma das 4 inje¢des aplicadas. Os sujeitos classificam a
dor numa escala de 0 a 10 sendo de 0 a 3 uma dor leve, de 3 a 7 uma dor
moderada e de 8 a 10 uma dor intensa (Jensen MP, 1986).

3.8 Analise dos Dados

A andlise descritiva esta apresentada pela frequéncia relativa e frequéncia
absoluta para os dados categéricos e pela mediana (percentil 25th e percentil
75th); intervalo de confianca de 95% para a mediana, para os dados com
distribuicdo numérica. A normalidade dos dados numéricos foi avaliada pelas
seguintes técnicas: (i) analise de medidas descritivas para tendéncia central; (ii)
método grafico (grafico Q-Q normal, grafico Q-Q sem tendéncia e boxplot; (iii)
método por teste estatistico (testes de normalidade): Kolmorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk.

A associacao do marcador categ6rico (variavel independente) com os
marcadores numéricos (variavel dependente) para 2 grupos foi realizada pelo
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teste U de Mann-Whitney para amostras independentes, e na presenca de 3
grupos, o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para amostras independentes.
Adicionalmente, a analise estatistica foi realizada pelo teste dos postos
sinalizados de Wilcoxon de amostras relacionadas quando os marcadores foram
comparados entre si (grupos pareados).

Os valores numéricos obtidos foram correlacionados entre si pelo teste de
correlagdo de Spearman. Na correlagdo, foram considerados como ponto de
corte: (fraca) 0,2 a 0,4; (moderada) 0,4 a 0,7; (forte) 0,7 a 0,9.

A andlise de regressao linear foi realizada entre as diferencas das
medidas (y-axis = [medida 1 — medida 2]) e a média das medidas (x-axis =
[medida 1 + medida 2)/2) para analise de viés associado a diferenca entre os
dados por meio do grafico de Bland-Altman, tendo como parametro de
comparacao os valores mensurados entre os bracos (direito versus esquerdo).
No grafico de Bland-Altman, apresentamos o valor absoluto do dado, o valor do
viés, os limites de concordancia, o intervalo de confianga para os limites de
concordancia e a curva ajustada para a regressao linear. Para dar suporte na
interpretagdo dos achados, a média aritmética do viés (residuo) e o intervalo de
confianga para essa medida, foram apresentados. Concomitantemente, o
coeficiente de correlacdo intraclasse foi mensurado para os dados da fung¢ao da
CFTR entre os bracos.

A analise estatistica foi realizada no software Statistical Package for the
Social Sciences (IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp) e no MedCalc Statistical Software version
16.4.3 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org;
2016). Nas analises foi considerado o valor de alpha de 0,05. Nenhuma técnica
foi utilizada para lidar com os ajustes para “missing data” sendo que todos os

dados foram coletados de todos os participantes.
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4. Resultados

4.1. Analise descritiva dos marcadores e dados obtidos na avaliacao da
funcao da CFTR

Foram incluidos no estudo 60 participantes. Destes 57/60 (95%)
permaneceram. Os 3 participantes excluidos apresentaram valor = 60 mEg/L
para a [Cl] no teste do suor e evaporimetria. Dentre os 3 participantes, 1 n&o foi
sequenciado por ndo ter quantidade de DNA suficiente e 2 apresentaram
variantes no gene CFTR [F1052V (Phe1052Val; ¢.3154T>G; rs150212784 de
significado  incerto)  /Desconhecido; F508del (p- Phe508delPhe;
c.1521_1523delCTT; rs113993960 com carater de patogénica) /L997F (p.
Leu997Phe; ¢.2991G>C; rs1800111 de significado incerto) ].

Dos 57/60 sujeitos incluidos, 29 (50,9%) eram do sexo masculino e 28
(49,1%) do feminino, com idade entre 18 e 70 anos e mediana de 28 anos.
Dezenove (33,3%) sujeitos tinham menos de 25 anos, 27 (47,4%) entre 26 e 40
anos, e 11 (19,3%) tinham idade acima de 41 anos.

Participaram do estudo 41 (71,9%) representantes da etnia branca, 12
(21,1%) da parda, 3 (5,3%) da negra e 1 (1,8%) da amarela.

Quanto a naturalidade, 48 (84,2%) sujeitos eram do Estado de S&ao Paulo,
4 (7,0%) de Minas Gerais, 2 (3,5%) do Rio de Janeiro, 1 (1,8%) de Alagoas, 1
(1,8%) da Bahia e 1 (1,8%) do Parad. Todos residentes da cidade de
Campinas/SP no periodo do estudo.

Quanto a classificacdo do indice de massa corporal (IMC) segundo a
Organizacao Mundial da Saude (OMS), 22 (38,6%) sujeitos eram eutréficos, 22
(38,6%) estavam com sobrepeso, 12 (21,1%) sujeitos eram obesos e apenas 1
(1,8%) participante estava com baixo peso.

Quanto aos antecedentes familiares, 28 (49,1%) participantes alegaram
possuir antecedentes familiares, sendo eles: hipertenséo, cardiopatias, acidente
vascular encefélico e Alzheimer, enquanto 29 (50,9%) negaram estes
antecedentes. Nove (15,8%) sujeitos afirmaram possuir comorbidades dentre
elas: hipertensao, diabetes e alergia alimentar, os demais, 48 (84,2%) negaram.
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Do total de 57 participantes, 18 (31,6%) alegaram estar fazendo uso de
alguma medicagao (anti-hipertensivo, anticoncepcional, inibidor de bomba de
prétons, e antidepressivos) enquanto que 39 (68,4%) negaram.

A pratica de atividade fisica € frequente, pelo menos uma vez por semana
na vida de 30 (52,6%) individuos, enquanto 27 (47,4%) se consideraram
sedentarios, sem nenhuma pratica de atividade fisica.

Dentre os participantes, 50 sujeitos (87,7%) possuiam dominancia do BD,
enquanto 7 (12,3%) do BE.

Quanto ao periodo menstrual das 28 mulheres que participaram do
estudo, 21 (75%) afirmaram estar no periodo pré ou pés-menstrual, 4 (14,28%)
afirmaram estarem menstruadas no momento do exame e 3 (10,72%) ja estavam
na menopausa.

Quanto aos valores do teste do suor sabe-se que os valores de [Cl] <
30mmol/L sédo considerados normais, que valores de [Cl] > 60mmol/L sao
considerados anormais (Farrell & Koscik, 1996), e os valores entre 30mmol/L e
59mmol/L sao limitrofes (De Boeck, et a 2017). Na Tabela 3, abaixo, consta os

resultados dos numeros de teste de suor encontrados por grupo e braco (direito

e esquerdo). Os valores de cada teste encontram-se em Tabela no ANEXO VII.

Teste de [CI BRAC
Suor Jmmol/L oD OE
< 18 13 31
HOMENS | 30mmol/L*
30 a 11 16 27
59
mmol/L**
=60 1 1 2
mmol/L***
Tot 30 30 60
al
< 22 16 38
30mmol/L*
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MULHERE

30a 6 12 18
mmol/L**

>60 2 2 4
mmol/L***

Tot 30 30 60

Tabela 3. Resultados dos testes de suor por grupo normal *, limitrofes** e anomais***,
como os testes foram realizados em duplicada (BD e esquerdo) tivemos um total de 120
testes de suor. Os sujeitos com testes 260 mmol/L foram excluidos.

A descricao dos dados (categoricos e numéricos) clinicos, demograficos

e laboratoriais dos participantes estdo resumidos na Tabela 4.

Descricdo dos dados (categdricos e numéricos)

Marcador Grupo Distribuicédo’
Sexo Masculino 29/57 (50,9%)2
Etnia autodeclarada Caucasoide 41/57 (71,9%) 2
Idade (anos) <25 anos 19/57 (33,3%) 2
26 a <40 anos 27/57 (47,4%) 2
> 40 anos 11/57 (19,3%) @
Total 28 (23,50 a 35)b
Naturalidade Sao Paulo 48/57 (84,2%) 2
Peso (Kg) Total 78 (63,5 a 86,50)°
Altura (m) Total 1,67 (1,62 a1,78)°
IMC (kg/m?) Baixo peso 1/57 (1,8%) 2
Eutrofico 22/57 (40,4%) 2
Sobrepeso 22/57 (40,4%) 2
Obesidade 12/57 (21,1%) 2
Total 26,51 (22,54 a 28,93) °
Brago dominante Direito 50/57 (87,7%) 2

Menstruacéo

Atividade fisica

Medicagcdo em uso

N&ao se aplica (masculino)
Menstruada

Menopausa

Pré ou pdés menstruacao

Ativo
Sedentario

Nao

29/57 (50,9%) 2
4/57 (7%) 2
3/57 (5,3%) 2
21/57 (36,8%) 2

30/57 (52,6%) @
27/57 (47,4%) 2

39/57 (68,4%) 2
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Antecedentes familiares Nao 29/57 (50,9%) 2
Comorbidades Nao 48/57 (84,2%) 2
Diagnéstico para teste do suor  Normal (< 30 mEg/L) 33/57 (57,9%) 2

Borderline (= 30 a 60 mEq/L) 24/57 (42,1%)?2
Funcao pulmonar
VEF1 (L) Total 3,44 (3,08 2 4,33)°
VEF1 (%) Total 103 (90 a 108) b
CVF (L) Total 4 (3,47 a4,99)b
CVF (%) Total 99 (90 a 106)®
VEF1/CVF (L) Total 0,87 (0,832 0,88)°
VEF1/CVF (%) Total 89 (80 a90)®
FEF25%-75% (L) Total 4,05 (3,19 a 4,40)"
FEF25%-75% (%) Total 97 (80,50 a 110) P
Dados ambiente laboratorial Momento do teste
Umidade do ambiente (%)™ Braco esquerdo 42,80 (37,33 a 50,24) "

Braco direito 49 (43,28 a 55,12)
Temperatura do ambiente Braco esquerdo 27,79 (26,65 a 28,82) P
(°C)™

Braco direito 26,50 (23 a 28,33) P

Tabela 4 Descricao dos dados (categdricos e numéricos) clinicos, demograficos e
laboratoriais dos participantes do estudo.*?, dados categdricos apresentados pela
frequéncia absoluta e relativa; “dados numéricos apresentados pela mediana (percentil
25 e percentil 75"), FEV4, volume expiratorio forcado no primeiro segundo da capacidade
da vital forcada; FVC, capacidade vital forcada; FEFa2s.75%, fluxo expiratério forcado entre
25% e 75% da capacidade vital forcada; L, litros; %, porcentagem do predito. ~, umidade
foi maior no momento da realizacdao do exame no braco direito (p-value < 0,001); ™,
temperatura foi maior no momento da realizacao do exame no braco esquerdo (p-value <
0,001). Analise estatistica realizada pelo teste dos postos sinalizados de Wilcoxon de
amostras relacionadas. Alpha = 0,05.

