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Resumo

Introdugdo: a fibrose cistica é a doenga autossdmica recessiva mais comum em populagdes caucasianas e a sua etiologia esta associada
a variantes patogénicas no gene CFTR. O teste do suor é considerado o padrdo ouro para o diagndstico dessa enfermidade. Estudos
apontam que o genoétipo do CFTR e a idade dos individuos influenciam as concentragdes de cloreto no suor. Objetivos: pesquisar
a correlagdo entre os niveis de cloreto no teste do suor e a idade ao diagndstico de individuos com fibrose cistica e comparar as
concentragdes idnicas do cloreto entre os sexos, diferentes faixas etdrias e trés grupos diversos de gendtipos do CFTR. Metodologia:
realizou-se um estudo de corte transversal, incluindo sujeitos de 0 a 20 anos, com diagndstico confirmado de fibrose cistica. Os
individuos selecionados foram agrupados de acordo com as varidveis analisadas. Calcularam-se os valores descritivos das concentragdes
de ions cloreto de cada grupo. Utilizou-se o teste de Spearman para a andlise da correlagdo entre a idade ao diagndstico e os niveis
de cloreto no suor. Resultados: 64 individuos foram incluidos no estudo, sendo 51,56% do sexo masculino. A mediana (Min — Max)
da idade ao diagndstico foi de 7 meses (1-206). No foi observada correlagdo entre a idade dos individuos ao diagndstico e os niveis
de cloreto no suor. As concentragdes medianas de cloreto foram maiores nos escolares (106 mEq/I), no sexo feminino (102 mEq/I) e
nos heterozigotos F508del/Classe | a lll (108 mEq/l); e menores nos adolescentes (100 mEq/I) e nos heterozigotos F508del/Classes
IV a VI (77 mEg/1). Conclusdo: os niveis de cloreto no suor ndo apresentaram correlagdo com a idade dos individuos ao diagnéstico.
A variagdo consideravel dos niveis iGnicos entre os grupos de diferentes gendtipos corrobora que o teste do suor € um bom preditor
da avaliagdo funcional do canal CFTR.
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Abstract

Introduction: cystic fibrosis is the most common autosomal recessive disorder in Caucasian populations and its etiology is associated
with pathogenic variants in the CFTR gene. The sweat test is considered the gold standard for the diagnosis of the disease. Some
studies suggest that CFTR genotype and age affect sweat chloride concentrations. Objectives: to investigate the correlation between
sweat chloride levels and age at diagnosis of individuals with cystic fibrosis and to compare ionic chloride concentrations among
sexes, different age groups and three distinct groups of CFTR genotypes. Methodology: a cross-sectional study was conducted, which
included CF subjects from 0 to 20 years of age. The selected individuals were clustered on the variables in analysis. The description
values for chloride ion concentrations in each group were calculated. The Spearman’s test was used to analyze the correlation between
the age at diagnosis and sweat chloride levels. Results: 64 individuals were included, 51,56% male. The median (Min — Max) age
at diagnosis was 7 months (1-206). There was no correlation between the age at diagnosis and sweat chloride levels. The median
of the chloride concentrations were higher for schoolchildren (106 mEq/l), females (102 mEq/l) and heterozygous F508del/Classes
I to Il (108 mEgq/l), and reached the lowest values for teenagers (100 mEq/l) and heterozygous F508del/Classes IV to VI (77 mEg/l).
Conclusion: sweat chloride levels did not correlate with the age of individuals at diagnosis. The substantial variation of ionic levels
among groups of distinct genotypes corroborates that the sweat test is a good predictor for functional assessment of the CFTR channel.
Keywords: Mucoviscidosis. Sweat test. Mutations. CFTR.

INTRODUCAO

Afibrose cistica (FC) é a doenga genética autossomica
recessiva mais comum em populagdes de origem caucasia-
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na (VIDIGAL et al. 2008). A etiologia se associa a variantes
patogénicas no gene Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR), o qual codifica um canal
homonimo de ions cloreto e de bicarbonato, localizado
na membrana de células epiteliais (FIRMIDA; MARQUES;
DA COSTA, 2011; PEREIRA et al. 2019).

Segundo o Cystic Fibrosis Mutation Database (2020),
mais de 2 100 variantes ja foram descritas para o gene
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CFTR, sendo que 360 delas sdo consideradas patogénicas
(CYSTIC FIBROSIS FOUNDATION, 2020). As variantes pa-
togénicas no gene supracitado sdo classificadas em seis
tipos, de acordo com os efeitos que causam sobre a sin-
tese ou a funcdo da proteina CFTR e, consequentemente,
sobre as manifestacdes clinicas da doenga (DE BOECK;
AMARAL, 2016; MARSON, 2018). Os individuos com va-
riantes das classes | a lll, com auséncia de fun¢do da CFTR,
geralmente, apresentam concentragdes mais elevadas de
ions cloreto no suor e insuficiéncia pancredtica exdcrina
(FIRMIDA; MARQUES; DA COSTA, 2011; ELBORN, 2016).
Neste sentido, as mutagGes das classes IV a VI associam-
-se com alguma funcdo residual da CFTR, concentragdes
moderadas de cloreto no suor e suficiéncia do pancreas
exocrino (ELBORN, 2016).

