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RESUMO

A Fibrose Cistica (FC) € uma doenca hereditaria autossémica, recessiva e letal que
apresenta certas dificuldades na realizagdo do diagnostico precoce e preciso. Devido ao
comprometimento patolégico essa doenca assume grande importancia e o diagndstico
precoce € decisivo para um melhor prognéstico. Este estudo teve por objetivo determinar a
composicdo inorganica e analise protedmica da saliva total de individuos com FC e
identificar biomarcadores para uso no diagnéstico da doencga.

Foram coletadas amostras de saliva de habitantes da regido Centro Oeste do
Brasil: 12 individuos homozigotos para a mutacdo ?# 508 (4 mulheres, 8 homens), 12
heterozigoto para ?¥ 508 (5 mulheres, 7 homens), 13 individuos com FC com muta¢6es nédo
identificadas (6 mulheres, 7 homens), 8 individuos com diagndstico duvidosos para FC ( 5
mulheres, 3 homens) e 43 individuos saudaveis (23 mulheres e 20 homens). Individuos com
davida no diagnoéstico para FC ou que ndo cumpriram 0S requisitos para compor o grupo
controle foram excluidos das analises. Os teores dos elementos traco Al, As, B, Ba, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn na saliva foram
avaliados por espectrometria de massa com plasma de argdnio acoplado indutivamente
(ICP-MS), espectrometria de emissdo 6ptica com plasma de arg6nio acoplado indutivamente
(ICP-OES) e espectrometria de absorcdo atdmica (AAS). O perfil protéico foi estudado por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE),
por eletroforese bidimensional (2-DE) e andlise de bases peptidicas por espectrometria de
massa (MS/MS).

Os elementos Na e K apresentaram, em média, teores mais elevados, enquanto, V,
Cr e Se menos elevado quando comparados a individuos saudaveis, o elemento As foi
detectado apenas no grupo de individuos saudaveis (p<0,05). Nas andlises por eletroforese,
o0 grupo com FC apresentou uma banda nitida de massa molecular de 38 kDa, néo
visualizada nos individuos sem a doenca. A espectrometria de massa identificou a uma
imunoglobulina (IgA), a qual esta visivelmente expressa nos individuos com FC.

Existe diferenca significante entre a saliva de individuos com FC e as de individuos
saudaveis. Foi também identificado diferencas no perfil protéico. Com os resultados deste
trabalho podemos inferir que a saliva total estimulada é uma fonte potencial para estudos
gue possam corroborar no desenvolvimento de um método de diagnostico precoce e preciso
da FC.

PALAVRAS-CHAVE: Fibrose Cistica; saliva; ions salivares; biomarcadores; proteinas.
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Abstract

Cystic Fibrosis (CF) is an autossomic recessive lethal inherited disease that
presents certain difficulties for an early and accurate diagnosis. Due to its pathological
character this disease assumes great importance and early diagnosis is of paramount
importance for a good prognostic. The objective of this study was to determine the inorganic
composition and the proteomic analysis of stimulated whole saliva obtained from CF and
identify biomarkers for CF diagnosis.

Samples were collected from individuals living in the Brazilian West Central Region:
12 homozygous for mutation ?¢ 508 (4 females; 8 males); 12 heterogeneous for mutation ?¢
508 (4 females; 8 males); 13 with unidentified CF mutations (6 females; 7 males); 8 with
doubtful CF diagnosis (5 females; 3 males); and 43 healthy individuals (23 females; 20
males) for the control group. Samples from individuals with doubtful diagnosis as well as
from those that did not fulfill the basic requirements to compose the control group were
discarded. Concentration of trace elements Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg,
Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn were evaluated using mass spectrometer with
inductively coupled argonium plasma (ICP-MS), optical emission spectrometer with
inductively coupled argonium plasma (ICP-OES), and atomic absorption spectrometer (AAS).
Protein profile was accessed by polyacrylamide gel electrophoresis 15% in presence of
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE), by bidimensional electrophoresis (2D), and analysis
of the peptide bases by mass spectrometry (MS)

In every analyses, results obtained for CF individuals were compared to those for
healthy subjects. Average concentration values for Na and K were higher in CF patients as
compared to healthy individuals. In contrast, V, Cr, and Se, were lower. Element As was
detected only in the healthy group (p<0,05). In the SDS-PAGE analysis CF patients
presented a distinct band with molecular mass between 30 and 45 kDa not visualized in the
healthy subjects. By 2D electrophoresis associated with mass spectrometry it was possible
to identify a heavy chain immunoglobulin (C region) of Iga¥XIgA) clearly visible in CF patients.

There were significant differences between saliva from healthy and CF individuals
as well as in their protein profile. Results obtained in the present study indicate that
stimulated whole saliva is a potential source for studies that may corroborate the

development of an early and accurate screening method.

Key words: Cystic Fibrosis; saliva; salivary ions; biomarkers; proteins.
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) torna-se relativamente freqiiente se somarmos a
incidéncia das quase 1600 mutacdes, acometendo individuos homozigotos,
heterozigotos e portadores de mutagbes no gene cystic fibrosis transmembrane
regulator (CFTR). E mais comum em caucasianos e sem historia de FC na familia a
chance de ser portador da doenca é de 1 em 25 (Heller, 2005). Estudos clinicos e
moleculares se combinam com a finalidade de atingir uma melhor compreenséao da
fisiopatologia e da bioquimica da FC com vistas ao desenvolvimento de um
tratamento que recupere a expressao correta do gene ou que regule o sistema de
transporte de ions. Terapia genética ainda ndo esta disponivel, sendo comumente
indicado o tratamento pré-sintomatico, para minimizar infeccbes pulmonares e
controlar deficiéncias enzimaticas (Cabello, 2008). O diagnéstico precoce tem sido
determinante na eficacia do tratamento, contribuindo para melhorar a qualidade de
vida e a sobrevida do paciente. E importante que os clinicos estejam preparados
para o diagnostico que envolve além dos testes disponiveis, um bom conhecimento
dos sinais, sintomas clinicos e histéria familiar pregressa. Isso tem motivado a busca
de alternativas viaveis e simples para o diagndéstico precoce.

A CFTR é essencial para o transporte de ions através da membrana
celular, estando envolvida na regulacdo de fluxo de Cl, Na e agua (Ribeiro et al,
2002).

Este trabalho baseia-se no pressuposto de que portadores de FC
possuem alteragdo na composicdo salivar devido a alteracdo no transporte de Cl e
Na. Pouco se sabe sobre a composicdo salivar e correlacdes com a bioquimica e o
diagnostico da doenca. Esse conhecimento pode ser usado para melhor elucidacao
da FC.

Fibrose Cistica

A FC, ou mucoviscidose, é uma doenga autossémica recessiva, letal, com
frequéncia estimada variando entre 1/2000 e 1/3000 nascimentos de caucasianos
em varios paises (Heller, 2005; Davies, 2006) e menos freqlente entre negros e
asiaticos (ABRAM, 2008). E causada por mutacdes no gene CFTR, identificado e
clonado em 1989, esté situado no cromossomo 7g31.2 (Mishra et al, 2006) e codifica

uma glicoproteina transmenbrana, que atua no transporte eletrolitico na membrana
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apical de células epiteliais, funcionando como um canal de cloreto dependente da
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (Sermert-Gaudelus et al, 2006). Uma delecao
de trés pares de bases, resultando na auséncia do aminoéacido fenilalanina na
posicdo 508 da proteina, mutacdo comumente designada DF508, esta presente em
cerca de 70% dos individuos com FC (Davies, 2006). Atualmente na Cystic Fibrosis
Mutation Database Statistics (CFMDB Statistics), apenas o estudo de Raskim et al
(1993), aborda estatisticamente a ocorréncia na populacdo brasileira das 24
mutacdes mais comuns na FC, onde a mutagédo ?# 508 foi encontrada em 47% dos
casos.

