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Resumo
A dosagem do ion cloreto no suor € o teste de referéncia no

diagnostico da Fibrose Cistica, apesar de sua complexidade operacional,
dependéncia do operador e fontes potenciais de erro. Embora a Fibrose Cistica
possua um amplo espectro de manifestacbes associadas as mais de 2000
mutacOes relacionadas a proteina CFTR, nos fluxogramas de diagnostico, os
valores do cloreto frequentemente sdo analisados de forma dicotOmica, em
individuos saudaveis e em pacientes com doenca classica. A busca de pacientes
em risco pelos programas de triagem neonatal tem gerado um aumento
progressivo de lactentes encaminhados para esclarecimento diagnostico de FC,
tornando necesséria a introdugdo de novos testes diagndsticos para a Fibrose
Cistica. Por sua vez a medida da condutividade no suor, embora rapida e eficaz,
ainda é considerada teste de triagem por expressar a osmolaridade dos ions
presentes no suor.
Objetivos: Identificar, selecionar e sintetizar a melhor evidéncia cientifica existente
acerca da acuracia do teste do suor pela analise da condutividade no diagnéstico
da Fibrose Cistica.
Método: Revisdo sistematica e metanalise, com base nas diretrizes da Cochrane
e no PRISMA de estudos publicados até marco de 2016, com comprovada
gualidade metodologica segundo o AMSTAR, STARD e QUADAS-2.
Resultados: De 1377 estudos recuperados pela busca inicial apenas 18
preencheram os critérios de inclusdo. A andlise da qualidade excluiu 11 por néo
preencherem 0s pré-requisitos qualitativos necessarios para prosseguir na
avaliacdo das propriedades diagnosticas. Para os sete estudos, foram estimadas
sensibilidade geral de 97.3%, (IC95% 90.2-99.3%, p valor < 0.001) e
especificidade geral de 99% (IC95% 96.3-99.7%, p valor < 0.001). Em seguida, os
7 artigos foram agrupados segundo o ponto de corte diagndéstico adotado para a
medida da condutividade. Os estudos com cutoff >90mmol/L sugerem
propriedades de um teste para uso diagndéstico, com uma sensibilidade de 96.4 %
(IC95% de 84-99.3 %, p valor < 0.001) e especificidade geral estimada de 99.4%
(IC95% de 93.7-100%, p valor < 0.001). Dois artigos com ponto de corte
>80 mmol/L foram considerados homogéneos, apresentando sensibilidade de
98.9% (IC 95% 92.5- 99.8%) e especificidade de 97.3 % (IC 95% 92.8-99 %).
Concluséo: Apesar da heterogeneidade das populacdes estudadas o teste do
suor pela medida da condutividade tem propriedades que o caracterizam como
um teste diagndstico para a Fibrose Cistica. Tal evidéncia merece destague nos
paises que ainda ndo disp6e de uma retaguarda para a triagem neonatal, com
ampla oferta de exames genéticos ou com um painel de muta¢des de cobertura
populacional adequada.
* Palavra-chave:

Fibrose Cistica

Diagnostico

Teste do Suor

Condutividade

Diagnostico — teste



Abstract

The dosage of the chloride ion in sweat is the reference test for the
diagnosis of cystic fibrosis, despite its operational complexity, operator
dependence and potential sources of error. Although the CF has a wide range of
manifestations associated with more than 2000 mutations related to CFTR protein
in diagnostic flowcharts often the chloride values are described and analyzed in a
dichotomous way, in healthy subjects and in patients with classic disease. The
search for patients at risk for neonatal screening programs has generated a
progressive increase of infants referred for diagnosis of CF clarification. Therefore,
it is necessary to introduce new diagnostic tests for cystic fibrosis. In turn, the
measurement of conductivity in sweat, although rapid and effective, is still
considered a screening test for expressing the osmolarity of the ions present in
sweat.

Method: Systematic review and meta-analysis, based on the guidelines of
the Cochrane and PRISMA studies published up to March 2016, with proven
methodological quality according to AMSTAR, STARD and QUADAS-2.

Results: From 1377 studies retrieved by the initial search only 18 met the
inclusion criteria. The quality analysis excluded 11 that did not meet the qualitative
prerequisites necessary to continue the evaluation of diagnostic properties. For
seven studies were estimated overall sensitivity of 97.3% (95% CI1 90.2-0.99.3%, p
value <0.001) and overall specificity of 99% (95% CI 96.3-99.7%, p value <0.001).

In an attempt to summarize the findings, 7 articles were grouped as the
conductivity cutof. Even heterogeneous, studies with cutoff > 90mmol / L
suggested sensitivity and specificity of a test for diagnostic use, with an estimated
sensitivity of 96.4% (95% CI 84-99.3%, p value <0.001) and specificity of 99.4 %
(95% CI193.7-100%, p value <0.001).

Two articles in > 80 mmol / L cutoff were homogeneous, with sensitivity of
98.9% (95% CI 92.5- 99.8%) and specificity of 97.3% (95% 92.8-99%).

Conclusion: Despite the heterogeneity of the populations studied the sweat
test for conductivity measurement has properties that characterize it as a
diagnostic test for Cystic Fibrosis. Such evidence should be highlighted in
countries that still does not have a rear for newborn screening, with wide range of
genetic tests or a panel of adequate population coverage of mutations.

Key words:

Cistic Fibrosis

Diagnostic

Sweat test

Conductivity
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Capitulo 1.

1.1. Introducéo

A Fibrose Cistica (FC) € uma doenca genética e autossdmica recessiva.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, na Unido Européia a incidéncia da
FC é de 1:3000 nascidos vivos e nos Estados Unidos de 1:3500 nascidos
vivos.! No Brasil a incidéncia é de 1:9520 nascidos vivos, no Parand?, e de
1:10000 nascidos vivos, em Minas Gerais®, segundo estudos de populacéo
encaminhada via Programa Nacional de Triagem Neonatal.

A FC é resultante de uma mutacdo no gene CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator gene) transcritor da proteina reguladora
da condutancia transmembrana da FC (CFTR), localizado no braco longo do
cromossoma 7, locus g 31. As mutacfes podem afetar tanto a sintese da CFTR

como sua funcéo, o que resulta em diferentes possibilidades fenotipicas. 4

1.2. Referencial Tedrico

1.2.1. Fisiopatologia

FC é uma doenca multissistémica, na qual todos os tecidos exdcrinos
sdo afetados, especialmente aqueles que secretam muco e macromoléculas®.
O entendimento da fisiopatologia da FC se deve a um 6rgao ndo produtor de
muco: a glandula sudoripara. Em 1949, durante a onda de calor em Nova York,
pacientes com pancreas fibrocistico e doenga pulmonar apresentaram
desidratacdo associada a perda de sal.’* Inicialmente, foi descrita com base
apenas no histopatolégico que evidenciava glandulas com lumen dilatado,

cistos e fibrose. Estas alteracdes eram associadas aos plugs de muco e/ou
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acumulo de macromoléculas no pancreas, vias biliares, glandulas salivares,
intestino e em outros tecidos secretores. Desta forma, a FC ficou conhecida

como mucoviscidose: "doenc¢a do muco viscoso".8°

1.2.2. Diagnéstico segundo 0s consensos

A proteina CFTR exerce a funcdo de canal de cloreto (CI) e esta
presente nas células das glandulas exdcrinas: sudoriparas, no intestino,
pancreas, aparelho respiratério e sistema genito-urinario. A CFTR se encontra
nas membranas plasmaticas da superficie apical das células que compdem as
glandulas sudoriparas e € ela a responséavel pela reabsor¢cdo do CI. Em
individuos higidos, as glandulas sudoriparas reabsorvem paulatinamente o
sédio (Na*) excretado na transpiracao, juntamente com o CI-, o que resulta na
producdo de suor com pouco sal. Na FC, as células epiteliais séo
impermeaveis ao Cl e, subsequentemente ao Na*, levando a secrecdo de suor
com alto teor de sal.1%1! O transporte i6nico defeituoso resulta no aumento da
viscosidade das secrecfes e potencial obstrucdo de ductos e canaliculos.
Dessa forma, a FC é uma doenca multissisttmica, podendo se manifestar
através de uma variedade de sinais e sintomas, de diferentes sistemas.'!1?