O teste do suor consiste na medida dos niveis de
cloreto ou de cloreto e de sddio no suor excretado e é con-
siderado o padrdo ouro para o diagndstico da FC (ATHA-
NAZIO et al. 2017). Os niveis desses ions no suor refletem
a atividade da proteina CFTR e, dessa forma, podem ser
considerados biomarcadores dessa funcionalidade (ESPEL
et al. 2018). Sugere-se, também, que as concentragdes
do cloreto no suor sejam varidveis nas diferentes faixas
etdrias. Contudo, alguns estudos apresentaram resulta-
dos conflitantes sobre a esta relagdo, principalmente nos
primeiros anos de vida (PARAD et al., 2005; TRAEGER et
al., 2014; FARIA et al., 2017).

A variante patogénica F508del é a mais comum
mundialmente e, geralmente, é associada a auséncia
de funcionalidade da proteina CFTR, sendo classificada
na classe Il. A ocorréncia desta variante em homozigose
ou em heterozigose composta com outras variantes
patogénicas das classes | a Ill tem sido associada a altas
concentragdes de ions cloreto no suor (WILSCHANSKI et
al., 1995; FARREL; KOSCIK, 1996; ESPEL et al. 2018). Por
outro lado, a heterozigose composta entre a F508del e
outras variantes das classes IV a VI determina niveis de
cloreto no suor que, embora varidveis, sdo geralmente
menores do que aqueles encontrados nos gendtipos
supracitados (WILSCHANSKI et al., 1995; FELDMANN et
al., 2003; ESPEL et al., 2018).

Diante do exposto, os objetivos deste estudo foram
pesquisar a correlagdo entre os niveis de cloreto no teste
do suor e aidade ao diagndstico de individuos com fibrose
cistica e comparar as concentragdes i6nicas do cloreto
entre os sexos, diferentes faixas etdrias e trés grupos
diversos de gendtipos do CFTR.

METODOLOGIA

Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal em uma
populagdo pediadtrica acompanhada no Ambulatério Mul-
tiprofissional de Fibrose Cistica do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos, da Universidade Federal da
Bahia, a partir do ano de 2008.
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Populagdo

Incluiram-se todos os individuos com idade entre O e
20 anos, com diagndstico de FC realizado através de dois
resultados positivos do teste do suor (niveis de cloreto >
60 mEg/L) e/ou pela presenca de duas variantes patogé-
nicas do gene CFTR. Excluiram-se do estudo os individuos
com teste do suor duvidoso (niveis de cloreto entre 30 e
59 mEq/L) e com pelo menos uma mutacdo de significado
incerto ou desconhecido.

Protocolo de estudo

Os individuos foram submetidos ao teste do suor para
o diagndstico da doenga. Este procedimento foi realizado
através do método de iontoforese por pilocarpina descrito
por Gibson e Cooke (1959). Dois exames foram realizados
e, em cada um deles, analisaram-se duas medidas das
concentragdes de cloreto para a confirmagdo diagndstica.
Além disto, a pesquisa de variantes patogénicas no gene
CFTR foi realizada através da reagdo em cadeia da polime-
rase, associada a aplicacdo de enzimas de restri¢do (PCR-
-RFLP) ou por meio do sequenciamento de nova geragao.

Os dados clinicos foram coletados no periodo de
outubro a novembro de 2020, a partir da ficha clinica
preenchida com os registros dos prontuarios médicos.
Estudaram- se as seguintes varidveis: idade ao diagnos-
tico, sexo, os niveis de cloreto no suor (sendo adotado o
maior valor encontrado para cada paciente) e o genétipo.

Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa do Hospital Universitario Professor Edgard Santos,
pelo Parecer n. 4.321.551. Os individuos ou os seus res-
ponsaveis legais assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido e, quando pertinente, as criancas
assinaram o termo de assentimento.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram registrados e armazenados
no software Microsoft Excel 365. O software R-Studio
1.3.1093 foi utilizado para analise de correlacdo. A esta-
tistica descritiva consistiu nos calculos das frequéncias
simples e relativas das variaveis estudadas. As criancas
foram classificadas nas seguintes faixas etarias: lactentes
(0 a23 meses e 29 dias), pré-escolares (24 a 71 meses
e 29 dias), escolares (72 meses a 119 meses e 29 dias)
e adolescentes (120 a 227 meses e 29 dias) (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2014).

