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Resumo: O teste do suor classico (TSC) é uma técnica
que utiliza o método de iontoforese por pilocarpina para
estimular a producao de suor e posterior diagndstico de
Fibrose Cistica pela quantificagdo do ion CI. Essa
técnica requer a determinacdo do peso exato do suor,
idealmente > 75 mg. O objetivo desse trabalho foi
comparar a produgdo de suor e o melhor tempo para
estimulacdo e coleta com o uso de corrente continua
pulsada (CCP) e corrente continua constante (CCC).
Foram realizados dois tipos de experimentos em 48
voluntarios, um imediatamente ap6s o outro. O
experimento 1 foi realizado no brago direito com CCC e
CCP e sem variagdo no tempo de estimulagdo e coleta.
Foram utilizadas intensidades de corrente de 0,5; 0,75;
1,0 e 1,5 mA com frequéncias de 0; 200; 1000 ¢ 5000
Hz. O experimento 2 foi realizado no brago esquerdo,
mantendo a intensidade de corrente fixa e variando o
tempo de estimulacdo com 5 ¢ 10 min e coleta de 15 e
30 min com frequéncias de 0; 200; 1000 ¢ 5000 Hz.
Houve diferenca do peso do suor com a frequéncia do
estimulo (p=0,0168). A producdo de suor foi maior no
tempo de 10 min de estimulag@o e 30 min de coleta em
todas as frequéncias utilizadas (p=0,0023). Os autores
recomendam que o TSC seja aplicado com corrente de 1
mA e frequéncia de 1000 Hz com tempo de estimulagdo
de 10 min e tempo de coleta de 30 min.

Palavras-chave: iontoforese, fibrose cistica, teste de
suor, corrente continua constante e continua pulsada.

Abstract: The classical sweat test (CTS) is a technique
that uses the iontophoresis method with pilocarpine to
stimulate sweat production followed by Cystic Fibrosis
(CF) diagnosis via the quantitation of the CI ion
present in a sweat sample. This technique requires the
exact determination of the weight of the collected sweat,
ideally > 75 mg. The objective of this work was to
compare the sweat production and the best time for
electrical stimulation and sweat collection using direct
constant current (DCC) and direct pulsed current
(DPC). Two experiments with 48 volunteers were
carried out, one immediately after the other. Experiment
1 was carried out in the right arm with DCC and DPC
and without variation of stimulation and sweat
collection times. We used current intensities of 0.5,

2928

0.75, 1.0 and 1.5 mA with frequencies of 0, 200, 1000
and 5000 Hz. Experiment 2 was carried out in the left
arm keeping fixed the current intensity but varying
stimulation time (5 and 10 min) and sweat collection of
15 and 30 min, with frequencies of 0, 200, 1000 and
5000 Hz. We observed difference of sweat weight with
frequency of the stimulation current (p=0.0168). Sweat
production was greater with 10 min stimulation time
and 30 min of collection time in all frequencies used
(p=0.0023). Authors recommend that CTS should be
done with 1 mA current intensity and frequency of 1000
Hz, 10 min of stimulation and 30 min of sweat
collection.

Keywords: iontophoresis, cystic fibrosis, sweat test,
direct constant and direct pulsed currents.

Introducao

A Fibrose Cistica (FC) ¢ uma doenca hereditaria,
autossOmica recessiva multifatorial cronica e de grande
letalidade [1]. As manifestagdes clinicas diferem entre
os pacientes variando de acordo com o
comprometimento pulmonar e gastrointestinal, sendo a
insuficiéncia pulmonar a principal causa de morte [2].

No Brasil, a incidéncia estimada para regido sul ¢
mais proxima da populagdo caucasiana centro-europeia,
enquanto que, para outras regides, diminui para cerca de
1/10.000 nascidos vivos [3].

Os pacientes fibrocisticos apresentam um transporte
anormal de ions, 0 que promove uma concentragio
elevada de ions cloreto e de ions sodio no suor. O teste
mais aceito para avaliar a quantidade desses ions no
suor ¢ baseado na técnica de iontoforese com
pilocarpina, descrito por Gibson & Cooke em 1959 [4] e
considerado ainda hoje o teste padrdo-ouro para o
diagnostico de FC. Essa técnica requer a determinagdo
do peso exato do suor com quantidade minima de 50mg
de amostra [5], idealmente > 75mg, quantidade de suor
necessaria para um resultado acurado.