Inicialmente o teste para o diagndstico da FC se resumia em manter o
paciente envolvido em um plastico do pescoco para baixo a fim de provocar a
sudorese, para em seguida dosar o ClI- e o Na* no suor coletado.!® Este
procedimento expunha o paciente a um risco real de hipertermia fatal.141> Em
1959, com a introducdo do teste do suor quantitativo pela iontoforese com
pilocarpina (QPIT), essa técnica foi substituida, eliminando este risco de

morte.16
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A grande maioria dos individuos com FC sao diagnosticados com base
em sintomas clinicos classicos, porém, cerca de 5-10% dos casos
permanecem indefinidos.!” Baseados neste panorama, para facilitar o
diagnéstico, reduzir a taxa de casos duvidosos e permitir 0 acesso precoce aos
cuidados da saude, Rosenstein e Cutting (1998)!% sugeriram os critérios
diagnoéstico de FC. Neste artigo, os autores definiram suspeita de FC como a
presenca de pelo menos uma das situacdes apresentadas no quadro superior
da Figura 1. Estes critérios foram posteriormente reafirmados pelos consensos
europeu e americano.>’

Os programas de triagem neonatal da FC propdem diversas estratégias
sendo as mais comuns: dosagem da tripsina imunorreativa (TIR) seguida de
rastreio genético (TIR/DNA), ou duas dosagens consecutivas da TIR
(TIR/TIR).X® Ambas possuem sensibilidade de 90-95%2%?! e s&o capazes de
identificar os pacientes sob risco de FC. A partir desta suspeita, os individuos
sdo encaminhados para os centros de referéncia para realizacdo de testes
diagndsticos. 22

Os testes diagndsticos preconizados buscam a identificacdo de
mutacles relacionadas a FC e investigam a disfuncdo da CFTR, seja pelo
QPIT, seja pela medida da diferenca de potencial nasal (DPN) (Figura 1). Com
0 aumento da suspeita de FC decorrente da realizacdo da triagem neonatal, os
centros de referéncia tendem a ficar sobrecarregados, sobretudo quando
considerada a parcela de lactentes que irdo permanecer em seguimento clinico

até confirmacéao diagnostica devido a testes inconclusivos.
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« 21 caracteristica(s) clinica(s) compativeis
» Histéria de FC em familiar (irm&o)

» Tripsina imunorreativa (TIR) — Triagem neonatal alterada

+

Testes diagndsticos

* Teste do suor quantitativo pela iontoforese com pilocarpina

(QPIT)

* Diferenca de potencial nasal (DPN)
* Mutagdo causadora de FC em 2 alelos do gene CFTR

Figura 1- Adaptado e traduzido de Farrel et. al, 2008°

1.2.2.1. Testes diagndsticos

a) Genética

Mais de 2000 mutacdes ja identificadas?® variam em frequéncia e
distribuicdo segundo etnias e areas geogréficas. A mutacdo mais frequente € a
p.Phe508del, ou DF508, pertencente a classe Il. Nesta, ocorre a delecdo de
trés nucleotideos no cédon 508 da proteina, subsequentemente da fenilalanina,
e um processamento intracelular ineficaz da CFTR. H& ainda aquelas
mutagcbes que se limitam a um pequeno numero de individuos de uma
localizacéo especifica no globo terrestre.*24

Essas mutacdes sdo agrupadas em sete classes, de acordo com o
mecanismo pelo qual alteram a funcdo da proteina CFTR: Classe | -
caracterizada pela sintese defeituosa da proteina, inclui sinais de término
prematuro, resultando na supressdo de sintese da CFTR; Classe Il -
processamento defeituoso da proteina com uma importante alteracdo na
biossintese proteica; Classe Il - regulacdo defeituosa do canal de Cl, a proteina

sintetizada alcanca a membrana celular, porém os canais de Cl- apresentam
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um defeito de regulacéo; Classe IV - transporte defeituoso da proteina e uma
reducdo na permeabilidade do canal de CI; Classe V — a CFTR conserva a
funcdo residual, ou seja, a producdo ou o processamento da CFTR estédo
reduzidos; Classe VI — a estabilidade do da CFTR esta reduzida; e Classe VIl —
nao ha a producdo do RNA mensageiro e, portanto producdo da CFTR. Dessa
forma, o fendtipo dos pacientes varia de acordo com o percentual de disfuncéo
produzida pela CFTR.®

Com o aperfeicoamento das técnicas de identificacdo genética, tem sido
possivel implementar programas de rastreio neonatal com um painel que inclui
um espectro de mutacdes direcionado para a origem étnica e geografica da
populacdo em questdo. Para isso é necessario 0 conhecimento das principais
mutacBes de cada grupo populacional, a fim de que seja alcancada a maior
sensibilidade possivel, e de que seja evitado um viés interno, ao excluir
populacdes minoritarias.?®

Na ultima década a terapia genética surgiu como uma nova proposta
terapéutica, direcionada principalmente a pacientes com a mutacao
p.Gly551asp, ou G551D. Neste caso, o QPIT passa a ter grande valor na
mensuracdo do efeito terapéutico, confirmando o efeito bioldgico da droga
Ivacaftor® (Vertex Pharmaceuticals, Cambridge, MA) na ativacdo da CFTR das
glandulas sudoriparas.?’-30

b) Diferenca de potencial nasal (DPN)

A medida da diferenca de potencial nasal (DPN) é indicada

principalmente em pacientes com testes do suor e andlise genética
inconclusivos.3! Por ser a Unica medida in vivo capaz de avaliar separadamente

o transporte epitelial de Na* e CI 3234 a DPN tem sido utilizada como
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biomarcador em ensaios clinicos multicéntricos envolvendo drogas
moduladoras, direcionadas ao defeito basico de transporte de ions da FC..3°36
A premissa da DPN é que a anormalidade bioelétrica observada na

cavidade nasal dos fibrocisticos reflete a das vias aéreas inferiores.
Inicialmente, a voltagem maxima basal da diferenca de potencial elétrico entre
0 epitélio nasal e a derme do antebraco € determinada. A seguir, a resposta
elétrica da mucosa nasal a perfusdo de drogas e solucdes idnicas é captada e
registrada. E posteriormente, verifica-se se as alteracfes caracteristicas dos
pacientes com FC estdo presentes: hiperpolarizacdo basal e auséncia ou
minima resposta aos estimulos indiretos e diretos a secrecédo de CI-.%7

C) Teste do suor quantitativo pela iontoforese com pilocarpina (QPIT)

A técnica de coleta do suor foi descrita por Gibson e Cooke em 19596 e
a titulacdo do CI-, por Schales e Schales®®, em 1941. Desde entdo, o teste do
suor é reconhecido como o teste de referencia no diagnéstico de FC.%:18:3940

O QPIT compreende etapas de estimulacdo, coleta, eluicdo e andlise.
Apoés estimular a sudorese com pilocarpina, coleta-se o suor em um papel filtro
ou em gaze, procede-se a pesagem da amostra e, em seguida, a sua eluicédo
em uma solucéo deionizada. O peso minimo de suor coletado deve ser de 75
mg.1%40 A andlise quantitativa do CI- é realizada mais comumente pela
coulometria (35% das analises), por meio do cloridémetro. O eletrodo de ion
seletivo e a colorimetria sdo alternativas para quantificar o Cl- e cada um deles
contribui com 25% dos testes mundialmente realizados.3°

Farrell et al. (2008)° recomendam os seguintes cutoffs nos niveis de CI-
para classificacdo dos resultados em trés grupos: = 60 mmol/L - teste positivo;

entre 30-59 mmol/L - resultado intermediario; e < 30 mmol/L - teste negativo.
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De qualquer forma é reconhecido que a maioria dos individuos com FC ainda é
diagnosticada a partir da suspeita clinica. Cerca de 5-10% dos casos
permanecem indefinidos, com testes do suor na faixa intermediaria. Nestes, o
diagnoéstico pode ser esclarecido com o recurso de outros testes, tais como a
identificacdo de mutagGes associadas a FC e a medida da DPN.%/

Apesar de ser o teste de referéncia para o diagnostico de FC, o QPIT
possui limitacdes, pois esta sujeito a falhas tais como quantidade insuficiente
para analise e contaminacdo ou evaporacao da amostra do suor. Além disso,
trata-se de um procedimento demorado, que envolve diversas etapas, estando
sujeito a multiplas fontes de variacdo e a alta dependéncia do operador. Para
aumentar a acuracia, reduzindo principalmente a quantidade insuficiente de
suor na coleta, o QPIT deve ser realizado em criancas com mais de duas
semanas de vida e peso maior que 2 Kg.4°

Na tentativa de simplificar a coleta e a analise do suor, reduzindo as
principais fontes de erro do QPIT, métodos alternativos de coleta, e também
métodos alternativos de analise do suor tém sido introduzidos. Nesse contexto,
destaca-se o teste do suor com medida da condutividade pelo sistema de
coleta Macroduct®. Este teste vem sendo cada vez mais utilizado nos centros
de referéncia por ser mais simples, mais pratico, e por necessitar de amostras
menores de suor para andlise, o que € muito util principalmente em
lactentes. 4144

A coleta do suor pelo sistema Macroduct® é realizada por um sistema
fechado, reduzindo assim tanto a manipulacdo da amostra, quanto o risco de
evaporacdo.>*° Apos a estimulagdo por um equipamento proprio e a posterior

coleta de um volume minimo de 15 pL de suor, um segundo aparelho
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imediatamente analisa a condutividade da amostra obtida, considerando a
equivaléncia de NaCl, expressa em mmol/L. A quantificacdo dos ions Cl- e Na*
também pode ser determinada por outras técnicas bioguimicas.**6 Estudos
mostram que o Teste do suor com medida da condutividade € mais rapido,
menos oneroso e com menor taxa de suor insuficiente, o que facilitaria o
diagnéstico de FC e o seguimento por equipe treinada mais precocemente. Por
estes motivos este teste vem sendo considerado como possivel substituto ao