Todos os participantes concluiram os testes de evaporimetria, ou seja,
obteve-se 120 resultados de estimulagéo B-adrenérgica da CFTR na glandula
sudoripara. A partir dos resultados, foram calculadas as médias das razdes B-
adrenérgico/colinérgico, ou seja, os valores obtidos através do célculo: [ (Bcook
pico — minimo atropina) / (CCh pico — minimo atropina) ]. A descrigdo dos dados
referentes a indugédo da secreg¢ao do suor por estimulo B-adrenérgico, [CI] no

teste do suor e avaliacdo da dor esta apresentada a seguir:

4.2. Comparacao entre os bracos avaliados para os exames e entre a
secrecao do suor por estimulo B-adrenérgico e teste do suor

Na comparagao entre bracos (direito versus esquerdo) para os valores
obtidos na indugéo da secrecao do suor por estimulo 3-adrenérgico e teste do

suor, houve valores equivalentes para o pico do estimulo colinérgico (p-value =
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0,525) e pico do estimulo B-adrenérgico (p-value = 0,120). No entanto, 0 mesmo

Nao ocorreu para a razao B-adrenérgico/colinérgico e [Cl] no teste do suor (p-

value < 0,05), sendo ambos com maiores valores no brago esquerdo (Figura 15

A, B, C, D).
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Figura 15. Associacao entre bracos (direito versus esquerdo) para os valores obtidos na
inducao da secregao do suor por estimulo B-adrenérgico e para a [Cl-] obtida no teste do
suor. A. Associacao entre o pico do estimulo colinérgico na inducao da sudorese entre o
braco direito e esquerdo. (N = 57). (Braco direito) Mediana de 83,36; intervalo de confianca
de 95% para a mediana (95%CI) = 80.247 a 85.464; (Braco esquerdo) Mediana de 81,82;
95%Cl = 79,572 a 85,424. P-Value = 0,525. B. Associacao entre o pico do estimulo B-
adrenérgico na inducado da sudorese entre o braco direito e esquerdo. (N = 57). (Braco
direito) Mediana de 74,70; 95%CI = 67,843 a 82,155; (Braco esquerdo) Mediana de 73,74;
95%Cl = 63,485 a 82,542. P-Value = 0,1204. C. Associacdo entre a razao B-
adrenérgico/colinérgico na inducao da sudorese entre o braco direito e esquerdo. (N = 57).
(Braco direito) Mediana de 0.884; 95%CI = 0,769 a 1,014; (Braco esquerdo) Mediana de
0.889; 95%CI = 0,747 a 0,946. P-Value = 0,039. D. Associacao entre [CI-] no teste do suor
entre o braco direito e esquerdo. (N = 57). (Braco direito) Mediana de 27,09; 95%Cl = 24,592
a 29,070; (Braco esquerdo) Mediana de 29,070; 95%CI = 26,383 a 33,731. P-Value = 0,0316.
Analise estatistica realizada pelo teste dos postos sinalizados de Wilcoxon de amostras
relacionadas. Alpha = 0,05. Os dados, nessas figuras, estdao apresentados pela mediana,
95%CI e boxplot. Além disso, cada dado obtido esta marcado como um plot no grafico.

Na correlacao de Spearman (Rho) entre os dados obtidos em ambos os
bragos, houve correlacdo positiva do: (i) pico do estimulo colinérgico (Rho =
0,618); (ii) pico do estimulo B-adrenérgico (Rho = 0,861); (iii) razdo pB-
adrenérgico/colinérgico (Rho = 0,824); (iv) [CI] no teste do suor (Rho = 0,757)
(Figura 16 A, B, C, D).
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Figura 16. Correlacdao de Spearman (Rho) entre os dados obtidos em ambos os bragos
(direito versus esquerdo), para os valores obtidos na inducao da secre¢ao do suor por
estimulo B-adrenérgico e para a [Cl-] obtida no teste do suor. A. Pico do estimulo
colinérgico [Rho = 0,618; intervalo de confianca de 95% do Rho (95%Cl) = 0,426 a 0,757].
P-Value < 0,001. (N = 57). B. Pico do estimulo B-adrenérgico (Rho = 0,861; 95%CI = 0,774 a
0,916). P-Value < 0,001. (N = 57). C. Razao B-adrenérgico/colinérgico (Rho = 0,824; 95%ClI
= 0,718 a 0,893). P-Value < 0,001. (N = 57). D. [CI-] no teste do suor (Rho = 0,757; 95%CI =
0,618 a 0,850). P-Value < 0,001. (N = 57). O quadrado vermelho representa os resultados
do teste do suor com valor da [CI-] inferior a 30 mEq/L (resultado normal) e o circulo
vermelho representa o valor na [CI-] 2 30 mEg/L a 60 mEqL (resultado borderline). No
grafico, além da descricdo dos dados pelo resultado do teste do suor, esta apresentado a
linha de tendéncia pela LOWESS (Locally Weighted Scatterplot Smoothing) com um
alcance de 80%. A analise estatistica foi realizada pela correlacdo por postos de
Spearman. Alpha = 0,05.

Concomitantemente, foi analisada a concordancia e presengca de
diferenca dos valores obtidos na indugédo da secregao do suor por estimulo 8-

adrenérgico e teste do suor, entre os bragos. Houve concordancia e auséncia de
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diferenca para o pico do estimulo colinérgico e pico do estimulo B-adrenérgico,
porém a razao [(-adrenérgico/colinérgico e [CI] entre os bragcos foram
discordantes, havendo presenca de diferenca entre as amostragens (média das
diferencas ndo apresentou sobreposigéo a linha de equidade = 0) (Figura 17 A,
B, C, D).
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Figura 17. Bland-Altman plot entre os dados obtidos em ambos os bracos (direito versus
esquerdo), para os valores obtidos na indugdo da secre¢do do suor por estimulo -
adrenérgico e para a [CI-] obtida no teste do suor. A. Pico do estimulo colinérgico (N = 57).
Média aritmética = 1,234; intervalo de confianca de 95% (95%CI) da média (-0,848 a 3,316).
P-Value = 0,240. Limite inferior = -14,147 (95%CI = -17,727 a -10,568) e limite superior =
16,615 (95%CIl = 13,036 a 20,194). y = 4,1619 + (-) 0,03532x. B. Pico do estimulo B-
adrenérgico (N = 57). Média aritmética = 2,295 (95%CI = -0,335 a 4,925). P-Value = 0,086.
Limite inferior = -17,131 (95%CI = -21,652 a -12,610) e limite superior = 21,721 (95%ClI =
17,200 a 26,242). Y = 10,764 + (-) 0,1210x. C. Razao B-adrenérgico/colinérgico (N = 57).
Média aritmética = 0,031 (95%CI = 0,001 a 0,061). P-Value = 0,043. Limite inferior = -0,191
(95%CI = -0,243 a -0,140) e limite superior = 0,254 (95%CI = 0,202 a 0,305). Y = 0,03549 + (-)
0,005285x. D. [CI-] no teste do suor. (N = 57). Média aritmética = -2,263 (95%CI = -3,998 a -
0,527). P-Value = 0,012. Limite inferior =-15,082 (95%CI = -18,065 a -12,099) e limite superior
=10,556 (95%CIl =7,573 a 13,539). Y =1,4811 + (-) 0,1277x. O quadrado vermelho representa
os resultados do teste do suor com valor da [CI-] inferior a 30 mEg/L (resultado normal) e
o circulo vermelho representa o valor na [Cl-] 2 30 mEq/L a 60 mEqL (resultado borderline).
Alpha = 0,05. No grafico esta apresento: (i) linha de equidade; (ii) 95%CI para a média da
diferenca; (iii) 95%CIl para o limite de concordancia; (iv) linha de regressao para as
diferencas (viés) e seu 95%ClI.

Dado que contrasta com a moderada/forte concordancia no coeficiente de
correlacdo intraclasse (CC), sendo: (pico do estimulo colinérgico) CC = 0,588
(95%CI = 0,389 a 0,735); (pico do estimulo B-adrenérgico) CC = 0,877 (95%Cl
= 0,799 a 0,925); (razdo p-adrenérgico/Colinérgico) CC = 0,891 (95%ClI = 0,822
a 0,934); ([CI]) CC = 0,760 (95%ClI = 0,624 a 0,851).

Quanto ao sexo, o pico do estimulo B-adrenérgico (ambos os bracos) e
razao B-adrenérgico/colinérgico (ambos os bracos) foram maiores no sexo
masculino, do que no sexo feminino (Tabela 5 — incluindo os percentis para os

dados avaliados).

Marcador Sexo Minimo Perggntil Perggntil Per;:sentil Maximo p-value
Pico B-adrenérgico — braco direito Masculino 39,73 67,90 81,75 86,94 100,33 0.021
Feminino 29,84 50,97 67,75 82,20 98,50 ’
Pico B-adrenérgico — bragco esquerdo  Masculino 35,15 68,70 84,17 90,90 101,70 <0.001
Feminino 24,10 43,47 63,03 78,42 95,06 ’
Razao 3-adrenérgico/Colinérgico — Masculino 0,486 0,717 1,013 1,055 1,174 0.038
braco direito Feminino 0,291 0,527 0,821 0,997 1,201 ’
Razao 3-adrenérgico/Colinérgico — Masculino 0,403 0,764 0,985 1,035 1,112 0.004
brago esquerdo Feminino 0,252 0,517 0,726 0,922 1,253 ’

Tabela 5. Associagdo do sexo dos participantes com os valores do estimulo B-adrenérgico
de acordo com o braco avaliado*. N, numero de participantes. Analise estatistica realizada
pelo teste U de Mann-Whitney de amostras independentes. Dados apresentados pela
mediana (percentil 25" e percentil 75"). Alpha = 0,05. *

4.3. Correlagao entre a secregao do suor por estimulo B-adrenérgico e a
[CI] no teste do suor
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Nenhuma correlagéo entre os valores do pico do estimulo B-adrenérgico
e razao B-adrenérgico/colinérgico com a [CI] no teste do suor foi significante
(independentemente do braco considerado e a média entre bragos) (Figura 18).
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Figura 18. Correlacao de Spearman entre os valores do pico do estimulo colinérgico, pico
do estimulo B-adrenérgico, Razdo pB-adrenérgico/colinérgico e [CI-] no teste do suor.
Correlacao com p-value significativo (< 0,05) estdo apresentados em negrito. Alpha = 0,05.

Nas Tabela 6 e 7 sao listadas a descricao exploratéria de nossos achados
do estimulo B-adrenérgico e razao (-adrenérgico/colinérgico considerando os
pontos de corte de normalidade descritos na literatura para individuos controles
sem mutagdes do CFTR ou com apenas uma variante patogénica no gene CFTR
(heterozigoto). Nenhum dos marcadores — pico do estimulo (3-adrenérgico e
razao B-adrenérgico/colinérgico — foi diferente entre os grupos descritos para o
teste do suor de acordo com [ClI]em mEg/L: < 30 ou = 30 a <60 (p-value > 0,05).



