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RESUMO

Objetivo:

Esta Tese se propoe a responder quatro indagagdes, para verificar:

1) a concordancia entre dois testes concomitantes de condutividade ionica (CI);

2) as taxas e os preditores para a obtencdo de volume insuficiente de suor (QNS) para
realizacdo de CI;

3) as taxas e os preditores para a obten¢do de QNS para realizag¢do de cloridrometria;

4) a acuracia da CI como método diagnostico de fibrose cistica.

Métodos:

Trata-se de estudo prospectivo, com recém-nascidos e lactentes com idade inferior a 3
meses de vida, que apresentaram dois resultados alterados de tripsinogénio imunorreativo
(TIR) na triagem neonatal.

Para cada indagacdo adotou-se uma metodologia, adiante enunciada. Os resultados
obtidos foram analisados por testes estatisticos apropriados.

1) foram colhidas simultaneamente 2 amostras de suor do mesmo paciente, no mesmo
laboratorio e pelo mesmo profissional;

2) definiu-se como QNS um volume inferior a 15 pl e analisadas as variaveis explicativas
desse desfecho;

3) definiu-se como QNS um peso inferior a 75 mg e analisadas as variaveis explicativas
desse desfecho;

4) de acordo com as diretrizes STARD foram calculadas as propriedades da CI.
Resultados

1) foram recrutados 320 pacientes. O indice Kappa foi 1,0 e o coeficiente de Spearman’s
foi 0.83;

2) foram incluidos 1020 pacientes. O QNS foi de 8.9% e risco maior de QNS em
prematuros e criangas com peso no dia da coleta do suor inferior a 3845g (OR 5,8 ¢ 5,3
respectivamente);

3) foram recrutados 1016 pacientes. O QNS foi de 3,3%, com maior risco em individuos
prematuros (OR 5,4), com peso no dia da coleta do suor inferior a 3800g (OR 4,0) e ganho
de peso diario inferior a 26g (OR 3,6);

4) foram admitidos 1176 pacientes. A CI apresentou sensibilidade, especificidade, VPP,
VPN, acurécia, RV positiva e negativa de 98,5%, 99,9%, 98,5%, 99,9%, 99,8%, 1091,7



e 0,01 respectivamente. Os valores do coeficiente kappa e da area sob a curva ROC foram

0,99 e 98,8%, respectivamente.

Conclusao
1) A CI do suor apresentou excelente concordancia quando realizada repetidamente;
2) A Cl apresentou taxa de QNS aceitavel pela CFF. Para evitar a repeti¢do desnecessaria
do exame, para a realizagdo da CI sugere-se que o paciente apresente um peso no dia da
coleta superior a 3845g;
3) A cloridrometria apresentou taxa de QNS aceitavel pela CFF. Para evitar a repeticao
desnecessaria do exame, seria indicado realizar o exame com o lactente acima de 37
semanas, ganho de peso diario igual ou superior a 26g e um peso ndo inferior a 3800g no
dia da coleta do suor.
4) Foram evidenciados excelentes valores de sensibilidade, especificidade, valores
preditivos, além de valores de verossimilhanga em um grupo de 1176 pacientes com idade
inferior a 3 meses de vida.

Desta forma, os resultados sugerem que a CI pode ser usada para o diagnostico de
FC em de recém-nascidos e lactentes jovens, com triagem neonatal alterada, o que
permitiria a sua utilizacdo em laboratérios de pequeno e médio porte e a consequente
descentralizacdo do diagndstico de FC, atualmente baseado em poucos laboratérios de

referéncia.

Palavras-chave: Fibrose cistica, Gibson e Cooke, teste do suor, criangas, triagem

neonatal, condutividade



ABSTRACT

Objective:

This Thesis proposes to answer four questions:

1) verify the agreement between two concomitant sweat conductivity (SC) essays;

2) verify the rate and predictors for quantity not sufficient (QNS) of sweat collection to
perform SC;

3) verify the rate and predictors for QNS of sweat collection to perform coulometry;

4) verify the SC accuracy as a diagnostic method for cystic fibrosis.

Methods:

This is a prospective study, with newborns and infants aged less than 3 months, identified
by the statewide newborn screening program through two previous positive
immunoreactive trypsinogen (IRT) results. For each question, a different methodology
was adopted, described below. The results obtained were analyzed by appropriate
statistical test.

1) two sweat samples were obtained simultaneously from each forearm of each patient at
the same laboratory;

2) QNS was defined as a volume lower than 15 pl of sweat collection and the explanatory
variables for this outcome were analyzed;

3) QNS was defined as a weight lower than 75 mg of sweat collection and the explanatory
variables of this outcome were analyzed and

4) according to the STARD guidelines, the SC properties were calculated.

Results

1) 320 patients were recruited. The Kappa index value was 1.0 and the Spearman's
coefficient was 0.83;

2) 1020 patients were included. The QNS rate was 8.9%. A higher QNS rate was found
in preterm infants and children weighing less than 3845¢g on the day of sweat collection
(OR 5.8 and 5.3 respectively);

3) 1016 patients were recruited. The QNS rate was 3.3%. A higher QNS rate was found
in preterm infants (OR 5.4), infants weighting less than 3800g (OR 4.0) on the day of
sweat collection and a daily weight gain lower than 26g (OR 3.6).

4) 1176 patients were admitted. SC had sensitivity, specificity, PPV, NPV, accuracy,
positive and negative likelihood ratios of 98.5%, 99.9%, 98.5%, 99.9%, 99.8%, 1091.7



and 0.01 respectively. Kappa coefficient and the area under the ROC curve were 0.99 and
98.8%, respectively.
Conclusion
1) SC showed an excellent agreement when performed repeatedly, under the same
conditions, and in the same individual.
2) SC showed acceptable QNS rate, according to the CFF recommendation for this group.
To avoid unnecessary SC repetition, it is suggested wait until 37 weeks (corrected age)
and a weigh no less than 38450g on the day of the collection.
3) Coulometry showed acceptable QNS rate, according to the CFF recommendation for
this group. For a success coulometry analysis, it would be indicated wait until 37 weeks
(corrected age), presents a daily weight gain equal to or greater than 26g, and especially
weight of not less than 3800g on the day of sweat collection.
4) Regarding SC accuracy excellent sensitivity, specificity, positive and negative
predictive values, as well as positive and negative likelihood values were evidenced in a
group of 1176 infants younger than three months.

Thus, the results suggest that SC can be used safely as CF diagnosis in newborns

and young infants.

Keywords: Cystic fibrosis, Gibson and Cooke, sweat test, children, neonatal screening,
conductivity
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1. INTRODUCAO

Em 1595, um professor de botanica e anatomia da Universidade de Leiden, Holanda,
chamado Pieter Paul descreveu alteragcdes pancredticas (esteatorréia e insuficiéncia
pancreatica) em uma crianga de 11 anos.! Na ocasido, era dito que as criangas que eram
mais “salgadas”, eram consideradas “enfeiticadas” e morriam precocemente. Anos mais
tarde, em 1606, o primeiro relato de suor salgado foi realizado por um professor de
medicina espanhol, Alonso y de los Ruyzes de Fonteca, o qual associava que os dedos
ficavam salgados ap0s se tocar a testa de criangas “enfeitigadas”.!

Na virada do século 20, foram descritas as primeiras associacdes de doenga
pulmonar com fung¢@o pancredtica e diarreia. Desde entdo, achava-se que a doenga estava
ligada a doenga celiaca, e apenas em 1938 ela foi desvinculada da doenga celiaca e
denominada de “fibrose cistica do pancreas”, por Dorothy H. Andersen.?

Em 1945 acreditava-se que a doenga tinha relagdo com muco espesso e passou a
ser denominada mucoviscidose.! Em 1946, Dorothy H. Andersen relatou que a doenga
tinha origem genética, sendo de carater autossdmica recessiva. No ano de 1948, uma onda
de calor atingiu Nova York e di Sant’Agnese mostrou uma relagao entre desidratagao
grave e suor salgado. Segundo ele, pacientes com o suor salgado desidratavam mais,
porém o autor ndo obteve sucesso ao apresentar suas ideias a Sociedade Americana de
Pediatria no ano de 1953.!

Inumeros estudos foram realizados em FC ao longo de décadas, até se confirmar
ser uma doenga autossOmica recessiva, de elevada morbidade, que afeta tanto adultos
quanto criangas.® Atualmente a incidéncia estimada da doenga no Brasil esta em torno de
1:10.000.°

Em 1959 o teste do suor (TS) foi finalmente descrito por Gibson e Cooke, sendo
considerado um método preciso para o diagndstico de fibrose cistica (FC).! O método
classico de Gibson ¢ Cooke (GCT), também conhecido como coulometria ou medida
quantitativa do cloreto no suor, vem sendo utilizado com padrao-ouro para diagndstico
de FC.*

Virias tentativas foram realizadas para se obter o diagndstico precoce de FC na
década de 70, porém a triagem neonatal (TN) se tornou viavel apenas no ano de 1979,
através da andlise da dosagem de tripsinogénio imunorreativa (TIR) em gotas de sangue
secas na Nova Zelandia. Na ocasido foi descoberto que pacientes com niveis de TIR

aumentada apresentavam um risco aumentado para FC.’
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A dosagem de TIR ¢ um exame realizado na primeira semana de vida e, se alterado
deve ser repetido até¢ o 30° dia. Duas dosagens positivas levantam a suspeita de FC, e o
paciente deve ser encaminhado para fazer o teste confirmatdrio. Na maior parte dos paises
da Europa e nos Estados Unidos a confirmacdo de FC se da pela pesquisa de mutacao
genética.® J4 em paises de média e baixa renda, a cloridrometria ainda ¢ muito usada e
evidencia o diagnostico de FC, de forma confidvel, em 98% dos pacientes, uma vez em
que a genotipagem € pouco disponivel.®

Meu primeiro contato com FC foi em minha residéncia de Pneumologia
Pediatrica, no ano de 2010. Logo apds minha formagdo na especialidade, fui convidada
para fazer parte da equipe interdisciplinar de FC em um grande centro de referéncia,
(Hospital das Clinicas, HC-UFMG). Fazer parte dessa equipe foi muito importante tanto
para minha vida profissional, quanto para pessoal, pois me permitiu trabalhar ao lado de
excelentes médicos, mestres e amigos, inclusive minha mae, que viu o ambulatério de FC
nascer durante sua carreira. Ao longo desses anos pude acompanhar o grande desafio que
a doenca impde, a particularidade na evolugao de cada paciente, o beneficio do tratamento
precoce e o sorriso no rosto das familias a cada nova descoberta da ciéncia.

Uma das grandes vitorias alcangadas certamente foi a implantagdo da TN em MG,
no ano de 2003, pois até entdo, o diagnostico de FC era mais tardio, com a presenca da
classica triade: suor salgado, dificuldade de ganho de peso e infec¢des respiratdrias de
repeti¢do, além, claro, da histéria familiar positiva, uma vez que a doenga tem padrdo
autossomico recessivo.” Desta forma os pacientes chegavam ao ambulatorio muitas
vezes, em fases avancadas da doenca e apresentavam um pior progndstico.

Desde 2001, a TN para FC vem sendo realizada no Brasil, através da dosagem de
TIR. Por ser um método de triagem, possui elevada sensibilidade e baixa especificidade,
por isso gera muitos exames falso-positivos, especialmente em regides e paises de baixa
incidéncia.® Estima-se que de cada dez pacientes com TN positiva para FC, apenas um
sera verdadeiramente portador da doenga. Com isso, nove de cada dez familias sdo
encaminhados para a realizag¢do do teste do suor por um resultado falso-positivo da TN.

Durante toda a minha trajetéria com pacientes portadores de FC, sempre foi nitido
o elevado niimero de familias que moravam no interior e viajavam longos percursos em
busca de um diagndstico definitivo para seus filhos, porém essa resposta s6 poderia ser
dada apos a realizagdo de um teste definitivo, a cloridrometria. Esse exame demanda a
presenca de profissionais altamente especializados e experientes para sua realizagdo, ou

seja, necessita de centros de referéncia especificos, tornando o processo mais demorado,
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e financeiramente mais dispendioso.”!! Em Minas Gerais, por exemplo, estado de area
geografica semelhante a Franga, 586.528km?, existe apenas um Ginico centro responsavel
pela TN para FC, o NUPAD, Nucleo de A¢des e Pesquisa em Apoio ao Diagndstico da
Faculdade de Medicina da UFMG.

O NUPAD/UFMG ¢ localizado na cidade de Belo Horizonte, e proporciona uma
cobertura para a TN de 94% dos nascidos vivos em MG, além de receber amostras de
sangue para realiza¢do da dosagem da TIR dos 853 municipios mineiros.

O paciente triado como positivo ¢ encaminhado a um dos trés centros de referéncia
(Belo Horizonte, Juiz de Fora e Uberlandia) para diagnostico e acompanhamento de FC.
Assim, a grande maioria das familias precisa enfrentar longas viagens, com recém-
nascidos e lactentes muito jovens, em busca de um resultado definitivo para suas criangas,
gerando angustia e estresse, além de retardar o diagndstico e aumentar custo para o
municipio com o transporte.!!?

Além disso, a cloridrometria ¢ um método complexo, que demanda varias etapas
de coleta e anélise, o que a torna sujeita a erros (falso-positivos e falso-negativos).!* Por
isso, algumas diretrizes internacionais recomendam que idealmente o centro realize uma
média de 100 testes por ano (sendo cada técnico responsavel por no minimo 10 testes ao
ano).!

Estudo recente realizado no estado de Sao Paulo, mostrou que, mesmo em centros
de referéncia, ndo havia homogeneidade na técnica de execucao da cloridrometria, pela
auséncia de equipamentos certificados e falta de atendimento as diretrizes internacionais.’

Desta forma, visando facilitar a vida das familias que receberam um resultado
positivo de triagem neonatal, especialmente em um pais extenso como o Brasil, a
possibilidade de descentralizagdo do diagndstico de FC, traria mais conforto para as
familias, com maior agilidade no diagnostico, reducdo de estresse, além de redugdo
significativa de custos com transporte. Um método mais simples teria também, como
vantagem, a menor a chance de erros.

Considerado como método de triagem, inclusive para Cystic Fibrosis Foundation
(CFF), a condutividade i6nica (CI) ¢ um método semi-automatizado, mais rapido e menos
complexo que a cloridrometria. Ela permite a realizagdo do exame com um menor volume
de suor e fornece, quase que instantaneamente, os valores equivalentes de cloreto de sddio
(NaCl) no suor em mmol/L. Neste método os equivocos associados a pesagem € ao risco

de evaporagdo ficam praticamente eliminados.!!#
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Sendo assim, a CI constitui uma op¢do vidvel para a descentralizagdo do
diagnoéstico e reorganizacdo dos servigos de saude, no que tange a TN para FC,
permitindo, por exemplo, a implantacdo de polos regionais.

Um ponto importante a ser levantado ¢ a questdo do custo, pois o valor de
aquisicao do cloridrometro ¢ quase 6 vezes superior ao do analisador de condutividade
iOnica.

Vale ressaltar que, segundo a Portaria n° 288, de 21 de marco de 2013, e o
Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas da fibrose cistica do Ministério da Saude de
2021, a CI foi validada pela CONITEC e estd incluida na tabela de procedimentos,
medicamentos, Orteses, proteses e materiais do SUS.!'617

Assim, torna-se necessario a realizacao de estudos para verificar se a CI do suor
pode ser utilizada, de maneira segura, como método diagnostico de fibrose cistica em
recém-nascidos e criancas com idade inferior a 3 meses de vida em substituicdo ao
método classico e dispendioso da cloridrometria. O objetivo desse estudo foi verificar a
concordancia quando realizados dois testes concomitantes de CI, avaliar a quantidade
insuficiente de suor pelos métodos de CI e cloridrometria, além de analisar a acurécia da

CI (sensibilidade, especificidade, valores preditivos e razdes de verossimilhanca).