QPIT nos centros de referéncia de FC.4447:43:48-50

1.3. Justificativa

Nos ultimos cinco anos, foram propostas algumas modificagbes nos
critérios diagnosticos. Farrell et al. (2008)° exigem dois testes diagnésticos no
lugar de um*® e a reducéo no cutoff de normalidade na dosagem do CI- no suor
passando de < 40 para < 30 mmol/L de Cl-em todos os lactentes menores que
6 meses como um ponto de corte especifico. Além disso, Farrell et al. (2008)°

sistematizaram a indicagdo de cada teste diagnoéstico (Figura 2).
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Suspeita Diagndstica
> 60mmol/L | 30-59mmol/L | < 30mmol/L
Repetir Teste do Suor em CRFC
> 60mmol/L | 30-59mmol/L | < 30mmol/L
20ul | 0 2| 1 |o
-FP
-Heterogenicidade
- DPN
Inconclusivo | <<= |- sequenciamento
genético
- - o

Figura 2- Algoritmo para investiga¢cao de FC (Traduzido e adaptado de Farrel et.al, 2008)9

A medida da condutividade no suor ainda é considerada apenas um
teste de triagem, uma vez que ela estaria identificando o comportamento de
outros ifons além do CI.*%%1 Contudo, véarios estudos vem demonstrando
concordancia entre os resultados de dosagens bioquimicas do suor coletado
pelo método QPIT e os valores da condutividade ou de osmolaridade no
Suor_44,43,48—50,39,42

Esta descrito que inicialmente, durante a producao do suor e de outras
secrec¢des, um fluido isotbnico é liberado no limen glandular. Apds o processo
de excrecdo, o fluido final se torna hipotdnico®?%2 e , na FC, devido a
incapacidade total ou parcial dos ductos em reabsorver o NaCl, a

concentracdo de sal no fluido final é de trés a quatro vezes maior do que o
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normal.l! Isto se deve as estruturas envolvidas na FC com seus diferentes
graus de impermeabilidade ao CI®4% e a regulacéo indireta dos canais de CI-
dependentes da CFTR (CFTR-CI) pela concentracdo citoplasmatica de K*.
Diante da reducdo de K" intracelular, a entrada de Na* aumenta e,
consequentemente a CFTR é desativada por uma fosfatase, impedindo a
entrada do ClI. Por conseguinte, como o Na* ndo pode entrar sem um co-ion, o
transporte de sal é interrompido.1153% A maioria dos estudos ndo mostrou
alteracdes significativas na excrecdo do HCO3  ou na medida do pH nas
secrecfes.11%35 Dessa forma, entende-se que a FC é uma doenca que
envolve o transporte e metabolismo de varios ions, ndo somente do CI,
tornando a andlise da condutividade um método aceitavel para o diagnostico da
FC.

O centro de referéncia de FC do Rio de Janeiro, no Instituto Nacional de
Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes Figueira (IFF/
Fiocruz) é responsavel pelo diagnoéstico, seguimento e tratamento da
populacao pediatrica do Rio de Janeiro. Tendo em vista que em 2012 o Rio de
Janeiro foi habilitado a realizar a Triagem Neonatal da FC%', a demanda de
criancas encaminhadas para realizacdo do teste do suor vem aumentando
significativamente.

A implementacdo de uma técnica diagndstica mais simples e rapida
poderia implicar em um menor desgaste para o paciente e sua familia, além de
maior economia e produtividade para o Servico responsavel. A investigacao
diagnoéstica poderia ser realizada de maneira mais breve e em um numero
maior de suspeitos. Desse modo o centro de referéncia seria capaz de

proporcionar um tratamento precoce, com possivel reducdo da morbidade e de
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aumento da sobrevida e da qualidade de vida dos portadores desta rara
doenca.

Os estudos em populacéo referida para a realizacdo do QPIT tem maior
probabilidade de identificacdo de pacientes doentes se comparados aos
estudos populacionais. Portanto, as propriedades dos testes diagndsticos
devem ser analisadas comparativamente nestas diferentes situacdes para
embasar a escolha da tecnologia a ser adotada apds a o esquema de Triagem

Neonatal adotado no Brasil (TIR/TIR).
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Capitulo 2.

2.1. Hipotese
Existe evidéncia na literatura de que o teste do suor pela andlise da
condutividade tem sensibilidade e especificidade adequadas para o diagnostico

de Fibrose Cistica.
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2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo Geral
Reunir evidéncia cientifica para afirmar que o teste do suor pela analise

da condutividade é acurado e preciso para o diagndstico de Fibrose Cistica.

2.2.2. Objetivos Especificos

o Identificar, selecionar e sintetizar melhor evidéncia cientifica
existente na literatura médica acerca da acuracia do o Teste do suor pela
medida da condutividade no diagnéstico da Fibrose Cistica.

. Descrever os artigos excluidos e os motivos de sua excluséo.

o Descrever a sensibilidade e especificidade do teste do suor pela

medida da condutividade.
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Capitulo 3

ARTIGO

Revisdo Sistematica e Metanalise sobre o Teste do suor pela medida da
condutividade no diagndstico de Fibrose Cistica — uma alternativa em paises

em desenvolvimento?
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3.1. Resumo

A dosagem do ion cloreto no suor é o teste de referéncia no
diagnéstico da Fibrose Cistica, apesar de sua complexidade operacional,
dependéncia do operador e fontes potenciais de erro. Embora a Fibrose Cistica
possua um amplo espectro de manifestacbes associadas as mais de 2000
mutacdes relacionadas a proteina CFTR, nos fluxogramas de diagnéstico, os
valores do cloreto frequentemente sédo analisados de forma dicotdbmica, em
individuos saudaveis e em pacientes com doencga classica. A busca de
pacientes em risco pelos programas de triagem neonatal tem gerado um
aumento progressivo de lactentes encaminhados para esclarecimento
diagnéstico de FC, tornando necessaria a introducdo de novos testes
diagnosticos para a Fibrose Cistica. Por sua vez a medida da condutividade no
suor, embora rapida e eficaz, ainda € considerada teste de triagem por
expressar a osmolaridade dos ions presentes no suor.

Objetivos: Identificar, selecionar e sintetizar a melhor evidéncia cientifica
existente acerca da acuracia do teste do suor pela analise da condutividade no
diagnéstico da Fibrose Cistica.
Método: Revisdo sistemética e metandlise, com base nas diretrizes da
Cochrane e no PRISMA de estudos publicados até marco de 2016, com
comprovada qualidade metodolégica segundo o AMSTAR, STARD e QUADAS-
2.
Resultados: De 1377 estudos recuperados pela busca inicial apenas 18
preencheram os critérios de inclusdo. A andlise da qualidade excluiu 11 por
ndo preencherem os pré-requisitos qualitativos necessarios para prosseguir na
avaliacdo das propriedades diagnésticas. Para os sete estudos, foram
estimadas sensibilidade geral de 97.3%, (1C95% 90.2-99.3%, p valor < 0.001) e
especificidade geral de 99% (IC95% 96.3-99.7%, p valor < 0.001). Em seguida,
os 7 artigos foram agrupados segundo o ponto de corte diagndstico adotado
para a medida da condutividade. Os estudos com cutoff >90mmol/L sugerem
propriedades de um teste para uso diagnéstico, com uma sensibilidade de
96.4 % (IC95% de 84-99.3 %, p valor < 0.001) e especificidade geral estimada
de 99.4% (1C95% de 93.7-100%, p valor < 0.001). Dois artigos com ponto de
corte >80 mmol/L foram considerados homogéneos, apresentando
sensibilidade de 98.9% (IC 95% 92.5- 99.8%) e especificidade de 97.3 % (IC
95% 92.8-99 %).
Concluséo: Apesar da heterogeneidade das populagbes estudadas o teste do
suor pela medida da condutividade tem propriedades que o caracterizam como
um teste diagnéstico para a Fibrose Cistica. Tal evidéncia merece destaque
nos paises que ainda ndo dispde de uma retaguarda para a triagem neonatal,
com ampla oferta de exames genéticos ou com um painel de mutacdes de
cobertura populacional adequada.
* Palavra-chave:

Fibrose Cistica

Diagnostico

Teste do Suor

Condutividade

Diagndstico - teste
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3.2. Abstract

The dosage of the chloride ion in sweat is the reference test for the
diagnosis of cystic fibrosis, despite its operational complexity, operator
dependence and potential sources of error. Although the CF has a wide range
of manifestations associated with more than 2000 mutations related to CFTR
protein in diagnostic flowcharts often the chloride values are described and
analyzed in a dichotomous way, in healthy subjects and in patients with classic
disease. The search for patients at risk for neonatal screening programs has
generated a progressive increase of infants referred for diagnosis of CF
clarification. Therefore, it is necessary to introduce new diagnostic tests for
cystic fibrosis. In turn, the measurement of conductivity in sweat, although rapid
and effective, is still considered a screening test for expressing the osmolarity of
the ions present in sweat.

Method: Systematic review and meta-analysis, based on the guidelines
of the Cochrane and PRISMA studies published up to March 2016, with proven
methodological quality according to AMSTAR, STARD and QUADAS-2.

Results: From 1377 studies retrieved by the initial search only 18 met the
inclusion criteria. The quality analysis excluded 11 that did not meet the
qualitative prerequisites necessary to continue the evaluation of diagnostic
properties. For seven studies were estimated overall sensitivity of 97.3% (95%
Cl1 90.2-0.99.3%, p value <0.001) and overall specificity of 99% (95% CI 96.3-
99.7%, p value <0.001).