Estimulo B-adrenérgico e razao entre o pico do estimulo B-adrenérgico e pico de
estimulo colinérgico

Estimulo B-adrenérgico

Ponte de corte

Braco esquerdo

Braco direito

(N) (N)
Masculino <36 1 0
36 a 51" 3 4
52 a 62” 2 2
262 23 23
Feminino 11a20 0 0
>220a35 4 1
> 35a 46" 5 4
=46 19 23
Razao B- Ponte de corte Braco esquerdo Braco direito
adrenérgico/Colinérgico (N) (N)
Masculino <0,5 2 2
0,5a0,7 4 4
20,7a0,9” 5 5
20,9 18 18
Feminino <3 2 1
3a04 2 0
20,4a0,7 9 11
20,7a0,9” 6 6
20,9 9 10

Tabela 6 Estimulo B-adrenérgico e razao entre o pico do estimulo B-adrenérgico e pico de
estimulo colinérgico considerando os pontos de corte de normalidade descritos na
literatura para individuos controles sem mutacdes do CFTR ou com apenas uma variante
patogénica no gene CFTR (heterozigoto). ™ padrdao considerado como heterozigoto,
‘padrao considerado como auséncia de mutacées no gene CFTR. N, nimero de
participantes; CFTR, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator.

Sexo Estudo B-adrenérgico B-adrenérgico/Colinérgico

Masculino Quinton et al. (2012) (34) 57 (52 a 62) 0,80 (0,72 0,9)
Unicamp (29) 76,85 (70,32 a 83,37) 0,897 (0,821 a 0,973)

Feminino Quinton et al. (2012) (19) 40 (35 a 46) 0,80 (0,7a0,9)

Unicamp (28) 62,86 (55,44 a 70,28) 0,742 (0,646 a 0,839)

Tabela 7. Comparagao descritiva entre os valores de referéncia para o estimulo -
adrenérgico da glandula sudoripara entre os nossos valores e os de referéncia obtidos
em: Quinton P, Molyneux L, Ip W, Dupuis A, Avolio J, Tullis E, Conrad D, Shamsuddin AK,
Durie P, Gonska T. B-adrenergic sweat secretion as a diagnostic test for cystic fibrosis.
Am J Respir Crit Care Med. 2012;186(8):732-739.

4.4. Correlacao da temperatura e umidade do laboratério com a secrecao
do suor por estimulo p-adrenérgico e a concentracdao do ion cloreto no
teste do suor

N&o houve correlagdo da temperatura e umidade do ambiente com a
razao (-adrenérgico/colinérgico. No entanto, foi observada moderada correlagao
da umidade com o valor do pico colinérgico (braco direito, Rho = -0,425; brago
esquerdo, Rho =-0,487) e leve da temperatura com a [CI7] no teste do suor (braco
direito, Rho = -0,216; brago esquerdo, Rho = -0,250) (p-value < 0,05) (Figura 19).
Os dados descritivos estdo apresentados na legenda da Figura 19.
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Figura 19. Correlacao de Spearman dos valores do pico do estimulo colinérgico,
pico do estimulo B-adrenérgico, razao B-adrenérgico/colinérgico e [Cl] no teste
do suor com a umidade do ambiente e temperatura do ambiente durante a
realizacao dos testes. Correlacao com p-value significativo (< 0,05) estao
apresentados em negrito. Alpha = 0,05. Na comparacao entre momentos de
analise a temperatura foi maior quando o exame foi realizado no braco esquerdo,
e a umidade foi menor. Temperatura: (braco esquerdo) 27,79 (26,65 a 28,82);
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(braco direito) 26,50 (23 a 28,33). Umidade: (braco esquerdo) 42,80 (37,33 a 50,24);
(braco direito) 49 (43,23 a 55,12). Analise realizada pelo teste dos postos
sinalizados de Wilcoxon de amostras relacionadas
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4.5. Associacao dos marcadores clinicos, demograficos e laboratoriais
com a secregao do suor por estimulo B-adrenérgico e a [CI] no teste do
suor

No estudo, as seguintes varidveis nao apresentaram associacao com a
indugédo da secregao do suor por estimulo B-adrenérgico e a [Cl] no teste do
suor: (i) etnia (caucasoide versus outros); (ii) idade agrupado (< 25 anos; 26 a
40 anos; = 41 anos); (iii) bragco dominante (direito ou esquerdo); (iii) atividade
fisica (ativo ou sedentario). No entanto, houve associacdo significativa com
(Figura 20 e Tabela 8):(i) idade e [CI] no teste do suor [(braco direito) Rho = -
0,330; (braco esquerdo) Rho = -0,275)];(ii) peso com o pico do estimulo -
adrenérgico [(bracgo direito) Rho = 0,243; (brago esquerdo) Rho = 0,403)]; razéo
B-adrenérgico/colinérgico [(braco direito) Rho = 0,210; (braco esquerdo) Rho =
0,297); pico do estimulo colinérgico [(braco esquerdo) Rho = 0,376)];(iii) altura
com o pico do estimulo B-adrenérgico [(braco direito) Rho = 0,307; (braco
esquerdo) Rho = 0,411)]; raz&o B-adrenérgico/colinérgico [(brago direito) Rho =
0,257; (braco esquerdo) Rho = 0,388); pico do estimulo colinérgico [(braco
esquerdo) Rho = 0,227]; [CI]1 no teste do suor [(braco esquerdo) Rho =
0,227)];(iv) IMC com pico do estimulo B-adrenérgico [(braco esquerdo) Rho =
0,263)]; pico do estimulo colinérgico [(braco esquerdo) Rho = 0,341];(v) IMC
(kg/m?) agrupado em magreza (< 18,5) + eutrofia (18,5 2 a 25) versus sobrepeso
(= 25 a 30) versus obesidade (= 30) com pico do estimulo 3-adrenérgico (ambos
0s bragos); pico do estimulo colinérgico (ambos os bracos); (vi) menstruacéo
com pico do estimulo [(-adrenérgico (braco esquerdo); razdo f-

adrenérgico/colinérgico (braco esquerdo).
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B-Adrenergic (Leftarm)  0.403  0.411 0.263 0.041
B Adrenergic (Right arm) 0.243  0.307 0.133 -0.024
Ratio i/Chol (Left arm) 0.297 0.388 0.141 -0.045
Ratio #/Chol (Right arm)  0.210 0.257 0.088 -0.080
Cholinergic (Left arm) 0.376 0.227 0.341 0.058
Sweat_test (Left arm) -0.035 0.223 -0.148 -0.275
Cholinergic_(Right arm) -0.100 -0047 -0.036 0.068
Sweat_test (Right_arm) | -0.064  0.140 -0.128 -0.330
Weight Height BMI Age

1P -1

Figura 20. Correlagao de Spearman dos valores do pico do estimulo colinérgico, pico do
estimulo B-adrenérgico, razao B-adrenérgico/colinérgico e concentragio do ion do cloreto no
teste do suor com a idade, altura, peso e indice de massa corpdérea dos participantes.
Correlacdo com p-value significativo (< 0,05) estdo apresentados em negrito. Alpha = 0,05.

Braco direito

Braco esquerdo

Baixo

Marcador peso + Sobrepeso Obesidade v apl;J e Bfgu(;r%?; 0 Sobrepeso  Obesidade p-value
eutrofia (N =22) (N=12) (N=22) (N=12)
(N = 23) (N=23)
B-adrenérgico 81,41 64,15 83,74 0,027 71,37 64,62 (42,77 85,12 0,045
(57,52a (44,67 a (73,06 a (56,09 a a 83,47) (73,99 a
85,31) 81,22) 91,18) 84,16) 91,67)
Colinérgico 84,80 78,07 86,01 0,016~ 81,82 79,49 (75,69 90,18 0,043
(78,71a (74,09 a (83,42 a (77,86 a a 82,30) (86,65 a
92,09) 83,72) 90,95) 87,15) 92,19)
Pré ou pos
Me(r;\lst_r::;lda menstruacao Me(r'n\loi)%l);sa p-value
= (N = 21) =
B-adrenérgico 62,04 67,04 (45,54 26,77 0,045™"
(58,63 a a 78,94) (24,77 a
73,30) 38,67)
B- 0,716 0,783 (0,579 0,307 0,037
adrenérgico/colinérgico (0,657 a a 0,934) (0,266 a
0,857) 1,035)

Tabela 8. Associacao do status do IMC e da menstruacao dos participantes. N, numero
de participantes. Analise estatistica realizada pelo teste Kruskal-Wallis de amostras
independentes. Dados apresentados pela mediana (percentil 25" e percentil 75"). Alpha =
0,05. *, sobrepeso e obesidade sao diferentes entre si; ', sobrepeso é diferente dos demais
grupos; ***, obesidade é diferente dos demais grupos; ****, menopausa é diferente do
grupo pré ou pos menstruacao. Todas as mulheres menstruadas ou do grupo menopausa
tinham braco direito como dominante, e dentre as pré ou pés menstruacao, 4 tinham braco
dominante esquerdo. Associacdo do status do [indice de massa corpérea e da
menstruacao dos participantes com os valores do estimulo B-adrenérgico de acordo com

o braco avaliado.
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4.6. Associacao da espirometria (litros) com a secrecao do suor por
estimulo B-adrenérgico e a concentracao do ion cloreto no teste do suor

Na avaliacdo da espirometria houve correlagao positiva (leve/moderada)
entre os marcadores, principalmente, CVF (L), VEF1 (L) e VEF1+/CVF (L) com pico
do estimulo B-adrenérgico e razao B-adrenérgico/colinérgico e do FEF25.75% (L)
com a [CI] no teste do suor (Figura 21). Por se tratar de uma amostra de
participantes saudaveis a interpretacdo dos achados foi baseada no valor em
litros da espirometria.

Mean B-Adrenergic 033 0408

B-Aidresergic (Left arm) .l 439
B-Adresergic (Right arm) 0314 0390
Mean Rathe 8/Chol 033 :
Batio 8:Cliol (Left arm)

0355
Ratio B/Chol (Right wrm) 029
Chollnergic (Left arm)
Mean Cholinergic

Mean Sweal test

Sweal test (Left avmi)
Sweal test (Right arm )
Chalinergic (Rightarm)

FEVi{L) FVC(L) FEFrmuil) FEVYFYC (L)

1IF -

Figura 21. Correlacao de Spearman entre os valores do pico do estimulo colinérgico, pico
do estimulo B-adrenérgico, razao B-adrenérgico/colinérgico e os marcadores da prova de
funcdo pulmonar dos participantes do estudo. Correlacdao com p-value significativo (<
0,05) estdao apresentados em negrito. Alpha = 0,05. FEV1, volume expiratdrio forcado no
primeiro segundo da capacidade da vital forcada; FVC, capacidade vital forcada; FEF25-
75%, fluxo expiratorio forgado entre 25% e 75% da capacidade vital for¢ada; L, litros; %,
porcentagem do predito.