Nessa Tese serdo entdo apresentados cinco artigos cientificos originais, conforme
regulamentacio o regimento do Programa de Pés-graduacio em Ciéncias da Saude, Area
de concentracdo: Saude da Crianga ¢ do Adolescente da Faculdade de Medicina da

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG).

A revisdo da literatura serd apresentada na forma de artigo de revisdo, intitulado
Artigo 1: “Acurécia da condutividade i6nica no diagnostico laboratorial da fibrose cistica:
revisdo da literatura”.

Para a divulgacao dos resultados da pesquisa e discussdo, constam nessa tese os
seguintes artigos:
Artigo 2: “Agreement between two simultaneous sweat conductivity assays in newborns
and young infants”
Artigo 3: “Predictors for the quantity not sufficient sweat collection for ionic conductivity
in newborns and young infants”
Artigo 4: “Frequéncia e preditores de coleta de quantidade insuficiente de suor para

cloridrometria em lactentes menores de trés meses de idade”
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Artigo 5: “Emprego do teste de condutividade i6nica do suor para o diagndstico de fibrose

cistica: estudo da validade diagndstica”
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Acuricia da condutividade idnica no diagnéstico laboratorial da fibrose cistica:

revisao da literatura

Resumo

Objetivo: Realizar revisdo dos estudos que analisaram a acuracia da condutividade i6nica
para o diagnostico de fibrose cistica

Meétodos: Busca por artigos publicados entre os anos de 1990 e 2021, sem restricdo de
idioma. Foram incluidos artigos originais que compararam a condutividade idnica do suor
com a cloridrometria, método padrao-ouro para o diagnostico da fibrose cistica. A busca
abrangeu as bases de dados Pubmed, Embase, Biblioteca Virtual em Satde. A presente
revisdo seguiu as orientacdes do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (PRISMA).

Resultados: Foram identificados 139 artigos, seis (4,3%) dos quais foram selecionados.
A maioria dos estudos analisou populagdes em diversas faixas etarias, sendo incluidos
desde recém-nascidos até adultos, cujas amostras variaram de 102 a 738 individuos. Um
unico artigo recrutou 3834 pacientes. A sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivo e negativo e coeficiente de kappa variaram de 83,3% a 100%, 96,2% a 100%,
83,3% a 100%, 94,7% a 100% e 0,89 a 1,0. Apenas um artigo forneceu o valor das razdes
de verossimilhancga positiva e negativa, que equivaleram a 31,7 e zero, respectivamente.
Conclusoes: Os estudos revelaram uma 6tima acurdicia e, portanto, a utilidade clinica da
condutividade idnica, certamente como exame de triagem para FC e, dependendo da
confirmagdo desses resultados em futuros estudos, tem potencial para ser adotado como

teste diagnostico para esta enfermidade.
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Introducio

A cloridrometria, descrita inicialmente por Gibson e Cooke em 1959, avalia
quantitativamente a concentragdo de cloreto no suor apds iontoforese por pilocarpina e é
o padrdo-ouro para o diagnostico da fibrose cistica (FC).! Ela demanda diversas etapas
de coleta e analise da amostra de suor, apresentando assim, chance de erros.? A coleta é
realizada com uma gaze em contato com a regido previamente estimulada, durante 30
minutos. Posteriormente, essa gaze ¢ pesada em uma balanga analitica e enviada para
dosagem de cloretos em aparelho especifico, o cloridrometro.!? Assim, esse método
requer laboratdrio especializado, equipe experiente e treinada, além de apresentar elevado
custo.?

Considerado como método de triagem para FC pela CFF,? a condutividade i6nica
(CI) do suor ¢ realizada por meio de inducdo de sudorese no antebrago com discos
contendo pilocarpina (Pilogel®) por 5 minutos, com posterior inser¢do do coletor
Macroduct®, um outro disco, feito de material pléstico, concavo e concéntrico, com um
orificio central que possibilita a coleta de suor. Ele possui um corante azul que permite a
visualizagdo da amostra através de tubo capilar.*’ A CI é analisada em aparelho
especifico que compde este sistema (Sweat-Chek Analizer®), que mede a capacidade do
suor de conduzir uma corrente elétrica. Assim, embora o cloreto de sodio ainda seja o
componente primario, a CI mede a concentragdo de outros eletrolitos (ion potéssio,
bicarbonato e lactato), e por isso apresenta valor em torno de 15 mmol/L superior ao da
cloridrometria.?-1°

Estudos foram publicados com o objetivo de demonstrar que a CI poderia ser tao
confidvel quanto a cloridrometria para diagndstico ou exclusdo de FC, com bons indices
de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo cujos resultados,
no seu conjunto, contemplaram grupos variados de pacientes (102 a 3834 pacientes), nas
mais variadas faixas etarias (do nascimento aos 54 anos).>%!1-14

Entretanto, apesar de varios autores descreverem a boa acuracia da CI,>%!1-13.15-16
e defenderem o seu uso como método diagnéstico de FC, a Cystic Fibrosis Foundation
(CFF) e o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ainda a consideram como
método de triagem.>!”

Vale lembrar que um teste diagnéstico visa fornecer uma informagao de confianga
para a condicdo do paciente que, consequentemente, ird repercutir na conduta médica de

instituir ou ndo o tratamento adequado. Sabe-se que o teste padrdo-ouro busca um



22

diagnostico definitivo para aqueles pacientes com triagem positiva. Por isso, ele deve ser
submetido a rigorosa avaliacdo de qualidade, através da verificacdo da sensibilidade,
especificidade, valores preditivos e razdes de verossimilhanca. O teste ideal ¢ aquele que
apresenta elevada acurdcia, ao passo que um teste considerado como de triagem, visa
caracterizar a probabilidade de pessoas assintomaticas terem ou ndo a doenga, ou seja,
ndo ¢ capaz de dar um diagndstico, apenas assinalar maior ou menor probabilidade de
estar doente.!®

Com isso, a confirmagdo da seguranca e da acurdcia da CI, um exame menos
complexo, permitiria sua indicagdo como método para diagnostico para FC.

Assim, a presente revisao teve como objetivo analisar os estudos que verificaram

a acuracia da condutividade i6nica em relagdo com a cloridrometria para Fibrose Cistica.

Método

Fonte de dados e estratégia de busca

Foi realizada a busca por artigos originais publicados entre os anos de 1990 e
2021, sem restrigoes de idioma, indexados nas bases de dados PubMed, Embase,
Biblioteca Virtual em Saude.

Os descritores identificados no Medical Subject Headings (MesH) da base
PubMed foram, "cystic fibrosis"[MeSH Terms] AND "sweat testing"[All Fields] OR
"sweat chloride concentration"[All Fields] AND "sweat conductivity"[All Fields] OR
"conductivity"[All Fields] AND ("infant, newborn"[MeSH Terms] OR ("infant"[All
Fields] AND "newborn"[All Fields]) OR "newborn infant"[All Fields] OR "neonate"[All
Fields]) AND ("diagnosis"[Subheading] OR "diagnosis"[All Fields] OR
"diagnosis"[MeSH Terms]).

Selegao dos estudos

A presente revisdo seguiu as orientagdes do Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) para elaboragdo de revisdes.'”

Em uma primeira etapa, artigos duplicados foram excluidos e na etapa seguinte,
foram avaliados individualmente os titulos e os resumos dos artigos, porém apenas 0s
artigos que atenderam os critérios de elegibilidade foram acessados na integra (ver

fluxograma em Figura 1).
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Processo de inclusdo e exclusdo

Foram incluidos artigos originais que recrutaram pacientes de qualquer faixa
etaria, submetidos a condutividade idnica e a cloridrometria, para avaliar a acuracia da
primeira no diagndstico de fibrose cistica, independentemente do método empregado para
a coleta da amostra de suor.

Foram excluidos artigos de revisdo, cartas ao editor, resumos de congresso,

dissertagdes e teses.

Extracdo de dados

A busca de referéncias bibliogréficas foi baseada na estratégia PICOS (Populagao,
Interveng¢do, Comparacdo, Outcome/Desfecho, Tipo de estudo).’

Essa estratégia visa buscar a resposta para a seguinte indagacdo cientifica: “a
condutividade i6nica do suor, quando comparada com a cloridrometria, possui boa
acuracia?”

Sendo assim os componentes da pesquisa, seguindo o anagrama PICOS foram:

P- pacientes que apresentaram suor analisado tanto por condutividade idnica e
quanto por cloridrometria;

I- emprego da condutividade i6nica do suor;

C- pacientes com diagndstico de FC realizado pela cloridrometria;

O- avaliagdo da acuracia da condutividade i6nica do suor (baseado nos valores
sensibilidade, especificidade, valores preditivos, acuricia, razdes de verossimilhancga e

curva ROC);

S- estudo prospectivo.

Resultados
Busca e selegdo

A busca nas bases de dados identificou 139 publicagdes, porém 129 (92,8%) nao
atendiam aos critérios de elegibilidade e foram excluidas. Quatro delas estavam em
duplicata, e também foram excluidas. Foi realizada a leitura minuciosa dos seis artigos

restantes, que fizeram parte revisdo, conforme exposto na Figura 1.
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Figura 1- Fluxograma do processo de selegdo dos artigos com os respectivos critérios de

inclusdo e exclusao

Artigos identificados
(n=139)

Artigos ndo preencheram os critérios
I — . ~
de inclusdo

(n=129)

A

Artigos submetidos a
triagem (n=10)

Artigos em duplicata
——————» cxcluidos (n=4)

Artigos selecionados para a revisao
(n=6)

Caracteristicas dos estudos selecionados

As caracteristicas dos seis estudos estdo descritas na tabela 1, onde se evidencia
que a todos foram prospectivos, publicados apds o ano de 2000. A metade deles foi
realizada no Brasil, porém somente um incluiu apenas lactentes menores de 3 meses.

A tabela 1 contém a sintese de cada estudo, sendo que, para a sua construcao, os
objetivos e conclusdes foram transcritos de acordo com as expressdes utilizadas pelos

proprios autores.



Tabela 1. Caracteristicas dos estudos que avaliaram a acuracia da CI
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Autor, Delineamento Tamanho  Faixa Objetivo Propriedades da Conclusdo
Ano, da etaria condutividade
Pais amostra (%)

Mastela, Prospectivo 318 12 dias  Verificar a confiabilidade da S: 97,3 CI apresenta sensibilidade
2000, a condutividade em E: 97,3 e especificidade elevadas,
Italia 46 anos comparagdo com GCT. VPP: 100 porém resultados

VPN: 99,7 positivos ou limitrofes
Kappa: 0,99 devem ser confirmados
AUC: nao informados pelo GCT

Lezana, Prospectivo 3834 30 dias Avaliar a capacidade da S: 99,7 CI mostrou boa acurécia
2003, a condutividade i6nica para E: 100 no diagnostico da FC

Meéxico 54 anos discriminar individuos com VPP: 100

e sem FC. VPN: 99,9
Kappa: 0,99
AUC: nao informado

Mattar, Prospectivo 102 6 meses Comparar os valores de S: 100 CI  apresentou  altos
2010, a cloro no suor pelo teste de E: 100 valores para sensibilidade
Brasil 18 anos iontoforese pela pilocarpina VPP: 100 e especificidade.

com os de condutividade VPN: 100
idnica em pacientes com e Kappa: 1,0
sem FC. AUC: 100
Cinel, Prospectivo 138 3 meses Comparar os valores de S:92,9 A CI ¢ tao confiavel
2012, a cloretos no suor com os de E: 100 quanto a dosagem de
Turquia 23 anos condutividade para excluir VPP: 100 cloretos no suor para
ou ndo FC. VPN: 94,7 diagnosticar ou excluir a
Kappa: 0,93 FC, sugerindo que o teste
AUC: 99,5 pode ser usado tanto como
triagem como
diagnostico.

Mattar, Prospectivo 738 1,5ano Comparar valores de cloreto S: 83,3 CI apresenta elevada
2014, a obtidos por iontoforese por E: 99,7 precisao diagnostica e boa
Brasil 18 anos pilocarpina com valores de VPP: 90,9 concordancia com ©

condutividade i6nica VPN: 99,4 cloreto do suor. Estudo
coletados com o sistema Kappa: 0,93 sugere utilizagdo da CI no
Macroduct®. AUC: 100 diagnoéstico da FC em um

futuro préximo.
Domingos Prospectivo 534 Até¢ 28 Comparar os niveis de cloro S: 100 A CI apresentou excelente
2015, dias no suor pela coulometria E: 96,2 correlagdo com a
Brasil com os da condutividade em VPP: 83,3 coulometria, com
recém-nascidos VPN: 100 elevados valores para
Kappa: 0,89 sensibilidade e

AUC: 100 especificidade.

S, sensibilidade; E, especificidade; VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo;
AUC, area sobre a curva; CI, condutividade i6nica; GCT, Gibson e Cooke; FC, fibrose cistica.

Avaliagao dos estudos

Todos os estudos foram prospectivos e tiveram amostra variando entre 102 e 3834

pacientes. A faixa etaria variou de 12 dias a 54 anos.
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Globalmente, os estudos analisados demonstraram valores de sensibilidade,
especificidade, VPP e VPN respectivamente 83,3% a 100%, 96,2% a 100%, 83,3% a
100% e 94,7% a 100%. O valor do coeficiente de Kappa variou de 0,89 a 1,0.

O trabalho com maior nimero de pacientes até entdo publicado incluiu 3.834
participantes, sendo que a idade variou de entre um més e 54 anos, com mediana de 1,8
anos.’

Cinco dos seis estudos analisados forneceram dados suficientes que possibilitaram
construir uma tabela 2 x 2 com o consolidado das populagdes e dos resultados neles

encontrados, conforme tabela 2.

Tabela 2- Distribuicdo dos resultados entre cloridrometria e a condutividade i6nica em

cinco! dos seis estudos?

Cloridrometria
Positiva Negativa Total
N (%) N (%) N (%)
Positiva 548 (99.,3) 19 (0,4) 567 (10,4)
Condutividade Negativa 4(0,7) 4899 (99,6) 4903 (89,6)
iOnica Total 552 (100) 4918 (100) 5470 (100)

'Mastella, Lezana, Domingos, Mattar (2010 e 2014); 2 quando o valor de qualquer casela tenha sido zero em algum dos cinco estudos
ele foi substituido pela unidade para evitar divisdo por zero.

Apo6s os devidos célculos, a CI apresentou sensibilidade de 99,2% (IC 95%
98,1%-99,8%), especificidade de 99,6% (IC 95%, 99,4%-99,7%), VPP de 96,6% (IC
95%, 94,8%-97,8%), VPN de 99,9% (IC 95%, 99,7%-100%), acuracia de 99,5% (1C95%,
99,3%-99,7%). Além disso, as razdes de verossimilhanga positiva e negativa foram de
256,9 (IC 95%, 164,0-402,5) ¢ 0,01 (IC 95%, 0,0-0,02), respectivamente. O coeficiente
kappa foi de 0,98 (IC95%, 0,97-0,99).