O diagnéstico da FC ¢ confirmado quando os niveis
de cloro no suor, medidos em duas dosagens
independentes revelam-se acima de 60mmol/L, ou
quando s3o detectadas duas mutagdes para FC em
estudo genético, ou quando existe alteragdo da medida
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da diferenca de potencial nasal (teste realizado em
poucos servicos) associada a quadro clinico compativel
com a doenga.

Apontamentos importantes t€m sido realizados por
pesquisadores  quanto  aos  procedimentos e
equipamentos utilizados para o Teste do Suor [6].
Estudos recentes mostraram a dificuldade dos centros de
referéncia em FC na aplica¢do dos testes de suor com
falta de uniformidade nos testes, necessidade urgente de
treinamento dos operadores ¢ de equipamentos e
insumos adequados a necessidade brasileira [7].

Os dispositivos hoje utilizados no Brasil para
diagnostico de FC sdo em sua maioria equipamentos
importados e sem registro na ANVISA, mais
especificamente o sistema microtubo capilar (Wescor
Macroduct®) que usa kit proprietario e patenteado para
realizacdo dos testes utilizando a medida de
condutividade que é uma técnica que ndo quantifica a
concentragdo de ions CI e ions Na*.

Foi desenvolvido no Centro de Engenharia
Biomédica da Unicamp e apoio do Instituto Federal de
Sao Paulo — Campus Campinas, um dispositivo portatil
para o teste do suor baseado no método classico de
Gibson & Cooke [6]. O equipamento produz corrente
continua constante e corrente continua pulsada,
selecionavel, variando em torno de um ponto ajustavel
de corrente com frequéncias selecionaveis entre 0 e
5000 Hz.

O objetivo desse trabalho foi comparar a producéo
de suor e o tempo ideal de estimulagdo e coleta com o
uso de corrente continua pulsada (CCP) e corrente
continua constante (CCC) em individuos saudaveis.

Materiais e Métodos

Foram incluidos no estudo 48 individuos adultos,
saudaveis, com idade média de 29,5+8,8 (média =+
desvio padrdo) sendo 79,2% mulheres. Todos assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Em cada voluntario foram realizados dois testes, um em
cada antebrago, totalizando 96 medigdes, sendo 48
referentes ao experimento 1 e 48 ao experimento 2. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, sob o
numero #80430/2012. O TSC foi realizado com o
auxilio do equipamento mencionado na introdugao.
Todos os testes foram realizados com forma de onda
triangular. A Figura 1 ilustra o equipamento utilizado.
Em todos os experimentos foram utilizados dois
eletrodos iguais (catodo e anodo) com 3 cm de diametro
construidos em latdo (70/30).

Figura 1 — Fotografia do equipamento utilizado nos
procedimentos de estimulagao.
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Experimento 1 — braco direito — Os testes foram
realizados com tempo de estimulacdo de 10 min e de
coleta do suor de 30 min. Foram aplicadas correntes de
0,5; 0,75; 1,0 e 1,5 mA e frequéncias de 0 (CCC), 200,
1000 ¢ 5000 Hz (CCP), totalizando 16 possiveis
combinagdes de frequéncia e corrente. Cada teste foi
feito por sorteio e foi realizado da seguinte forma: foi
colocado em um recipiente 3 vezes o numero de
combinagdes possiveis, isto ¢, 48 etiquetas com
numeros variando de 1 a 16. No recipiente havia 3
repeticdes de cada numero (3x n° 1, 3x n°® 2,...... 3x
n°16), fazendo com que cada possivel combinagdo fosse
obrigatoriamente sorteada trés vezes (trés repeti¢des). O
voluntario retirava um ntimero e esse estava associado a
uma unica combinagdo de corrente e frequéncia. Por
exemplo: se fosse sorteado o nimero 6, o teste naquele
voluntario seria com corrente de 0,5 mA e frequéncia
de 200 Hz. Se fosse sorteado o nimero 15, o teste seria,
naquele voluntario, com corrente de 1,0 mA ¢
frequéncia de 5000 Hz.

Experimento 2 — brago esquerdo — Os testes foram
realizados com corrente fixa de 1mA. A corrente foi
aplicada no antebrago esquerdo com periodos de
estimulag¢do e coleta com: 5x15; 5x30; 10x10 e 10x30
minutos com frequéncias de 0; 200; 1000 e 5000 Hz. A
escolha do teste foi por sorteio, como no experimento 1,
s6 que as combina¢des foram os conjuntos de tempo
combinados com as frequéncias.