FEFzma(™) FEYi(%) FVC (%) FEV/FVC (%)

Na avaliagdo da espirometria todos os valores estavam dentro do limite
de normalidade, exceto um participante que apresentou o VEF1(%) de 73, porém
com CVF (%) de 84, VEF1/CVF de 86 e FEF25.75% de 57 (ANEXO VIII)

4.7. Descricao da dor e qualidade da bolha

A avaliacdo do questionamento de dor estd apresentada na Tabela 9. Na
avaliagao geral do teste, 9/57 dos participantes relataram auséncia de dor, 29/57
(50,9%) dor leve e 19/57 (33,3%) dor moderada. Nenhum patrticipante classificou
a dor na intensidade de 8 a 10. Na avalia¢ao do conforto, de acordo com o braco,
34/57 (59,6%) dos participantes relataram que o teste no brago direito era mais
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desconfortavel, 13/57 (22,8%) no esquerdo e 10/57 (17,5%) indiferente. Em
relacdo a posicao de realizagdo do procedimento, 55/57 (96,5%) dos
participantes descreveram a posicdo como confortavel. Na Tabela 7 esta
descrita a qualidade da bolha do teste, de acordo com o brago.

Escala visual analégica

Bragco D 12 Injecao 22 Injecao 32 Injecao 42 Injecao Total

Leve 28(49,1%) 30(52,6%) 19(33,3%) 43(75,4%) 120(52,64%
Moderada 21(36,8%) 21(36,8%) 30(52,6%) 13(22,8%) 85 (37,28%
Intensa 8 (14%) 6 (10,5%) 8 (14%) 1(1,8%) 23 (10,08%
Braco E 12 Injecao 28 Injecao 32 Injecao 42 Injecao Total

Leve 28(49,1%) 28(49,1%) 22(38,6%) 43(75,4%) 121(53,08%
Moderada 22(38,6%) 26(45,6%) 32(56,1%) 12(21,1%) 92 (40,35%
Intensa 7 (12,3%) 3 (5,3%) 3 (5,3%) 2 (3,5%) 15 (6,57%)
Brago D 12 Bolha 22 Bolha 32 Bolha 42 Bolha Total
Ausente 1(1,8%) 0 0 0 1 (0,44%)
Ruim 1(1,8%) 1(1,8%) 0 0 2 (0,88%)
Média 9(15,8%) 8 (14%) 2 (3,5%) 2 (3,5%) 21 (9,22%)
Boa 42(73,7%) 43 75,4%) 47(82,5%) 49 (86%) 181(79,38%
Otima 4 (7%) 5 (8,8%) 8(14%) 6 (10,5%) 23(10,08%)
Braco E 12 Bolha 28 Bolha 32 Bolha 42 Bolha Total
Ausente 1 (1,8%) 0 0 0 1 (0,44%)
Ruim 4 (7%) 2 (3,5%) 1(1,8%) 0 7 (3,07%)
Média 9 (15,8%) 4 (7%) 2 (3,5%) 5 (8,8%) 20 (8,77%
Boa 41(71,9%) 50(87,7%) 54(94,7%) 48(84,2%) 193(84,65%
Otima 2 (3,5%) 1(1,8%) 0 4 (7%) 7 (3,07%)

Tabela 9. Escala visual analdgica para dor e qualidade da bolha apés cada inje¢ao no de
acordo com o braco.

4.8. Descricao da Duracao do Teste

Sobre o tempo de duracdo total de todos os testes, que tiveram uma
duracao de 120 min a 150 min, 39 (68,4%) dos participantes ndo consideraram
os procedimentos demorados (entrevista, espirometria, evaporimetria nos dois

bracgos, teste do suor classico nos dois bracos e coleta de sangue). Ja 18 (31,6%)
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participantes consideram os procedimentos demorados. A evaporimetria nao foi
avaliada de forma isolada. Cada teste de evaporimetria durou em média 30-40

minutos.

4.9 Resultados dos Participantes Excluidos

Os 3 participantes excluidos obtiveram resultados do teste de suor e
evaporimetria alterados. As duas mulheres tiveram sequenciamento genético
alterados e o homem material insuficiente para andlise (Tabela 10). As duas
participantes do sexo feminino com mutag¢des, uma heterozigota para a mutacao
F1052V (mutacao de classe IV) e a outra com mutacao F508del (mutacao de
classe 2) / L997F dominio 8 transmembrana, de significado incerto.

Na amostra de sangue do sujeito do sexo masculino com teste de suor e
evaporimetria alterado encaminhado para o sequenciamento genético, o DNA

extraido ndo foi suficiente para analise.

RAZAO RAZAO
SUJEITO | SEXO | TS—-BD | TS-BE | B-COCK_CCH | B-COCK_CCH | GENETICA (MUTAGAO)
BD (MEDIA) BE (MEDIA)

1 M 57,33 61,4 0,419 0,585 DNA
extraido
insuficiente  para
analise.

2 F 74,38 78,52 0,169 0,129 Heterozigota para a
mutacéo F1052V
(classe V)

3 F 58,27 63,00 0,034 0,144 Mutacao F508del
(classe Il) / L997F

Tabela 10. Dados dos pacientes que foram excluidos por apresentarem TS alterado e
evaporimetria. Foram detectadas em dois pacientes mutacées na CFTR.
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5. Discussao

Por se tratar de uma doenca crbnica, de carater progressivo, sem a
possibilidade ainda de uma terapéutica que promova a cura (Collie et al., 2014),
com a necessidade de encaminhamento dos pacientes diagnosticados para
centros de referéncia para tratamento e uso de medicamentos de alto custo
(Ribeiro et al, 2002), o diagndstico seguro e preciso se torna fundamental para a
orientacdo e conducdo adequada dos casos pela equipe médica e melhor

progndstico dos pacientes.

No estudo, encontramos valores da razdo B-adrenérgico/Colinérgico
diferentes do que os da literatura e os valores foram diferentes entre os sexos,
sendo maiores no sexo masculino, concordante com estudos publicados. Além
disso, chama a atencdo que apesar da presenca de correlacdo positiva e
significante entre os valores dos testes entre os bragos D e E, houve auséncia
de concordancia para razdo B-adrenérgico/Colinérgico e a [Cl]. Porém apesar
de ser estatisticamente diferente, essa diferenca é pequena e sem relevancia
clinica. Os picos [B-adrenérgico e a razao [-adrenérgico/Colinérgico nao
apresentaram correlagcdo com a [Cl] por se tratar de uma amostra de individuos
sem mutagdo no CFTR. Na analise da variabilidade do resultado do estimulo 8-
adrenérgico foi observada a influéncia da umidade, variaveis antropométricas e
sexo e, no teste do suor, da temperatura do ambiente e da idade do participante,
sendo a [CI] maior, quanto menor a idade. Adicionalmente, houve menor valor
da razédo B-adrenérgico/Colinérgico em participantes na menopausa, com uma
possivel associacdo com a idade e baixos niveis hormonais, ambas
caracteristicas inatas do envelhecimento. Na avaliagdo da fungdo pulmonar
houve correlagdes fracas e moderadas, principalmente com o pico do estimulo
B-adrenérgico e razdo [-adrenérgico/Colinérgico, mesmo na auséncia de
doenca pulmonar e de mutacées do CFTR. O teste para avaliagao do estudo da
secregao de suor por estimulo B-adrenérgico da glandula sudoripara foi tolerado
e a dor referida como de leve intensidade na maioria dos testes.

Até o momento, como evidenciado na literatura, pacientes com FC nao
apresentaram sudorese ap6s o estimulo com beta-coquetel tendo o valor da
razdo B-adrenérgico/Colinérgico préximo a zero por cento; participantes com
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uma variante patogénica no CFTR apresentaram ~50% da média de sudorese
da razao B-adrenérgico/Colinérgico; e participantes sem variante patogénica no
CFTR tiveram uma curva de sudorese mediante ao estimulo B-adrenérgico
semelhante a da fase colinérgica (Gonska T, 2009). No entanto, participantes
com doencas relacionadas apresentaram sudorese abaixo da média de 50%,
mas acima de 0%, diferenciando-os dos pacientes com FC (Quinton P, 2012).

De maneira geral, na medida em que a visdo da FC como um espectro de
doencas evolui, a determinacao do diagndstico preciso, e de seu amplo fendbtipo,
se torna desafiadora, porém fundamental. Dentro desse ambito, é importante

estabelecer critérios para excluir ou confirmar o diagnostico de FC ou CFTR-RD.

Com o intuito de fornecer um novo aparato de ferramentas para o
diagnoéstico e entendimento da FC e sua expressdo, os testes bioelétricos,
somados ao teste do suor, ganharam destaque, por fornecerem o suporte na
avaliacdo da funcdo da CFTR. No entanto, as ferramentas de avaliagcado
bioelétricas, ainda apresentam limitacdes e carecessem de subsidios para sua
correta interpretagéo, ndo sendo ainda disponibilizadas como ferramentas para
diagnéstico definitivo e avaliagdo de comprometimento tecido-especifico
(Quinton P, 2012; Ooi CY, 2014; Behm JK, 1987). Os estudos de eletrofisiologia,
dentre eles a avaliacdo bioelétrica da CFTR, e sua variabilidade sofrem
influéncia de numerosos fatores, o que inclui: (i) varidveis ambientais e genéticas
(genes modificadores e classes de mutagdes de CFTR); (ii) do examinador; (iii)
inatas do sujeito avaliado (sexo, idade, IMC, altura, etnia e dentro outros); (iv)
tipo de protocolo aplicado.

A inducéo da CFTR na glandula sudoripara por estimulo 3-adrenérgico foi
validada como um teste in vivo para medir a fungdo da CFTR (Quinton P, 2012),
e tem sido considerado um teste sensivel para quantificar, graduar e estratificar
a funcao da CFTR. Dessa forma, no futuro, podera auxiliar no diagnéstico da FC
e doencas relacionadas. O teste é de facil execucao, porém requer treinamento
e entendimento/disponibilidade da técnica de eletrofisiologia para avaliar/reduzir
a variabilidade nos resultados inerentes ao examinador, clima, etnia, interagao
medicamentosa, dentre outras. O resultado do teste € obtido in loco e, dessa

forma, ajustes e/ou repeticbes podem ser realizados sem necessidade de
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esperar alguns dias. No estudo, o programa desenvolvido para laudo facilitou e
agilizou a interpretacéo dos achados.

Nao houve a necessidade de repetir nenhum exame por erro,
inconsisténcia ou mau funcionamento do aparelho. Além disso, a indugédo da
CFTR na glandula sudoripara por estimulo B-adrenérgico foi estabelecida em
alguns centros do mundo, mas ainda € muito pouco utilizada. No hemisfério sul,
incluindo todos os paises de clima tropical, nosso centro € o Unico que realiza o

estudo da secregao do suor pelo estimulo B-adrenérgico.