A seguir € apresentada parte de uma descricdo histérica dos maiores
achados na pesquisa da FC, como descrita por RIBEIRO et al (2002).

Séc. XVIII Folclore Europeu: Criangas com suor salgado morriam
precocemente

1938: Dorothy Andersen descreveu as caracteristicas clinicas,
anatomopatolégicas e epidemiolédgicas da FC

1955: Foi criada, nos EUA, a Cystic Fibrosis Foundation.

1959: Padronizagéo do teste do suor por Gibson & Cooke, padréo
aureo para o diagndstico da FC até hoje

1979: Crossley demonstrou o aumento, no sangue, da tripsina
imunorreativa

1985: O gene responsavel pela FC foi localizado

1989: O gene foi clonado e sequenciado

Homens e mulheres caucasianos sem histéria de FC na familia teriam 1
chance em 25 de serem portadores. Se ambos o0s pais sdo portadores, o
aconselhamento genético deve mostrar que em cada gravidez existe 1 chance em 4
de nascer um filho com FC e 50% de chance de nascer um portador (Heller, 2005).

O resultado das mutacdes no gene CFTR é o transporte defeituoso de
cloreto nas células. A reducdo ou eliminacdo da excrecdo de cloreto através do
canal CFTR, provoca maior fluxo de ion sodio para preservar o equilibrio

eletroquimico e, consequéntemente de agua, por acdo osmoética. Isso produz
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secrecOes desidratadas e viscosas, associadas com obstrucao, destruicao e fibrose
de varios ductos exdécrinos (Ribeiro et al, 2002; Mishra et al, 2005).

Mishra et al (2005), relatam que mutacdes diferentes causam diferentes
defeitos na producdo e funcdo da proteina e baseados em extensa revisdo de
literatura, descreveram a classificacdo das mutagdes em 6 classes:

Classe | — defeito na sintese de proteina: Mutagdes nesta classe
incluem os fenétipos de FC mais graves resultando em nenhuma proteina
sintetizada.

Classe Il — defeito no processamento da proteina: Estas
mutacdes resultam em uma proteina CFTR que néo trafega para a
localizacao celular correta devido ao mau dobramento da proteina.

Classe Il — mutacdo de regulamento defeituoso: Neste caso a
proteina é produzida, trafega até a membrana da célula, mas néo responde a
estimulacéo da AMPc.

Classe IV — conducao defeituosa: O gene CFTR codifica uma
proteina que trafega corretamente até a membrana da célula e responde a
estimulos mas gera uma corrente de cloreto reduzida

Classe V — quantidade reduzida: Estas mutagdes produzem uma
guantia reduzida e baixo nivel de proteina funcional que é translocada para a
membrana da célula.

Classe VI — estabilidade reduzida da proteina: Esta classe de
mutacgao foi introduzida recentemente e nela inclui mutagdes que causam o

comprometimento da proteina CFTR.

As mutagdes do gene CFTR s&o consideradas severas ou brandas.
Dependendo da maneira como a proteina funcional é afetada o transporte de cloreto
ndo ocorre ou fica diminuido. Geralmente, mutacdes severas resultam na falha da
sintese protéica ou no bloqueio do processo, e muta¢cdes brandas causam alteracéo
na condutancia ou a sintese reduzida da proteina. As variacdes do gene CFTR
podem ser divididas em classes de acordo com a implicacéo fisiologica (Figura 1)
(Mishra et al, 2005; Kerem & Kerem; 1996).
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Nao Bloqueio no Bloqueio na Condutancia Sintese
Sintetiza Processo Regulagéo Alterada reduzida

Adaptado de: Roche®, S&o Paulo, 2003.

Figura 1 — Classifica¢des das mutacdes no gene CFTR

A Tabela 1 mostra as mutacdes encontradas com maior frequéncia dentro
de cada classe. De acordo com a literatura, outras mutagbes representam menos
gue 1% dos casos (Mishra et al, 2005; Mateu et al, 2002; Mesquita, 2001).

Tabela 1 — Mutacdes encontradas nas diferentes classes

Classe | G542X

Classe Il ?B 508, N1303K
Classe llI G551D, S1255P
Classe IV R117H, R334W, R347P
Classe V A455

A FC afeta as células epiteliais de varios 6rgdos e suas manifestacdes
clinicas incluem: doenga pulmonar obstrutiva crénica em quase todos os individuos
afetados; insuficiéncia pancreatica em 80% dos casos; ileo meconial em 17% dos
recém-nascidos; diabetes mellitus associada a doenca pancreética em 20% dos
adultos; doenca obstrutiva do trato biliar em 15% a 20% dos individuos; e
azoospermia em mais de 90% dos homens afetados (Ribeiro et al, 2002; Davis & di
Sant'Agnese, 1984; Sdlis et al, 2007)

Os sintomas respiratérios surgem no primeiro ano de vida. Um muco
espesso anula a funcgao ciliar do epitélio brénquico e, pela obstrucéo das vias aéreas
inferiores, criam-se condi¢Bes propicias as infec¢des. Os individuos com FC séo
propensos a desenvolver colonizagBes no trato respiratorio pelos microorganismos

Staphilococus aureus e Haemophilus influenzae nos estagios iniciais da doenca e,

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

posteriormente, por Pseudomonas aeruginosa (Davies, 2006; Cannon et al, 2003).
Alguns individuos tém sido colonizados por Escherichia coli e Burkholderia cepacia,
sendo a infeccéo por este Ultimo, devido a sua resisténcia & maioria dos antibioticos
conhecidos, o pior fator do progndstico desses individuos (Davies, 2006).

As complicagBes gastrointestinais da FC incluem varias anormalidades
digestivas e deficiéncias nutricionais, incluindo insuficiéncia pancredtica, ileo
meconial, sindrome de obstrucdo intestinal distal, doenca hepatica, dificuldade de
manutencdo da massa 0ssea, osteoporose precoce e diabetes mellitus, sendo o
baixo peso corporal e a perda de massa 6ssea considerados 0s maiores problemas
de adultos com FC (Mishra et al, 2005).

O ileo meconial, um acumulo de muco viscoso que pode ser encontrado
no intestino delgado de bebés, pode causar obstrucdo do intestino delgado e ser a
mais precoce manifestagdo da FC (Bonucci & Neto, 2003; Schosield & Cotran,
1996).

As glandulas salivares estdao frequentemente envolvidas com alteragdes
histologicas, dilatacdo progressiva dos ductos, metaplasia escamosa do epitélio de
revestimento e atrofia glandular seguida de fibrose (Schosield & Cotran, 1996).