In an attempt to summarize the findings, 7 articles were grouped as the
conductivity cutof. Even heterogeneous, studies with cutoff > 90mmol / L
suggested sensitivity and specificity of a test for diagnostic use, with an
estimated sensitivity of 96.4% (95% CIl 84-99.3%, p value <0.001) and
specificity of 99.4 % (95% CI1 93.7-100%, p value <0.001).

Two articles in > 80 mmol / L cutoff were homogeneous, with sensitivity
of 98.9% (95% CI 92.5- 99.8%) and specificity of 97.3% (95% 92.8-99%).

Conclusion: Despite the heterogeneity of the populations studied the
sweat test for conductivity measurement has properties that characterize it as a
diagnostic test for Cystic Fibrosis. Such evidence should be highlighted in
countries that still does not have a rear for newborn screening, with wide range
of genetic tests or a panel of adequate population coverage of mutations.

Key words:

Cistic Fibrosis

Diagnostic

Sweat test

Conductivity
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3.3. Introducéao

Os algoritmos para a definicdo diagnéstical? da Fibrose Cistica (FC)
variam de acordo com a epidemiologia, as caracteristicas genéticas e étnicas
da doenca mas principalmente com o patamar de desenvolvimento tecnolégico
dos paises e suas regides.®>® Onde o mapeamento do perfil de mutacées da
FC ainda se encontra distante de uma de um percentual aceitavel de cobertura
populacional e onde a oferta deste tipo de teste para a identificagdo dos alelos
ainda é muito restrita, os programas de Triagem Neonatal se defrontam com a
dificuldade de definicdo diagnéstica e, subsequentemente, com a necessidade
de realizacdo repetitiva de testes do suor. Tais testes pretendem atingir a
definicdo diagnostica precoce da Fibrose Cistica (FC), todavia ao final do
processo ainda persiste uma grande parcela de testes na faixa
indeterminada.’?

O Teste do suor quantitativo pela iontoforese com pilocarpina (QPIT) é
considerado o teste referéncia para o diagnéstico de FC e, quando realizado
com a técnica correta possui boa acuracia.>’ Porém, frequentemente esta
sujeito a falhas tais como quantidade insuficiente para analise, contaminacéo
ou evaporacdo da amostra do suor.®1° Repetidamente o QPIT é referido na
literatura como um procedimento demorado, com diversas etapas, sujeito a
multiplas fontes de variacdo e com alta dependéncia do operador.®11-16
Métodos alternativos de coleta e analise do suor tém sido pesquisados na
tentativa de simplificar os processos e reduzir as principais fontes de erro do
QPIT.1-151721 Entre eles destaca-se o teste do suor com medida da
condutividade.'"16 Estudos evidenciam que este é um teste mais rapido,

Menos oneroso e apresentar menor taxa de suor insuficiente, e argumentam
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que agiliza o diagnostico de FC e adianta o seguimento do paciente por equipe
treinada mais precocemente.'*1> Contudo, a medida da condutividade ainda é
reconhecida > apenas como teste de triagem, uma vez que ela estaria
identificando o comportamento de outros ions além do CI-.9:10.22

Na producdo do suor e de outras secrec¢des, inicialmente, um fluido
isotdnico € liberado no limen glandular. Apés o processo de excrecao, o fluido
final se torna hipot6nico.?>?4 Na FC, devido a incapacidade total ou parcial dos
ductos em reabsorver o NaCl-, a concentracdo de sal no fluido final € de trés a
quatro vezes maior do que o normal.®® Isto se deve a graus de
impermeabilidade ao CI- das estruturas envolvidas na FC?627 e a regulacéo
indireta dos canais de Cl- dependentes da CFTR (CFTR-CI") pela concentracao
citoplasmatica de K*. Diante da reducdo de K* intracelular, a entrada de Na*
aumenta e, consequentemente a CFTR é desativada por uma fosfatase,
impedindo a entrada do CI-. Por conseguinte, como o Na* ndo pode entrar sem
um co-ion, o transporte de sal é interrompido.?42>28 A maioria dos estudos néo
mostrou alteracdes significativas na excrecdo do HCOs ou na medida do pH
nas secrecgdes.?#2>28 Dessa forma, entende-se que a FC é uma doenca que
envolve o transporte e metabolismo de varios ions, ndo somente do Cl-.

Em paralelo, estudos vem demonstrando concordéncia entre o0s
resultados de dosagens bioquimicas do suor coletado pelo QPIT e os valores
da condutividade ou de osmolaridade do suor obtida pelo sistema de coleta
Macroduct®,1%:13-16.21

O presente estudo pretendeu rever na literatura o desempenho do Teste
do suor com medida da condutividade e verificar se este é acurado e preciso

para o diagnostico de FC.
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3.4. Metodologia

3.4.1 Construcao da pergunta do estudo

As etapas da revisdo sistematica da literatura disponivel até marco de
2016 seguiram as recomendacbGes do grupo Cochrane?**® do PRISMA-P
statement3’,

A construcao da pergunta da pesquisa teve por base 0 mneménico PIRO
(Population — index test — Reference standard — Outcome) e a pergunta: “O
Teste do suor com medida da condutividade tem desempenho semelhante ao
QPIT no diagndstico de FC?” orientou a busca e a identificagdo dos artigos?®-32

3.4.2 Estratégias de busca

As buscas foram iniciadas no MEDLINE e, a seguir foram consultadas a
Cochrane Library e a EMBASE, consideradas as fontes mais abrangentes na
localizacéo de estudos. Outras bases de busca como LILACS (Literatura Latino
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude), SciELO (Scientific Electronic
Library Online) e SCOPUS, também foram pesquisadas. As teses e
dissertacBes nacionais foram localizadas nos bancos o Portal de Teses e
Dissertacdes em Saude Publica da Biblioteca Virtual em Saude da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e do Portal de Peridédicos da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Bases vinculadas a
instituices de ensino superior e pds-graduacdo, como o0 Banco de Teses da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), as Bibliotecas Digitais das
Universidades de Sao Paulo (USP) e Campinas (UNICAMP) também foram
consultadas.

Os estudos foram procurados no MEDLINE através do PUBMED e no

EMBASE utilizando-se termos relacionados ao tema, que poderiam ser
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encontrados no titulo ou no resumo do artigo, além de termos MeSH (Medical
Subject Heading). Foram empregados trés conjuntos de termos, conforme o
mnemonico PIRO, desconsiderando o P (populagéo). Os filtros de populacao
de estudo ndo foram aplicados para ampliar o numero de artigos que
atendessem as trés condicdes acima estabelecidas. A estratégia utilizada foi:
12, etapa: Identificacdo de estudos sobre Fibrose Cistica: #1 "cystic fibrosis" ;
#2 mucoviscidosis; #3 (#1 OR #2). 22, etapa: Identificacdo de estudos sobre
teste do suor; #4 pilocarpine; #5 "sweat test*"; #6 "Chlorides/analysis"[mesh];
#7 (#4 OR #5 OR #6). 32. etapa: ldentificacdo de estudos sobre Teste do suor
com medida da condutividade ; #9 "Electric Conductivity"[Mesh]; #10
Macroduct; #11 "sweat conductivity"; #12 (#9 OR #10 OR #11); 42. etapa:
Identificacdo de estudos que atendam as trés condicdes acima: # 12 OR #7
AND #3.

Para prevenir a perda de artigos no tema, uma busca mais ampla
seguindo a estratégia "Fibrose cistica AND teste do suor” foi escolhida para as
bases LILACS, SciELO e SCOPUS, a partir da Biblioteca Virtual de Saude,uma
vez que nao havia descritores (DeCs) mais especificos. Posteriormente, foi
realizada a busca de novos artigos a partir das referéncias bibliograficas dos
estudos incluidos.

3.4.3. Selecao dos artigos

Os estudos foram identificados e incluidos por uma busca e inclusdo
ampliada, sem filtros de periddicos, idiomas e tipos de estudo. Os trés
principais critérios para inclusao foram: evidéncias sobre o desfecho, ou seja, o
diagndstico em fibrose cistica, evidéncias sobre a realizacédo do teste referéncia

(QPIT) e do teste indice (Teste do suor com medida da condutividade).
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Foram excluidos pela leitura de titulos, resumos e quando necessario
pela leitura integral os artigos que nao contemplaram os métodos e/ou
objetivos desta revisdo sistematica: revisdes, opinides de especialistas, cartas
e relatos de caso, além de artigos publicados antes de 1959, ano da descricdo
do QPIT=.

3.4.4. Elaboracédo do formulario estruturado

Com base na bibliografia preconizada3®32343%> foi produzido um

formulario estruturado (material complementar ao artigo) com quinze questdes

cuja finalidade foi avaliar objetivamente a qualidade dos estudos e coletar os
dados descritivos e os resultados de cada artigo.

As questdes (Figura 3.2.) elaboradas visaram avaliar possiveis fontes de
viés: de espectro (questdes 3 e 4), de selecdo (questdes 1,2 e 3), informacéo
(questdes 7 e 10), de classificacdo erronea (questbes 5, 8, 9 e 15), de
verificacdo parcial (questdes 6 e 9) e de exclusdo de dados (questbes 12, 13 e
14).