Outro fato que merece destaque, é que todos participantes apresentaram
sudorese apo6s estimulo B-adrenérgico, e dessa forma, a funcao da CFTR esteve
presente em todos os sujeitos. Chama a atencdo que dentro da amostra um
elevado numero de sujeitos apresentou teste do suor boderline. No protocolo do
estudo, o teste do suor foi realizado apds o teste da indugéo do suor por estimulo
B-adrenérgico, e dessa forma, pode ter ocorrido interferéncia nos resultados
obtidos, o que explicaria o maior numero do que o esperado de sujeitos com [CI
] entre 30 e 60 mEq/L.

Como esse é um primeiro estudo e ainda nado ha evidéncia da
interferéncia das drogas utilizadas e seu tempo de atuagdo, na indugcdo da
sudorese e, concomitantemente estimulacdo da CFTR, pode ter ocorrido
influéncia sobre o resultado do segundo teste realizado no mesmo dia (teste do
suor). A interpretacdo desses dados deve ser feita com cautela e novos estudos
deverao ser realizados para verificagdo. Mediante esse achado, sugerimos a

realizacdo dos testes em dias ou bragos diferentes.

Em relacdo aos dados antropométricos, como em estudo anterior
(Quinton P, 2012), as taxas de secregao de suor por estimulo 3-adrenérgico, em
saudaveis, sem variante patogénica no gene CFTR, foram estatisticamente
diferentes entre os sexos, sendo maiores no sexo masculino, o que pode ser
explicado pela diferengca na constituigdo corporal (Behm JK, 1987). No sexo
masculino ocorre, quantitativamente, um menor numero de glandulas
sudoriparas ativas, porém com maior taxa de secrecao de suor (Sato K, Sato F,
1988).
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Com os dados, foi possivel determinar a razao de valores para ambos os
sexos, que podem ser utilizados como primeiro passo para buscar a referéncia
para a populagédo brasileira. Um dado de destaque desse estudo € que ao
analisar os valores dos saudaveis na literatura, as médias da razado p-
adrenérgico/Colinérgico tém uma tendéncia a serem mais elevadas. Uma
explicacao plausivel pode ser pelo clima tropical que é associado a uma maior

taxa de transpiracao.

Os participantes com valor reduzido da razao B-adrenérgico/Colinérgico
e/ou valor limitrofe no teste do suor, semelhante a resposta de um individuo
heterozigoto para variante patogénica no CFTR, tiveram o sequenciamento do
CFTR realizado e nao foi observada variantes patogénicas. Uma explicacao
seria que outros canais estejam agindo como moduladores da [Cl], e que mesmo
0 padrdo ouro ao diagnéstico, estd sujeito a interpretacao individual do seu
achado ou que exista resposta residual ao estimulo -adrenérgico prévio ao teste
do suor. Dessa forma, ressalta-se que os testes de eletrofisiologia tém elevada
variabilidade e devem ser avaliados como parte de todo, e preferencialmente em

associacao.

A variabilidade observada dificulta a interpretacdo e comparagéao de um
teste isolado de maneira universal entre diferentes grupos de pesquisa, €
favorece a criacao de uma uniformizacao de protocolos/curva de referéncia que
seja populacao-especifica. Além disso, mediante a variabilidade especifica de
cada teste, em alguns casos tido como duvidosos, a associagdo de mais de um
teste se torna necessaria para fornecer o diagnéstico confiavel ao paciente.

No espectro fenotipico da FC, o Unico consenso comum € a interpretacéo
da classificagdo de mutacdes de CFTR. Dentro dessa conjectura, idealmente se
deve realizar curvas mundiais, que expressem a funcao da CFTR através dos
testes de eletrofisiologia tendo como suporte a intepretacao genética do paciente
que € universal. Finalmente, tem-se que a auséncia de correlacdo entre as
razbes dos valores de estimulo B-adrenérgico e [CI] no teste do suor, pode ser
explicada pela inclusdo de apenas individuos saudaveis.

Dos seis testes do suor alterados, somados as seis evaporimetrias
alteradas, correspondentes aos 3 pacientes excluidos do estudo, posteriormente
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comprovaram que dois sujeitos, apesar de se declararem saudaveis, sem
quaisquer queixas clinicas, se mostraram portadores de mutacdes relacionadas
a CFTR apés o sequenciamento genético, ou seja, o TS associado a
evaporimetria foram eficazes em levantar possiveis candidatos a um screening
genético complementar. Um sujeito ainda estda com o sequenciamento genético

em execucao.

5.1. Limitacoes

(i) tamanho da amostra;
(i) estudo inclui participante de apenas uma cidade;
(iii) limitag&do para andlise estatistica, sendo esta exploratéria;

(iv) realizacdo de ambos os testes para mensurar a fungdo de CFTR em um dia.
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6. Conclusao

O estimulo B-adrenérgico da glandula sudoripara apresentou
comportamento diferente (valores mais elevados) ao de estudos publicados.
Dessa forma, acreditamos que os achados devam ser tidos como referéncia para
populacdo brasileira, no caso da avaliagdo de saudaveis e na auséncia de
variantes patogénicas de CFTR. O valor do teste é dependente de numerosos
aspectos e estes devem ser considerados na sua interpretacao. Curiosamente,
o teste foi indicativo da variabilidade da fun¢ao pulmonar, mesmo em saudaveis,
e por ser reprodutivel, podera ser implementado como nova ferramenta de
diagnéstico e seu uso para avaliar a funcao da CFTR deve ser estimulado,

principalmente, em ensaios clinicos N de 1.

No futuro, deve-se comparar o estimulo B-adrenérgico e a [Cl] no teste
do suor na presencga de FC, portadores de uma variante patogénica no CFTR e
em controles saudaveis sem variante no CFTR para o desenvolvimento de uma
curva de normalidade, avaliacdo de sensibilidade e especificidade,
preferencialmente num estudo multicéntrico que possa refletir uma amostra mais

fidedigna da populacao brasileira.
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8. ANEXOS
ANEXO |
é’.% TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituicao: Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.
- Avaliacao da correlacao entre a funcao da CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator) resultante da estimulagao B-adrenérgica das

glandulas sudoriparas comparada a funcao da CFTR em bidpsia retal ex vivo.

( ) Controles Maior de ldade

Eu

portador do RG telefone residente na
rua bairro

cidade Estado por livre e espontanea vontade aceito

participar deste estudo.

Fui convidado (a) a participar de um projeto de pesquisa para estudar o funcionamento
das glandulas sudoriparas (de suor) de pessoas com suspeita ou diagnoéstico de fibrose

cistica (FC) seguidas no ambulatério de FC da Unicamp.

O funcionamento dessa proteina sera avaliado através da coleta do suor realizada por
um aparelho chamado Evaporimetro. Este aparelho sera colocado em contado com a
pele durante cerca 15 de minutos e nao oferece risco de queimadura, choque ou dor. O
tempo total de duracao sera de cerca de 60 minutos (1 hora).

Serei submetido a um teste para determinar a minima quantidade de suor possivel que o aparelho pode
medir. Para isso durante ocasides diferentes serei submetido a inje¢des repetida, sendo 3 em cada dia de

teste. Cada teste ird usar a mesma dose de atropina, mas as doses sucessivas dO cocktail B-
adrenérgico que é o que estimula o suor serédo de 0,1%, 1%, 5%, 10%, 20% e 100% da
dose maxima. Em cada dia de teste apenas 2 doses diferentes serdo usadas em areas da pele proximas.
Deverei repetir o teste em trés ocasides, com um intervalo de pelo menos um dia entre cada teste. O
risco destas injecoes além da dor pela pungao € de provocar vermelhidao e coceira no
local. Todos esses riscos sao reversiveis (desaparecem) e ndo devem durar mais de 15
minutos. Existe o risco tedrico das drogas utilizadas, mas como a dose aplicada durante
o teste € muito pequena, também fui informado que este risco é também pequeno e que
nao foi observado em nenhum dos estudos realizados com o0 mesmo propédsito antes.
O risco destas injecoes além da dor pela puncgao € de provocar vermelhidao e coceira

no local. Todos esses riscos sao reversiveis e nao devem durar mais de 15 minutos.
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Existe o risco tedrico de provocar alteragdes sistémicas, mas como a dose aplicada

s

durante o teste é muito pequena, também fui informado que este risco € também
pequeno e que nao foi observado em nenhum dos estudos realizados com 0 mesmo
propésito antes.

DETALHAMENTO DOS EFEITOS COLATERAIS:

1)Um individuo apresentou uma leve sensagao de queimagao apds a injecao do cocktail B —
adrenérgico que melhorou depois de 5 minutos sem qualquer intervengao( nao foi feito nada).
2) Um sujeito experimentou coceira no local da injegdo, que parou apds o término do teste.
Nenhuma reagao sistémica ou local grave foi relatada em um estudo recente em San Diego e
Toronto testando um total de 171 sujeitos com e sem FC. [Quinton P, Molyneux L, W Ip, Dupuis
A, Avolio J, Tullis E, Conrad D, Shamsuddin AK, Durie P, Gonska T. A secrecdo de suor beta-
adrenérgico como um teste de diagnostico para a Fibrose Cistica. Am J Respir Crit Care Med.
2012 02 de agosto].

Em teoria, os efeitos colaterais sistémicos em altas concentragdes (quantidades) sao:

- Do isoproterenol e aminofilina: vermelhidao, dor de cabeca, taquicardia (aceleragao do
coragao), dor abdominal, palpitacoes, tremores, caibras musculares transitérias, nervosismo,

tontura, dor de cabega, insénia, nauseas(enjoo), fraqueza, hipertensao (pressao alta).

-Da atropina: rubor (vermelhidao da face), tremor, palpitacées, tonturas, fotofobia (sensibilidade
a luz), nausea, boca seca, diminui¢cdo da sudorese e dificuldade para urinar.

- Do carbacol: rubor, diarreia, nauseas, dor abdominal ou célicas, aumento da saliva, suores

incomuns, alteragdes na visao.

Devido a dosagem muito baixa utilizada destas drogas neste estudo o risco de efeitos
secundarios sistémicos é insignificante.

Todas as doses de medicamentos estdo bem abaixo daquelas comumente aplicadas na pratica
clinica *:
« injecdo intraocular de carbachol € normalmente usada em doses 5.000 vezes mais elevada do
que a dose proposta para injecao intradérmica.
* injecdo intravenosa ou intradérmica de atropina € utilizado em doses de 150 x superiores a
dose proposta para injecéo intradérmica.
* injecdo intravenosa ou intradérmica de isoproterenol é utilizado em doses de aproximadamente
50 a 250 vezes mais elevadas do que a dose proposta para injegcdo intradérmica.
* A injecao intravenosa de aminofilina € usado em doses 250 vezes mais elevadas do que a dose

proposta para injecgao intradérmica.
* Todas as estimativas sao baseadas em um sujeito com um peso corporal de 50 kg.

Li a folha e fui esclarecido (a) dos riscos.
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Sei que com este estudo ndo receberei nenhum beneficio financeiro para que
esses procedimentos sejam realizados. A Unica vantagem que poderei ter € saber o0s
resultados dos exames. No entanto, fui informado (a) que se for detetcada alguma
alteracao, serei imediatamente comunicado (a). Qualquer duvida poderei contatar a
Unicamp no tel. (019) 35218983- Laboratério onde sera realizado o teste(LAFIP).