Nio foi possivel extrair os dados de um dos artigos, Cinel e cols!!, porém os
autores demonstraram em seus resultados valores de sensibilidade, especificidade, VPP e
VPN de 92,9%, 100%, 100%, 94,7% respectivamente, além de coeficiente de Kappa de
0,93. Observa-se, portanto, que esses os valores se encontram dentro da amplitude de

variagdo dos IC 95% conforme mencionado acima.
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Discussao

A presente revisdo teve como objetivo avaliar a acuracia da condutividade i6nica
como método diagnostico de fibrose cistica.

Extraindo-se os dados de cinco dos seis estudos apresentados, foi possivel avaliar
a distribui¢ao dos resultados entre cloridrometria ¢ a condutividade ionica, totalizando

28,12-13.16 Foi observado que o resultado global correspondeu a acuracia

5470 pacientes.
encontrada nos trabalhos individualmente.

Além disso, os resultados apresentados na Tabela 2, revelam que as propriedades
dos testes apresentam, além dos valores elevados, uma estreita amplitude de variacao dos
intervalos de confianga 95% em todos os parametros, principalmente nas razdes de
verossimilhanga, o que sugere fortemente que a CI se comporta como teste diagnodstico e
ndo de triagem.

Um teste diagnostico (padrdo-ouro), visa fornecer uma informagdo confidvel a
respeito da condicdo clinica do paciente, influenciando diretamente a decisdo do médico
a respeito do paciente. Ele deve apresentar elevados valores de sensibilidade e
especificidade (medidas de desempenho do teste),”! de VPP ¢ VPN (uteis na parte de
decisdo clinica),?? e de razdes de verossimilhanga (razdo entre a probabilidade do
resultado do teste -positivo ou negativo- entre aqueles com a condicdo, ou seja, indica a
magnitude da evidéncia de que o resultado do teste fornece em favor da presenca da
condi¢do em relagdo a auséncia).?

A tabela 2 evidenciou a RV positiva de 256,9 e a RV negativa de 0,01, porém, na
revisdo, apenas um artigo apresentou os valores das razdes de verossimilhanga.'® A RV
positiva encontrada indica que a probabilidade de um resultado positivo na CI
corresponder ao resultado positivo da cloridrometria (ou seja, diagnostico de fibrose
cistica) € 256,9 vezes superior a probabilidade de que um resultado positivo na CI
corresponda a um resultado negativo da cloridrometria. J4 o valor da RV negativa
expressa que a probabilidade de um resultado negativo na CI ocorrer diante de
uma cloridrometria positiva ¢ nula, uma vez que o valor da LR negativa foi praticamente
zero. Assim, ¢ aceitavel dizer que a margem de erro da CI ¢ quase inexistente, quando
comparada com a cloridrometria.

Um outro aspecto a ser analisado nos artigos quando se compara um teste com o
padrdo-ouro, ¢ a curva ROC, que revela maior precisdo quando a area sob ela apresenta

valores superiores a 0,8, com elevado poder discriminatorio do teste diagnostico em
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estudo.?® Quatro dos seis estudos avaliados apresentaram os valores da area sobre a curva,
sendo os valores encontrados extremamente elevados (99,5 a 100%).811:13.16

Os dados apresentados mostram que a CI ¢ sim um bom exame de triagem, porém
os resultados indicam que talvez ele seja mais que isso, levando-o a se aproximar de um
teste diagndstico, como alias proposto por Mattar.!> A autora sugeriu a adogdo da CI em
servicos que nao possuem laboratdrios treinados e profissionais capacitados, devido a
facilidade na execugio, precisdo, acuracia, além da rapidez de liberagio dos resultados.!

Observou-se homogeneidade em relacdo a alguns aspectos metodolégicos como
por exemplo, a natureza prospectiva dos estudos, porém vale ressaltar que apenas um
artigo estudou a amostra exclusivamente pediatrica, incluindo lactentes jovens com
menos de 3 meses de vida, faixa etiria que compreende o publico alvo da triagem
neonatal.! A quase totalidade das publicagdes incluiu uma faixa etéria heterogénea, do
nascimento aos 54 anos,>%!!-13:16 demonstrando a dificuldade de se ter comparagdes dos
resultados em estudos cujas idades foram inferiores a trés meses de vida.

Apesar dessas pequenas diferencas metodoldgicas, os estudos mostram que a CI
apresenta excelente acurdcia quando comparada a cloridrometria para diagndstico ou
exclusdao de FC, com 6timos indices de sensibilidade, especificidade, valores preditivos,

além das razdes de verossimilhanga.

Conclusao

Embora haja recomendagdo para que o diagndstico de FC seja realizado por
cloridrometria, os estudos comprovaram a elevada acurécia e, portanto, a utilidade clinica
da condutividade i6nica, certamente como exame de triagem para FC e, dependendo da
confirmagdo desses resultados em futuros estudos, com potencial para ser adotado como
teste diagnostico para esta enfermidade.

Entretanto, para atingir o patamar de teste diagnostico confirmatdrio mais estudos
sdo necessarios. Estes estudos, preferencialmente deveriam recrutar recém-nascidos e
lactentes jovens, populacdo alvo da triagem neonatal, que se beneficiam com o
diagnéstico precoce da doenga. Também seria importante um estudo com uma amostra
suficiente de participantes, de modo a assegurar elevado poder, ou seja, aumentar a
probabilidade de se obter um resultado estatisticamente significativo. Isso permitiria a
descentralizacdo do diagnostico, além de redugdo de custos e redugdo das chances de

resultados equivocados, pela menor complexidade do método.
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3- OBJETIVO

3.1 — Objetivo geral

Verificar a acuracia da condutividade i6nica do suor como método diagnostico de

fibrose cistica.

3.2 — Objetivos especificos

Verificar a concordancia entre dois testes concomitantes de condutividade i6nica
em recém-nascidos e lactentes jovens.

Verificar os preditores para a obtencdo de volume insuficiente de suor para
condutividade i6nica.

Verificar os preditores para a obtengdo de peso insuficiente de suor para
cloridrometria.

Comparar os resultados dos testes de suor obtidos por cloridrometria e
condutividade i6nica, para avaliar a acuracia geral, sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos, razdes de verossimilhanga da condutividade i6nica em
relacdo a cloridrometria, coeficiente Kappa e curvas Receiver Operator Characteristic

(ROC)
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4- METODOS

Delineamento, populagdo a ser estudada, local do estudo
Trata-se de um estudo prospectivo realizado entre os meses de abril de 2013 a

outubro de 2020, no NUPAD.

Criteérios de inclusdo e exclusdo

Foram incluidos recém-nascidos e lactentes com idade inferior a 3 meses de vida,
encaminhados ao laboratorio para realizagdo do teste do suor devido a dois resultados
alterados de tripsinogénio imunorreativo (TIR), ou seja, valor superior a 70ng/ml.

Foram excluidos pacientes com lesdes de pele (como dermatite atdpica e eczema)
no momento do exame, pacientes com instabilidade clinica ou com quantidade
insuficiente de suor. Os critérios para classificar quantidade insuficiente de suor foram
baseados na recomendacdo da Cystic Fibrosis Foundation (CFF), como sendo peso do
suor inferior e 75 mg quando a coleta se deu pela técnica de Gibson-Cooke ou volume de
suor inferior a 15 pL apods indugéo pelo sistema Macroduct®.!

A opcao de incluir apenas lactentes com idade igual ou inferior a 90 dias de vida
se baseou no fato de tal grupo ser a populacdo-alvo da triagem neonatal. J& a exclusdo
criangas instaveis se baseou nas diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) na qual lactentes e criancas podem ter elevacao de eletrdlitos no suor em algumas
situagoes, tais como, desidratagdo, uso de fludrocortisona sistémica, edema, desnutrigao.
Além disso, elas preveem que seja evitada a estimulagdo do suor de areas de inflamagao

difusa, secre¢do serosa ou com sangue.’

Descricdo dos métodos laboratoriais

Etapa 1: Coleta da amostra

Coleta por Gibson e Cooke

Foi realizada a limpeza do antebrago do paciente com agua destilada e secagem
com gaze. Posteriormente, foi realizada a estimulagdo da sudorese através da colocacao
de eletrodos de cobre de 2,5 X 2,5 cm fixados na pele por meio de presilhas, sobre gazes
embebidas em solucgdo de nitrato de pilocarpina 0,5% (eletrodo positivo) e acido sulfurico

0,004N (eletrodo negativo).
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Em seguida foi aplicada uma corrente de 2 a 5 mA (miliamperes) durante cinco
minutos, para estimulacdo da iontoforese por pilocarpina, com posterior retirada dos
eletrodos e nova limpeza da pele com agua destilada e secagem com gaze. Apo6s, foi
colocado uma gaze de 4 cm de didmetro, previamente pesada, para iniciar a coleta do suor
por um periodo de 30 minutos. Apos esse tempo, a gaze foi retirada com pinga e pesada
em balanca analitica, para averiguacdo do peso do suor. Apos pesagem, a gaze foi

colocada em recipiente fechado e encaminhada para andlise laboratorial, conforme

imagens abaixo.

Coleta por Macroduct®

Inicialmente foi realizada a limpeza da pele do antebrago do paciente com agua
destilada e secagem com gaze. Em seguida foram colocados eletrodos com discos de gel
de pilocarpina (Pilogel®), em area do antebrago do paciente para estimulagio de
iontoforese a fim de estimular a sudorese pela passagem de uma corrente elétrica durante
um periodo de 5 minutos (amperagem durante o procedimento inferior a 3 milamperes,
mA). Ap0s o processo, a pele foi limpa e para receber o coletor Macroduct® por meio de
faixas tipo pulseira. O coletor Macroduct® é um disco concavo concéntrico de material
plastico com um orificio central, e era descartado apds cada exame. O suor produzido
apos estimulacdo pela pilocarpina era facilmente visualizado por um corante azul
hidrossoluvel, que ndo interfere no resultado final da condutividade, conforme imagens
abaixo.

O tempo de coleta do suor foi o mesmo da cloridrometria, isso ¢, de 30 minutos.
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Etapa 2: Andlise do suor

Andlise por Cloridrometria

Inicialmente a maquina foi calibrada com as solu¢des de controle (cloreto de
10mmol/L, 50mmol/L e 100mmol/L). Depois fez-se uma mistura com 3ml da solugdo
acida, 1 ml da solugdo da amostra (gaze com suor com agua) e 4 gotas de gelatina, que
corou a solugdo em rosa. Essa solugdo foi colocada no cloridrometro, em contato com
uma prata. Essa mistura gerou uma reagdo que permitiu a leitura da dosagem de cloreto

no suor, conforme imagens abaixo.

N —

A concentracdo de cloro foi obtida com cloridrometro digital (Digital
Chloridometer®, Labconco, Texas, EUA).

Os valores de referéncia considerados foram os adotados pela CFF: normal
(abaixo de 30 mmol/L); limitrofe (entre 30 e 59 mmol/L) e positivo (igual ou superior a

60 mmol/L).!

Analise por condutividade i6nica do suor

A tampa protetora transparente do sistema Macroduct® foi removida para
inser¢do de uma agulha romba com seringa a fim de desenrolar todo o tubo e cortd-lo o
mais proximo da superficie do coletor. Foi realizada uma aspira¢do com cautela do suor
com corante para que ndo houvesse perda na extremidade do corte. O tubo foi conectado
ao aparelho Sweat Check ™ Analyzer, sendo realizada uma leve pressdo no émbolo da
seringa para que a amostra de suor entrasse em contato com o aparelho, conforme

imagens abaixo.
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O suor foi analisado pelo analisador Sweat-Chek®, modelo 3120, Wescor Inc.,
EUA. Essa maquina ¢ capaz de fornecer o valor da condutividade ionica da amostra
instantaneamente (em mmol/L) em amostras coletadas por Macroduct®. Ar e agua
destilada foram injetados através da célula entre todas as determinagdes de cada amostra
de suor para remover qualquer vestigio de suor. Calibragdes do analisador Sweat-Chek®,
modelo 3120, Wescor Inc., EUA foram realizadas diariamente, seguindo as orientacdes
do fabricante.>*

Os valores de referéncia adotados pelo método da condutividade i6nica foram os
recomendados pelo fabricante (analisador Sweat-Chek®, modelo 3120, Wescor Inc.,
EUA): normal (abaixo de 60 mmol/L); limitrofe (entre 60 e 79 mmol/L) e positivo (igual
ou superior a 80 mmol/L).>®

Vale lembrar que o valor de condutividade i6nica tem um valor em torno de 15
mmol/L maior do que o da cloridrometria, devido a presenca de outros componentes (ion

potassio, bicarbonato e lactato), embora o cloreto de sodio seja o componente primario.®’

Aspectos estatisticos
Tamanho amostral

Foram incluidos na amostra do estudo, todos os recém-nascidos e lactentes jovens
que obedecessem preenchessem os critérios de inclusdo supracitados e o tamanho da

amostra variou de acordo com cada objetivo especifico.

Andlise

A andlise dos dados foi realizada com o software SPSS, versao 23.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois).

Na andlise descritiva foram empregados os calculos das médias (e respectivos

desvios-padrdes), medianas, valores interquartis, teste de Wilcoxon.
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Foi analisada a correlagdo entre dois ensaios de condutividade ionica utilizando a
correlagcdo de Spearman e o indice de concordancia Kappa.

Através de analise uni e multivariada (regressdo logistica) foram avaliados os
preditores associados a obtencdo de volume (> 15 pL) e peso (>75 mg) minimos (‘taxa
de sucesso’) de suor para cada um dos dois métodos laboratoriais em estudo.

Tomando como base a cloridrometria, considerada como padrdo-ouro, foram
calculados sensibilidade, especificidade, valores preditivos (positivo e negativo), curva
ROC, acuricia e as razdes de verossimilhanga (positivo e negativo) da condutividade

16nica.

Aspectos éticos
O protocolo de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

sob o nimero CAAE 21958014.1.0000.5149.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Artigo 2

Agreement between two simultaneous sweat conductivity assays in newborns and

young infants

Texto formatado segundo as normas de publicagdo do periddico “Pediatric

Pulmonology”, no formato “LETTER TO THE EDITOR”.
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Agreement between two simultaneous sweat conductivity assays in newborns and

young infants

ABSTRACT

Objectives: Sweat conductivity (SC) is widely used as a screening test for cystic fibrosis
(CF), but the agreement between two simultaneous assays has not been reported so far.
The present study aimed to assess the agreement between two concomitant SC assays.
Methods: We prospectively recruited three hundred twenty infants younger than 3
months. They underwent two concomitant SC tests, on the same day and laboratory,
performed by the same technician. All steps followed the manufacturer’s
recommendations, including the minimum required amount of sweat sample (15 pL). In
addition to descriptive statistics, the analysis included Kappa index and Spearman’s rs.
Results: 59% of the participants were younger than 60 days, being 11.2% of newborns.
Spearman’s coefficient and Kappa index were 0.83 (95% CI1,0.78-0.86, P<0.001) and 1.0,
respectively.

Conclusion: Results showed excellent agreement, reassuring the role of SC as a reliable

screening test for CF.

Key words: Cystic Fibrosis, sweat conductivity, screening test.



40

Sweat conductivity (SC) is a semi-automated and a fast method, that doesn’t
require skilled technicians or specialized personnel.! It is well-established screening test
for Cystic Fibrosis (CF).!? As only a small amount of sweat is required, it is suitable for
newborns and young infants.! Those characteristics make SC a suitable alternative for
small-medium laboratories, markedly those located in low-middle income countries.
Nonetheless, SC should be assessed and tested to ensure that its reliability and
reproducibility for the intended purpose. As for any lab test, an agreement between
simultaneous assays is one of these vital requirements that has not been reported so far.
There are no studies evaluating specifically that requirement in different ages, including
newborns and young infants, the newborn screening targeted the age-group. Therefore,
the present study aimed to assess the agreement between two concomitant SC assays.