Realizacdo do teste do suor classico — Em todos os
experimentos os procedimentos de estimulagdo x coleta
foram os mesmos e descritos a seguir.

Estimulacdo — O procedimento de estimulagdo
inicia-se com a limpeza da pele do antebrago com agua
destilada e secagem com gaze estéril. Antes da fixagdo
dos eletrodos foi medida a temperatura da pele com o
auxilio de um termOometro infravermelho digital

(Karknee Thermometer®, modelo DT8806C) no
eletrodo positivo. A medida foi repetida apos
estimulagdo.

Os eletrodos foram fixados por meio de presilhas,
sobre a gaze embebida em 4 ml de solugdo de
pilocarpina 0,5% (eletrodo positivo) e acido sulfurico
0,004N (eletrodo negativo). Foi adotada distancia de
cinco centimetros entre os eletrodos. A Figura 2 ilustra
a posicdo dos eletrodos.

Figura 2 — Fotografia da posicdo dos eletrodos no
antebrago de voluntario para o teste de suor. Eletrodo
positivo fixado a esquerda e eletrodo negativo fixado a
direita.
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Coleta - Ao término da estimulagio e retirada dos
eletrodos, a pele foi limpa com agua destilada e seca
com gaze estéril. Apds a limpeza foram colocados dois
papéis de filtro com aproximadamente 17,5 cm?,
anteriormente pesados em conjunto com frasco de vidro
e tampa em balanga analitica digital (Modelo OD.
AUY-220 220GX0.0001, Ref. AUY-220, Shimadzu®).
Foram entdo cobertos com plastico e atadura de crepe.
A Figura 3 ilustra o posicionamento do papel filtro.

Apods o tempo pré-estabelecido para a coleta, os
papéis filtro foram retirados com uma pinga e colocados
novamente no frasco de vidro com tampa, pesado
novamente e entdo calculado o peso de suor.

™

Figura 3 — Fotografia da fixacdo do papel filtro e filme
plastico no local do estimulo para absorgé@o do suor.

Anadlise estatistica - Foi utilizada ANOVA Fatorial
a x b com trés repeti¢des, sendo no experimento 1 os
fatores: corrente x frequéncia. No experimento 2, foram
considerados os fatores: tempo de estimulagdo x coleta e
frequéncia. Foi considerado nivel de significancia de
0,05.

Resultados

Experimento 1 — A Figura 4 mostra a média dos
pesos de suor de trés voluntarios para cada combinagéo:
0,5mA, 0,75mA, 1,0mA, 1,5mA em combinac¢do com
CCC, 200Hz, 1000Hz e 5000Hz. Como cada barra
representa a média do peso de suor de 3 voluntarios,
tem-se 4 grupos (0, 200, 1000, 5000 Hz) associados a
cada corrente, totalizando 48 medi¢des no brago direito
dos voluntarios.

Os resultados dos testes ANOVA a x b com trés
repeticdes mostraram que houve diferenca do peso do
suor com a frequéncia de estimulo (p=0,0168) e com a
corrente utilizada para a obtengdo de suor (p=0,0123).
Para corrente de 1mA o maior peso foi obtido com
frequéncia de 1000 Hz. Ndo houve interagdo da
frequéncia e corrente no peso do suor (p=0,75).

Experimento 2 - A Figura 5 mostra a média dos
pesos de suor de trés voluntarios para os tempos de
estimulagio x coleta de 10x30; 10x15; 5x30;
5x15minutos, em combina¢do com CCC, 200Hz,
1000Hz e 50000Hz.
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Figura 4 — Grafico do peso médio de suor dos
voluntarios submetidos ao TSC em fungdo das
combinagoes de corrente e frequéncia.

A comparagdo entre os tratamentos (tempos para
estimulagdo x tempos para coleta) mostrou diferencas
entre os grupos (p=0,0023) e a comparagdo entre os
blocos (frequéncias) ndo mostraram diferengas
(p=0,725) e nao houve interacdo entre o tempo de
estimulacdo x coleta com a frequéncia (p=0,59). A
influéncia nos tempos de estimulagdo x coleta foi a
responsavel pelo aumento do peso do suor e a
frequéncia ndo teve influéncia observavel. A
comparagdo do peso do suor dos voluntarios agrupados
com os tempos de estimulagdo x coleta, independente da
frequéncia, mostrou que o peso de suor foi maior com o
grupo com tempo de estimulagdo de 10 min e coleta de
30 min (p < 0,05), comparado com os demais tempos.
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Figura 5 — Grafico do peso médio de suor dos
voluntarios submetidos ao TSC em fungdo das
combinagdes de Tempo de estimulacdo x Tempo de
coleta e frequéncias.