Nos quarenta anos apés as primeiras descricdes da FC, ocorreram
mudancas acentuadas no seu prognostico. A média de vida dos individuos afetados
aumentou para dez vezes mais e a qualidade de vida melhorou imensamente. Esse
aumento na sobrevida tem sido atribuido a varios fatores, incluindo diagndstico
precoce, aperfeicoamento na conduta nos casos de ileo meconial, melhor
administracdo de dietas e complementacdo com enzimas pancreaticas, fisioterapia
freqlente, desenvolvimento de potentes antibiGticos e centros especializados de
tratamento com abordagem multidisciplinar (Merelle et al, 2001).

Diagndstico
Segundo Ribeiro et al (2002), por ordem de especificidade, o diagndstico
de FC deveria ser realizado: (1) pelo achado de duas mutacdes no gene FC, ou (2)
por dois testes do suor alterados, ou (3) pela presenca de pelo menos uma das
seguintes manifestacdes clinicas: doenca pulmonar obstrutiva / supurativa ou sinusal
cronica; insuficiéncia pancreética exdcrina crbnica; historia familiar de FC. Como

métodos de triagem o0s autores citam: a triagem neonatal pelo método da tripsina
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imunorreativa (IRT), ou a medida da diferenca de potencial na mucosa nasal,

método pouco difundido na rotina diagnostica.

Andlise genotipica (DNA)

A descoberta do gene da FC, na década de 80, trouxe melhor
entendimento sobre a doencga e proporcionou um novo método de diagnostico. A
analise da mutacdo genética é usada para: identificar o portador; para o diagndéstico
pré-natal e gravidez de risco; e para programas de triagem neonatal (Mesquita,
2001).

Teste do suor

Gibson & Cooke (1959) apud Mishra et al (2005) desenvolveram o Teste
do Suor que se tornou o padrdao aureo para o diagnéstico da FC, com elevada
sensibilidade e especificidade (Ribeiro et al, 2002; Mishra et al, 2005; CFF, 2006). O
suor localizado é estimulado por iontoforese por pilocarpina. Uma corrente elétrica é
aplicada sobre uma éarea selecionada na pele, por ndo mais que 5 minutos. A coleta
pode ser feita usando gaze, filtro de papel ou um dispositivo coletor Wescor
Macroduct®. Deve ser coletado em, no maximo, 30 minutos e em ndo menos que 20
minutos. Para assegurar maior precisdo é requerida uma taxa de secrecao de, no
minimo, 1g/m?min. Volumes insuficientes de suor ndo devem ser misturados e,
nesse caso, um novo teste deve ser feito, selecionando uma nova &rea para coleta
do material. Para as analises de sodio e cloreto, respectivamente, os métodos
colorimétrico (espectrofometria) e espectrometria de absor¢cdo atbmica sao
considerados aceitaveis (CFF, 2006).

O resultado é positivo quando a concentracdo de cloro é maior que 60
mmol/L. Os niveis considerados normais vao até 40 mmol/L. Adolescentes e adultos
jovens podem ter valores mais elevados e, por isso, resultados entre 45 e 60 mmol/L
sdo considerados duvidosos, devendo ser repetidos. Pela gravidade da doenca e
pelo seu prognéstico, o diagndstico de FC somente poderé ser confirmado com dois
testes positivos, realizados em momentos diferentes. Nao existe correlagéo entre a
concentracdo de ions no suor e a gravidade da doenca (Ribeiro et al, 2002; CFF,
2006; Coakley et al, 2006).

Esse teste é seguro em aproximadamente 98% dos individuos com FC.
Contudo, sua aplicacdo em bebés é mais dificil devido a coleta insuficiente de suor e
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a elevada concentracdo de eletrélitos nas primeiras 24 horas de vida (Mishra et al,
2005). Por esse motivo, o teste do suor ndo é realizado em bebés com menos de
duas semanas de idade ou pesando menos que 3 kg (Coakley et al, 2006).

Tripsinogénio imunorreativo (IRT)

A triagem neonatal para FC emprega a medida do tripsinogénio
imunorreativo (IRT) (Southern & Littlewood, 2003; Southern, 2004). Entretanto, esse
teste tem sido assunto de discussao, principalmente por causa de resultados
controversos e das taxas observadas de falsos positivos (0,5%) e falsos negativos
(até 20%) (Cabello, 2003). Apresenta, também, a desvantagem de ser um teste
restrito aos dois primeiros meses de vida, devido a diminuicdo natural da
concentracdo de tripsinogénio apds o nascimento. Outro problema relacionado a
resultados falso-negativos no IRT é que, provavelmente, os individuos com FC nao
detectados, ndo serdo submetidos a outros testes, como, por exemplo, o de DNA
(Mishra et al, 2005; Cabello, 2003, Santos et al, 2005). O IRT neonatal para FC
consiste na coleta de uma gota de sangue sobre um filtro de papel nos primeiros

dias ap6s o nascimento e imunoandlise de tripsinogénio.

Diferenca do potencial nasal (NPD)

A alteracdo no transporte de ions do epitélio respiratorio de individuos com
FC tem sido estudada in vivo pela medida da diferenca do potencial na mucosa
nasal. Segundo Davies (2006) a NPD pode ser util para confirmar o diagnéstico
naqueles individuos que apresentam o resultado do teste do suor duvidoso ou
normal, porém com alto indice de suspeita. O NPD é um teste da fung¢do da CFTR
significantemente mais complexo que o teste do suor (Mishra et al, 2005). Nesse
teste é medido a milivoltagem gerada pelo movimento de ions através do epitélio. E
convencionalmente mensurado no nariz, como um auxilio para o diagnéstico e no
contexto de exames clinicos (Davies, 2006). Embora apresente resultados precisos
em adultos, € necessario gerar e validar dados mensurados em bebés e criancas de
tenra idade com FC em comparag¢do com criangas sadias antes de implementa-lo

como uma ferramenta para uso em casos duvidosos(Sermet-Gaudelus et al, 2006).
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Saliva

A saliva é um liquido balanceado composto em mais de 99% de agua e
menos de 1% de sdlidos, principalmente proteinas e eletrdlitos. Cerca de 0,5 a 1,0
litro de saliva é secretado por dia pelas glandulas salivares, sendo que 85% a 90%
dessa secrecdo tem origem nas glandulas salivares maiores e o0 restante,
aproximadamente 10%, nas glandulas salivares menores. Esse fluido contribui para
varias fungbes bucais, dentre elas, capacidade tampdo, acdo antibacteriana,
mastigacgéo, degluticdo, fala, e lubrificacdo do epitélio (Fejerskov & Kidd, 2005).

As glandulas salivares sdo de natureza exdcrina e localizam-se préximas a
cavidade bucal, com trés pares de glandulas maiores (submandibulares, parétidas e
sublinguais) e vérias glandulas menores, distribuidas pela mucosa bucal. A secrecao
salivar é controlada pelo sistema nervoso autbnomo, embora varios horménios
possam também modular sua composi¢do (Scully, 2003; Thylstrup & Fejerskov,
2001).

A unidade funcional de uma glandula salivar € o acino, representando, em
geral, 80% de sua massa. E composto por um aglomerado de células piramidais que
secretam sua producdo liquida para o interior de um ducto. As glandulas parétidas e
submandibulares possuem um sistema de ductos bem desenvolvidos e ramificados.
Em outras glandulas, alguns ductos apresentam-se esparsamente distribuidos ou
até mesmo ausentes (Ross, 1993).