Newborns and young infants were prospectively recruited. As participants of a
Statewide newborn screening program, they had two previous positive immunoreactive
trypsinogen results, and then, two concomitant SC assays, performed by the same
technician, in the same day, and laboratory. Parents or legal guardians agreed and signed
the informed consent. The research protocol and informed consent were approved by the
Institutional Review Board of the Federal University of Minas Gerais (#CAAE
21958014.1.0000.5149).

Sweat samples for the two SC tests were obtained simultaneously from each
forearm of each patient, through the Wescor Macroduct System® and then, assessed with
a SC analyzer (Sweat-Chek Analyzer®, model 3120, Wescor Inc., USA). All steps were
performed according to the manufacturer’s recommendations and described elsewhere,
including the minimum required amount of sweat sample, i.e., 15 pL, collected during 30
minutes. Inclusion criteria were clinically stable infants, aged less than 3 months,
weighing 2.500g or more on the day of the exam. Individuals that did not fulfill these
requirements were excluded.

In addition to descriptive statistics, to analyze the correlation between the two SC
assays we used Kappa interassay agreement and Spearman's rank test. For Kappa
calculation, were categorized results into three groups, as follows, negative, borderline,
and positive, depending on the obtained values, i.e., under 60 mmol/L, 60-80 mmol/L,
and above 80 mmol/L, respectively.>? SPSS software, version 23.0 (SPSS Inc., Chicago,
Illinois, US) was used for statistical analyses.

A total of 320 young infants were recruited, and the data presented herein include

all obtained results. There was a predominance of boys (56.2%), and the majority of the
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participants (59%) were younger than 60 days, being 11.2% of them newborns. Mean and
median ages were 52 (SD 20.6) and 46 (range, 19-89) days, respectively.

A sufficient pre-defined amount of sweat was obtained from all participants.
Means (SD) and medians (range) for the first and second SC values were 37.0 mmol/L
(SD 24.11) and 29 mmol/L (range,16.0-117.0), and 38.1 mmol/L (SD 24.6), and 30 mmol
(range, 19.0-121.0), respectively. Though the difference between medians was just 1.0
mmol/L (29.0 mmol/L - 30.0 mmol/L), due to discrepancies observed among the 640
assays, the Wilcoxon-test revealed statistical significance (p< 0.001). Accordingly, the
coefficient of variation for the first and second SC was 65.0% and 64.5%, respectively.

Kappa value was 1.0 (Standard Error = 0.00), with no mismatch between each of
the two conductivity tests, showing a perfect agreement between values obtained in both

assays.

Figure 1 displays the Spearman’s correlation scatter plot.
Dispersion Matrix of First and Second Samples
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FIGURE 1: Spearman correlation of results of the two concomitant sweat conductivity tests
from the 320 patients.

The linear regression plot indicates a distribution with two groups of results, i.e.,
lower, and higher than 60 mmol/L and 80 mmol/L, respectively, with no intermediate

values. A strong, statistically significant correlation (rg= 0.83; P < 0.001) between the
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two concomitant assays was found; moreover, the difference between the 95% CI lower
and upper limits was only 0.08, showing the high statistical precision, with low dispersion
of values.

As shown, there were four main outlier pairs, three of them below 60 mmol/L and
one above 80 mmol/L, corresponding to 1.2% of patients. Among them, SC results for
the first and second assays were, 43 mmol/L and 28 mmol/L, 43 mmol/L and 27 mmol/L,
48 mmol/L and 28 mmol/L, and 81 mmol/L and 105 mmol/L, respectively.

Outliers can occur by chance in any linear comparison. Accordingly, outlier
values were either lower than 60 mmol/L (i.e., normal range) or higher than 80 mmol/L
(i.e., abnormal one), with no intermediate values, similar to results obtained by Barben
and cols, and Hall & Lapworth among 94 and 155 subjects, respectively.*® As
pediatricians, pediatric pulmonologists, and biochemists are mainly looking for lab exams
that rule in or rule out a given diagnosis, the correlation pattern between SC assays
suggests an optimal agreement between them.

Although SC is used worldwide, to the best of our knowledge there is no
previously published study aimed at assessing between-assay agreement, regardless of
the age group. Unfortunately, the unavailability of previous publications hinders direct
comparisons with our results.

In conclusion, the results add original evidence and indicate that newborns and
infants with presumptive CF identified through SC assays should perform sweat chloride
testing in a reference center as soon as possible. Moreover, the perfect intraindividual
intraassay agreement allows us to hypothesize that a correspondent interindividual one
might be expected in clinical practice. However, to confirm this hypothesis this issue

should be investigated in further studies.
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Artigo 3
Rate and predictors for the quantity not sufficient of sweat collection for the

determination of sweat conductivity in newborns and young infants

Texto formatado segundo as normas de publicagdo do periddico Pediatric Pulmonology,

no formato “LETTER TO THE EDITOR”.



45

Rate and predictors for the quantity not sufficient of sweat collection for the

determination of sweat conductivity in newborns and young infants

ABSTRACT

Objective: To verify the rate and factors related to QNS for the determination of sweat
conductivity in newborns and very young infants.

Methods: Clinically stable newborns and infants younger than three months that had
sweat conductivity determined after two abnormal immunoreactive trypsinogen results,
were recruited prospectively. Statistical analysis included descriptive statistics and a four-
step analysis, including missing data imputation, ROC curves, univariate, and
multivariate logistic regression.

Results: A total of 1,020 subjects were enrolled. Among them, the rate of QNS was 8.9%.
Subjects with a gestational age under 37 weeks and those with a weight under 3,845 grams
on the day of sweat collection had 5.8 and 5.3 times greater risk, respectively, to produce
an insufficient quantity of sweat than those older and heavier.

Conclusion: Our results suggest that the obtained QNS rates successfully fulfill the
Cystic Fibrosis Foundation standards even in a low prevalence, resource-limited setting.
Ideally, SC (or even coulometry) should be scheduled as early as possible, after the infant

reaches 37 weeks and 3,845 g.

KEY WORDS: cystic fibrosis, sweat conductivity, quantity not sufficient, rate,
predictors.
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Sweat conductivity (SC) is a semi-automated method that does not require
specially trained technicians.! Sweat stimulation, collection, and analysis could be
performed through Pilogel® discs, Macroduct® coils, and Sweat-Chek analyser® (Wescor
Inc., USA), which allow direct reading of the results with a small amount of sweat.! These
characteristics are suitable for low prevalence, low-middle income settings with few
Cystic Fibrosis (CF) reference centers where, usually, classical coulometry is available.

For SC assays, the Cystic Fibrosis Foundation (CFF) defines quantity not
sufficient (QNS) as a volume lower than 15 ul of sweat collected during 30 minutes,>?
and accepts a QNS rate lower than 10% in infants younger than three months.*> Higher
rates can reveal problems in sweat collection but also subject characteristics, in which
case another collection is required soon.?

Our literature review found no study on the rates and predictors of QNS in
newborns and young infants whose sweat samples were collected by the Macroduct®
system and subsequently analyzed for ionic conductivity. Among the published studies,
the majority were conducted in high-income countries, and few of them analyzed rates
and predictors simultaneously and prospectively. In that studies Gibson & Cooke or the
same Macroduct® method had been employed before coulometry, with authors reporting
QNS rates ranging from 2.1%° to 86.0%.” The main predictors of QNS were parameters
such as prematurity, low birth weight, and weight under 3 Kg.>7#

Therefore, the present study aimed to verify the rate and predictors of insufficient
sweat production for the determination of sweat conductivity in screen positive Brazilian
neonates and infants younger than three months.

We prospectively recruited 1,020 clinically stable subjects identified by the
statewide newborn screening program through two previous positive immunoreactive
trypsinogen results. Our CF center comprises basically two branches: the single qualified
statewide Newborn Screening and Genetic Diagnosis Laboratory—responsible for
newborn screening for CF and other diseases, conductivity, coulometry and other CF-
related lab exams—and the CF Clinic (outpatient and ward sectors) of the Federal
University of Minas Gerais University Hospital, located in Belo Horizonte, state of Minas
Gerais, Brazil.

Sweat samples were collected and analyzed according to the manufacturer’s
recommendations using the Macroduct system® and then, Sweat-Chek analyzer® (Wescor

Inc., USA).!
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Apart from descriptive statistics, to achieve the multivariate modeling, analysis
comprised a four-step strategy, as follows: missing data imputation (because up to 5% of
the data were not recorded); cut point definitions from ROC curves for each explanatory
variables versus sweat conductivity results; univariate and multivariate analysis, in which
all co-variables with a p-value lower than 0.20 in the univariate step were included in the
adjustment process of the backward logistic regression.

According to ROC curves results, explanatory variables were dichotomized to
analyze their potential role as predictors of QNS: gender, gestational age (< 37 weeks or
> 37 weeks), birthweight (< 2,735 g or > 2,735 g), weight (< 3,845 or > 3,845 g) and age
(<41 or > 41 days) on the day of sweat collection, and daily weight gain from birth to the
date of sweat collection (< 25g/day or > 25g/day).

Statistical analysis refers only to the first participant appointment. Analyses were
performed through SPSS software, version 23.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois). The
research protocol and informed consent were approved by the Research Ethics Committee
of Federal University of Minas Gerais, under number CAAE 21958014.1.0000.5149.

Considering that 1) the number of newborns and young infants were 1,300; 2) the
estimated prevalence for QNS rate was 8%; 3) assuming an error of +2% for 95% CI; it

would be necessary a minimum of 459 patients.

Table 1 displays the sociodemographic, clinical characteristics of the participants,

and the univariate analysis.
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TABLE 1. Descriptive characteristics of participants, and univariate analysis for quantity

not sufficient (lower than 15 pl) of sweat volume (N=1,020).

QNS
Characteristics Yes No OR 95% CI P
N (%) N (%) value
QNS 91 (8.9) 929 (91.1) NA NA
Gender 1.1(0.7-1.7) 0.56
Female 49 (53.9) 471 (50.7)
Male 42 (46.1) 458 (49.3)
Birth weight (g) 7.4 (4.6-11.9) <0.01
<2,735 63 (69.2) 215(23.1)
>2,735 28 (30.8) 714 (76.9)
Weight at sweat collection (g) 8.6 (5.0-14.7)  <0.01
< 3,845 73 (80.2) 297 (32.0)
> 3,845 18 (19.8) 632(68.0)
Daily weight gain (g) 3.2(2.0-5.2) <0.01
<25 64 (70.3) 389 (41.9)
>25 27(29.7) 540 (58.1)
Gestational age (weeks) 10.0 (6.3-15.8) <0.01
<37 51(56.0)  105(11.3)
> 37 40 (44.0) 824 (88.7)
Age at sweat collection (days) 0.6 (0.4-1.0) 0.05
<41 33(36.3) 436 (46.9)
>41 58 (63.7) 493 (53.1)

QNS: quantity not sufficient; NA: not applicable.

Gender distribution was well balanced (females, 50.9%), and the majority had
gestational age > 37 weeks (84.7%), birthweight > 2,735 g (72.7%), weight on the day of
sweat collection > 3,845 g (63.7%), daily weight gain > 25 g (55.5%), and > 41 days of
life at sweat stimulation (54.0%). On the day of sweat collection, the mean and median
age were respectively 48 days (SD 47.3-49.7) and 43 days (range 15-90 days) of life;
among them 150 (14.7%) were newborns, and a rate of 8.9% of QNS was found (91 out
of 1020 infants). Some days later, after new collection, confirmatory coulometry was

positive in 5 of them (5.6%).
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The final model of the multivariate analysis showed that patients born with a
gestational age of less than 37 weeks and those weighing less than 3,845 grams on the
day of sweat collection, had 5.8 (95% CI: 3.6 to 9.5; p <0.001), and 5.3 (95% CI, 3.0 to
9.3, p <0.001) greater times of having QNS, than those born with 37 weeks or more, and
with weight on the day of sweat collection equal to or greater than 3,845 grams,
respectively. Even though the odds ratio for birthweight was 7.4 in the univariate analysis
(see Table 1), it lost statistical significance (p=0.074) in the last step of the multivariate
model. The final model is well adjusted (Hosmer-Lemeshow test showed p-value =
0.947).

Figure 1 depicts the QNS rate across (A) weight on the day of sweat collection

and (B) gestational age for all participants.

Fig. 1. QNS rate across weight at the day of sweat collection (A) and gestational age (B)

in all participants.
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As with multivariate analysis, bar diagrams show that the lower both, gestational
age and weight on the day of sweat collection, the higher the QNS rate.

Our study has some new insights. Apart from its prospective design, we enrolled
the largest sample size among single-centered-based studies, and it was the first study
conducted in a lower prevalence limited-resource setting. Three other peculiarities in our

work were: 1) an original four-step statistical analysis strategy, not used in published
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studies on QNS so far; 2) compliance with the CFF and other international standards for
the obtained QNS rate in a resource-limited low prevalence setting; and, finally, 3)
suggestion of a new cut-point for the weight children should attain on the day of the sweat
collection to minimize QNS rate.

Published works on QNS enrolling only young infants differ on study design

3,6,8,9 3,6-8

(retrospective or prospective’), single or multicenter-based’®, sample size, and
predictors.>$ The number of infants recruited was lower than 600°¢® in most studies,
except for the remarkable McColley et al. study that, retrospectively, included 3,705
infants from 39 US-based institutions. Their findings reveal QNS rates ranging from just
2.1%.,° to 86%,” and, overall, the main predictors point in the same direction to those
obtained by us, i.e., prematurity, low birth weight, weight under 3 Kg on the day of sweat
collection.>”® Although in the present study we used Macroduct® collection system to
obtain sweat samples for conductivity assays, it is reasonable to state that QNS rate and
predictors herein reported are also applicable when the same system is used to obtain
samples for coulometry.

Having demonstrated the suitability of both the Macroduct® collection system and
the sweat conductivity method, another implication of our study points to the desirable
decentralization of sweat tests, which can be more widely distributed in remote regions
of the state of Minas Gerais (surface area similar to France) and also in our whole country,
so heterogenous in terms of socioeconomic, educational, public transportation, health
care delivery, etc. Likewise, the inventory reported herein regarding QNS rate and its
predictors in our CF reference center, allows us to draw recommendations about its
application in non-reference hospitals and maybe in settings similar to ours, in Brazil and
elsewhere.

In conclusion, it is always necessary to emphasize that early CF diagnosis is vital
to reduce the burden of repeat sweat testing on families, and to allow a prompt start of
treatment. Differently from CFF guidelines that recommend sweat collection through
Macroduct® in children weighing 3 Kg or more, our results suggest that there is a potential
for QNS if weight falls between this cut-point and 3,845 Kg. Since mothers from
resource-limited families may not have the ability to accurately state the subject’s
gestational age, in order to minimize QNS, a weight no less than 3,845 g on the day of
sweat collection might preferably be used as an objective, easier to obtain parameter to

properly time the collection.
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Artigo 4

Frequéncia e preditores da coleta de quantidade insuficiente de suor para realizacio

de cloridrometria em recém-nascidos e lactentes menores de trés meses de idade

Texto em portugués formatado segundo as normas de publica¢do do periddico Journal of

Cystic Fibrosis, no formato “ORIGINAL ARTICLE”.
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Frequéncia e preditores da coleta de quantidade insuficiente de suor para realizacio

de cloridrometria em recém-nascidos e lactentes menores de trés meses de idade

Resumo

Objetivo: A Cystic Fibrosis Foundation (CFF) define como quantidade insuficiente
(QNS) de suor para a realizagdo de cloridrometria, quando o peso da amostra ¢ inferior a
75 mg, e, em individuos menores de trés meses, admite uma taxa de insucesso de até 10%.
O objetivo deste estudo foi verificar a taxa e os fatores associados a QNS, em lactentes
brasileiros com idade inferior a trés meses de vida, que foram submetidos a coleta de suor
pela técnica de Gibson e Cooke para posterior andlise por cloridrometria.