Todos os resultados ficardo em absoluto sigilo, estando somente disponiveis para
pesquisa, no caso de publicacao cientifica, nenhum nome de paciente sera divulgado.

Estou ciente que poderei abandonar a pesquisa a qualquer momento, mesmo apos a
assinatura deste termo. Concordo em participar dessa pesquisa e sei que receberei uma
cbpia deste consentimento livre e esclarecido por mim assinado. Declaro que li esse
documento e sempre que tiver alguma davida sobre este estudo serei prontamente

esclarecido sobre 0 mesmo pelos pesquisadores.

Nome, assinatura e RG do sujeito da pesquisa

Nome, assinatura e RG do responsavel legal

Pesquisadores Responsaveis:

Dra. Maria de Fatima Servidoni (Gastropediatra) telefone: 19- 35218983
Prof. Dr. Anténio Fernando Ribeiro (Gastropediatra) telefone: 19- 35217395
Prof. Dr. José Dirceu Ribeiro (Grupo FC/Unicamp) telefone:19-35218983

Em caso de denudncias e/ou reclamagodes referentes aos aspectos éticos da pesquisa
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) pelo telefone (19) 3521-
8936.
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FACULDUADE DE CIENCTAS
MEDICAS - UNICAMP W
(CAMPUS CAMPINAS)

DaDd i DO PROJETO DE PESGQLUI 54

Tiulo da Pesquisa: Avaliagdo da comalagio entre a funcéo da CFTR [Cyste Fibrosis Transmanbrana
Regulator) rasaltante do astimulacia B-adrenérgica das glandulas sudoriparas
comparada a funcdo da CFTR em bidpsia relal &% vivo

Peaquigador: BMaria de Falima Cormea Pimanta Sendcdom

Ares Tematica: Area 4, Eguepamantos, insumas & dispositivas para salde nowes, ou nde registrados no
pais

Vareao: 1

CAAMED 1327159713 5 0000 5404

inefiulzio Proponante: Hospilal de Clinkeas dia UNICARMP
Patrocinador Princigal; Frnancismaento Propao

DaDoE DO PARECER

Hamero 4o Parecer: 233,183
Data da Relaforta: 26052013

Adpresentagio do Projeto:

5 paciantes com fibrosa cistica (FC) apresantam um fransporie anormal da ions, o que promova uma
cancentracio sliavadn de cloredn B de 50d8io no suor. O tesia do suor @ consideradn por grupos de consanso
ama o “padria curn® parm o disgndsion de FC Pordm. este este mdesonal e um d@gndsiion quaitislivo
& samanies diferencia os individuns ssadiveds dos com FC cldssicn, O aspecta da FC & bem amglo, & pode
Ler maaneHacﬁee. diverzag, aom Elr-ﬂ'vll]ﬂﬂ& miaks branda pordm sempra de cures cronics. PAara
ertardimanls, ﬁlﬂgﬁﬁﬂum & Iralaments MEI’.]LI-&EI\'.IB- degla anlermidacde, 8&s necesniios esleg qug possam
guanificar a atividade da proteing CFTR. A proposia do prasente projels & colribuir nesss sanlido, sirsves
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ANEXO Ill - FICHA CLINICA _

Evaporimetria: curva de normalidade (sujeitos sem nhenhuma mutacao CFTR) da
populacao de Campinas SP

Nome:

Telefone: ( ) Data de nascimento: / /
Sexo:( )F ( )M Peso: kg Altura: m
Comorbidades:

HAS:( )Sim ( )Nao
DM:( )Sim ( )N&o

Pneumopatias: ( )Nao ( ) Sim:

Cardiopatias: ( )Nao ( ) Sim:

QOutras:

Tabagista: () Sim ( ) N&o ( ) Ex-tabagista, parou ha

Medicagao em uso:

Antecedentes familiares:

TESTE DO SUOR Data: / /

Teste do suor (mEqQ/L) Cl-/ Na +
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EVAPORIMETRIA Data / /

84

Evaporimetria Colinérgica

B-Adrenérgica

FUNCAO PULMONAR Data: /1

Fungéo Pulmonar

VEF1%

CVF%

VEF (25-75)

/ /

COLETA DE SANGUE (ESTUDO GENETICO) Data:
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ANEXO IV - MANUAL PADRAO DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL

Medicao da taxa de suor usando evaporimetro apos estimulagdao B-adrenérgica

I
Traduzido da versao original em inglés
by Tanja Gonska, Paul Quinton, Wan Ip, Julie Avolio and Laura Molyneux
and the Sweat Rate Consortium

Tabela de conteudo

Teste de evaporacao de Suor - SOP

Secéo |: Preparacao

1 Equipamento e especificagdes
2.1 Preparagéao da Droga* Paginas 3-5
2.2 Injecao da Droga

3 Setup do Evaporimetro

Secéo IlI: Protocolo de Teste
1 Preparacao inicial

2 Medida basal Paginas 6-11
3 Teste da secrecao de suor
4 Avaliagao dos dados

Secao 1: Preparacao

1. Equipamento e Especificacoes
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Drogas para estimulacéao de suor por injecao intracutanea Fornecedores

Atropina 0.6 mg/ml injetavel Sandoz (ou
equivalente)

Carbacol (Miostat) Solucao intraocular 0.01% Alcon

Isoproterenol (Isuprel) Solugao de injecao a 0.02% Sandoz (ou
equivalente)

Aminofilina solugéo de injecao a 2.5% Hospira (ou

equivalente)

Cloreto de Sddio a 0.9%

Baxter (ou equivalente)

Caracteristicas dos Injetores

Fornecedores

Seringa de 1ml latex free

BD

Agulha para injecao intradérmica

Becton Dickinson

Outros Suprimentos

Compressa de Alcool a 70% uso unico

Préprio do Servico

Compressa de Gaze

Préprio do Servico

Oleo Mineral

Préprio do Servico

Descarpacks

Proprio do Servigo

Equipamento de Medida da Secrecao de Suor

Fornecedor

Evaporimetro/probes TEWL/ software DASYLab

cyberDERM Inc.

WLRawData.xls file (electronic copy)

cyberDERM Inc.

Excel sheet for data transfer (electronic copy)

Gonska lab

EVAP Datasheet (hard copies)

Gonska lab
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2.1.Preparacao da Droga:
Cada droga deve ser preparada pela farmacia com a diluicao especificada.

Carbacol (Miostat) solucao intraocular 0.01%

Dosagem: Concentragao final = 100ng/ml; 10-7M (0.00001%)

Preparagéo: Usar seringa de 1 ml sugar o volume desejado.

1) Pegar 0.1ml Carbacol 0.01% e adicionar 1 ml de NaCl a 0.9% estéril—[10-5M]

2) Pegar 0.1 ml da solucao (item 1)e adicionar 10 ml de NaCl a 0.9% estéril —[10-
7M]

3) Pegar uma nova seringa/agulha para sugar 0.1 ml do passo 2, Solugéo de Carbacol
[10-7M] para injecao Intracutédnea= intradermica (ID)

Injecao de Sulfato de Antropina solucéo a 0.06% (0.6 mg/ml)

Dosagem: Concentracao final = 0.44mg/ml; 10-4M (8g Atropina)

Preparagéo: Usar seringa de 1ml para sugar a droga

1) Pegar 0.2 ml de Sulfato de Antropina solug¢éo a 0.6% e adicionar em 2.5 ml de NaCl
a 0.9% estéril—[Atropina 10-4M]

2) Pegar uma nova seringa/agulha para sugar 0.2 ml de Atropina 10-4M para injecdo
Intracutanea (ID)

B-Cocktail: Sulfato de Antropina a 0.06% + Isoproterenol (Isuprel) Solugéo injetavel
0.02% + Aminofilina solugédo injetavel 2.5%

Dosagem: - cocktail € composto por 0.004% Atropina, 0.002% lIsoproterenol, 0.46%
Aminofilina; correspondendo a 8 g de Atropina, 4 g de Isoproterenol e 0.9mg
Aminofilina

Preparagéo: Usar seringa de 1ml para sugar a droga

1) 0.2 ml Sulfato de Antropina a 0.06%

2) 0.3 ml Isoproterenol a 0.02%

3) 0.5 ml Aminofilina a 2.5%

4) Adicionar as drogas dos itens acima em 1.7 ml de NaCl a 0.9% estéril- [Final -
cocktail]

5) Pegar uma nova seringa/agulha para sugar 0.2 ml do cocktail para injecao
Intracutanea

Toda a preparacao das drogas deve ser feita pela farmacia institucional.

2.2. Preparacao da Droga

A. Prepare seringas de 1ml para 4 injecées como requerido

1. Injecbes de Antropina: Prepare 2 seringas com 0.2 ml de solucdo de Atropina

2. Injecéao de Carbacol: Prepare 1 seringa com 0.1 ml de Carbacol

3. Injecéo de B-cocktail: Prepare 1 seringa com 0.2 ml de solucdo B-cocktail e coloque
depois agulha de insulina ( para inje¢ao intradermica)

3. Set-Up do Evaporimetro e do DaisyLAb

A. Limpe o Evaporimetro TEWL e os probes enxugando o fundo do sensor cilindrico
com um cotonete embebido em alcool, secar com ar. O B-blue TEWL probe é a
REFERENCIA e o A-red TEWL probe é o MEDIDOR.

B. Faca um diagndstico antes de iniciar cada experimento:
1. Ligue o dispositivo EVAP
2. Abra o Excel worksheet entitulado: ‘WL Raw Data.xIs’
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3. Abra o ‘a.1 Menu RG1 1.03’ para executar o menu.

4. Abra o Powerpoint (minimize) para criar uma cépia da tela (print screen copy)

5. Faga o Diagndstico (F5)

6. Siga as instrugdes na tela conforme avanga no programa. (Move on Dual, Yes,
Diagnostic)

7.Ap6s o programa de diagnostico rodar por 2 minutos. Pressione stop, Print Screen e
copie e cole no slide do powerpoint (Conforme Fig. 1).

Figure 1: Janela de diagnéstico no DASYL

N L W

>ujm| o] =i 2

Dual Probe Diagnostic Program

Upper RH Upper Temg Upper RH Uppar Temp

56.46 20.08| 57.84 20.27

58.29 20.30f 59.21 20.53

1.83 022 137 025

B e i Main Switch
| 540 474 P oo

LopberDERM, inc, 2009

Secao lI: Protocolo de Teste
1. Preparacao Inicial:

Manual de Gravagdo das medidas do evaporimetro (EWL) no EVAP Datasheet
Data, tempo, identificacao do sujeito e operador da ficha técnica.

Como estudo para a documentacao.