Cada glandula maior secreta um produto diferente: a parétida produz
secrecao puramente serosa, responsavel por 25% do total da saliva em repouso; a
submandibular, uma mistura serosa e mucosa, representando 60% da saliva; e a
sublingual uma secrecéo quase puramente mucosa, cerca de 5% da saliva (Ross,
1993; Thylstrup 1988).

Espalhadas pela cavidade bucal as glandulas menores séo classificadas
como serosas, mucosas e mistas. As glandulas bucais e labiais tém secrecao mista;
as palatinas tém secre¢cdo mucosa; e as linguais tém secrecdo mista, serosa e
mucosa, conforme localizagdo na lingua (Avery, 2001).

A saliva é formada em dois estagios: a secrecdo primaria ocorre no acino
e sofre modificacOes posteriores, a medida que passa pelo ducto (Edgar, 1992;
Maringini et al, 1991). A que est& presente na boca é referida como “saliva total” e,
além dos componentes organicos e inorganicos, apresenta células epiteliais

descamadas e bactérias (Edgar, 1992).
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Dois componentes sdo secretados por mecanismos independentes, um
componente fluido que inclui ions, produzido principalmente por estimulo
parassimpatico e um componente protéico liberado, principalmente, em resposta a
um estimulo simpético (Scully, 2003).

A taxa de secrecdo salivar na boca é determinada pela taxa de formacéo
de saliva primaria nas células acinares. Sabe-se que fatores fisiol6gicos influenciam
a composicdo e o fluxo salivar e que a composicao final da saliva depende
fortemente do fluxo (Fejerskov & Kidd, 2005; Thylstrup & Fejerskov, 2001; Edgar,
1992).

Composicao salivar e alteracOes sistémicas

A saliva tem ganhado destaque em analises clinicas, por conter um
grande namero de elementos, ser um fluido corporal de facil acesso e procedimento
de coleta ndo invasivo (Agha-Hosseini et al, 2005; Lac, 2001). Estudos tém sido
publicados sobre a relacéo de doencas sistémicas e composicéo salivar (Oliveira et
al, 2000, Pedersen et al, 2005; Schramm et al, 1999; Thieme et al, 1992) mas, a
maioria dos estudos com saliva sdo, ainda, relacionados a saude bucal (Kinirons,
1983; Lawrence, 2002; Martins-Gomes et al, 2001).

Segundo Fejerskov & Kidd (2005), algumas doencas sistémicas
associadas a medicacdo causam notavel declinio na secre¢do salivar, como, por
exemplo, a Sindrome de Sjogren, Diabetes Mellitos (tipo I) e a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). E segundo Pedersen et al (2006) e Siqueira et al
(2004) ocorrem alteragbes na composicdo salivar nas Sindromes de Sjogren e
Down, respectivamente. O uso da saliva, também, tem sido aplicado como
alternativa ao sangue para o teste rapido da SIDA (Pinto et al, 2005) e para
diagndstico precoce da leptospirose humana (Silva, 1998)

Composicéo Inorgéanica

Os mecanismos envolvidos na secrecdo eletrolitica sdo de origem
complexa devido a diversidade de eventos envolvidos. A elucidacdo desses
mecanismos iniciou-se em 1954, com a teoria da formacdo da saliva em dois
estagios. Posteriormente, em 1958, o transporte do ion cloreto foi designado como o
principal evento na secrecdo salivar (Maringoni et al, 1991). Os principais
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componentes inorganicos da saliva estdo resumidos no Quadrol (Fegerskov & Kidd,
2005; Edgar 1992).
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Componente Comentarios
fon Hidrogénio H* Influencia na maioria das reagdes quimicas que ocorrem na cavidade oral
Célcio ca™ Importante para eventos que ocorrem no desafio cariogénico
Magnésio Mg** Ativador de certas enzimas
Sadio Na' Contribuinte para osmolaridade da saliva
Potassio K" Contribuinte para osmolaridade da saliva
Cloreto Ccr Contribuinte para osmolaridade da saliva
Fluoreto F Importante ag&o anticariogénica
Complexos Fluoreto de CaF? Lento liberador de flor
ibnicos do célcio
flaor - S
Fluoreto de MgF Este composto atua em fungdes enzimaticas
Magnésio
Fluoreto de NaF Reatividade com esmalte dental
sédio
Fosfato Acido fosférico HsPO, A soma constitui o total de fosfato medido em laboratério
inorganico . . ~ I - =
lon fosfato H,PO,  Fungé&o na contribui¢cdo para o produto de solubilidade com relagéo ao fosfato
primario de célcio
fon fosfato HPO,? Importante nutriente para microbiota oral, essencial para varias vias
secundario metabolicas
fon fosfato PO,®
terciario
Acido H4P20;  Potente inibidor da precipitagédo do fosfato de calcio e influencia na formagé&o
pirofosforico de célculo
Tiocionato SCN’ E transformado em hipotiocianito (OSCN-), uma potente substancia
antibacteriana
Bicarbonato HCO3;  Contribuinte para osmolaridade da saliva
Sistema acido CO, + H0?¢H,CO5?4HCO® + H* Resisténcia contra alteragdes do Ph — capacidade tampao
carbdnico/bicarbonato
Sistema ortofosfato HPO,? + H"2aH,PO,
inorganico

Quadro 1 — Principais componentes inorganicos da saliva.
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Composicao organica

Células serosas, mucosas ou uma combinacdo denominada meia-lua
serosa constituem ambos o0s grupos de glandulas salivares. As células serosas séo
ricas em proteina e pobres em carboidrato, produzindo uma secrecdo de
consisténcia aquosa (fina). As células mucosas sédo pobres em proteina e ricas em
carboidratos, e liberam um produto viscoso chamado mucina (Ross, 1993). A
diferenca entre a glicoproteina serosa e mucosa esta na quantidade de carboidrato
associado a proteina (Fejerskov e Kidd, 2005)

Na composi¢cdo organica da saliva estdo presentes proteinas, enzimas,
imunoglobulinas, glicoproteinas, glicose e outros, (Quadro 2) (Fejerskov e Kidd,
2005, Maringoni et al, 1991; Martins-Gomes et al, 2001).
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Componente Comentarios
asamilase Funcé&o de metabolizar o amido em maltose

Lisozima Efeito antimicrobiano direto na parede da célula, provocando autélise,

exerce fungdes antimicrobianas antes da erupgéo dentéria
Lactoferrina Fungé&o antimicrobiana

Aglutininas Capacidade de interagir com bactérias nao aderidas e formar
agregados, o que facilita a remo¢ao de microorganismos da cavidade

bucal

Glicoproteinas Quase todas as proteinas salivares sao glicoproteinas, ou seja, contém

quantidades variaveis de carboidratos ligados ao seu nucleo protéico

Mucinas MG1 Alto peso molecular Efetivas na lubrificagdo e manutencéo da superficie da mucosa Umida
MG2  Baixo peso molecular  Pode mediar a adesdo de bactérias especificas a superficie dos dentes

Ajudam proteger a mucosa de infec¢des

3a- microglobulina Capacidade de aglutinar efetivamente muitas cepas de estreptococos

orais, incluindo os S. Mutans
Fibronectina Aglutina estreptococos bucais

Cistatinas Inibicéo de determinadas proteases bacterianas e proteases originadas

da lise de leucécitos. Atua como antivirética
Estaterinas Papel especial na homeostase do célcio bucal