As criancas foram categorizadas em trés grupos, de
acordo com seus gendtipos: G1- homozigotos para a va-
riante patogénica F508del; G2- heterozigotos compostos
para a mutacdo F508del e uma variante das classes | a lll;
e G3- heterozigotos compostos para a mutagdo F508del
e uma variante das classes IV a VI. Os individuos que ndo
apresentavam a mutacdo F508del ou a apresentavam em
heterozigose composta com outras variantes, cujas classes
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funcionais ainda ndo foram definidas, foram excluidos
desta anélise.

O teste de correlagdo de Spearman foi realizado para
a andlise da correlagdo entre os niveis de cloreto no suor
e aidade ao diagndstico. Os valores medianos do teste do
suor foram comparados entre os sexos, as faixas etdrias e
os diferentes grupos de gendtipo do CFTR.

RESULTADOS

Incluiram-se 64 criangas, sendo excluido um individuo
por apresentar teste do suor duvidoso e ndo ter genétipo
definido; 33 (51,56%) foram do sexo masculino, mediana
de idade (Min- Max) ao diagnéstico de 7 meses (1-206).

As frequéncias de individuos e a mediana dos niveis
de cloreto no suor por faixa etdria estdo descritas na
Tabela 1. A variagdo entre essas medianas nesses grupos
esta representada no Grafico 1. As medianas (Min-Max) de
idade (em meses), ao diagndstico, foram de 4 (1-18), 49,5
(32-68), 94,5 (90-106) e 171 (136-206) para os lactentes,
pré-escolares, escolares e adolescentes, respectivamente.

Tabela 1 - Frequéncias de individuos e a mediana dos valores das
concentragées dos ions Cl- no suor (em mEgq/l) de acordo com
cada faixa etdria ao diagndstico da doenga (N=64)

Faixas etdrias N (%) Valor mediano (1.1.Q)*
Lactentes 41 (64,06%) 102 (84-109)
Pré-escolares 10 (15,63%) 101 (84,5-112,25)
Escolares 4 (6,25%) 106 (90,75-114)
Adolescentes 9 (14,06%) 100 (80-106)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda a: I.1.Q — Intervalo interquartilico

Grafico 1- Comparagdo das medianas e variagdes interquartilicas
das concentragdes dos ions Cl- no suor (em mEq/L) entre as faixas
etdrias da idade ao diagndstico da doenga.
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Fonte: Dados da pesquisa.

N3do houve correlagdo entre as concentragdes de
cloreto no suor e a idade das criangas ao diagndstico
(p = 0,10) (Gréfico 2).

Grafico 2 — Dispersdo dos valores das concentragbes de
cloreto detectadas no teste do suor de acordo com a idade
ao diagndstico (em meses). Ndo houve correlagdo entre estas
varidveis.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As frequéncias dos individuos e a mediana dos niveis
de cloreto por sexo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncias de individuos e a mediana dos valores
das concentragdes dos ions Cl- no suor (em mEq/l) para os sexos
masculino e feminino (N=64).

Sexo N (%) Valor mediano (1.1.Q)?
Masculino 33 (51,56%) 100 (84-108)
Feminino 31 (48,44%) 102 (79-113,5)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: a: 1.1.Q — Intervalo interquartilico.

Dentre os 64 sujeitos selecionados, 37 individuos
foram agrupados de acordo com o gendtipo e 27 foram
excluidos por ndo apresentarem a variante F508del ou por
apresentarem em heterozigose composta com mutagées
de classes ndo definidas. As frequéncias dos individuos
em cada grupo, bem como a mediana dos niveis de clo-
reto, estdo descritas na Tabela 3. A variacdo entre estas
medianas esta representada no Grafico 3.

Tabela 3 - Frequéncias de individuos e a mediana dos valores
das concentragdes dos ions Cl- no suor (em mEq/l) para os trés
grupos de gendtipos do CFTR (N=37).

Grupo N (%) Valor mediano (1.1.Q)¢
G1° 19 (51,35%) 107 (97-111)
G2b 15 (40,54%) 108 (102-117)
G3¢ 3(8,11%) 77 (71,5-86,5)

Fonte: Dados da pesquisa.

Legenda: a: G1: F508del/F508del. b: G2: F508del/Classes | a lll. c: G3:
F508del/Classes IV a VI. d: I.1.Q — Intervalo interquartilico.
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Grafico 3—Comparagdo das medianas e variagdes interquartilicas
das concentragdes dos ions Cl- no suor (em mEq/L) entre os trés
grupos de gendtipos do CFTR.
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Fonte: Dados da pesquisa.