Me¢étodos: Foram recrutados prospectivamente recém-nascidos e lactentes com idade
inferior a trés meses de vida, participantes de programa de triagem neonatal que tiveram
dois resultados alterados de tripsinogénio imunorreativo e, em seguida, foram submetidos
a coleta de suor por pelo método de Gibson e Cooke, para subsequente analise por
cloridrometria. As varidveis independentes consideradas foram género, idade gestacional
(<37 ou > 37 semanas), peso ao nascimento (<2300g ou > 2300g), peso (<3800g ou >
3800g), idade (<40 ou > 40 dias de vida) e ganho de peso diario desde o nascimento (<26
ou > 26g/dia) até a data da coleta do suor. Além da estatistica descritiva, a andlise
compreendeu outras quatro etapas, a saber, imputacdo de dados perdidos, geracdo de
pontos de corte a partir de curvas ROC e regressdes univariada e multivariada.
Resultados: Foram incluidas 1016 criangas, sendo a taxa de QNS de apenas 3,3% (IC
95%, 2,3%-4,6%). A média e mediana de idade foram 49 dias (DP 19,4) ¢ 43 dias
(variacdo interquartil de 15 a 90 dias), respectivamente. Individuos prematuros (OR =
5,4), com peso no dia da coleta do suor inferior a 3800g (OR =4,0) e ganho de peso diario
inferior a 26g (OR = 3,6) apresentaram risco maior de apresentarem quantidade
insuficiente de suor.

Conclusdo: A taxa de QNS para cloridrometria atendeu as exigéncias da CFF. Para
assegurar taxa de sucesso superior a 90%, evitar atraso no diagndstico e repeticao
desnecessaria desse exame, a coleta de suor deve ser realizada a partir do momento em
que o lactente atingir idade gestacional superior 37 semanas, peso no dia da coleta do
suor superior a 3800g e ganho diario de peso entre o nascimento e a data da coleta igual
ou superior a 26g/dia.

Palavras-chave: Fibrose cistica, teste do suor, quantidade ndo suficiente, recém-nascidos,

lactentes.
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1. Introducio

A quantidade insuficiente de suor necessaria a realiza¢do de cloridrometria refere-
se a producdo inferior a 75mg quando a coleta ¢ realizada por 30 minutos. Nessa situagao,
uma nova amostra deve ser colhida,! uma vez que a concentragdo de cloretos pode variar
quando a amostra é considerada insuficiente.* Ademais, periodos de coleta superiores a
30 minutos podem apresentar o risco de evaporagdo e, consequentemente, gerar
resultados ndo confiaveis.* E descrito na literatura que lactentes jovens apresentam um
maior risco de obten¢do de quantidade insuficiente (QNS) de suor, principalmente
aqueles com idade inferior a duas semanas de vida e com peso inferior a 2000g no dia da
coleta. >® Desta forma, para minimizar essa taxa de insucesso, a Cystic Fibrosis
Foundation (CFF) sugere aguardar a coleta do suor até que as criangas tenham pelo menos
duas semanas de vida e 2000g.°

A CFF considera aceitdvel uma taxa de QNS inferior a 5% e 10% em lactentes
com idade superior e inferior a trés meses de vida, respectivamente.?>’ Estudos mostram
que o risco de se obter elevadas taxas de QNS reduz em laboratdrios especializados de
centros de referéncia dotados de técnicos qualificados.” Porém, o insucesso na coleta de
suor pode atingir 20% em lactentes com idade inferior a 2 semanas de vida.®

A revisdo da literatura revelou que até o momento, apenas trés estudos conduzidos
em paises de alta renda e maior incidéncia de fibrose cistica avaliaram simultaneamente
a taxa de QNS e seus respectivos preditores, em lactentes menores de trés meses de vida,
faixa etdria-alvo da triagem neonatal. Estes trés estudos avaliaram um total de 1066
individuos e neles a taxa de QNS variou de 12 a 26%. Como preditores de QNS estes
trabalhos encontraram a etnia afro-americana, o baixo peso ao exame (inferior a 2 ou 3kg)
e a prematuridade.”!!

O presente estudo teve como objetivo verificar a taxa e os fatores associados a
QNS, em lactentes brasileiros com idade inferior a trés meses de vida, que foram
submetidos a coleta de suor pela técnica de Gibson e Cooke para posterior analise por

cloridrometria.

2. Materiais e métodos
Desenho do estudo, populagdo, periodo de estudo e critérios de inclusdo

Entre os meses de abril de 2013 a fevereiro de 2017 foram recrutados,
prospectivamente, 1016 recém-nascidos e lactentes com idade inferior a trés meses de

vida, participantes de programa de triagem neonatal que apresentaram dois resultados
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alterados de tripsinogénio imunorreativo e, como tal, encaminhados para coleta de suor
pelo método de iontoforese por pilocarpina e subsequente realizagdo de cloridrometria.
A coleta e a dosagem de cloretos foram realizadas no Centro de Referéncia em Triagem
Neonatal e Diagnostico Genético (NUPAD), responsavel pela triagem neonatal de
diversas doengas, incluindo fibrose cistica (FC). Esta institui¢ao esta localizada na cidade
de Belo Horizonte, Estado de Minas Gerais, onde a incidéncia média de FC nos tltimos
cinco anos foi de 1:10.800. Os critérios de inclusdo compreenderam estabilidade clinica

e auséncia de lesOes cutaneas.

Coleta da amostra de suor

Ela se deu exclusivamente pela técnica da iontoforese por pilocarpina descrita por
Gibson e Cooke, de acordo com as diretrizes preconizadas pela CFF.> As etapas de coleta
incluiram indug¢do e coleta de suor.!?> A concentragdo de cloretos foi analisada pela
cloridrometria, seguindo as recomendag¢des do fabricante (Chloridometer®, Labconco,

Texas, EUA).?

Andlise estatistica
Além da estatistica descritiva, a andlise compreendeu outras quatro etapas, a
saber, imputacdo de dados perdidos, geracdo dos pontos de corte para as variaveis

independentes continuas a partir de curvas ROC e regressoes univariada e multivariada.

Imputacao dos dados ndo registrados ou perdidos

Dos 1016 pacientes avaliados, cinco (0,5%) ndo apresentaram informagdes sobre
o género, sete (0,7%) sobre o peso ao nascimento, 37 (3,6%) sobre peso atual e 42 (4,1%)
ndo apresentaram informacdes sobre ganho de peso por dia; estes pacientes tiveram os
dados perdidos imputados.

Para a imputa¢do do género foram comparados os pesos ao nascimento entre
pacientes do género feminino e masculino. Como os pesos se diferiam com significancia
estatistica (p < 0,05), as criancas com peso ao nascimento abaixo do ponto de corte (2300
gramas) foram definidas como do género feminino e acima do ponto de corte, como
masculino.

O peso atual e o peso ao nascimento tiveram os dados imputados a partir da média
dos pesos dos pacientes nascidos na mesma idade gestacional. Por exemplo, foram

selecionados os pacientes nascidos com 38 semanas e calculada a média do peso ao
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nascimento destes pacientes. Este peso médio ao nascimento foi inserido para todos os
pacientes sem informagao desta caracteristica nascidos também com 38 semanas.

J& para o ganho de peso didrio, os dados perdidos foram imputados a partir da
variagdo entre o peso atual e o peso ao nascimento dividido pela idade do paciente no

momento do teste.

Defini¢des de pontos de corte

Essa etapa teve como objetivo encontrar o melhor valor de corte para as variaveis
continuas, a saber, peso ao nascer, peso no dia da coleta do suor e ganho de peso diario
que classificaria os pacientes com ou sem QNS, a fim de fornecer um maior numero de
acertos nesta classificacdo. O melhor ponto de corte foi definido como aquele em que se
obteve o maior valor para a soma da sensibilidade com a especificidade para cada um
destes preditores. Para isso, foram construidas curvas ROC (Receiver Operator

Characteristic) individuais, uma de cada vez.

Andlises univariada e multivariada

Para a andlise univariada, foram realizadas comparag¢des entre a ocorréncia ou nao
de QNS com as varidveis explicativas por meio dos calculos do qui-quadrado, Odds
Ratios (OR) e respectivos intervalos de confianca 95%.

Em seguida, as varidveis que na da analise univariada apresentaram com p-valor
menor que 0,20 foram inseridas no processo de ajuste do modelo multivariado de
regressao logistica. As caracteristicas foram inseridas e retiradas até que apenas aquelas
com significAncia estatistica (p-valor < 0,05) permanecessem no modelo final. A
associagdo foi quantificada por meio do célculo dos OR e intervalos de confianga. A
categoria de referéncia recebeu o valor um. A adequag¢do dos modelos testados foi
avaliada pelo teste de Hosmer-Lemeshow.

As andlises foram realizadas por meio do software SPSS, versdo 23 (SPSS Inc.,

Chicago, Illinois).

Aspectos éticos
O protocolo de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

sob o nimero CAAE 21958014.1.0000.5149.
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3. Resultados

Participaram do estudo um total de 1016 recém-nascidos e lactentes jovens. No
grupo estudado, houve equilibrio na distribuicdo por género, um ligeiro predominio de
lactentes com adequado ganho de peso diario, ou seja, >26 g/dia (52,8%). A maioria dos
lactentes estudados nasceu a termo e apresentou peso de nascimento igual ou acima de
2300g. A média e mediana de idade no dia da coleta do suor foram, respectivamente, de
49 dias (DP 19,4) e 43 dias (variagdo de 15 a 90 dias). Ao todo, 46,1% apresentavam
idade inferior a 40 dias de vida na data de coleta do suor, sendo 150 deles (14,7%), recém-
nascidos.

A taxa geral de QNS observada na populacao estudada foi de apenas 3,3% (1C95%
2,3% a 4,6%).

A tabela 1 mostra distribui¢do e andlise univariada dos participantes com e sem

peso de suor insuficiente.
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TABELA 1 —Distribuicdo e analise univariada dos participantes com e sem peso de suor

insuficiente
QNS
Caracteristicas Sim Nao OR bruto Valor-p
N (%) N (%) (IC 95%)
Género 1,3 (0,6-2,7) 0,38
Feminino 20 (58,8) 497 (50,6)
Masculino 14 (41,2) 485 (49,4)
Idade gestacional (semanas) 10,3 (5,0-21,0) <0,01
<37 21 (61,8) 133 (13,5)
> 37 13 (38,2) 849 (86,5)
Peso ao nascimento (g) 9,1 (4,5-18,6) <0,01
<2300 20 (58,8) 132 (13,4)
>2300 14 (41,2) 850 (86,6)
Peso no dia da coleta do suor 12,5 (4,8-32,7) <0,01
(2
<3800 29 (85.3) 310 (31,6)
> 3800 5(14,7) 672 (68,4)
Idade no dia da coleta do 0,6 (0,3-1,2) 0,20
suor (dias)
<40 12 (35,3) 456 (46,4)
>40 22 (64,7) 526 (53,6)
Ganho de peso/dia do 8,8 (3,1-25,3) <0,01
nascimento a data da coleta
do suor (g/dia)
<26 30 (88,2) 450 (45,8)
>26 4 (11,8) 532 (54,2)

Legenda: QNS: quantidade ndo suficiente, OR: odds ratio

Do total de 1016 lactentes jovens, 468 lactentes com idade inferior a 40 dias de
vida foram incluidas, mas apenas 12 deles (2,6%) tiveram QNS de suor. Ao todo, foram
150 recém-nascidos (14,7%), dos quais apenas trés (2,0%) apresentaram quantidade
insuficiente de suor. Prematuros e a recém-nascidos a termo apresentaram taxas de QNS

diferentes, tais como 13,6% (IC 95%, 8,6% a 20%) ¢ 1,5% (IC 95%, 0,8% a 2,5%).
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Conforme demonstrado, a idade gestacional, o peso ao nascimento, o peso no dia
da coleta do suor e o ganho de peso diario, apresentaram p-valor igual ou inferior a 0,20,

sendo assim incluidas na analise multivariada, conforme tabela 2.

TABELA 2 — Analise multivariada, modelo final

Erro-
Caracteristica Coef. Valor-p OR IC 95%
padrao
Idade gestacional (semanas)
<37 1,7 0,39 <0,01 5,4 2,5-11,7
>37 1,0
Peso no dia da coleta do suor (g)
<3800 1,4 0,56 0,01 4,0 1,3-11,9
> 3800 1,0
Ganho de peso (g/dia)
<26 1,3 0,59 0,03 3,6 1,1-11,6
>26 1,0

Hosmer-Lemeshow (valor-p igual a 0,845, superior a 0,05).

O modelo final da analise multivariada evidenciou que a idade gestacional inferior
a 37 semanas, o peso no dia da coleta do suor inferior 3800g e o ganho de peso diario
entre 0 nascimento e a data da coleta da amostra de suor inferior a 26g permaneceram
como preditores de QNS na populagdo estudada. Em relagdo a varidvel peso ao
nascimento inferior a 2300g, apesar do risco de QNS ter sido demonstrado na andlise
univariada OR 9,1 (IC 95% 4,5-18,6, valor de p < 0,01), ela perdeu significancia
estatistica na ultima etapa do modelo multivariado.

O teste de Hosmer-Lemeshow apresentou um valor-p igual a 0,845, demonstrando

que o modelo final esta bem ajustado.

4. Discussao

Este ¢ o primeiro estudo conduzido em um contexto epidemiologico de baixa
incidéncia de fibrose cistica em pais de baixa-média renda, que avaliou simultaneamente
a taxa e os fatores associados a QNS relacionados a cloridrometria, exclusivamente em
1016 recém-nascidos e lactentes com idade inferior a trés meses de vida, a faixa etaria

alvo da triagem neonatal.
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Algumas peculiaridades do atual estudo referem-se a originalidade da andlise
estatistica, realizada em quatro etapas como descrito na se¢do “Métodos”. Ademais ele
estd em conformidade com renomados 6rgaos internacionais em relagdo ao conceito e
exigéncias para QNS, com achado de taxa global de 3,3%, além de sugerir pontos de corte
distintos daqueles até entdo relatados na literatura para o peso minimo das criangas no dia
da coleta do suor (3800g) e ganho de peso didrio do nascimento a data da coleta inferior
a 26 g que, além da importancia da prematuridade, foram os principais preditores de QNS
em nossa populagao.

Ha na literatura trés estudos que avaliaram a taxa e os preditores de QNS pela
cloridrometria exclusivamente em lactentes com idade inferior a 3 meses de vida, sendo
que a maioria dos estudos foi realizada com delineamento retrospectivo e com menor
quantidade de pacientes analisados (amostra entre 103 e 742 criangas). *-!!

Os resultados do presente estudo apresentam algumas diferencgas e semelhangas
em relacdo a eles. No presente estudo a coleta de suor foi realizada exclusivamente pelo
método de Gibson e Cooke (GCT). Dos trés estudos descritos anteriormente, um deles
realizou a coleta exclusivamente por GCT,? outro por pelo sistema Macroduct®,!° e ainda
um terceiro incluiu os dois métodos de coleta.!!