Um estudo piloto foi realizado por quatro especialistas, dentre eles trés
na tematica de diagnéstico e um em método, para definir, esclarecer e tornar
consistentes 0s conceitos utilizados no formulario. Para tal o formulario foi
aplicado sequencialmente em dez artigos sorteados dentre aqueles
previamente selecionados para a leitura integral, sendo necessarias trés
versdes para modificacdo de itens até que a versao final de consenso fosse

alcancada.
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3.4.5 Andlise da qualidade dos artigos e de suas propriedades
diagnosticas

A autora principal realizou o cegamento das informacdes de identificacédo
de cada estudo: periédico, autores, instituicdo, titulo, resumo, abstract e
referéncias. Trés avaliadores familiarizados com tema do estudo aplicaram o
formulario a cada um dos dezoito artigos selecionados e numerados.

3.4.6. Andlise da qualidade dos artigos — Banco de dados e confeccéo
de graficos

Na andlise de qualidade optou-se por trabalhar com a avaliacdo de
consenso de dois ou trés especialistas. Nao houve situacdes de trés opinides
diferentes. O programa EXCEL foi utilizado nas etapas exploratérias e nas
andlises apresentadas graficamente.3°

Concluida esta etapa, os artigos que ndo haviam preenchido os critérios
de qualidade considerados obrigatérios pelo grupo - realizacdo do QPIT e do
Teste do suor com medida da condutividade, analise do CI- no suor e uso do
sistema Macroduct®- foram descritos em separado.

3.4.7. Andlise das propriedades diagnosticas

A seguir, os artigos foram avaliados quanto a sensibilidade e
especificidade da medida da condutividade no suor, sendo excluidos desta
etapa aqueles que nao informaram estas propriedades diagnosticas. Os dados
coletados foram inseridos no Open Meta Analyst

(http://www.cebm.brown.edu/openmeta/download.html) para a analise das

propriedades diagndésticas do Teste do suor com medida da condutividade, por

artigo?93234 e posteriormente, para analise estatistica.


http://www.cebm.brown.edu/openmeta/download.html
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Em seguida, as amostras foram analisadas quanto ao seu grau de
heterogeneidade, atravées do Teste Q de Cochrane para avaliar se o0s
resultados dos diferentes artigos poderiam ser agrupados e resumidos em uma

meta-analise. A heterogeneidade é confirmada quando o p calculado € < 0,01.
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3.5. Resultados

A busca inicial forneceu um total de 1377 estudos. ApoOs a selecao por
titulos e resumos, procedeu-se a leitura na integra dos 42 restantes, dos quais
26 prosseguiram para esta etapa por possuirem apenas o seu titulo nas bases.
Ao final da leitura, foram selecionados 17 artigos!'-1519.21,36-45 @ yma tese para

a coleta de dados?® (Figura 3.1).

3.5.1. Andlise da qualidade dos artigos

A analise da qualidade dos artigos (Figura 3.2) verificou que em nenhum
estudo a amostra foi aleatéria e menos de 25% (4/18)12143745 dos estudos
possuiam amostra representativa da populacao.

Em 77% dos estudos (14/18)11:131516,1921,36-42, o QPIT foi realizado em
toda a populacdo estudada, enquanto o Teste do suor com medida da
condutividade o foi em 90% deles!!13-16.1921,3638-45  Todos os estudos
descreveram adequadamente a técnica utilizada. Quase metade
(8/18)11.12,.1519.37,404245 dos artigos ndo conseguiu definicdo diagndstica em
todos os individuos. Resultados intermediarios de ambos os testes foram
descritos em 84% (15/18)11-16.19,21,36,38,40-44 dos estudos.

A maior parte dos estudos (13/18)13-16.19.36-43 descreveu perdas durante
a realizacdo dos testes, a maioria motivada por suor insuficiente, sendo que
apenas um terco deles (5/18)11:13.16.36.39 gnalisaram essas perdas. O cegamento
esteve presente na minoria dos estudos, tanto para o Teste do suor com
medida da condutividade (6/18)11142137.4145° quanto para o QPIT
(5/18)11’14’21’41’45.

Um total de 11 artigos foram excluidos na etapa de andlise de qualidade,

estando estes de fora, portanto da analise das propriedades diagnésticas da
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medida da condutividade no suor(Quadro 3.1). Optou-se por excluir dois
artigos*t4* (10% - 2/18) nos quais as propriedades diagndsticas da
condutividade ndo eram de fato o objeto do estudo. Um terceiro*? e um quarto®®
(10% - 2/18) se concentraram na discussdo dos testes com valores
intermediarios. Este ultimo se absteve de analisar a sensibilidade e a
especificidade do Teste do suor com medida da condutividade!®. Em um
quinto!? artigo, o eletrélito dosado no suor, no teste referéncia, era apenas o
Na*. Estes cinco estudos!!12194244 foram excluidos porque os resultados
apresentados ndo permitiram a analise das propriedades diagnosticas da
medida da condutividade no suor. Foiram enviados e-mails para os autores
solicitando a liberacdo dos dados brutos, porém ainda ndo obtivemos resposta.
Foram excluidos também artigos onde o teste indice (10% - 2/18)'237 e/ou o
teste referéncia (23% - 4/18)'2374344 n3o foram realizados em todos os
individuos. Um oitavo artigo!® (5% - 1/18) fez ambos os testes, todavia utilizou
o valor de Cl > 70mmol/L como ponto de corte para o diagnostico de FC. Mais
trés outros artigos383°4! (17% - 3/18) ndo foram incluidos na andlise devido
exclusivamente a diferencas técnicas entre métodos, neles o Teste do suor

com medida da condutividade foi realizado pelo método Nanoduct®.

3.5.2. Analise das propriedades diagnosticas do Teste do suor com

medida da condutividade

Sete artigos!4-1621.36.4045 preencheram os requisitos necessarios para
prosseguirem na analise das propriedades diagndstica da medida da
condutividade no suor (Figura 3.3). A quantidade de exames realizados por

estudo variou entre centenas, com destaque para o de Lezana et al.'* que
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avaliou 3834 individuos. Em quatro artigos#153640 ndo houve resultados falso
positivos, destes, trés®36:49 também néo apresentaram falso negativos.

A andlise demonstrou que as amostras estudadas sdo heterogéneas
entre si, uma vez que o Teste Q de Cochrane para sensibilidade e
especificidade resultou em p 0,004 e p < 0,001, respectivamente. Por este
motivo, a analise das propriedades diagndsticas utilizou o modelo de Efeitos
Aleatodrios que estimou, para os sete estudos, a sensibilidade geral em 97.3%,
com 1C95% de 90.2-0.99.3% e p valor < 0.001 e a especificidade geral em
99%, com IC95% de 96.3-99.7% e p valor < 0.001.

A sensibilidade e a especificidade da medida da condutividade no suor,
em cada estudo, com seus respectivos intervalos de confianca estdo no quadro
3.2. O artigo com cutoff de >50mmol/L*° foi excluido da andlise de sensibilidade
e especificidade. Baseado na analise estatistica da heterogeneidade entre os
estudos, optou-se também por agrupar os artigos segundo suas faixas de cutoff
(>80mmol/L e >90mmol/L) para construcao do forest-plot (Figura 3.3).

Posteriormente, calculou-se a sensibilidade e especificidade geral,
segundo o ponto de corte. O conjunto de quatro artigos com cutoff
>90mmol/L1#16:21 apresentou sensibilidade estimada de 96.4 % com 1C95% de
84-99.3 %, com p valor < 0.001. A especificidade estimada para este grupo foi
de 99.4%, com IC95% de 93.7-100% e p valor < 0.001. O teste Q de Cochrane
para este grupo indicou heterogeneidade entre os estudos (p < 0,01).

Os dois artigos com cutoff >80mmol/L364> apresentaram sensibilidade
estimada de 98.9%, com IC95% de 92.5-99.8% e p valor < 0.001. A
especificidade estimada para este cutoff foi de 97.3 %, com IC 95% de 92.8-

99 % e p valor < 0.001. Os artigos sdo homogéneos tanto para sensibilidade
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quanto para especificidade (Teste Q de Cochrane com p=0.47 e p=0.26,

respectivamente).

3.6. Discusséao

O QPIT é o teste de referéncia no diagnéstico da Fibrose Cistica,
contudo, foi descrito e analisado inicialmente apenas em individuos saudaveis
e em pacientes com doenca severa®346. Estudos populacionais realizados no
Brasil a partir de individuos encaminhados pelo Programa Nacional de Triagem
Neonatal, evidenciam uma incidéncia calculada de FC de 1:10000 nascidos
vivos®’47, De acordo com evidéncias de estudos populacionais brasileiros, dos
individuos que sdo submetidos a triagem neonatal para FC no SUS, 0,1%
serdo encaminhados para realizacdo do QPIT ap6s duas TIR alterada.3”4°
Neste contexto, no Brasil, onde ha mais de 2 830 000.nascidos vivos/ ano“,
com uma populacdo miscigenada e com perfil demografico de populacéo
jovem, estima-se que sejam realizados 28 300 QPIT/ ano®’47, sem contar com
a demanda de pacientes encaminhados devido a sintomas clinicos e/ou histéria
familiar pela atencao basica ou pelo sistema de saude complementar. Diante
dessa quantidade de testes, do espectro variado da FC e tendo em vista que o
QPIT é um teste de execucdo complexa, que apresenta inuUmeras fontes
potenciais de erro, torna-se necessario introduzir um método de efetividade
semelhante ou superior ao QPIT no fluxograma diagnostico da FC.