DISCUSSAO

Os resultados observados evidenciaram medianas
mais elevadas das concentragdes de cloreto nos grupos
1 (F508del/F508del) e 2 (F508del/Classes | a Ill), quando
comparados ao grupo 3 (F508del/Classes IV a VI). Estes
resultados estdo em consonancia com outros estudos,
onde os autores observaram que os niveis de cloreto de
suor foram maiores nos individuos homozigotos para a
mutac¢do F508del e nos heterozigotos compostos com
uma variante F508del e outra mutagdo das classes | a
I, guando comparados aqueles que apresentavam uma
mutagdo F508del em heterozigose composta com uma
variante das classes IV a VI (WILSCHANSKI et al.,1995;
FARREL; KOSCIK , 1996; ESPEL et al.,2018). Entretanto, nes-
te estudo, apenas trés criangas foram incluidas no grupo
3, 0 que pode dificultar a interpretagdo dos resultados.

Nos estudos de Feldmann et al. (2003) e Espel et
al. (2018), as concentragdes de cloreto em individuos
heterozigotos compostos para as mutagdes F508del e
R117H (uma variante de classe 1V) estiveram, predomi-
nantemente, préximas ou dentro da faixa intermediaria
de referéncia (30 a 59 mEqg/L). Nesse sentido, a relagdo
gendtipo-fendtipo na FC, baseada na associagao entre as
diferentes classes de variantes do gene CFTR e os niveis
de cloreto no suor, pode ser uma boa preditora do nivel
de atividade da proteina CFTR. Pesquisas que observam
o efeito de moduladores sobre a fungao da proteina CFTR
tém utilizado os resultados do teste do suor como para-
metros de avaliagdo da recuperagdo funcional (ACCURSO
et al., 2010; COLLIE et al., 2014).

Apesar da plausibilidade da relagdo gendétipo-fendtipo
baseada nas concentragdes dos ions cloretos no suor, es-
tas podem ser influenciadas por outros fatores, incluindo
a faixa etaria dos individuos. No presente trabalho, ndo
foi detectada uma correlagdo entre as concentragdes de
cloreto no suor e a idade ao diagndstico. Além disso, foi
observada pouca variagdao nos niveis medianos dos ions de
cloro entre as quatro faixas etdrias avaliadas. Esses fenOme-
nos podem ter decorrido do pequeno numero de individuos
incluidos e da maior proporgdo de criangas diagnosticados
antes dos dois anos de vida, o que dificulta a comparagdo
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entre os grupos etdrios. O estudo de Traeger et al. (2014)
identificou, em individuos com FC, niveis de cloreto no suor
gue diminuiram até o primeiro ano de vida e aumentaram
gradualmente nos anos subsequentes, atingindo um pico
na meia idade e diminuindo posteriormente. Entretanto,
segundo os mesmos autores, as correlagdes observadas
foram fracas e houve o viés de amostragem, ja que criangas
e jovens foram submetidos em maior proporgdo ao teste
do suor, quando comparados aos adultos e idosos. Por
outro lado, Faria et al. (2017) observaram um aumento
das concentragdes de cloreto no suor até o primeiro ano
de idade, seguido de uma gradual redugdo a partir dos dois
anos. Estes ultimos autores chamam atencdo para o fato
de que essas concentragdes tendem a ser menores em
individuos adultos e que existe uma grande variabilidade
intra e interindividual.

No que diz respeito ao sexo, as medianas das concen-
tragOes de cloreto também mostraram pouca variagao
entre meninas e meninos. Estes resultados foram seme-
Ihantes aqueles de Cirilli et al. (2018), os quais observaram
uma baixa variagdo entre os niveis de ions de cloro no
suor dos individuos de diferentes sexos. Os citados auto-
res incluiram em suas analises varidveis como o periodo
do ciclo menstrual. Ismail et al. (2015) evidenciaram a
influéncia do estrégeno sobre a expressao e atividade do
canal CFTR em roedores, o que mostra a possibilidade de
consideragdo desse fator na analise dos niveis de cloreto
em adolescentes e adultas.

As limitagGes deste estudo foram constituidas prin-
cipalmente pela inclusdo de um pequeno numero de
individuos de um Unico centro e pelas caracteristicas da
populagdo analisada, predominantemente pediatrica, cuja
maioria concentrou-se em uma Unica faixa etaria. Além
disso, a comparac¢do dos niveis de cloreto no suor em trés
diferentes gendtipos identificou um pequeno nimero de
individuos no grupo 3.

CONCLUSAO

N3o houve correlagao entre as concentragdes de
cloreto no suor e a idade dos individuos ao diagnostico.
Além disso, foi observada uma baixa variabilidade dos
niveis idnicos do cloro no suor entre os sexos e as faixas
etdrias. As diferengas encontradas entre os trés grupos
de gendtipos analisados corroboram a influéncia das
variantes patogénicas sobre a fun¢do transportadora da
proteina CFTR e o valor preditivo que o teste do suor pode
ter na analise dessa fungao.
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