Promove adeséo dos Actinomyces vicosus as superficies dentérias

Proteina rica em Podem inibir a precipitacao espontanea de sais de célcio
prolina
Sistema peroxidase Peroxidase Atividade antimicrobiana e protecdo das proteinas e células do

) ) hospedeiro contra a toxidade do peréxido de hidrogénio
Mieloperoxidase

Imunoglobulinas IgA secretora Principal imunoglobulina encontrada na saliva. Protege o organismo de

invasdao viral ou bacteriana através das mucosas

Inibicéo de adesé&o

1gG Aumento da fagocitose
IgM Aumento da fagocitose
Uréia Causa uma rapida elevacdo no pH do biofilme dental e representa o

produto final do catabolismo humano das proteinas

Citrato CsHsO7> Aumenta ap6s exposi¢céo da cavidade bucal ao &cido citrico (ex: frutas

citricas). Pode agir como quelante e ligar-se fortemente ao calcio
Lipidios A maioria esta associada a proteinas

Carboidratos Tragos de carboidratos na saliva

Quadro 2 — Principais componentes organicos da saliva.
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Hipoteses

— Sendo, a Fibrose Cistica, uma doenca de reconhecido efeito em
diversas glandulas de tecido epitelial do organismo humano, também podera afetar
as glandulas salivares e a composi¢cao da sua secrecao.

— O conhecimento da composi¢éo salivar e suas correlagdbes com o
diagnéstico da Fibrose Cistica podera ser usado para melhor elucidacédo da doenca,

tanto como método de triagem como de diagndstico.

Objetivos

Objetivo geral

Estudar a saliva de individuos com diagndstico de Fibrose Cistica, com
vistas a identificacdo de marcadores que possam contribuir para triagem ou
diagndstico precoce e preciso da patologia.

Objetivos especificos

Para consecucao do objetivo geral proposto, foi feito o estudo comparativo
da saliva entre individuos com FC e individuos saudaveis, com o0 objeivo de
determinar o seguinte:

— A composicao inorganica da saliva;

— As proteinas salivares, em gel de eletroforese SDS-PAGE;

— As proteinas salivares, por meio de eletroforese bidimensional (2-DE)

— Sequéncia de peptideos e identificacdo de proteinas salivares por

espectrometria de massa (EM);
— A existéncia e identificacdo de biomarcadores para uso no diagnostico

da patologia.
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Resumo

Objetivo: A Fibrose Cistica (FC) € uma doenca hereditaria de alta incidéncia. Devido
ao comprometimento patolégico iniciado em tenra idade e ao alto indice de mortalidade, o
diagnostico precoce é decisivo para um bom prognostico. Este estudo teve por objetivo
comparar a composicdo inorganica da saliva de individuos com FC e individuos saudaveis.
Material e Métodos: 35 individuos com FC e 39 individuos saudaveis participaram desse
estudo. A distribuicdo de Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn na saliva total estimulada foi avaliada por espectrometria de massa
com plasma de argbnio acoplado indutivamente (ICP-MS), espectrometria de emissédo Optica
com plasma de argbnio acoplado indutivamente (ICP-OES) e espectrometria de absorgéo
atdmica (AAS).
Resultados: Na, K, V, Cr, As e Se apresentaram diferencas estatiticas entre grupos,
enquanto, Al, B, Ba, Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr e Zn ndo apresentaram. Na e K
apresentam maiores teores que V, Cr e Se, e 0 As apresentou menor entre os individuos
com FC.
Conclusdes: Os resultados indicam uma diferenga significante na distribuicdo de elementos
traco na saliva de individuos com FC comparados a individuos saudaveis. A saliva total é
uma fonte potencial de informacao sobre a FC e no futuro é possivel que se desenvolva um
teste de diagndstico através da saliva. Mais estudos sdo necessarios para estabelecer

niveis padréo de elementos trago na saliva.

Palavras-chave: Fibrose cistica; saliva; ions; diagnéstico.

Abreviagbes: CF, Cystic Fibrosis; ICP-MS, espectrometria de massa com plasma de
argonio acoplado indutivamente; ICP-OES, espectrometria de emissdo Optica com plasma

de argbnio acoplado indutivamente; AAS espectrometria de absorgéo atémica.
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Abstract

Objective: Cystic Fibrosis (CF) is a high incidence inherited disease. Given its
pathological character in early age and high mortality rate, early diagnosis is decisive for
good prognostic. This study aims to compere inorganic composition of saliva between CF
patients and healthy individuals.
Material and Methods: 35 CF patients and 39 healthy individuals participated in this study.
Distribution of Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si,
Sr, Ti, V, Zn in stimulated whole saliva was evaluated by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS), inductively coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-
OES) and atomic absorption spectrometer (AAS).
Results: Na, K, V, Cr, As, Se present statistical differences between groups while Al, B, Ba,
Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr, and Zn did not. Na and K presented larger contents while
V, Cr, Se, and As appeared in smaller amounts in CF individuals.
Conclusions: Results indicate a significant difference in the distribution of trace elements in
saliva of individuals with CF compared to healthy individuals. Whole saliva is a potential
source of information about CF. Further studies are necessary to establish standard saliva

trace element levels.

Key words: Cystic Fobrosis; saliva; ions; diagnostic.

Abreviations: CF, Cystic Fibrosis; ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectrometry;
ICP-OES, inductively coupled plasma-optical emission spectrometry; AAS, atomic absorption

spectrometer
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Introducéo

A Fibrose Cistica (FC) é a doenca monogénica autossémica recessiva e letal
muito comum em caucasianos'. E causada por mutacdes no gene Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator (CFTR), situado no cromossomo 7q31.2, o qual codifica uma
glicoproteina transmembrana, que atua no transporte eletrolitico na membrana apical de
células epiteliais®. Afeta as células epiteliais de varios 6rgéos, incluindo o trato respiratorio,
pancreas exaocrino, intestino, vaso deferente, sistema hepatobiliar e as glandulas

sudoriparas exocrinas®®*.

As principais manifestacbes da doenca, aparecendo em
diferentes graus de expresséo clinica, caracterizam a triade: concentragfes aumentadas de
eletrélitos no suor; doencga pulmonar obstrutiva crbnica; e insuficiéncia pancreética com ma
digest&o e ma absorcdo secundarias®.

O diagnéstico da FC baseia-se em achados clinicos classicos: manifestacdes
pulmonares e/ou gastrointestinais tipicas; histéria de casos de FC na familia; e
demonstracéo de niveis elevados de fons Sodio e Cloreto no suor’. O diagndstico precoce
mostrou ser decisivo na efetividade do tratamento, contribuindo para melhoria na qualidade
e aumento da expectativa de vida dos individuos®.

A saliva é um fluido corporal facil de ser coletado devido ao acesso e
procedimento ndo invasivo, tanto a proveniente de um unico par de glandulas como a

|89 E abundante, secretada

acumulada na cavidade bucal, conhecida como saliva tota
numa taxa relativamente regular e contém alguns elementos que a tornam de interesse nas
andlises biolégicas®. Os testes salivares tém apresentado correlagbes positivas com os
sanglineos e a saliva tem sido usada em analises clinicas para diagndstico de doengas,
monitoramento de drogas terapéuticas e estudos de doencas das glandulas salivares'®***?,
Este trabalho parte do pressuposto que individuos com FC apresentam alteracao
na composicdo salivar, uma vez que a doenca afeta o transporte de ions através da
membrana celular, envolvendo o fluxo de Cl e Na. Pouco se sabe sobre a composicéo
salivar e suas correlacbes com a FC. Esse conhecimento pode contribuir para o melhor

entendimento da doenca.