Na revisdo sistematica, optou-se por uma selecdo de estudos ampla,
que nao restringisse, portanto, o resultado quantitativo. Apos verificar que 18
estudos estavam direcionados ao tema de interesse, a primeira dificuldade
encontrada foi identificar um processo de amostragem que garantisse a

representatividade da populacdo estudada. Foram encontrados artigos que
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estudaram populacdes diferentes entre si, tanto em relacéo a idade, quanto em
relacdo a prevaléncia e a forma de selecdo da amostra. Apesar de 95% (17/18)
descreverem adequadamente os critérios de selecdo da sua amostra, esta
nunca foi aleatéria. Foi considerada representativa em 45% (4/18)1%14:37.45;
naqueles trés estudos onde os pesquisadores trabalharam com coortes de
nascidos vivos'?374%> e no estudo de Lezana et al.}* Desta forma, devido a
dificuldade de recrutamento, a maioria dos estudos analisou amostras de
conveniéncia, o que pode ter levado a prevaléncias artificiais e superestimadas.

Dos quatro estudos que realizaram o Teste do suor com medida da
condutividade em pacientes encaminhados para o QPIT, incluindo pacientes
gue passaram pela triagem neonatal, apenas dois poderiam ser classificados
como populacionais!*#. Lezana et. al (2003)* avaliaram um n significativo
(3834), tendo selecionado estes individuos a partir somente da suspeita clinica
de FC. O segundo estudo foi o de Domingos et. al (2015)*°, composto por
pacientes encaminhados pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal. Apesar
de possuir um n menor (534), esta amostra pode ser considerada
representativa da populacéo de nascidos vivos do estado do Parana, uma vez
gue a triagem neonatal é universal e o autor apresentou o fluxo dos pacientes
desde o primeiro teste, sendo possivel estimar a incidéncia da FC.ldealmente,
seria necessario um estudo com recrutamento prospectivo acerca do
diagnéstico de FC, doenca rara, o que implicaria em longo periodo de tempo
para realizacdo de um estudo prospectivo até que um n necessario e suficiente
para analise dos testes fosse alcancado. Para que esta limitacdo fosse
controlada, alguns estudos optaram por utilizar individuos com o diagndstico de

FC e individuos controle!®3649 todos oriundos de centros de referéncia, o que
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pode gerar um viés de selecdo. Incluindo somente pacientes sabidamente
doentes, com a clinica de FC classica, pode haver uma subestimacdo dos
resultados e do numero de pacientes com o teste do suor na faixa
intermediaria. Além disso,nestes locais, uma vez que o status diagndstico ja &
conhecido, o cegamento dos técnicos é dificultado, o que pode ser confirmado
quando em apenas 33% e 28% dos estudos houve cegamento dos técnicos
respectivamente em relacdo aos resultados do Teste do suor com medida da
condutividade e QPIT. Naqueles pacientes sabidamente doentes, mas com
QPIT intermediario ou negativo, pode ter havido um maior empenho em
demonstrar um teste qualitativamente e quantitativamente adequado e com
resultado coerente com a clinica.

Dos artigos analisados qualitativamente, 84% descreveram resultados
intermediarios e 55% apresentaram tempo de seguimento suficiente para
definicdo diagnostica. Isto evidencia a complexidade diagnostica da doenca
gue pode estar ligada a restricdo de opcdes de ferramentas diagnosticas e em
muitos lugares, principalmente nos paises em desenvolvimento, a
indisponibilidade dos testes alternativos (sequenciamento genético e DPN).

Dos 18 estudos, 67% descrevem e 28% analisam suas perdas. A
maioria destas foi devido a volume de suor insuficiente. Uma vez que estamos
frente a pacientes provenientes da triagem neonatal, e portanto ainda muito
novos, pode ter havido um subdiagnéstico.Os paises que elaboram e publicam
diretrizes para o manejo dos pacientes com FC'2 incluem a pesquisa genética
como alternativa para elucidacdo diagnostica. Sugerem que na triagem
neonatal seja realizada a pesquisa de FC a partir de um primeiro painel de

mutacdes direcionado para a populacao envolvida. Recomendam ainda que no
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fluxo de diagndstico um painel mais extenso ou ainda o sequenciamento
genético do gene CFTR seja incluido no esclarecimento diagnoéstico. Nos EUA,
a triagem neonatal para FC, considerada universal, foi responsavel por 63.4%
dos casos diagnosticados em 2014. Calcula-se que 97.4% desta tenha
realizado a genotipagem e destes, 86.5% apresentam pelo menos uma
mutacdo p.Phe508del. O CFPR-CFF (2014)*° referiu ainda que apdés a
introducdo da pesquisa desta mutacdo o percentual de pacientes que realizam
o teste do suor estad reduzindo. Em 20 anos, o percentual de registro de
pacientes por ano que realizam o QPIT para o diagnéstico de FC caiu em torno
de 95% para 75%, sendo esta queda maior no grupo de pacientes homozigotos
para a p.Phe508del.*® Na Unido Européia, a cobertura da triagem neonatal
para FC atinge cerca de 70% da populacdo. Descreve-se que 98.2% dos
pacientes realizam o0 estudo genético e destes, 90% tem a mutacéo
p.Phe508del identificada®C.

Na revisdo sistematica, foram encontrados quatro estudos realizados no
Brasil e um no México, paises onde a triagem neonatal a partir de um painel de
mutacBes e 0 sequenciamento genético ndo estdo universalmente disponiveis.
No México, a implementacao da triagem neonatal estava prevista para 2015. O
diagndstico de FC neste pais vem sendo realizado a partir da suspeita clinica
seguida do teste do suor®l. Pressupde-se que o perfil genético desta populacédo
seja heterogéneo, devido ao histérico de miscigenacéo, dificultando a escolha
de um painel com boa abrangéncia®?. Calcula-se que um painel composto de 4
mutacdes (p .F508del, p.G542X, p.N1303K, p.R553X e p.G551D), identificaria
apenas 50% dos doentes, sendo a p.F508del responsavel por 44.6%°. No

Brasil, pais igualmente miscigenado, onde a triagem neonatal para FC ja esta
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em andamento, estima-se que a pesquisa da mutacdo p.Phe508del identifique
apenas 47% dos doentes, valor préoximo ao encontrado no México?. Segundo
um estudo realizado no Parana, um painel composto por 25 mutacdes
identificaria 88.4% dos alelos rastreados, sendo a p.Phe508del responsavel por
45.5%°. Outro estudo realizado em Minas Gerais em 111 pacientes com o
diagnoéstico de FC a partir da triagem neonatal, relata que um painel composto
por 7 mutacdes identificaria 74.1% dos alelos investigado®. Portanto, é dificil
estabelecer um painel que apresente uma boa sensibilidade no diagnéstico de
FC nas populacbes miscigenadas, ndo sendo o método genético a opcéo ideal
a ser incorporada nos algoritmos diagnésticos dos centros de referéncia em
FC. Desta forma, torna-se necesséria a inclusdo de outros testes de mesma
efetividade nos algoritmos diagnésticos de FC.

Os artigos incluidos obrigatoriamente utilizaram o QPIT para definir
quais individuos teriam o diagnéstico de FC. Todavia, durante a andlise ficou
evidente que as populagcbes de estudo foram definidas de forma diversa. O
processo de selecdo da populacédo de referéncia e dos controles a partir de
uma mesma base implicou em probabilidades muito distintas de doenca, ou
seja, prevaléncias que variaram muito. Em Domingos et al. (2015)*°, cuja
populacdo com suspeita diagndstica foi proveniente da TIR alterada, a
prevaléncia encontrada foi de 16,8%. Considerando que esta populacao
provém da coorte de nascidos vivos, a incidéncia estimada na populacdo em
geral seria de 1: 9 520. Enquanto que Lezana et al. (2003)'* demonstra uma
prevaléncia de 7% se partirmos de uma suspeita clinica e Mattar et al. (2014)%!
calcula 3.2% de prevaléncia em uma populacdo com suspeita ndo definida.

Essa variabilidade de prevaléncias ndo permite uma analise conjunta de
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valores preditivos, optou-se entdo por avaliar a sensibilidade e a especificidade
do Teste do suor com medida da condutividade.

O artigo de Rose et al. (2009)#° introduz a medida da condutividade no
suor como teste diagndéstico, porém, utiliza o ponto de corte >50 mmol/L, valor
definido apenas como triagem diagndstica® e, desta forma, discordante de
todos os outros estudos. Os demais estudos se dividem entre os pontos de
corte >80 e >90mmol/L. Por definicdo, testes de triagem s&o mais
sensiveis?®32, ndo especificos. Avaliando os resultados, os valores da
sensibilidade do Teste do suor com medida da condutividade nos artigos
selecionados variaram de 97.0 — 99.5% e os da especificidade de 92.4 — 100%.
O teste de heterogeneidade dos estudos evidenciou que eles sao
heterogéneos entre si. Utilizando o método analitico para estudos
heterogéneos, foram encontradas sensibilidade de 97.3%, com IC 95% de
90.2% - 99.3%, e especificidade de 99% com IC 95% de 96.3% - 99.7%. Sendo
assim, independentemente da heterogeneidade dos estudos entre si, este teste
tende a ser mais especifico, apresentando portanto as propriedades adequadas
para ser considerado como teste diagndstico.