Grave os pontos do tempo nos quais a droga é injetada

B. Evaporimetro computadorizado: como se segue: WLRawDATA.xls deve ser
executado no momento da gravacao (deve ser aberto antes de iniciar o DASYLAB). As
medidas de ambos os “probes” devem ser gravadas (EXCEL sheet RawA e RawB)

2. Linha de base das medidas:
A. A pessoa que vai realizar o teste deve se sentar de forma confortavel, apoiar e esticar
o antebraco direito sobre uma superficie reta. Limpe uma area da pele no ter¢o superior
do antebraco,limpe o local com agua, depois com algodao embebido em alcool e ar
seco.
B. Limpe a superficie da sonda TEWL com algoddao embebido em &lcool (caso ndo tenha
sido feito antes).
C. Coloque as duas sondas TEWL sobre o brago do sujeito e fixe-as no local usando
faixas de borracha simples. A Referéncia (B-azul da sonda) vai na lateral externa do
braco direito do paciente e a Medida (A-vermelho da sonda) vai para a face interna do
braco direito.
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D. Deve manter a sonda perpendicular a pele ao longo de todas as medicbes. A
orientagao vertical é essencial para a precisao (ver Fig. 2).

Figure 2: Orientacao perpendicular do probe

E. Volte para DASYLab (diagnostic screen), pressione start para a ver menu principal,
em seguida- rapidamente clique em Iniciar ( start)para selecionar para a medicao.
F. Cliqgue em "Medicao"(Measurement) para comegar a gravagao. Vocé sera solicitado
a introduzir o Run # 4. Entao pressione 'START'no DASYLab para iniciar a medicao.
G. Aguardar que a linha de base EWL se torne estavel por cerca de 2 minutos (4-5 min
total).
* A leitura da linha de base deve estar entre (5-15) e A e B entre com
intervalo de 5 entre cada um.
* Os valores altos indicam alta transpiragao (paciente esta se sentindo
quente). Neste caso, esperar até o paciente se esfriar e os valores cairem.
Ou remova o probe, limpe a pele do paciente com uma gaze seca ou tente
outro local.
* Se vocé tem uma leitura negativa, o probe pode estar de cabeca para
baixo.

3. Teste da Secrecao de suor: evaporimetria (medicées EWL)

A. REFERENCIA (B-Blue probe TEWL)

Inibigdo com atropina

1. Remover o probe, limpar o local com alcool. Usando a seringa de 0,2 ml de atropina,
inserir intradermicamente, em seguida introduzir a agulha para o centro da area de teste.
Injetar o contetdo da seringa de modo a formar uma papula de diametro <1 cm.

Deve ser tomado cuidado para que local da puncao esteja fora da area de medicao
do probe.
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2. Limpar o local de injegdo com 6leo mineral. O excesso de 6leo ira interferir com a
transpiracdo. Seque o excesso de 6leo com uma gaze macia. Em seguida, recoloque o
probe no local de forma que o local da pung¢éo da agulha esteja fora ou apenas na borda
da area da sonda de medicao( do probe).

Esta sonda ira registrar e gravar a transpiracao da pele e vai permanecer durante todo
o teste. Os dados serdo salvos automaticamente no arquivo eletrénico "RawB".

e  Sera necessario controlar a posi¢ao da sonda ao longo do teste e reajusta-la
conforme necessidade para manter a posicao perpendicular a pele.

B. MEDICAO (A-Red- probe TEWL)
i. Estimulagé&o colinérgica

1. Para a sonda de medida, marcar a pele em torno da sonda de modo que ela possa
ser substituido sobre 0 mesmo local mais tarde, muitas vezes a pressao da sonda vai
deixar uma marca bem visivel na pele.

2.Limpe a area de teste com uma gaze com alcool e ar seco. Usando a seringa com 0,1
ml Carbacol, inserir intradermicamente, em seguida,introduza a agulha para o centro da
area. Injetar o conteudo da seringa de modo a formar uma papula de diametro <1 cm.

3.Limpe o local onde foi feito a inje¢do com éleo mineral. O excesso de dleo ird interferir
com a transpiragdo. Seque o0 excesso de éleo com uma gaze macia. Em seguida,
substitua sonda no local de forma que o local da puncédo da agulha esteja fora ou
apenas na borda da area de sonda de medicdo. Esta sonda ira gravar a transpiracao
térmica. Os dados serdo salvos automaticamente no arquivo eletrénico em "Rawa".

4. MedicOes sao registradas pelo evaporimetro até que seja alcangado um patamar de
equilibrio e registrado por mais 2 min. Se um patamar definido ndo pode ser alcangado,
registrar a resposta colinérgica durante o minimo de 8 minutos e maximo de 10 minutos.
(ver afig. 3).
e Aresposta colinérgica é geralmente acima de 30,deve estar no intervalo de (30-
100); idealmente acima de 60. Se nédo, vocé tera de re-injetar em um novo local.
Figura 3: Leitura EWL
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Linha Vermelha: resposta Evaporl’rhetro apos a injecao colinérgica.
Linha azul: resposta Evaporimetro apds atropina, linha de referéncia.
ii: Inibigdo com Atropina

1. Remover A-Red sonda TEWL. Limpe suavemente com é&lcool seque com ar seco a
area da pele sobre e em torno papula.

2. Injete 0,2 ml da solucao de Atropina da mesma maneira como acima (Use o local
da mesma pungado como antes).

3. Limpe a area de papula e ao redor com 6leo mineral. Seque o excesso de 6leo com
uma gaze macia.

4. Faca as medicdes registradas no evaporimetro até que seja alcangado um patamar
de equilibrio e registrado por mais 2 min. Se um patamar definido ndo pode ser
alcancado, registrar a resposta atropinica durante o minimo de 8 minutos e maximo de
10 minutos. .

iii. EstimulacdoB3-adrenérgica (funcdo CFTR):

1.Remover A-Red sonda TEWL. Limpe suavemente com alcool seque com ar seco a
area da pele sobre e em torno da papula.

2. Injete 0,2 ml solugéo Cocktail-B da mesma maneira como acima (Use o local da
mesma pungdo como antes).

3. Limpe a area de papula e ao redor com 6leo mineral. Seque o excesso de 6leo com
uma gaze macia.

4. Faga as medigOes registradas no evaporimetro até que seja alcangado um patamar
de equilibrio e registrado por mais 2 min. Se um patamar definido ndo pode ser
alcancado, registrar a resposta solu¢gdo Cocktail-B durante o minimo de 8 minutos e
maximo de 10 minutos.

CAVE: Esta resposta é tipicamente mais lenta.

C. pés-teste MEDICAO LEM BASAL:

1. Mover as sondas de TEWL a nova area (mais de 2 cm de distdncia da éarea
estimulada).

2. Permitir TEWL para estabilizar pelo menos durante 2 minutos.

3. Probes A e B devem voltar a leituras iniciais.
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D. parar a gravacao

1. 'STOP' de imprensa para gravagao de dados.

2. Imprimir tela do tragado (ver fig. 4) e copia para powerpoint, salvar o arquivo com
cédigo identificador.

3. Pressione "Alt e F4" para fechar DASYLab.

Figure 4: EVAP test tracing
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4. Gestao de dados

A. O arquivo WLRawData.xls: cépiar para "Evaporimeter_patientcode_date of test"

i. Os dados da experiéncia aparecem na coluna # 4 (A Raw & B)

ii. Copiar a coluna # 4 de WLRawData A (ver a Fig. 5.), Colar em coluna A de arquivo
Evap_patient_date file: Raw coluna A-4 (Fig. 6). Em seguida, copie a coluna # 4 de
WLRawData B, colar em coluna | do arquivo Evap_patient_date file: coluna Raw B-4.
Insira o tempo em minutos da inje¢éo de drogas no arquivo Evap_patient_date, adicione
Patient identifier(GOAL-OB-11_Site# Subject# Subjectinitials)

Visit Date(YYYYMMDD) Visit Number(A/B)

Use A, se apenas um teste evaporimetro foi feito para os assuntos sobre esta visita.
Use B se o teste evaporimetro teve que ser repetido no mesmo dia, devido a problemas
com o primeiro teste. Enviar arquivos de dados de A e B para Toronto

iii. Anote o nome do arquivo da folha de Excel para transferéncia de dados:

Filename: META-OB-11_Site # # _Subject _Subjectlnitials_VisitNumber (A / B) Data
_Visit (AAAAMMDD)

Filename: GOAL-OB-11_Site# Subject# _Subjectlinitials_VisitNumber(A/B) _Visit
Date(YYYYMMDD)

(e.g., GOAL-OB-11_001_001_ABC V1A 20120120)

(por exemplo, a GOAL-OB-11_001_001_ABC_V1A_20120120)

Por favor atencéo, se dois testes do evaporimetro sao feitos na mesma visita, certifique-
se de rotular o nome do arquivo Visita # e A ou B (por exemplo V1A, ou V1B)

iv. Salve este arquivo em conjunto com a tela de impressao ppt. arquivo com 0 mesmo
identificador.

B. Enviar a SickKids

arquivo do PowerPoint com a experiéncia de tela de impresséo
arquivo de dados eletrénico

Folha de registo de dados

Figura 5: Folha WLRawData.xlIs
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ANEXO V - Ficha de Controle do Evaporimetro
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ANEXO VI- Escala visual analdgica de dor (EVA)

- Escala visual analégica de dor (EVA) (Jenson, MP 1986)
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ANEXO VIl — TABELA COM RESULTADOS TESTES