Os autores que utilizaram a técnica de GCT exclusivamente encontraram uma taxa
de QNS de 26,2% (IC 95%, 17,6 — 34,9) em uma populacdo com idade inferior a 6
semanas de vida. Os preditores encontrados foram etnia afro-americana, peso ao teste
inferior a 2kg, prematuridade e idade pos-menstrual de 36 semanas.’

Ja o trabalho que realizou a coleta exclusivamente por Macroduct® encontrou uma
taxa de QNS de 12,7% e como preditores a prematuridade e peso no dia da coleta inferior
a 3kg. 1°

O terceiro estudo analisou quatro centros americanos de FC, sendo que em um
deles, centro a coleta de suor foi realizada por Macroduct® e, em trés deles, pela técnica
de Gibson e Cooke. Foi realizada apenas analise univariada e os centros apresentaram
taxa de QNS de 14,4% e foi descrito que pacientes nascidos antes de 39 semanas de
gestacdo apresentaram QNS de 20,2% ao passo que os acima de 39 semanas apresentaram
8,7% de QNS.!!

Uma grande semelhanga entre os estudos nessa faixa etdria ¢ o achado da
constante associagdo entre prematuridade e QNS. De acordo com o presente atual estudo,

os prematuros t€ém um risco 5,4 vezes maior para apresentarem amostras insuficientes de
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suor. Outros autores também encontraram risco aumentado de QNS nesse grupo (OR de
19,09).°

O atual estudo ¢ o primeiro que descreve o ganho de peso didrio como preditor de
QNS, ou seja, pacientes com o ganho de peso inferior a 26 g/dia. Na atual avaliagao,
pacientes com baixo peso apresentaram um risco 3,6 maior de QNS (OR = 3,6; IC 95%
1,1-11,6; P=0,03).

A grande maioria dos estudos analisa como preditor de QNS, o valor do peso do
paciente no dia da coleta. Diferente do que ¢ exposto na literatura, a presente analise
buscou o peso exato com o qual a crianca apresentaria maior risco de QNS, sendo o valor
encontrado de 3800g. Assim, criangas com peso inferior a 3800g no dia da coleta
apresentam um risco 4 vezes maior de apresentarem quantidade insuficiente de suor. A
CFF descreve aumento da probabilidade de sucesso na coleta de suor quando o lactente
apresentar peso superior a 2000g.>!13 Essa taxa aumenta a medida que o peso do paciente
no dia da coleta aumenta. Um estudo citou uma taxa de QNS de 40% em lactentes com
menos de 2.000g no dia do exame.!! Esse fato também é confirmado por outros estudos
que encontraram uma taxa de QNS de 77,8% e 31,2% em bebés menores de 2.000g, e
com peso entre 2.000g e 3.000g no momento da coleta do suor, respectivamente.’ Assim,
¢ descrito que o risco de QNS reduz 70% para cada aumento de 1000g ap6s o nascimento.
(OR 0,3, 1C 95% 0,2, 0,5).!

Um outro ponto importante a ser analisado ¢ o peso ao nascimento. Sabe-se que o
baixo peso ao nascer esté relacionado amostras insuficientes de suor (OR 4,9, IC95% 2,0,
11,9).! O presente estudo encontrou 152 lactentes com peso ao nascimento abaixo de
2300g, e desses 20 (13,1%) ndo apresentaram amostra suficiente de suor.

Em relagdo a idade no dia da coleta, embora a maioria dos estudos descreva uma
relagdo direta entre a QNS e a pequena idade no dia da coleta do suor,"®!! alguns autores
ndo consideram bem estabelecido se a idade ao dia do teste ¢ o melhor preditor dos
resultados de QNS.2° O atual estudo apresentava 150 recém-nascidos e apenas 2% deles
tiveram QNS.

Estudo recente avaliou a taxa de QNS em lactentes com idade inferior a 14 dias,
e inferior a 3 meses, em diversos centros de FC, sendo encontrada uma taxa média de
QNS de 10,5% (variagdo 0-100%) no primeiro grupo, sendo as maiores taxas de QNS
entre os prematuros.® No estudo 22% dos lactentes ndo apresentaram suor suficiente até

60 dias de vida. Apesar disso, o estudo afirma que o teste do suor ndo deve ser atrasado
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em criancas com triagem positiva, mesmo sabendo que quase de 20% dos menores de 2
semanas de idade apresentardo volume inadequado de suor.’

Enfim, estudos tém demostrado uma grande variedade nas taxas de QNS,
principalmente secundarias a baixa idade e peso no dia da coleta, a presenca de
prematuridade e até a técnica de coleta de suor. Um ponto importante relacionado a
literatura refere-se ao fato de quanto mais fatores de risco a crianga possui, maior € o risco
de QNS.1°

O presente estudo mostrou que prematuridade, peso ao dia da coleta do suor
inferior a 3800g e ganho de peso diario inferior a 26g/dia sdo fatores diretamente

relacionadas ao aumento do risco de insucesso na coleta do suor.

5. Conclusao

Os resultados do presente estudo sugerem que em paises de baixa-média renda e
menor incidéncia como o Brasil € possivel obter taxas de QNS que atendem aos padrdes
da CFF para recém-nascidos e lactentes jovens. E sabido que o diagnostico precoce de
FC ¢ fundamental para inicio precoce do tratamento. O sucesso da coleta contribui para
a confirmac¢ao ou exclusdo de FC com mais agilidade e precocidade, reduzindo custos
para municipios e ansiedade dos pais.

Assim, para minimizar os riscos de QNS, nossos resultados sugerem realizar o
teste do suor quando o lactente atingir mais de 37 semanas (idade corrigida), apresentar
ganho de peso diario igual ou superior a 26g e principalmente um peso ndo inferior a

3800g no dia da coleta do suor.
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Emprego do teste de condutividade idonica do suor para o diagnostico de fibrose

cistica: estudo da validade diagndstica

RESUMO

Objetivo: Avaliar a acuracia da condutividade idnica do suor para diagnostico de fibrose
cistica em recém-nascidos e lactentes jovens.

Me¢étodos: Foram recrutados prospectivamente e consecutivamente recém-nascidos e
lactentes com idade inferior a 3 meses de vida, participantes de programa de triagem
neonatal com dois resultados positivos para tripsinogénio imunorreativo na triagem
neonatal. Os pacientes foram encaminhados ao Unico centro de referéncia em Minas
Gerais, e suas respectivas amostras de suor, submetidas simultaneamente a condutividade
ionica do suor e a cloridrometria. Os valores pré-definidos para confirmar o diagndstico
de FC através da cloridrometria ¢ da condutividade i6nica foram 60 mmol/L e 80 mmol/L,
respectivamente.

Foram geradas tabelas de contingéncia 2 x 2 para comparacdo dos resultados da
cloridrometria e condutividade. De acordo com as diretrizes STARD foram calculadas a
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo, razdes de
verossimilhanga positivo e negativo, coeficiente kappa, area sob acurva ROC.
Resultados: Foram incluidos 1176 pacientes, 68 deles positivos e 1108 negativos a
cloridrometria, cuja média e mediana de idade foram de 48 dias (DP 19,19) e 43 dias
(intervalo de 15 a 90 dias), respectivamente. A condutividade idnica do suor apresentou
sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, acuracia, RV positiva e negativa de 98,5%,
99,9%, 98,5%, 99,9%, 99,8%, 1091,7 e 0,01 respectivamente. Os valores do coeficiente
kappa e da area sob a curva ROC foram 0,99 e 98,8%, respectivamente.

Conclusdo: Os resultados sugerem que a CI pode ser usada para o diagndstico
confirmatorio de FC em de recém-nascidos e lactentes jovens, com resultados positivos
para tripsinogénio imunorreativo na triagem neonatal, devido a excelente acuracia em

compara¢do com a cloridrometria.

Palavras-chave: Fibrose cistica, Gibson e Cooke, teste do suor, criangas, Triagem

neonatal, condutividade
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Introduciao

A triagem neonatal (TN) para fibrose cistica (FC) ¢ realizada em recém-nascidos
pela dosagem tripsinogénio imunorreativo (TIR) no sangue. Em caso de TIR positiva, o
exame ¢ repetido e, caso se mantenha positivo a suspeita de FC ¢ levantada. Na maior
parte dos paises da Europa e nos Estados Unidos, a pesquisa de mutagdo genética ¢
realizada para se confirmar o diagnodstico, apos duas dosagens de TIR positivas. !

Devido a pouca disponibilidade da genotipagem, principalmente em paises de
baixa e média renda, a dosagem de cloretos no suor (cloridrometria) ainda ¢ muito usada
e evidencia o diagnéstico de forma confidvel em cerca de 98% dos pacientes. !

A cloridrometria ¢ considerada como o padrdo-ouro para diagnostico de fibrose
cistica (FC).2> Sendo assim, é um exame que apresenta elevados valores de sensibilidade
e especificidade, porém necessita de um centro especializado e equipe capacitada e
experiente para a sua realiza¢d0.® Além disso, o0 método envolve varias etapas que vdo
da coleta do suor a andlise quimica, envolvendo diferentes riscos de erro de pesagem,
dilui¢do e evaporac¢do do suor, >’ 0 que aumenta a possibilidade de resultados falso-
negativos e falso-positivos.? A propor¢io de resultados intermediarios varia amplamente
na literatura (2,4 a 40%)7!%!! ¢, caso ocorram, exigem a sua posterior repeti¢do.!>!3

A condutividade i6nica no suor (CI) ¢ um método alternativo que simplifica a
indugdo, coleta e analise da amostra de suor.? Ele ¢ um método mais rapido -fornece o
resultado instantaneamente- e pratico, quando comparado com a cloridrometria, uma vez
que, além dessas vantagens, dispensa a necessidade de pesagem e dilui¢do do suor. ’
Entretanto, a Cystic Fibrosis Foundation (CFF) e o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), ambos dos Estados Unidos, ainda a consideram como método de triagem
para a FC. 1+15

Desde o ano de 2000, alguns estudos que compararam CI e cloridrometria, t€ém
sido publicados. Esses estudos evidenciam que a CI tem boa acuréacia quando comparada
a cloridrometria, em criangas, adolescentes e adultos. Por exemplo, a sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivo e negativo, variaram entre 83,3 ¢ 100%, 96,2
e 100%, 83,3 € 100% € 94,7 e 100%, respectivamente.>>"%16-17 Esses estudos incluiram
populagdes com amostras inferiores a 750 pacientes, exceto um Unico deles que recrutou
3834 pacientes,’ € um outro incluiu apenas recém-nascidos. >

Devido aos elevados indicadores de acuracia da CI acima citados, sua facilidade
de execucdo, agilidade na geragdo dos resultados, possibilidade de ser realizado em

laboratorios fora dos centros de referéncia para FC, ou seja, permite descentralizar o
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diagnostico e evitar longos deslocamentos de familiares, esse método torna-se uma
ferramenta potencial para diagnosticar FC em paises ou regides de baixa e média renda e
baixa prevaléncia da doenca.

Outro ponto importante a ser levantado ¢ a questdo do custo, pois o valor de
aquisicao do cloridrometro ¢ quase 6 vezes superior ao do analisador de condutividade
iOnica.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a acuricia diagndstica da
condutividade i6nica do suor diante da cloridrometria, em recém-nascidos e lactentes
jovens com triagem neonatal positiva de FC. A hipotese de trabalho ¢ que a CI tem

acuracia proxima ou similar a do padrao-ouro.

Materiais e métodos
Delineamento do estudo

Trata-se de estudo prospectivo, observacional, realizado entre abril/2013 e
outubro/2020, que foi baseado nas diretrizes Standards for Reporting Diagnostic
Accuracy (STARD).!® A coleta de dados foi toda ela cumprida imediata e
sucessivamente apos a realizagao dos dois testes em cada um dos participantes.

Trata-se de um estudo prospectivo realizado entre os meses de abril de 2013 a

outubro de 2020, no NUPAD.

Participantes

Foram admitidos recém-nascidos e lactentes com idade inferior a trés meses de
vida, estaveis clinicamente, com auséncia de lesdes cutineas no dia do exame,
participantes de Programa Estadual de Triagem Neonatal que apresentaram dois
resultados positivos de tripsinogénio imunorreativo (ou seja, > 70mg/L). Todos eles
foram submetidos a cloridrometria e a condutividade idnica do suor, no mesmo dia, no
laboratério do Centro de Referéncia em Triagem e Diagnostico Genético (NUPAD),
localizado em Belo Horizonte, Brasil.

Individuos com lesdes de pele de qualquer etiologia e instabilidade clinica foram
excluidos, com o intuito de evitar o comprometimento da coleta e composicao do suor e
de minimizar a possibilidade de resultados equivocados. Também foram excluidos os
pacientes que apresentaram resultados intermedidrios para a cloridrometria e

condutividade 16nica do suor.



68

Procedimentos
Coleta e analise das amostras de suor
Coleta pelo sistema Macrodut® e andlise pela condutividade ionica

Inicialmente foi realizada a higieniza¢do do antebracgo do lactente por um técnico.
Em seguida, o Pilogel foi colocado no antebraco do paciente para estimular a sudorese
por meio de uma corrente elétrica (1,5 miliamperes), por um periodo de 5 minutos.

Apds o procedimento, o técnico higienizou a pele do paciente para receber o
coletor Macroduct®, em formato de tira de pulseira, que ¢ um disco concéntrico e
cdncavo, confeccionado com material plastico e possui um orificio central. O material foi
usado uma unica vez e descartado apos cada exame. O suor produzido apds o estimulo
pelo gel de pilocarpina (Pilogel®) foi facilmente visualizado no coletor devido a coloragdo
recebida por um corante azul, solivel em 4gua, que ndo interfere no resultado final da
condutividade i6nica. O tempo de coleta do suor foi exatamente o mesmo da
cloridrometria, ou seja, 30 minutos, conforme recomendagio do fabricante. '+

A seguir o analisador Sweat-Chek® (modelo 3120, Wescor Inc., EUA) foi
calibrado para remover vestigios de impureza, sendo injetados ar e agua na célula,
seguindo as orientagdes do fabricante.!® Apos esse passo, o material foi analisado pelo
Sweat-Chek®, sendo o valor da condutividade idnica (em mmol/L) da amostra fornecido

instantaneamente, ap0s sofrer a devida calibracao.

Coleta pelo método Gibson e Cooke e dosagem de cloretos

Inicialmente o antebraco do lactente foi higienizado com agua destilada e gaze,
sendo entdo secado para a colocagdo dos eletrodos com pilocarpina. A iontoforese de
pilocarpina foi obtida apds aplicacdo de uma corrente elétrica 2 e 4 miliamperes (mA)
durante 5 minutos, com posterior retirada dos eletrodos. Uma gaze foi fixada no braco
para coletar o suor. Apds 30 minutos de contato com a pele, o material foi retirado, pesado
em balanga analitica, acondicionado em pote de pléstico fechado e encaminhado ao
laboratorio de referéncia para analise de cloro pelo método de coulometria.®?° O tempo
de coleta foi igualmente 30 minutos para se evitar o risco de evaporagdo do suor por

coletas muito longas.'*

Pontos de corte para resultados positivos e negativos
De acordo com a CFF e CLSI, foram previamente definidos como pontos de

corte positivos os resultados iguais ou superiores a 60 mmol/L e 80 mmol/L, e como
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negativos os resultados inferiores a 30 e 60 mmol/L, para a cloridrometria e
condutividade, respectivamente. Resultados acima e abaixo desses intervalos foram
considerados intermediarios e foram objeto de andlises secunddrias. Ambos os testes,
foram realizados de forma independente e cega, de forma que os técnicos que realizaram

cada um deles s6 estiveram cientes dos resultados dos exames por eles executados.