O estudo que realizou a condutividade em mais individuos foi o de
Lezana et al.(2003)!4. Este artigo incluiu pacientes referidos do sistema de
saude publico e privado, com suspeita clinica de FC. O valor de corte escolhido
para o diagnéstico foi 290 mmol/L, com sensibilidade de 99,5%, especificidade
de 100%, VPP de 100% e VPN de 99,97%. Atualmente este estudo é utilizado
como referéncia na construgéo do algoritmo diagnéstico no México®, onde o
teste do suor com medida da condutividade € considerado como teste

diagnostico. Outro estudo incluido®, apresentou para um valor de corte
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>80mmol/L, uma sensibilidade de 100% e especificidade de 96,7%, VPP de
86.5% e VPN de 100%, em uma populacdo encaminhada a partir da triagem
neonatal. Estes dois estudos!##°, realizados em amostras representativas da
populacdo alvo, mais uma vez apresentam o Teste do suor com medida da
condutividade como teste com propriedades de um teste diagndstico da
doenca, ndo so6 de triagem.

Ao separar os estudos segundo o cutoff utilizado, verificamos que houve
homogeneidade apenas entre os estudos com ponto de corte >80mmol/L para
o teste do suor com medida da condutividade3®4°, sendo possivel calcular e
confiar em uma medida resumo para estes dois artigos. Para o ponto de corte
em questdo, encontrou-se uma sensibilidade de 98.9% com IC 95% de 92.5-
99.8%, especificidade de 97.3% com IC 95% de 92.8 - 99.0%, com 14 falso
positivos, e nenhum falso negativo. Mesmo heterogéneos, os estudos com
cutoff > 90mmol/L também sugerem propriedades de um teste para uso
diagnoéstico, com uma sensibilidade estimada de 96.4 % (IC95% de 84-99.3 %,
p valor < 0.001) e especificidade estimada de 99.4% (1C95% de 93.7-100%, p
valor < 0.001).

O cenario de complexidade do diagnostico da FC ocorre em virtude do
amplo espectro da doencga, o que se confirma pelo alto percentual de estudos
que descreveram valores de Cl- na faixa intermediaria que reforcam a
afirmativa de que as ferramentas disponiveis para o diagnostico definitivo da
FC ainda s&o restritas. E reconhecido que a maioria dos individuos com FC
ainda é diagnosticada a partir da suspeita clinica. Cerca de 5-10% dos casos

permanecem indefinidos, com testes do suor na faixa intermediaria. Nestes
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pacientes, o diagnostico pode ser esclarecido com o recurso de outros testes,
tais como a andlise genética do gene CFTR.1?

A fim de evitar a andlise de resultados enviesados, optou-se pela
exclusdo dos artigos que ndo contemplaram as questdes do formulario acerca
da qualidade dos testes. Um dos artigos'® de maior (n=287) amostra ndo pode
ser incluido na analise, por ter adotado o ponto de corte >70mmol/L para o
QPIT, valor este divergente daqueles preconizados pelas diretrizes?8° A perda
de estudos com n significativo pode ter restringido a andlise final das
propriedades diagnésticas, por contribuir com a dificuldade em gerar resultados
homogéneos e valores finais mais precisos.

Conclui-se que o Teste do suor com medida da condutividade é um teste
com sensibilidade e especificidade superiores a 95%. Dado que se trata de um
teste de boa acuréacia, pode ser considerado, portanto, como uma | ferramenta
extremamente importante em nosso meio, onde uma ferramenta adicional

poderia auxiliar o QPIT na elucidac&o diagnostica.
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Quadro 3.1. Caracteristicas descritivas e resultados dos artigos excluidos da

Autores Teste f Sens | IC Esp | IC ~ .
Ano n referencia IFC | Teste Indice VP |FN % 195% TP VN o0 los50e Excluséo por:
Hammond Macroduct® Analisa a
ot al 1994 | 1090 QPIT |93 (Condutividade |- | - - - - - - - concordancia
o entre testes
. Dosagem Macroduct®
Riedi et al., " o Mede o Na*ao
2000 206 |do Na*no [31 |Condutividade | - - - - - - - - invés do CI
suor
Dosagem de Avalia poder
Heeley et QPIT + Na*, discriminativo.
al., 211 |Genetica |57 |osmolaridade | - - - - - - - - Inclui individuos
2000 + clinica e -Macroduct® com valor de CI-
Condutividade intermediario
Mastella et Macroduct® 82.5 95.8 | Analisa o ponto
al., 287 QPIT 03 (Condutividade [93 |10 [89.9 | — O [184 |99.7 | — de corte
2000 94.4 100 >70mmol/L
Santos et Nao avalia a
al., 4028 - 48 - - - - - - |- - - sens e a esp do
2005 Condutividade
Losty et P || acroducts indivicuos com
al., 100 PN 42 (Condutividade |- | - - - - |- - - )
2006 clinica + e Nanoduct® _valor de_@l_
Elastase .intermediario
Avalia o método
Desax et Nanoduct®
al, |9a6 | QP+ g lcondutividade |- |- | - |- |- |- |- |- Nanoduct® e
2008 genética taxa de suor
insuficiente.
Sands et Nanoduct® 84.6 95.8 . .
al., 525 %';g:a 46 (Condutividade |44 |0 |98.9 | — |11 W70 |975 | — A"s';g drl‘ftgdo
2010 9 99.9 98.7
Analisa
Cinel et G%Fr)\gi;a Macroduct® m?lgllfruges gl)_m
al., 134 . 59 |Condutividade | - - 1929 - - - |100 - . s
2012 + clinica + intermediario e
DPN FC com QPIT
negativo.
Nauven- Avalia a
K%o)ell ot qualidade
al 1007 - 146 - - - - - - - - - analitica de
! diferentes
2012 técnicas.
Analisa
Sezer et Nanoduct® reiglst?eio;gos
al., 2664 - 17 Condutividade | - - - - - - - - NN
2013 V|g.enC|a.de
disturbio
metabolico.

N: populacéo; FC: Fibrose Cistica; VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; Sens: sensibilidade; IC:
intervalo de confianca. FP: falso positivo; VN: verdadeiro negativo; Esp: especificidade; QPIT: quantitative
pilocarpine iontoforesis test; Na*: sodio; CI: cloreto; DPN: medida da diferenca de potencial nasal.




47

Quadro 3.2.- Caracteristicas descritivas e resultados dos artigos incluidos na andlise das propriedades diagndsticas do teste
do suor pela condutividade.

Individuos
Prev Ponto Sens Es
N |FC |} . _ decorte VP |FN |76 IC95% |FP |[WN | =P | Ico5%
Autores Yo . Buspeita | Suspeita [cong Yo %
~ Suspeita ~ ondut
FC Controle Clinica pela nao
TIR+ |especificada

"ezz"’:)'z)a?ﬁﬁ al- ba3s 1oa | 7.6 X 90 po3 |1 |995 [975-999 | 0 B540 | 100 |99.8 100
BarzbO%”S etal los |21 |223 |x X 80 (21 |0 |97.7 [723-999 |0 |73 |99.3 [90.1-100
R%%%gﬂf" 102 |52 [50.9 |X X 50 |52 |0 |99.1 [86.6-999 | 0 |50 | 99 |86.2-99.9
Maztgalroefsa" 102 |52 [50.9 |X X 90 (52 |0 |99.1 [86.6-999 | 0 |50 | 99 [86.2-99.9
“aznohlal?é al- 1129 (37 |286 |x X 90 (33 |4 |892 [745-959 | 7 |85 |924 [84.9-963
M""ngirfztla" 738 |24 |32 X 90 |21 |3 |875 [67.6-959 | 3 |711 |99.6 |98.7-99.9
;OaT'ggfg’a 534 |90 |16.8 X 80 (90 |0 |99.5 |91.8-100 |14 [430 |96.7 |94.6-99.8

N: populacgdo; FC: Fibrose Cistica; Prev: Prevaléncia; TIR: Triagem pela Tripsina imunorreativa; Condut: teste do suor pela condutividade; VP: verdadeiro positivo;

FN: falso negativo; Sens: sensibilidade; IC: intervalo de confianca; FP: falso positivo; VN: verdadeiro negativo; Esp: especificidade; .
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Sensibilidade 1C 95% VP(VP+FN)
Estudos
Lezana 2003 0.995 (0.975, 0.993) 293,294 ! _.
Mal‘tar_1 2010 0D.291 [(0.BG&G&, D.99%) 53 /52 : i
Aranha 2010 0.892 [0.745, D.95%) 33737 - :
F.'Iartar_EE:H-’l- 0D.878 [0.676, D.95%) 21/24 - :
| (1%2=79% , P=0.002) 0.964 (0.940, 0.993) 399/407 e
I 1 1 I L 1
O.Es 0.78 B4 ez 1
Sensibilidade 0.964
Especificidade 1C 95% VN(FP+VN)
Estudos
Lezana 2003 1.000 40D.9%3, 1.000) 354073540 :=
I'l.l'lattar_1 2010 0.9390 {0.862, 0.93939) 5050 :
Aranmha 2010 0.924 {0.843, 0.963} B5f92 :
Mattar_2 2014 0.996 {0.987, $.933} T1L/714 — =
I{I*2=91% , P< 0.001) 0.994 (0.837, 1.000) 4386/4395 -
I T T T L 1
0=s == 05z 0.5 i
Especificidade 0.994