Discussao

O TSC ¢ o padrao ouro para o diagnodstico da FC
[8,9]. O Brasil ndo possui diretrizes proprias para
realizacdo do TSC e muitos centros e laboratorios
nacionais ndo seguem os guidelines internacionais. Os
centros brasileiros possuem equipamentos de indugdo
de suor que sdo, na maioria, fabricados pelos centros
universitarios de referéncia em FC como equipamentos
para pesquisa e ndo possuem autorizagdo da agéncia
nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) [6,7].
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Estudos internacionais relatam dificuldades na
realizacdo do TSC, principalmente devido a falta de
padronizagdo do mesmo em diferentes centros de
referéncia e laboratorios de diagndstico para a FC
[10,11].

O uso da CCC pode resultar em polarizagdo
permanente da pele durante a estimulag@o, devido ao
efeito capacitivo do conjunto eletrodo-gaze-pele, e
reduzir a eficiéncia da administracdo iontoforética,
proporcional ao tempo de aplicagdo da corrente, pelo
aumento da impedancia do conjunto. A acumulagdo
desta corrente polarizada pode ser minimizada pela
utilizagdo da CCP [12].

Durante a fase sem estimulo, a pele fica polarizada e
depois retorna ao estado inicial apos estimulagdo. No
entanto, Bagniefski e Burnett mostraram que maior
despolariza¢do da pele pode diminuir a eficiéncia do
transporte de drogas se a frequéncia de CCP for alta
[13].

No presente estudo, a frequéncia de 1000 Hz
associada a corrente de 1mA e a CCC associada a 1,5
mA resultaram no maior peso de suor comparado com
as demais. Quando comparamos as médias dos pesos de
suor considerando todas as correntes dentro das
frequéncias, os resultados mostram maior peso de suor
na frequéncia de 1000 Hz, mas sem significincia
estatistica (p > 0,05). E importante ressaltar que o uso
de correntes mais baixas diminui a possibilidade de
queimaduras e possivel desconforto durante a
iontoforese, principalmente quando aplicada em recém
nascidos que possuem a pele mais sensivel. O uso da
CCP em nosso estudo foi feito com onda triangular e a
quantidade de carga entregue foi bem menor quando
comparada com CCC. Isso indica melhor eficiéncia de
entrega da pilocarpina com CCP para indugdo do suor
para a realizagdo do TSC.

Outro ponto a ser considerado foi a grande dispersao
dos valores medidos de peso de suor entre os
voluntarios dentro das mesmas condi¢des de teste com
coeficientes de variagdo de 45,7; 45,4; 53,3 ¢ 36,2%
para CCC; 200; 1000 ¢ 5000Hz respectivamente. E
entendimento dos autores que a frequéncia aplicada
pode ter influéncia diferente em cada voluntario
dependente do estado atual da pele, tais como:
hidratagdo, umidade relativa do ar e fixacdo dos
eletrodos. Testes com maior nimero de voluntarios
deveriam ser realizados para entender melhor essas
relagdes.

O transporte de drogas por iontoforese depende,
entre outras variaveis, da duragdo da corrente aplicada.
Os consensos recentes sobre o TSC sugerem que o
tempo de 5 min de estimulag@o seria o ideal para a
estimulacdo da sudorese [14]. No nosso estudo, o tempo
de estimulacdo de 10min para a indugdo de suor acima
de 75mg foi melhor do que quando o individuo foi
estimulado por apenas cinco minutos. Esse resultado
estd de acordo com o primeiro estudo da indugdo de
suor por iontoforese realizado por Gibson & Cooke [4].

Conclusao
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A realizacdo do TSC com CCP resultou em maior
peso de suor utilizando frequéncias de 1000 Hz ¢ CCC
(p=0,0123) e com correntes de 1,0 ¢ 1,5 mA. O tempo
para estimulacdo de 10 minutos associado ao tempo de
coleta de 30 minutos resultou no maior peso de suor. Os
autores recomendam que o TSC seja aplicado com
corrente de 1 mA e frequéncia de 1000Hz com tempo de
estimulacdo de 10 minutos e tempo de coleta de suor de
30 minutos.
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