Métodos
Local da realizacédo das atividades

O trabalho foi realizado no Laboratério de Espectroscopia Atémica Aplicada do
Hospital da Universidade Catolica de Brasilia (LEAA/HUCB). Todos os individuos, ou seus
responsaveis, leram e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Os
estudos foram aprovados por Comité de Etica em Pesquisa (Protocolo CEP/UCB N°
035/2005).
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Caracteristicas da populacédo

Foi coletada saliva de 45 individuos com FC da Regido Centro Oeste do Brasil,
cadastrados no programa de atendimento multidisciplinar aos portadores de FC do HUCB.
Oito amostras foram descartadas por duvidas no diagnéstico da doenca e 2 por razdes
estatisticas. Para os tratamentos controle foram coletadas 43 amostras de individuos sadios,
da mesma regido, tendo sido descartadas quatro amostras por ndo cumprimento aos
critérios de inclusdo estabelecidos: auséncia de doenca congénita ou sistémica, de
abscesso dental e de qualquer terapia medicamentosa. Ambos 0s grupos continham
meninos e meninas com idade entre 5 e 15 anos, com 0 mesmo padrdo de saude bucal
(auséncia de abcessos, sangramento gengival, cavidades e aparelho ortodéntico) Os grupos
ficaram assim constituidos: grupo (1), 35 individuos portadores de FC, sendo 12
homozigotos para a mutacdo ?F508, 11 heterozigotos para a mutacdo ?F508 e 12

portadores de outras mutacdes; e grupo (2) formado por 39 individuos saudaveis.

Procedimento de amostragem

As amostras de saliva foram coletadas por apenas um pesquisador. Os
individuos foram orientados a realizar a higiene oral duas hora antes da coleta e a nao
ingerir nenhum alimento ou bebida até o procedimento. A saliva total foi coletada pela
manh&, no mesmo horério, para padronizagdo dos ritmos circadianos. Com os individuos
sentados confortavelmente, foi pedido que eles mascassem um pedaco de borracha de
garrote (05 mm x 10 mm), para estimular a producéo da saliva, desprezando-se a producéo
dos primeiros 30 segundos. A saliva foi coletada em recipientes plasticos até o volume de 5
mL, por um tempo maximo de 20 minutos. O total de cada paciente foi dividido em cinco
aliquotas de 1 mL, em tubos eppendorf devidamente identificados, conservadas em gelo e
transportadas ao laboratério, permanecendo em temperatura de -80°C até a realizagcdo dos

testes.

Determinacéo de elementos traco na saliva

Para determinacéo dos elementos trago As, Ba, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, Sr, Mn, Hg,
Mo, Ni, Se, Ti e V foi utilizado um espectrébmetro modelo ICP-MS (810-MS, Varian,
Mulgrave, Austrdlia). Na determinacéo dos elementos traco Al, B, Ca, Fé, Mg, Si, Na e Zn,
foi utilizado o modelo ICP-OES com configuragcdo radial (Liberty I, Varian, Mulgrave,
Austrélia) e na determinag&o do elemento traco K, o modelo AAS (220FS, Varian, Mulgrave,
Austrélia). Um nebulizador do tipo V-Groove e uma camara de nebulizacdo Sturman-Master
foram empregados para introdu¢éo das amostras no ICP-OES, e um nebulizador de vidro

concéntrico foi utilizado para o ICP-MS. As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam as condicdes
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instrumentais utilizadas. Os teores de Carbono residual foram determinados pelo ICP-OES,

de acordo com Gouveia et al (2001)*°.

Reagentes e solucgdes

Todas as solugbes foram preparadas com reagentes de grau analitico e 0s
volumes finais ajustados com &gua destilada e desionizada (Maxima SC, Elga Bucks, UK).
As vidrarias foram descontaminadas em banho contendo 10% v/v HNO; por 24 horas.
Solucgdes de referéncia foram preparadas a partir de solugdes estoque com 1000 mg L™ de
Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn
(Alpha Resources Inc, Stevensville, Ml, EUA). As solugdes de referéncia para determinagao
de Carbono residual foram preparadas a partir de solucdo estoque 50 000 mg L™ de uréia
(SYNTH P.A.), em &gua desionizada.

Digestéo de saliva

O procedimento de digestdo da saliva, para remocdo da por¢cdo orgéanica, foi
realizado em forno de microondas analitico fechado (Ethos D, Milestone Sorisole, BG, Italy)
sob radiacdo focalizada com 24 cavidades e frascos de digestdo de teflon. As amostras
foram retiradas do congelador e expostas a temperatura ambiente, sem nenhum tipo de
aquecimento. Aliquotas de 1 mL de saliva foram transferidas para os frascos reacionais de
teflon, sendo em seguida adicionando 5 mL de HNO; concentrado 65% (Merck, Alemanha) e
5 mL de agua desionizada. Os frascos foram fechados, transferidos para o equipamento e
foi implantado o programa de aguecimento, conforme Tabela 4. As amostras digeridas foram
diluidas para um volume final de 25 mL com &gua desionizada e armazenada em frascos
conicos de polietileno. Posteriormente, foram diluidas em 1/20 para determinacdo dos
elementos traco Ba, Cd, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V, Mo, As, Se e Hg. A quantificacdo
doe elementos trago Al, B, Fe, Mg, Zn, Ca, Si, K e Na foi realizada pela analise direta da

amostra de saliva digerida.
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Tabela 1 - ParAmetros operacionais do espectrometro de massas (ICP-MS)

Poténcia (kW) 1,34
Fluxo do gas do plasma (L.min™") 15,9
Fluxo do gas auxiliar (L.min'lz 1,53
Fluxo de nebulizagéo (L.min™) 0,91

Elemento / is6topo

Arsénio (As) 75
Bério (Ba) 137
Cédmio (Cd) 111
Chumbo (Pb) 208
Cobalto (Co) 59
Cobre (Cu) 63
Cromo (Cr) 52
Estréncio (Sr) 88
Manganés (Mn) 55
Mercurio (Hg) 202
Molibdénio (Mo) 98
Niquel (Ni) 60
Selénio (Se) 78
Titanio (Ti) 49
Vanadio (V) 51

Tabela 2 - ParAmetros operacionais do espectrometro de emisséo Opitca (ICP-OES)

Poténcia (kW) 1,0
Fluxo do gas do plasma (L.min™") 15,0
Fluxo do gas auxiliar (L.min™) 1,5
Presséo de nebulizacéo (kPa) 200
Voltagem do tubo foto-multiplicador (V) 800

Linhas espectrais (nm)

Aluminio (Al) 396,152
Boro (B) 249,773
Célcio (Ca) 422,673
Ferro (Fé) 259,940
Magnésio (Mg) 279,553
Silicio (Si) 252,411
Saodio (Na) 589,592
Zinco (Zn) 206,200

Tabela 3 - ParAmetros operacionais do espectrometro de absorgdo atbmica (AAS)

Linha espectral (nm) 766,5

Modo da leitura Emisséo
Modo de medida Altura do pico
Tipo de chama Ar / Acetileno
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Tabela 4 - Programa de aquecimento para digestdo de saliva em forno de
microondas analitico fechado com radiagdo focalizada

Temperatura Maxima

Tempo (min) Poténcia (W) °C)
2 300 100
2 400 100
3 550 100
3 600 140
5 500 160
5 450 180
5 650 180
5 550 180

Analise estatistica

Os dados foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e analise de
componentes principais (PCA), pelo programa SPSS® for Windows™ versdo 8.0.
Inicialmente, os valores obtidos para as concentracdes dos elementos traco foram auto-
escalonados de maneira a apresentarem média nula e variancia unitaria para excluir
quaisquer efeitos relativos a diferenca de magnitude entre as variaveis.