Figura 3. 3. - Forest-Plot dos valores de sensibilidade e especificidade do Teste do suor pela analise da condutividade nos
artigos de Lezana et al. (2003), Mattar et al. (2010), Aranha (2011) e Mattar et al. (2014) que utilizaram o ponto de corte
> 90mmol/L de CI- para a definicdo de exame positivo para Fibrose Cistica.
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Sensibilidade IC95% VP(VP+FN)
Estudos
Barbem 2005 0D.977 (0.T723, D.9599) 2121 i i
Domingos 2015 0.995 {(0.918, 1.000) 90/90 : B
1
1

(1"2=0% , P=0.476) 0.989 (0.925, 0.008+—333-i3sd

o4 0.5& 0.57 0.59 1
Sensibilidade 0.999
Especificidade IC95%  VN(FP+VN)
Estudos
Barben 2005 0.993 (0.901, 1.000] 73473 i »
Domingos 2015 0.967 (0.946, 0.980) 430/444 B E
i
| (1"2=19% , P=0.268) 0.973 (0.928, 0.990) 503,517 :
T T T : T 1
0.5z 0ad oss osa 1
Especificidade 0.973

Figura 3.4 - Forest-Plot dos valores de sensibilidade e especificidade do Teste do suor pela andlise da condutividade nos
artigos de Barben et al.(2005) e Domingos et al.(2015) que utilizaram o ponto de corte > 80mmol/L de CI para a definicdo de
exame positivo para Fibrose Cistica
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Capitulo 4.

4.1 Consideracgdes finais

Um possivel desdobramento para este estudo seria o retorno de cada um
dos autores contactados, inclusive com os dos artigos excluidos na andlise da
qualidade, propondo-lhes a recuperacao dos dados brutos, ou seja. os valores
originais de condutividade e de CI de todos os individuos que compuseram as
amostras dos artigos selecionados. A partir destes dados se construiria outra
metandlise, para obtencdo de maior precisdo na escolha de um novo ponto de
corte que fosse 0 mais sensivel e o mais especifico, a partir de uma curva ROC
para o diagnéstico de FC.

Adicionalmente, estando em posse das caracteristicas clinicas de cada
individuo seria possivel também avaliar os pontos de corte em funcdo da
apresentacdo da doenca: suficiéncia ou insuficiéncia pancreatica e desordens

relacionadas a CFTR.
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Material Complementar
Formulario de coleta de dados e de resultados

REVISAD SISTEMATICA DE TESTE DIAGNOSTICO

FICHA CLINICA -
ID do artigo ] Dupla checagam
1. A doenca investigada  a Fibrose Cistica?
] sm Clndo N doentes:
Criterios para definicao da doenga:
[0 Genetica JaPITiCuinton et al. 2015)  [] Seguimento Outra:;
Espectro da doenga:
[ FC classica ] FC nao classica ] Nio informado
2. Populacio estudada:
[] Doentes x controle O Suspeita Diagnéstica 1 Qutra:
W Doentes: M Doentes: M Doentes:
W Controle M doentes MW fi doentes
Espectro da populagae
[ Suspeita devido a Triagem neonatal O suspeita indefinida
[0 Suspeita por manifestagio clinica O Pacientes FC do CR
[ Suspeita por historia famdiar [] Pacientesi FC do CR diagnostice

. Critérios de inclusao

. Fuoi realizada a analise da condutividade no swor 7 [ SIM O NAD
Metodologia do TSCo
Estimuladores:[_] lontoforese o pilocarpina em gaze [ lontoforese of pilocarping em gel [ ]0utra:
Ciolstores [] Gaze/papel fitro [] Coletor Macroduct [] Coletor Manoduct [ J0utra:

3
4. Critérios de exclusdo:
5
6

Quantificagdo: [] Peso  [] Volume Owtra
Cluantidade minima de suor; Tempo de colsta
Cut off. Teste negatwo Teste positve

85

7. Padrio Referenca
[ Genética [] QPT [] Seguiments [ ] Misto QPIT + Clinizca+ DMA [] Outro
Obs

& SeQPIT. qual foi 3 metodobogia®
Estimuladores:[_] lontoforese o pilocarpina em gaze [ lontoforese of pilocarping em gel []0utra:;
Coletores [1 Gaze/papel fitre [] Coletor Macroduct [ ] Coletor Manoduct [ J0utra:

Cuaniificagao: [] Peso  [] Volume Ooutra

Cluantidade minima de suor; Tempna de coleta
Analise do cloreto:  [] Cloridometo [ Coulometria Coutra:

Cutoff. Teste negatwo Teste positve

Obs:
4. Howwe problemas de classificagdo equivecada? (miss classification bias)

]S [JHAC [] Mo == aplica [] Mo foi informado

Obs:
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Total de pacientes no estudo: Total de pacientes inchuidos nas andlises

3. Desenho do estudo: [] Transversal ] Lengitudin

Obs:

G, Exames realizados no mesmo dia?

O=m O MAD [ Mao foi informade

Se SIM, foi coletada apenas uma amostra?

O=m O MAD — Tempo decomido entre exames [JM3o foi mformade

Obs:

7. D= pacientes se mantiveram no mesmo grupoe de entrada?

C]sm  [JHAC [] 3o == aplica [[] Mao foi informado

Obs:

B Metodologia:- Questies
Critérios de selepdo foram descritos? [J=m [ IMAC [ PARCIALMENTE
Amostra aleatoria =i [ ImMAc []PARCIALMENTE
Descricio adequada da amastra =M [ IMAC []PARCIALMENTE
Espectro populacional representative? =M (] [] PARCIALMENTE
Teste indice descrito adequadamente? C=m [JmMAoc [ PARCIALMENTE
Todos o5 pacientes realizaram o teste indice? =M [JMAD [] PARCIALMENTE
Houve cegamento de teste indice? CJ=m [ WA [ ] PARCIALMENTE
Teste referéncia descrito adequadamente? = CJMao [] PARCIALMENTE
Todos o5 pacientes realizaram o teste referencia? [_|SIM [CJmMAoc [ PARCIALMENTE
Houve cegamento oe teste referencia? =M [ IMAC [] PARCIALMENTE
Desfechos indviduais reportados? =i [CInAoc [ PARCIALMENTE
Us resulfados ndefinidos ou intermedianos foram
descrites? =M — MAD [ ] PARCIALMENTE
Descrigic das perdas C=im [CInNA&D [ PARCIALMENTE
Analise das perdas? CJ=m [IuAc [] PARCIALMENTE

Seguimente suficients para definigio diagndstica? [ 5IM [InAc [ PARCIALMENTE
15.Tabelza2x2: [ nfa {cutoff }
Doentes f Doentes Total

TSCo +
S

Total

16. Dados onginarios da tabela 2 X 2 para fazer a tabela de resultados a- | |nfa -
Propriedade Estimador oP M Lim Inf 1C85% Limn Sup 1C25%
g 14piin)

Prevalencia
Werd Pos
Werd Meg
FP

FH

Sens

Especificidade
VPP
VPM
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REVISAD SISTEMATICA DE TESTE DIAGNOSTICO
ID do artigo:

FICHA CLINICA

Base

Lingua:

Revista:

Ano/ Doi.

PMID:

Autor:

Pais(es) onde o estudo foi realizado:

Mome do revisor Cupla checagem L]




Apéndice

Notas Metodoldgicas

63

Artigos ldentificados Artigos Identificados
em bases de dados por outros recursos

Exclusao de artigos
repetidos

| |

Artigos selecionados para
leitura de titulos

!

Artigos selecionados para
leitura de resumos

’

Artigos selecionados para
leitura integral

Identificacao

Rastreamento

Elegibilidade

Artigos selecionados para
revisao sistematica

Inclusao

Figura 1 - Metodologia da Revisdo Sistematica (Cochrane Handbook for Systematic Reviews of

Diagnostic Test Accuracy)

Exclusao de artigos

Exclusao de artigos

Exclusao de artigos
devido ao nao
preenchimento dos
critérios

O QUADAS-2 é uma ferramenta para avaliacdo da qualidade de estudos

sobre acuracia de testes diagnésticos incluidos em revisfes sistematicas/meta-

andlises, baseadas em evidéncias. Trata-se de um questionario composto por

itens que devem ser respondidos com “sim”, “ndo” ou “incerto”, e traz ainda

instrucdes para o usuario explicando o significado, as situacdes em que nao se

aplica e como optar por uma das respostas para cada item. Essa proposta foi

utiizada neste estudo como base para estruturacdo do formulario para

avaliacdo da qualidade dos estudos selecionados através dos critérios de

inclusao.