77,99 7896 37,00 0,406 79,18 10,18 46,00 0,519 2,34 23,47
2 92,19 9,05 98,50 1,076 86,61 8,21 78,14 0,892 26,14 27,26
3 84,61 4,75 68,10 0,793 81,77 6,41 63,46 0,757 28,97 21,01
a. 86,56 12,27 88,28 1,023 92,81 11,96 87,10 0,929 25,40 27,61
5. 80,49 7,32 39,06 0,434 60,01 6,13 25,72 0,364 23,92 23,92
6 70,02 10,52 40,00 0,495 76,62 12,64 38,45 0,403 18,25 18,25
7 68,89 9,83 74,70 1,098 77,29 10,20 69,85 0,889 30,26 20,36
8 93,52 14,31 94,52 1,013 93,61 9,23 87,71 0,930 38,87 32,05
9. 75,59 15,38 58,04 0,709 73,82 10,79 44,87 0,541 16,99 31,75
10. 72,03 14,75 70,36 0,971 73,61 14,43 71,37 0,962 22,99 19,09
11. 77,90 13,47 89,12 1,174 82,30 12,94 85,91 1,052 16,27 18,37
12. 77,15 9,78 56,31 0,691 81,65 10,76 65,77 0,776 29,07 35,08
13. 74,09 13,60 83,35 1,153 81,41 13,60 83,47 1,030 35,68 38,18
14. 78,33 10,41 57,34 0,691 73,70 6,30 50,10 0,650 24,89 28,74
15. 80,60 7,87 70,82 0,866 79,01 9,46 84,11 1,073 27,44 36,29
16. 87,72 8,99 83,97 0,952 83,24 6,50 62,59 0,731 46,87 51,25
17. 85,47 7,04 29,84 0,291 80,77 8,60 26,77 0,252 26,80 34,30
18. 83,47 9,93 77,63 0,921 87,79 10,41 92,11 1,056 43,45 43,01
19. 79,83 11,50 81,75 1,028 85,27 9,92 84,17 0,985 29,07 35,08
20. 84,72 9,22 50,77 0,550 80,94 8,01 47,81 0,546 23,55 23,55
21. 83,36 8,42 84,94 1,021 89,82 11,72 91,22 1,018 23,80 25,70
22. 87,02 10,40 75,07 0,844 82,16 10,49 55,90 0,634 31,68 47,22
23. 84,70 12,64 89,86 1,072 85,71 10,57 94,14 1,112 50,35 46,25
24 78,15 9,15 44,67 0,515 76,44 11,74 42,63 0,477 25,81 26,78
25. 85,46 12,82 84,37 0,985 95,66 14,19 90,79 0,940 38,57 38,05
26. 96,51 7,89 83,11 0,849 91,56 8,12 68,35 0,722 15,37 30,47
27. 45,62 4,60 11,54 0,169 66,93 3,75 11,91 0,129 74,38 78,52
28. 85,49 6,81 57,00 0,638 67,32 6,01 22,77 0,600 36,01 36,01
29. 98,85 12,99 100,33 1,017 98,81 9,77 94,00 0,946 26,46 27,97
30. 83,14 12,73 85,67 1,036 83,01 11,58 84,41 1,020 31,52 23,86
31. 87,31 10,41 22,62 0,419 94,92 8,32 58,99 0,585 57,33 61,40
32. 91,80 9,73 96,69 1,060 77,61 8,56 95,06 1,253 18,17 32,34
33. 66,08 7,69 64,45 0,972 64,14 7,79 59,35 0,915 29,78 33,40
34. 84,80 10,03 55,54 0,609 79,11 10,08 56,64 0,674 34,07 47,61
35, 78,25 13,28 81,41 1,049 77,83 27,11 82,63 1,095 49,81 48,57
36. 94,16 11,65 89,74 0,946 97,35 9,47 101,70 1,049 19,35 31,89
37. 94,05 5,93 54,00 0,546 66,43 5,36 24,10 0,307 22,13 27,61
38. 97,44 6,23 47,87 0,457 87,33 5,09 29,22 0,293 27,24 21,06
39. 82,90 8,71 47,93 0,529 65,22 8,91 37,88 0,514 27,09 27,79
40. 77,42 11,17 81,22 1,057 79,80 15,30 84,22 1,069 22,14 23,15
4. 82,43 13,36 86,21 1,055 77,93 12,95 78,42 1,008 41,44 47,12
22, 85,11 7,90 10,56 0,034 92,05 12,78 24,16 0,144 58,27 63,00
43. 80,93 11,50 83,01 1,030 89,00 13,96 90,00 1,013 17,42 15,60
44, 96,23 8,97 54,87 0,526 88,10 9,88 63,50 0,686 36,23 33,19
45, 82,30 5,74 70,96 0,852 86,07 6,80 73,74 0,844 19,53 18,23
46. 106,48 10,69 72,56 0,646 98,29 8,63 77,23 0,765 26,67 39,56
47. 89,91 10,52 97,59 1,097 90,99 9,99 93,15 1,027 17,42 15,60
48. 75,17 7,59 46,00 0,568 75,69 7,02 54,40 0,690 15,05 14,73
49, 77,84 13,28 82,85 1,078 81,82 13,85 67,04 0,783 28,76 29,07
50. 95,04 17,62 85,76 0,880 94,61 15,98 84,72 0,874 24,08 20,74
51. 72,00 12,30 63,85 0,863 81,37 14,72 82,49 1,017 29,71 41,62
52. 89,33 8,77 67,40 0,728 90,60 7,24 60,61 0,640 36,47 42,68
53. 68,93 5,99 81,55 1,201 78,73 7,61 78,70 1,000 17,62 18,23
54, 72,92 8,41 39,73 0,486 66,02 8,31 35,15 0,465 27,32 20,40
55. 92,51 8,59 97,86 1,064 86,43 8,24 83,14 0,958 27,24 39,25
56. 77,64 9,62 79,18 1,023 86,86 11,99 79,64 0,904 20,82 15,90
57. 89,38 11,87 94,07 1,061 90,54 10,87 95,86 1,067 49,25 42,68
58. 90,06 15,84 69,25 0,720 87,63 12,47 69,68 0,761 29,71 41,62
59. 76,47 7,73 68,48 0,884 85,30 8,66 81,16 0,946 20,30 20,03

60. 83,72 9,96 39,60 0,402 77,01 11,70 44,17 0,497 35,48 35,48
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ANEXO VIIl - TABELA COM RESULTADOS ESPIROMETRIA

‘ VEF1 (%) ‘ CV| ‘ CVF(%) ‘ VF1/CVF (L) VF1/CVF (%) TEMPERATURA D UMIDADE D TEMPERATURA E UMIDADE E

1 3,36 114 3,82 111 0,880 80 417 111 27,00 50,00 27,00 50,00
2 3,08 98 3,54 97 0,870 80 3,39 80 29,00 39,17 28,00 40,00
3 3,34 107 3,86 105 0,865 81 417 109 26,50 46,90 25,30 50,40
4 3,57 108 3,97 103 0,899 80 4,05 % 28,64 34,97 29,38 35,39
5 3,04 104 3,44 100 0,884 81 3,62 98 26,68 46,00 27,19 47,30
6 3,81 109 4,76 107 0,800 102 4,09 123 28,25 50,68 28,71 49,35
7 3,59 103 4,48 105 0,801 99 3,29 97 28,00 49,00 29,58 50,09
8 5,20 113 5,98 108 0,870 101 5,96 123 20,13 46,43 25,26 35,34
9 6,43 118 7,50 113 0,857 99 6,63 118 29,35 51,93 27,64 50,96
10 2,93 86 3,47 % 0,844 80 2,75 65 28,00 53,10 26,05 54,70
11 3,97 93 4,35 86 0,913 97 5,32 115 25,78 41,75 25,07 39,47
12 4,21 85 5,24 88 0,803 93 4,35 84 28,00 44,00 28,00 41,00
13 3,48 85 4,05 83 0,859 101 3,94 81 27,00 64,00 28,93 50,38
14 3,33 107 3,43 95 0,971 87 4,01 97 24,08 57,61 27,77 22,28
15 3,34 107 3,86 105 0,865 80 417 109 25,00 58,00 27,00 50,00
16 3,47 el 4,04 90 0,859 91 3,67 86 28,68 42,11 29,00 40,04
17 2,56 9% 2,93 90 0,874 82 3,11 112 29,19 43,45 29,19 43,45
18 447 85 4,95 80 0,903 105 6,31 117 28,41 42,93 46,77 26,72
19 4,56 108 5,25 104 0,869 101 4,65 103 28,66 51,55 29,30 48,79
20 3,24 108 4,00 113 0,810 97 2,93 % 22,04 61,75 27,79 38,21
21 3,01 73 4,14 84 0,727 86 2,49 57 29,83 43,48 27,60 42,70
22 4,37 109 5,02 105 0,871 101 5,24 102 22,88 46,28 27,02 36,40
23 4,46 99 5,16 % 0,864 104 5,36 114 26,43 54,80 29,32 45,26
24 2,51 111 2,76 99 0,909 86 3,35 148 27,40 38,57 28,36 40,69
25 4,77 111 5,40 125 0,883 80 3,93 84 23,06 52,10 23,06 52,10
26 3,07 95 3,77 101 0,814 95 2,88 77 22,22 34,81 27,61 36,69
27 2,71 89 2,82 80 0,961 111 3,57 89 36,42 26,41 28,00 34,78
28 3,11 95 3,64 95 0,854 80 3,28 78 30,00 43,00 28,00 43,00
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29 4,87 108 5,58 101 0,873 107 6,65 146 28,40 35,00 29,80 36,40
30 4,21 92 4,78 88 0,881 101 4,28 88 28,22 58,80 29,33 51,20
31 4,97 92 5,59 86 0,889 102 5,15 92 23,03 40,27 24,20 40,20
32 436 122 5,14 121 0,848 80 432 101 23,00 52,00 23,00 52,00
33 3,71 82 3,02 80 1,228 95 2,95 71 23,40 69,00 27,00 53,00
34 3,19 103 3,43 % 0,930 83 4,20 102 24,52 58,22 28,54 40,38
35 4,41 88 4,79 80 0,921 97 5,39 102 27,58 53,81 28,15 49,37
36 2,50 86 3,02 83 0,828 105 2,60 87 26,21 28,75 27,46 26,35
37 2,68 117 3,28 120 0,817 80 2,93 103 25,00 37,00 25,00 37,00
38 2,87 92 3,34 92 0,859 77 2,82 78 23,00 57,00 27,00 44,30
39 3,36 114 3,82 111 0,880 80 417 111 22,40 34,33 22,40 34,33
40 3,69 106 4,60 114 0,802 93 3,04 84 28,82 55,43 26,92 56,49
4 4,50 87 5,55 % 0,811 89 3,98 74 29,59 53,20 28,36 54,64
42 2,93 98 3,15 91 0,930 84 4,00 102 26,11 35,08 28,14 29,67
43 3,28 123 4,10 134 0,800 93 3,04 107 23,00 52,00 26,00 41,00
44 3,17 107 3,45 101 0,919 83 444 113 22,71 58,45 2,71 58,45
45 2,86 90 3,07 83 0,932 110 4,89 118 23,00 50,00 26,00 38,00
46 4,52 108 5,25 104 0,861 101 4,65 103 23,00 34,00 23,00 34,00
47 4,29 85 5,13 84 0,836 100 432 84 29,79 58,63 28,04 37,07
48 3,54 83 4,33 89 0,818 89 3,27 71 28,16 47,30 26,53 48,45
49 3,44 107 3,92 106 0,878 80 4,06 73 28,00 49,00 28,00 49,00
50 3,11 92 3,74 93 0,832 98 3,07 82 26,36 45,24 28,63 40,30
51 5,29 108 6,21 105 0,852 98 6,14 119 25,09 76,00 29,80 55,40
52 3,08 98 3,54 97 0,870 80 3,39 80 26,10 49,16 28,58 41,53
53 2,57 88 3,47 103 0,741 67 2,14 54 22,22 75,16 28,17 51,17
54 3,79 117 4,36 115 0,869 80 432 102 24,00 73,00 24,00 73,00
55 3,01 105 3,48 107 0,865 80 3,53 89 21,29 46,44 32,12 27,34
56 3,44 107 3,92 106 0,878 81 4,06 % 21,91 48,30 36,68 36,68
57 4,30 93 4,84 87 0,888 9 4,69 95 21,82 53,06 26,77 37,58
58 4,73 88 5,89 98 0,803 80 4,20 79 26,55 36,84 35,02 26,34
59 2,95 97 3,28 91 0,899 83 3,70 100 28,74 43,33 27,07 43,25
60 2,76 92 3,28 95 0,841 80 2,80 70 26,70 47,60 28,71 42,30