A PCA visa a busca de variaveis capazes de explicar o padrao de correlagdes
observado em um conjunto de varidveis. As novas variaveis, designadas componentes

14,15
e

principais (CPs), sdo obtidas por combinagdes lineares das variaveis originais
apresentam-se em ordem decrescente de maxima variancia, ou seja, a componente
principal 1 (CP1) detém mais informacdes que a componente principal 2 (CP2) e assim por

diante.

Resultados

Os resultados obtidos das analises das amostras de saliva dos 35 individuos com
FC e 39 individuos saudaveis estdo apresentados na Tabela 5. Nas amostras analisadas, 0s
elementos traco Cd, Co, Mo, Pb e Si foram determinados abaixo dos respectivos limites de
deteccédo, sendo excluidos da andlise estatistica.

A ANOVA mostrou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) nas
concentragdes dos elementos Na, K, V, Cr, As e Se entre os dois grupos (Tabela 6). O
grupo FC apresentou, em média, maiores teores de Na e K (167,72 + 101,61 mg.L-1 e
1249,01 + 446,95 mg.L-1) quando comparado ao grupo controle (91,75 + 76,05 mg.L-1 e
983,95 £ 564,85 mg.L-1) significando um aumento de aproximadamente 83% de Na e 27%
de K nas amostras de saliva de FC. Os elementos Cr, Se e V apresentaram menores teores
no grupo FC (14,55 + 18,43 mg L-1; 10,13 + 27,93 mg L-1 e 0,89 + 2,88 mg L-1) quando
comparado ao grupo controle (46,75 + 29,70 mg L-1; 52,84 + 53,20 mg L-1 e 6,00 + 4,26 mg
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L-1), significando uma diminuicdo de aproximadamente 70% de Cr, 80% de Se e 85% de V
nas amostras de saliva desse individuos. O nivel do elemento As nas amostras de FC estao
abaixo do limite de quantificacdo da técnica de espectroscopia de massa (ICP-MS),
entretanto as amostras do grupo controle apresentam valores médios de 8,74 + 11,36 mgL™.
Os teores dos elementos trago Al, B, Ba, Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr e Zn néo
apresentaram diferencas estatisticas significativas na comparacdo entre os dois grupos
(Tabela 5).

Os resultados da andlise PCA (Figura 1) possibilitam a identificacdo de um
padrao de separacédo dos grupos com 39,3% da variancia (CP1 = 24,5% e CP2=14,8%). Os
elementos traco predominantes em CP1 foram Ca (-0,819), V (0,769), Cr (0,881), K (-0,859)
e Se (0,655). O grupo controle apresentou altos valores de CP1, enquanto que o grupo FC

apresentou baixos valores de CP1 (Tabela 7).

Tabela 5 - Média e desvio padrao (Dp) da concentragao de cada elemento nos dois grupos

Grupo 1 Grupo 2
FC (n 35) Controle (n 39)

Metais Média DP Média DP

Aluminio 0,05 0,14 0,17 0,50
Boro 0,10 0,26 0,03 0,10
Bério 21,15 116,31 0,42 2,35
Célcio 42,27 53,87 37,38 66,88
Cobre 40,83 115,44 65,38 71,15
Ferro 0,01 0,08 0,18 0,57
Mercdrio 0,43 2,55 0,00 0,00
Magnésio 1,71 1,88 1,92 1,40
Manganés 0,43 2,52 0,01 0,30
Niquel 0,97 4,64 17,03 78,25
Estroncio 571 13,03 2,08 9,21
Titanio 0,56 2,37 1,84 11,25
Zinco 2,03 5,25 0,33 1,90
Arsénio 0,00 0,00 8,74 11,36
Cromo 14,55 18,43 46,75 29,70
Potassio 1249,01 446,95 983,95 564,85
Saodio 167,72 101,61 91,75 76,05
Selénio 10,13 27,93 52,84 53,20
Vanéadio 0,89 2,88 6,00 4,26
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Tabela 6 - Elementos com diferenca estatistica significativa entre os grupos p (<0,05) ANOVA

Grupo 1 Grupo 2 P
FC (n 35) Controle (n 39)
Metais Média Dp Média Dp
Arsénio 0,00 0,00 8,74 11,36 0,00002
Cromo 14,55 18,43 46,75 29,70 0,0000005
Potassio 1249,01 446,95 983,95 564,85 0,03
Saédio 167,72 101,61 91,75 76,05 0,0005
Selénio 10,13 27,93 52,84 53,20 0,00006
Vanadio 0,89 2,88 6,00 4,26 0,05
7N
—3
/ RN

CP2 (14,8%)

/
i

P

(%)

CP1 (24.5%)

o Sem Fibrose

o Com Fibrose

Figura 1 - Apresentacdo de componentes principais em dois grupos distintos.

Tabela 7 - Elementos predominantes na Analise de Componentes Principais, em CP1.

Grupo 1 Grupo 2
FC (n 35) Controle (n 39)
Metais Média Dp Média Dp

Calcio 42,27 53,87 37,38 66,88
Cromo 14,55 18,43 46,75 29,70
Potassio 1249,01 446,95 983,95 564,85
Selénio 10,13 27,93 52,84 53,20
Vanadio 0,89 2,88 6,00 4,26
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Discusséao

Este estudo teve por objetivo comparar os elementos trago na saliva de
individuos com FC e individuos saudaveis, utilizando o método de coleta de saliva total
estimulada e andlises por espectroscopia.

A coleta de saliva é relatada em outros estudos®*® como um procedimento facil e
nao invasivo, 0 que se comprovou neste estudo. Os individuos participaram do processo de
forma tranqulila e confortavel, o que reforca suas vantagens sobre outros materiais
bioldgicos, cuja coleta provoca situaces de estresse nos individuos.

Os resultados obtidos das analises das amostras de saliva dos 35 Individuos com
FC e 39 individuos saudaveis estdo apresentados na Tabela 5. Nas amostras analisadas
Cd, Co, Mo, Pb e Si estdo em niveis abaixo dos respectivos limites de deteccdo, sendo
excluidos da analise estatistica. Os elementos Al, B, Ba, Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr e
Zn ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas nas concentragBes entre
individuos com FC e saudaveis (Tabela 5).

Os resultados mostraram diferenca estatisticamente significante na concentracao
dos elementos Na, K, V, Cr, Se e As (p<0,05), Tabela 6. A comparacao dos resultados
obtidos com estudos prévios torna-se dificil pelos poucos trabalhos realizados e diferentes
métodos empregados. Apenas dois trabalhos relacionados a saliva de portadores de FC
foram encontrados na literatura. O estudo com homozigoto e heterozigotos para a mutacdo
?'F508 realizados por Aps et al. (2002)"" e o estudo de Jiménez Reyes & Sanchez-agwuirre
(1996)"'® mostraram teor maior do elemento Na saliva de individuos com FC em comparacéo
com o grupo controle.