Analise
Meétodos empregados para comparar medidas de precisdo diagnostica

Estatisticas descritivas foram utilizadas para caracterizar a populagdo do estudo.
A acuracia da CI em relacdo a cloridrometria foi avaliada através dos célculos da
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo, acuracia global,
razdes de verossimilhanca (RV) positiva e negativa, coeficiente kappa e area sob a curva
ROC, cada um deles expressos pelos respectivos IC 95%.

Todas as analises foram realizadas no software SPSS, versao 23 (SPSS Inc.,

Chicago, Illinois).

Tamanho da amostra

O célculo do tamanho amostra baseou-se na formula N=4Z,2P(1-P)/W2, na qual
Zy equivale a 1,96; P, propor¢do que equivale a estimativa da sensibilidade ou
especificidade, e W, a amplitude de variagdo do intervalo de confianga 95%. De acordo
com a literatura que aponta uma sensibilidade média da CI de 98% e admitindo-se
varia¢do do IC 95% de 0,06,>>7:1¢17 seria necessario um minimo de 83 pacientes com
cloridrometria positiva. Em relacdo a especificidade, a literatura aponta uma
especificidade média da CI de 99% e estipulando a amplitude de variacao do IC 95%
igual a 0,02,25716-17 geriam necessarios, no minimo, 380 pacientes com cloridrometria

negativa.

Aspectos éticos
O protocolo de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais

sob o nimero CAAE 21958014.1.0000.5149.

Resultados

Participantes
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Um total de 1176 recém-nascidos e lactentes jovens foram recrutados, conforme

evidenciado na figura 1, sendo que desses, 68 tiveram diagnostico de FC.

Figura 1. Fluxo dos participantes através do estudo entre meses de abril de 2013 e outubro
de 2020: diagrama STARD

RN submetidos 4 TN

n=1.752.587
| Excluidos
> n=1.740.988
* RN com TIR normal
RN com uma TIR alterada
n=11.599
| Excluidos
» n= 8.968
* RN a segunda TIR normal
RN com duas TIR alteradas
n=2.631
Excluidos
| > n=1.438
* Nio fizeram Cloridrometria e CI
Fizeram Cloridrometria e CI 1o mesmo dia
no mesmo dia
n=1193
Excluidos
> Exames Indeterminados
n=17
A 4
Pacientes inseridos no estudo Brcluidos Excluidos
— =12 n=8
n= 1176 . .
.CIOHdI ometria CI indeterminados:
indeterminados:
| . Cloridrometria
l CI Positiva Positiva
l (n=3) (n=4)
CI Indeterminado Cloridrometria
. i (n=3) Indeterminado (n=3)
CInI;Ielgl?)téva = 11;()%1;1\«'&1 CI Negativa Cloridrometria
(n=16) Negativa
l l (n=1)
Cloridrometria Negativa Cloridrometria Positiva
(n=1107) (n=67)
Cloridrometria Positiva Cloridrometria Negativa
(=1) (@=1)

Legenda: condutividade ionica (CI), recém-nascido (RN), tripsinogénio imunorreativo (TIR)

A tabela 1 apresenta as caracteristicas gerais dos participantes comparando o

grupo de pacientes com e sem FC respectivamente.



Tabela 1: Caracteristicas descritivas dos pacientes com e sem FC
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Cloridrometria Cloridrometria Valor de p
Positiva Negativa
N (%) N (%)
Residente em
Regido Metropolitana de BH 8 (11,8) 277 (25) 0,01
Interior 60 (88,2) 831 (75)
Género
Feminino 35(51,5) 555 (50,1) 0,86
Masculino 33 (48,5) 546 (49,3)
Nao registrado 0 7 (0,6)
Idade Gestacional (semanas) 0,03
<37 1 (L,5) 102 (9,2)
>37 61 (89,7) 999 (90,2)
Nao registrado 6 (8.,8) 7 (0,6)
Grupo etario 0,30
Recém-nascidos 13 (19,1) 161 (14,5)
Lactentes 55 (80,9) 947 (85,5)
Peso de Nascimento (g) 0,21
<2.500 5(7,4) 142 (12,8)
>2.500 60 (88,2) 954 (86,1)
Nao registrado 344 12 (1,1)
Peso no dia da realizacdo dos 1,00
exames (g)
<2.000 0 (zero) 4(0,4)
>2.000 36 (52,9) 1061 (95,8)
Nao registrado 32 (47,1) 43 (3,8)

Comparando as caracteristicas socio-demograficos e clinicos entre os grupos com

e sem FC, ndo foi evidenciada uma diferenga estatistica significativa, exceto em relacao

ao local de residéncia, onde a grande maioria da populagdo estudada nos dois grupos

residia no interior do estado.

As idades média ¢ mediana encontradas foram 48 dias (DP 19,19) e 43 dias

(intervalo de 15 a 90 dias), respectivamente.
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A maioria dos pacientes (75,8%) era proveniente do interior do estado de Minas
Gerais. Houve equilibrio entre a distribuicao por género (feminino 50,2%). Do total de
pacientes admitidos, 14,8% eram recém-nascidos. Predominaram criangas nascidas a
termo (90,1%) e com peso ao nascimento igual ou acima de 2500g (86,2%).

No grupo com FC, os valores da média e mediana para a dosagem de cloretos no
suor foi de 100,2 (DP +21,8) e 98,1 (intervalo interquartil 66-242), e para a condutividade
do suor de 103,9 (DP + 14,3) e 106,0 (intervalo interquartil 25-131), respectivamente.

J& para o grupo de pacientes sem FC, os valores da média e mediana para cloretos
foram 10,9 (SD + 4,4) e 10,2 (intervalo interquartil 2,4-29,7), e para a condutividade do

suor foram 29,2 (SD + 6,0) e 29 (intervalo interquartil 11-103), respectivamente.
Acuracia da CI
A distribuicdo dos resultados obtidos entre cloridrometria e CI ¢ apresentada na

tabela 2.

Tabela 2: Distribuicao dos resultados da CI e cloridrometria na populacao estudada

Cloridrometria
Positivo Negativo Total
N (%) N (%) N (%)

Positivo 67 (98.5) 1(0,1) 68 (5,8)
Condutividade ]

Negativo 1(1,5) 1107 (99,9) 1108 (94,2)
I6nica

Total 68 (100) 1108 (100) 1176 (100)

Apbs os calculos, a sensibilidade alcangou 98,5% (IC 95%: 95,7-100), a
especificidade 99,9% (IC 95%: 99,7-100), o VPP 98,5% (IC 95%: 95,7-100), o VPN
99,9% (IC 95%: 99,7-100) e a acuracia 99,8% (IC 95%: 99,6-100). Ademais, verifica-se
que as razdes de verossimilhanga positiva e negativa foram, respectivamente, iguais a
1091,7 (IC 95%: 153,8- 7744,9) e 0,015 (IC 95%: 0,002-0,103), e o coeficiente kappa
0,99 (IC 95%: 0,97-1,0).

A curva ROC (Receiver Operating Characteristic) obtida para os 1176
participantes para avaliar a acuracia da CI no diagndstico de FC estd apresentada na

Figura 3.
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Figura 3 — Curva ROC dos 1176 participantes para avaliar a acuracia da CI no diagnostico

de FC
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O perfil da curva revela elevadissima concordancia entre os resultados, positivos
e negativos, da CI com aqueles da cloridrometria. A 4rea sob a curva (AUC) foi de 98,8%
(IC 95%: 96,6-100; p <0,001) e indica que a condutividade tem acurécia préxima da ideal

para distinguir individuos com e sem FC.

A tabela 4 apresenta a relagdo dos resultados intermedidrios e sua relacdo tanto

com a cloridrometria, quanto com a condutividade ionica.

Tabela 4- Resultados intermediarios da cloridrometria e da CI na populagdo estudada

Cloridrometria
Positivo Intermediario Negativo Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
Condutividade Positivo Zero 3(25) Zero 3(17,6)
I6nica no Suor Intermediario 4 (100) 3(25) 1 (100) 8(47,1)
Negativo Zero 6 (50) Zero 6 (35,3)
Total 4 (100) 12 (100) 1 (100) 17 (100)

Foram excluidos da andlise 17 pacientes (1,4% do total de incluidos) que

apresentaram algum resultado intermedidrio. Oito apresentaram resultados intermediarios
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para a CI (0,7 % do total de incluidos), sendo quatro positivos, um negativo e trés
intermediarios pela cloridrometria. Em relagao a cloridrometria, 12 foram intermediarios
(1,0% do total de incluidos), sendo trés positivos, seis negativos e trés intermediarios pela

CL

Discussao

O presente estudo demonstrou que a condutividade i6nica do suor (CI) apresenta
excelente acuracia para o diagndstico de FC em recém-nascidos e lactentes com idade
inferior a trés meses de vida, quando comparado ao método considerado como padrao-
ouro, a cloridrometria. Esse fato ¢ evidenciado pelos elevados valores de sensibilidade e
especificidade (medidas que avaliam o desempenho do novo teste, em comparacdo com
o teste padrdo ouro), dos valores de VPP e VPN (tteis na parte de decisdo clinica, uma
vez que estimam a probabilidade de ser ter ou ndo a doenga a partir de um resultado do
teste), além das razdes de verossimilhanga (RV), que combinam todos os parametros
acima mencionados.

No Brasil, assim como em outros paises, a maioria dos diagnosticos de FC ¢
realizada apds a Triagem Neonatal (TN) alterada, sendo altamente relevante estudar a
acuracia da CI em recém-nascidos e lactentes menores de trés meses, considerando as
particularidades e possiveis dificuldades na coleta de suor nessa faixa etdria. Na revisao
de literatura, foi encontrado apenas um outro estudo prospectivo e cego com foco em
pacientes na faixa etaria da TN.?

No estado do Parand, Domingos e cols avaliaram 534 recém-nascidos,
aproximadamente metade da amostra do presente estudo, comparando a condutividade
ionica e a cloridrometria.’ Eles evidenciaram 100% de sensibilidade (IC 95%: 94,8 - 100),
especificidade de 96,2% (IC 95%: 93,8 - 97,8), valor preditivo positivo 83,3 (IC 95%:
74,4 - 91,1), valor preditivo negativo 100% (IC 95%: 90,5 - 109,4) e acuracia 96,8%,>
resultados semelhantes ao do presente estudo. Houve diferenga na razdo de
verossimilhanga positiva, que no presente estudo foi de 1091,7 (IC de 95%: 153,88 -
7744,91) e no estudo de Domingos € cols. foi de 31,7 (IC 95%: 18,9-53,1).> ARV positiva
encontrada no presente estudo indica que a probabilidade de um resultado positivo na CI
corresponder ao resultado positivo da cloridrometria (ou seja, ao diagnostico de certeza
de fibrose cistica) ¢ mil vezes superior aquela que um resultado positivo na CI
corresponda a um resultado negativo da cloridrometria. J4 o valor da RV negativa

expressa que a probabilidade de um resultado negativo na CI ocorrer diante de
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uma cloridrometria positiva ¢ nula, pois o valor da LR negativa foi, na pratica, igual a
zero. Como as RVs constituem um dos mais, ou mesmo os mais robustos entre os
parametros de avaliacdo da acurdcia de testes diagnosticos, ¢ admissivel dizer que a
margem de erro quando comparada com a cloridrometria -padrdo-ouro- ¢ virtualmente
inexistente. Em outras palavras, a sua acuracia para diagnosticar ou excluir fibrose cistica
em recém-nascidos e lactentes jovens muito se aproxima, ou mesmo reflete o que se
espera de um exame ideal. Esta inferéncia, enfim, permite contrapor a no¢do hegemonica
de seu papel apenas como exame de triagem como defendido pela CFF e CLSIL

O presente estudo apresentou apenas um resultado falso-positivo (1,5%) e um
falso-negativo (0,1%) dentre os 1176 lactentes jovens analisados, enquanto Domingos e
cols ndo encontraram nenhum resultado falso negativo, porém 16,7% dos resultados
foram falso-positivos, ndo sendo citada a taxa de resultados intermediarios.” O estudo
paranaense fez a coleta de uma Gnica amostra de suor exclusivamente por Macroduct®
para a realizagdo da CI e da cloridrometria. Apos a dosagem da CI, a mesma amostra foi
capturada por um tubo e encaminhada posteriormente para dosagem de cloreto.’ Ja o
presente estudo realizou a coleta de duas amostras simultaneamente, sendo uma por
Macroduct® e analise por CI e outra por GCT e analise por cloridrometria.

Diversos autores encontraram elevados valores de sensibilidade de 83,3 a 100%,
especificidade de 97,3 a 100%, VPP de 90,9 a 100% e de VPN de 94,7 a 100% e
concluiram que a CI ¢ um exame adequado para o diagnostico de FC, sendo um método
confiavel para confirmar ou excluir fibrose cistica, quando comparado com o método
padrdo-ouro, a cloridrometria.>”%!6-17 Houve sobreposi¢do do intervalo de confianga (IC
95%) entre os estudos publicados, e o presente estudo apresentou a menor amplitude de
variacdo, demonstrando maior precisdo estatistica os menores 1C95% descritos até
entdo.?!

A FC ¢ uma doenga heterogénea, com amplo espectro genotipico e fenotipico.
Para qualquer método utilizado, ¢ esperada uma faixa de resultados de duvida diagnostica,
chamados assim de intermediarios ou indeterminados, com valores entre os pontos de
corte para o resultado positivo e negativo. Descrever a ocorréncia de exames
indeterminados ¢ importante, porém, entre os estudos analisados, apenas um relatou a
proporgdo de valores intermediarios (2,4%),” semelhante ao encontrado neste estudo
(1,5%), e outro incluiu esses valores no grupo considerado negativo.’ A dificuldade

diagnéstica na faixa de resultados intermedidrios ¢ amplamente reconhecida, pois, em
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geral, esses pacientes apresentam doenga clinica mais branda ou com manifestacdes
atipicas, além de mutagdes genéticas mais raras.

A realizacdo da TN para o diagndstico precoce de FC representa um avango para
a promocao da atencdo a satde e da qualidade de vida desses pacientes. Em um pais de
dimensdes continentais e desigualdades socioecondmicas abissais como o Brasil, a
logistica da TN requer vigilancia continua. A existéncia de um centro especializado de
referéncia, como o Nupad em Minas Gerais, tem um papel fundamental para o sucesso
da TN.

O Nupad realiza a TN para FC em Minas Gerais desde 2003, até o més de abril de
2021, mais de 4 milhdes de criangas foram triadas para FC, sendo que em torno de 300
se encontram em acompanhamento. A incidéncia de FC em Minas Gerais ¢ de 1 caso para
cada 10.800 nascidos vivos. Como exame de triagem, a dosagem de TIR apresenta alta
sensibilidade e baixa especificidade. Em contexto de baixa prevaléncia, o nimero de
resultados falso-positivos ¢ elevado e a demanda por teste confirmatério € significativa.’
Estima-se que mais de 80% dos pacientes triados como positivos sdo falso positivos.?

Considerando o periodo de estudo, para realizar o diagnostico em 68 lactentes, mais
de mil familias se deslocaram de suas cidades no interior de Minas Gerais devido a
resultado de exame de TN falso-positivo, ndo confirmado pela cloridrometria. As familias
recebem um teste de triagem alterado para uma doenga até entdo sem cura, em seus bebés
“recém-chegados”. Isso gera estresse e ansiedade em toda a familia até que o diagnostico
seja confirmado ou afastado. Porém para a confirmacao ou exclusdo da FC, muitos tem
que viajar longas distancias para ter acesso ao centro de referéncia. Isso ocorre porque a
cloridrometria, exame considerado padrdo ouro para FC, ¢ um método complexo, que
requer um laboratdrio especializado e profissionais bem treinados e experientes para sua

57923 Vale ressaltar que o estado de MG ¢é do tamanho da Franga, € possui

realizacdo.
apenas trés centros capacitados e especializados para a realizacao do teste do suor.

O desgaste emocional, o desconforto e o custo para os municipios com o transporte
da logistica atual da TN ndo podem ser subestimados e alternativas devem ser propostas
para minimiza-los. Além do mais, sabe-se do beneficio da intervengdo e tratamento
precoce na evolugdo dos pacientes.?*2°Assim, a descentralizagdo da coleta e execugdo da
confirmagdo de TN positiva representa uma necessidade e um desafio. Por ser uma

técnica mais simples e de menor custo, a CI pode representar uma alternativa para

viabilizar essa descentralizagao.
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Como possivel limitagdo do presente estudo cabe comentar que ndo foi possivel
recrutar o minimo de 83 pacientes com cloridrometria positiva, pois trata-se de ambiente
de baixa prevaléncia da doenga (1:10.800). Porém a pequenissima amplitude do IC 95%
para a sensibilidade (95,7 — 100%) ndo parece ter comprometido a confiabilidade dos
resultados, além do que esse ¢ o estudo que analisou o maior niimero de lactentes com
idade exclusivamente inferior a 3 meses de vida, publico-alvo da triagem neonatal.

No presente estudo ndo foi descrito nenhum efeito adverso secundario a coleta do
suor e vai ao encontro dos resultados da literatura, que relata como rara (1:50.000) a
ocorréncia de queimaduras leves no local de insercdo dos eletrodos de pilocarpina, tanto
pelo GCT, quanto pelo Macroduct®."”

Os resultados obtidos sugerem que a CI pode ser usada de como método
diagnostico de FC, para identificar com seguranca recém-nascidos e lactentes menores de
3 meses com FC devido a sua elevada acurécia. A CI representa uma alternativa confiavel
para viabilizar a descentralizacdo dos procedimentos diagnosticos na triagem neonatal da
FC em paises de dimensdo continental como o Brasil, e que ndo utilizam a andlise

genética de forma rotineira, reduzindo custos diretos e indiretos e o estresse nas familias.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Embora a CFF considere a condutividade ionica como teste de triagem, varios
estudos - inclusive o presente - evidenciaram sua excelente acuracia global com a
cloridrometria, inclusive entre recém-nascidos e lactentes jovens.

O presente estudo demonstrou que a condutividade ionica do suor apresenta
excelente correlacdo e concordancia intra-individual quanto utilizada em ensaios
simultaneos.

Além disso, foi possivel demonstrar elevadas taxas de sucesso na coleta de
quantidades suficientes de suor nesta mesma faixa etaria, tanto pela técnica de Gibson-
Cooke quanto por Macroduct®, atendendo, pois, as exigéncias da CFF.

Evidenciou-se também que a CI apresenta excelente acuracia quando comparada
a cloridrometria, com valores adequados de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo, valor preditivo negativo, razdes de verossimilhancga positivo e negativo.

Assim, os resultados deste trabalho sugerem que a CI pode ser uma ferramenta
util para o diagndstico de FC em recém-nascidos e lactentes menores de 3 meses, com
capacidade de discriminar de maneira eficaz pacientes com e sem FC.

Uma sugestao seria implantar a técnica em uma regido-piloto, inicialmente com
um “controle de qualidade”, verificando os resultados encontrados em comparagdo aos
do centro de referéncia, como por exemplo, repetir alguns exames negativos e todos os
positivos no laboratdrio do NUPAD. Seria necessario também instituir medidas de
capacitagdo para técnicos de laboratério, além de manuten¢do de equipamentos.

Vencido o periodo de “piloto”, a CI poderia ser implementada em diversas
regides. Considerando que o Brasil ¢ um pais de baixa renda, a descentralizagdo do
diagnostico de FC, permitiria reduzir os custos dos municipios com transporte, além de
reduzir o estresse da familia. Essa mudanca seria realizada com seguranga comprovada
pela boa acuracia da CI, sem que haja prejuizo do ponto de vista de diagnostico para os

pacientes.
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7- ANEXOS

7.1 — GLOSSARIO

Validade: capacidade de diferenciar entre os pacientes que tem ou ndo a doenga,
sendo 1til para diagnosticar ou predizer um evento.

Sensibilidade: ¢ definida como a probabilidade de um teste ser positivo em um
paciente sabidamente doente, ou seja, a capacidade de identificar corretamente as pessoas
que realmente possuem a doenga.

Especificidade: ¢ definida como a probabilidade de um teste ser negativo em um
paciente que ndo seja doente, ou seja, a capacidade de identificar corretamente as pessoas
que ndo possuem a doenga.

A sensibilidade e a especificidade sdo medidas para avaliar o desempenho do novo
teste, em comparacao com o teste padrdo ouro, ja existente.

Valor Preditivo Positivo (VPP): ¢ a probabilidade de o paciente ser doente
quando o teste € positivo.

Valor Preditivo Negativo (VPN): ¢ a probabilidade de o paciente ndo ser doente
quando o teste ¢ negativo.

Os valores de VPP e VPN sdo mais uteis na parte de decisdo clinica, uma vez que
estimam a probabilidade de ser ter ou ndo a doenga a partir de um resultado do teste.
Dependem da prevaléncia da doenga em dada populacao.

Razio de verossimilhanca (RV) ¢ a razdo entre a probabilidade do resultado do
teste (positivo ou negativo), entre aqueles com a doenca e sem a doenca. Ela indica a
magnitude da evidéncia de que o resultado do teste fornece em favor da presenca da
condi¢dao em relacdo a sua auséncia.

RV positivo: ¢ a probabilidade do resultado do teste positivo entre aqueles com a
doenga em comparacdo com os pacientes sem a doenga. RV positiva corrobora a presenga
da doenca e varia de 1 a infinito, sendo, quanto maior o valor, maior a probabilidade de
que um resultado positivo do teste indique doenga.

RV negativo: ¢ a probabilidade do resultado do teste negativo entre aqueles com
a doenga em comparagdo com os pacientes sem a doenca. J4 a RV negativa varia de zero
a um, sendo quanto mais proximo de zero, menor a probabilidade de doenga diante de um

resultado negativo do teste.
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Kappa: expressa a confiabilidade de um teste e quantifica a extensdo em que a
concordancia observada excede o que seria esperado apenas ao acaso

Acuricia: ¢ a capacidade de um teste discriminar entre saide e doenga, sendo
quantificada por meio de medidas de precisdo diagnostica, como sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivos e negativos, razdes de verossimilhancas
positiva e negativa.

Precisdo: ¢ a capacidade do teste produzir os mesmos resultados e aplicado ao
mesmo paciente ou amostra.

Reprodutibilidade: ¢ a habilidade do teste em produzir resultados consistentes
quando o exame se repete.

Curva Receiver Operating Characteristic (ROC): fornece informagao
complementar as razdes de verossimilhanga e ¢ ferramenta clinicamente util para avaliar
o desempenho de métodos diagnosticos. Trata-se de método grafico simples e robusto,
que permite verificar a varia¢ao da sensibilidade e especificidade, a partir dos pontos de
corte pré-definidos para os dois testes em estudos, condutividade e cloridrometria. Um
teste ideal ¢ aquele cuja area sob a curva ROC ¢ igual a 1 (ou 100%) e nesse caso a curva
toca ou se sobrepde ao vértice do angulo reto do quadrante superior esquerdo do
diagrama. Quando a curva ROC coincide com a bissetriz, a drea sob a curva ¢ igual a 0,5
(ou 50%) e, neste caso, 0 método diagnostico em estudo ndo permite distinguir doentes
de sadios. Por outro lado, areas iguais ou superiores a 0,8 (ou seja, probabilidade de 80%)

revelam elevado poder discriminatorio do teste diagnostico em estudo.
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O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 01 de abril de 2014, o projeto de pesquisa intitulado "Diagnostico
laboratorial da fibrose cistica em recém-nascidos e lactentes
muito jovens: analise comparativa entre os métodos classico
(Gibson & Cooke) e alternativo (condutividade idnica)" bem como
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O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.
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Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coe piprpa.ufime.br
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7.3- ANEXO 3—- DECLARACAO DE APOIO INSTITUCIONAL

NUPAD —

FACULDADE DE MEDICINA
Ee——

UFMG

DECLARAGAO DE APOIO INSTITUCIONAL

Declaramos que o projeto intitulado “DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA FIBROSE CISTICA EM RECEM-
NASCIDOS E LACTENTES MUITO JOVENS: ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS METODOS CLASSICO
(GIBSON & COOKE) E ALTERNATIVO (CONDUTIVIDADE IONICA)", coordenado pela Prof. Dr. Paulo Augusto
Moreira Camargos, foi considerado exequivel no ambito do Nucleo de Pesquisa em Apoio Diagnostico da
Faculdade de Medicina da UFMG — NUPAD.

Conforme normas regimentais do NUPAD e cumpridas as diretrizes da sua Central de Projetos, o projeto

recebera o apoio solicitado e aprovado pela coordenagéo do nicleo, detalhado no corpo do projeto base.

Belo Horizonte, 13 de marco de 2014.

Diretor Gefal do NUPAD
Faculdade[de Medicina - UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais s
Nucleo de AgBes e Pesquisa em Apoio Diagndstico da Faculdade de Medicina da UFMG o b%

&3y UFmG



7.4- ANEXO 4—- COPIA DA FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA

Plataforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saude - Comiss&o Naciona! de Etica em Pesquisa — CONEP
w‘ FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesquisa: 2. Namero de Participantes da Pesquisa:

Diagnéstico laboratorial da fibrose cistica em recém-nascidos e lactentes muito jovens: analise  3.000
comparativa entre os métodos classico (Gibson & Cooke) e alternativo (condutividade ionica)

3. Area Tematica:

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Ciéncias da Saude

5. Nome:

Paulo Augusto Moreira Camargos

6. CPF: 7. Enderego (Rua, n.°):

174.655.676-53 DO OURO 1138 SERRA 1502 BELO HORIZONTE MINAS GERAIS 30220000
8. Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Outro Telefone: 11. Email:

BRASILEIRO (31) 3287-8702 paulo.camargos@pq.cnpq.br
12. Cargo:

Termo de Compromisso: Declaro que conhego & cumprirei os requisitos da Resolugao CNS 466/12 e suas complementares. Comprometo-me a
utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou ndo.
Aceito as responsabilidades pela condugéo cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia que essa folha sera anexada ao projeto devidamente assinada
por todos 0s responsaveis e fara parte integrante da documentagéo do mesmo.

Data: \L RS AR NIN ‘IR\/\A‘. PR ALY N

Assinatura

13. Nome: 14. CNPJ: 15. Unidade/Orgéo:

Universidade Federal de Minas Gerais Faculdade de Medicina da UFMG
16. Telefone: 17. Outro Telefone:

(31) 3409-5000

Termo de Compromisso (do responsavel pela instituigio ): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugao CNS 466/12 e suas
Complementares e como esta instituicao tem condig¢des para 0 desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugao.

Responsavel: € con (,\SC}Q ’S’DSG; VENNG CPF ovIC.A439-75¢ - <A

CargofFungdo: "IN e o
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7.5- ANEXO 5—- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre e esclarecido

PROJETO DE PESQUISA

Diagnostico laboratorial da fibrose cistica em recém-nascidos e
lactentes muito jovens: andlise comparativa entre o métodos

classico (Gibson & Cooke) e alternativo (condutividade iénica)

O teste do suor estd indicado para seu(sua) filho(a) para afastar ou
confirmar o diagnéstico de fibrose cistica (FC) pois ele (ela) apresentou
dois resultados anormais no teste do pezinho. Esse teste ja é realizado, de
forma rotineira, pelo NUPAD. Por ser um teste trabalhoso que necessita de
profissionais muito experientes, nés estamos realizando uma pesquisa
com o objetivo de comparar os resultados obtidos com o teste de rotina
(teste classico) com um teste realizado de forma mais simples (teste
alternativos) e estamos convidando seu (sua) filho (a) para participar
dessa pesquisa.

Desta forma saberemos se esse novo teste, que além de mais
simples & bem mais répido, € bom para o diagnéstico da doenca.

PROCEDIMENTOS

Os testes serdo realizados no NUPAD e os dois testes para coleta do suor
serdo realizados simultaneamente, um em cada braco do seu (sua) filho

(a).
a)Teste classico (teste de suor pela técnica de iontoforese por pilocarpina)

Nesse teste, o técnico do laboratério colocard 2 eletrodos (placas
metalicas ligadas a uma corrente elétrica) no brago direito do seu filho(a).
Os eletrodos serdo ligados a uma fonte elétrica que transmitird, durante
cinco minutos, calor ao local onde estardo conectados. Esse estimulo ndo
costuma dar nenhum desconforto. Apds os cinco minutos os eletrodos
serdo retirados e o local sera limpo com dgua destilada e seco com gaze.
Sera colocado um papel de filtro no local estimulado pelos eletrodos. O
papel serd coberto com plastico e enrolado com compressa para evitar
evaporacdo do suor. Apés 30 minutos, o plastico sera removido e o papel
retirado para coleta e analise do suor.

b)Teste simplificado (condutividade)

No braco esquerdo do seu (sua) filho(a) faremos ao mesmo tempo o teste
do suor pela técnica mais simples. Ela consiste na coleta do suor através
da colocacdo de um pequeno aparelho, semelhante a uma pulseira.
Também sera feita a estimulacdo através de energia elétrica, de forma
semelhante ao teste cldssico. O suor seréd coletado diretamente para o
interior de uma espiral ou serpentina de plastico do proprio dispositivo e
analisado posteriormente. O aparelho permanecerd no hraco do seu
filho(a) por 30 minutos podendo se estender por até 1 hora, se ndo for
possivel a coleta no tempo minimo. Apds esse tempo o aparelho sera
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retirado.
Apos o término dos dois testes seu (sua) filho(a) sera dispensado.
RISCOS

Existe um risco, muito, mas muito pequeno mesmo, de queimadura muito
leve na pele com os dois tipos de teste do suor, porém tal incidente &
bastante raro devido & vasta experiéncia dos técnicos do NUPAD que
coletardo as amostras.

BENEFICIOS

Se esse estudo demonstrar que o teste do suor simplificado é equivalente
ao classico, poderd ser implantado em diversos laboratérios no Brasil,
contribuindo para que o diagndstico da fibrose cistica ocorra mais cedo.

CONFIABILIDADE
Todos os resultados serdo informados a vocé.

Todas as informagdes obtidas nesse estudo serdo consideradas
confidenciais e usadas somente para o propdésito da pesquisa.

DIREITO DE RECUSAR OU SAIR DA PESQUISA

Minha participacdo nessa pesquisa é totalmente voluntéria. Eu sou livre
para ndo participar ou, a qualquer momento, sair do estudo, sem gue isso
afete de qualquer modo o meu seguimento no Instituto da Crianca/
Hospital das Clinicas.

CONSENTIMENTO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido e ter entendido o que me
foi explicado, consinto em participar do presente protocolo de pesquisa.
Eu li e recebi uma copia original deste TCLE devidamente assinada e
datada por todos os envolvidos na pesquisa.

Assinatura do responsavel:

Assinatura do pesquisador:

Data: / /

Telefone do Coordenador do Projeto de Pesquisa: (31) 3409 9773

Secretaria do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da
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UFMG

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Anténio Carlos, 6627

Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005
Telefone: 34094592

Campus Pampulha

31270-901 Belo Horizonte, MG
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