A andlise de PCA também identificou diferengcas entre os grupos, permitindo
observar que o grupo FC apresenta uma relagdo inversa entre CP1 e os valores dos
elementos Ca e K, indicando que seus respectivos teores médios serdo mais elevados do
gue o grupo controle (Figura 1 e Tabela 7).

Os resultados prévios indicam uma possivel reorganizagdo dos niveis dos
elementos traco favorecendo o balango eletrolitico entre os cétions metélicos e os anions na
saliva dos pacientes com FC.

Com os resultados obtidos é possivel inferir que algumas das alteracdes
sistémicas na FC estdo provavelmente correlacionadas com os teores de elementos tracos
nesses individuos.

O vanadio estd associado a numerosas reacdes enzimaticas e a regulagdo da
bomba de Na e K, estando provavelmente ligado a certas funcdes enddcrinas®®. Outra
relevante funcdo do V estd associada a atividade antibacteriana contra a Pseudomonas
aeruginosa®, principal agente colonizador das vais aéreas inferiores nos FC. As infeccdes

normalmente ocorrem no inicio da infancia e uma vez estabelecida a erradicagdo pode ser

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

impossivel, sendo o agravo da doenga pulmonar progressiva um fator de risco de morbidade

e mortalidade™*?,

O valor médio do elemento tragco V nas amostras de saliva dos
portadores de FC foi aproximadamente 85% menor (Tabela 6) quando comparado com
individuos saudéaveis sendo possivel inferir que o baixo nivel deste elemento em FC pode
estar associado a favorecimento de colonizacdo da bactéria Pseudomonas aeruginosa.

Brown RK (1994)*, relata que os doentes com FC podem ser mais suscetiveis a
lesdo oxidativa das células quando comparado com criancas normais devido a baixa
absorcdo de nutrientes antioxidantes e ao aumento do estresse oxidativo causado por
infeccdes pulmonares cronicas. A literatura associa ao elemento traco Se a fungéo
antioxidante sendo um dos componentes da glutationa peroxidase, possibilitando a protecéo
das células contra o estresse oxidativo. O valor médio do elemento traco Se nas amostras
de saliva dos individuos com FC foi aproximadamente 80% menor (Tabela 6) quando
comparado com individuos saudaveis sendo possivel inferir que o baixo nivel deste
elemento em FC, estd de acordo com a baixa absor¢cédo de elementos esséncias podendo
potencializar a suscetibilidade das lesdes oxidativas®.

O diabetes mellitus associado a doenca pancreatica ocorre em aproximadamente
20% dos adultos com FC?. Alves et al (2007)?, relatam que o diabetes mellitus na FC tem
inicio, em média, aos 20 anos de idade e as alteragdes do metabolismo glicémico agravam
0 estado nutricional. A literatura associa ao elemento traco Cr um papel de destaque no
metabolismo do agucar devido ao estimulo da insulina nas células apés ligacdo com
receptores contendo Cr, sendo a capacidade de estimulo associada a concentracdo desse
elemento®. O valor médio do elemento traco Cr nas amostras de saliva dos portadores de
FC foi aproximadamente 80% menor quando comparado com individuos saudaveis (Tabela
6) concordando com a hipotese de suscetibilidade ao diabetes mellitus. Alem disso, a
deficiéncia do elemento tragco V também tem sido associada a varias disfuncdes fisiolégicas

incluindo a da glandula tiredide, metabolismo glicidico e lipidico**?**

, portanto os baixos
teores dos elementos tracos V e Cr podem associados elevar a potencializacdo da
predisposicdo dos pacientes com FC ao diabetes mellitus.

Apesar de bem relatado o efeito téxico, muitas vezes letal, o arsénio é
considerado um elemento quimico essencial para vida. No caso de intoxicacdo, existem
algumas substancias que atuam como antagonistas de metais pesados. Os farmacos
Bismuth-Thiols e N-acetilcisteina possuem atividade quelante para diversos metais pesados,
incluindo o arsénio. Por outro lado, sdo também utilizados como agente antibacteriano e

agente mucolitico, respectivamente, no tratamento da FC3**%,

Outra associagdo de
farmacos que tem sido testada no tratamento da FC contra a Burkholderia cepacia e a
Tobramycin e Bismuth-Thiols®*. Com relacdo & significativa auséncia de arsénio nas

amostras de saliva dos individuos com FC (Tabela 6), pode-se sugerir que em funcdo dos
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medicamentos utilizados para combater as infeccdes pulmonares®®, o arsénio,

provavelmente, esteja reagindo com esses medicamentos e deve estar sendo excretado
pela urina.

Gibson & Cooke (1959)%" desenvolveram o teste do suor que avalia os niveis de
Na e CI, este se tornou o principal teste para o diagnéstico da FC, com elevada
sensibilidade e especificidade®*®. O padréo de distribuicio de Na nas amostras de saliva
dos individuos com FC foi maior em comparagdo aos saudaveis (Tabela 6), mostrando que
o resultado da analise de saliva segue o padrao do teste do suor.

A FC causa alteracdes na concentragdo de Cl e Na no suor, com os resultados
deste trabalho sugere-se que a doenca também causa alteracdes nas concentracfes de
elementos traco na saliva, e que as alteracdes nos teores de Na, K, V, Cr, Se e As na saliva
de individuos com FC podem estar indicando altera¢cdes metabdlicas no organismo desses
pacientes. E relevante a possibilidade do desenvolvimento de um teste facil, ndo invasivo,
para a triagem ou diagndstico da FC através dos teores elementos traco na saliva. A analise
desses elementos trago juntamente com sinais clinicos possivelmente indicard a presenca
da FC. Entretanto, mais estudos sdo necesséarios para comparar também a saliva de
individuos com FC e outros individuos com doengas consideradas diagnéstico diferencial da

fibrose cistica.
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Resumo

Objetivo: O estudo e caracterizacdo de proteinas tiveram avango consideravel
em funcdo de novas tecnologias e equipamentos de alta resolugéo. A saliva humana contém
um grande numero de proteinas que podem ser marcadores para o diagnostico e
monitoramento de doengas. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil protéico da saliva
total de pacientes com Fibrose Cistica (FC). Metodologia: O grupo FC foi subdividido de
acordo com o tipo de mutacdo previamente detectado em exames de DNA. Proteinas
salivares de 12 pacientes foram primeiro, comparadas com o grupo controle por SDS-PAGE
e, em seguida, por gel de eletroforese bidimensional (2-DE) para identificar spots protéicos
expressados diferentemente por MALDI-MS/MS Resultados: Foram verificadas diferencas
no perfil protéico da saliva de pacientes com FC quando comparado com individuos
saudaveis. Todos os pacientes com FC mostraram uma proteina de 38 kDa que
corresponde a quatro spots protéicos na eletroforese 2-DE identificados por espectrometria
de massa como quatro isoformas da regido conservada da cadeia pesada (lg-alpha) da
imunoglobulina A (IgA). Conclusédo: A composi¢cdo protéica salivar de pacientes com FC
apresenta diferencas quando comparada a individuos saudaveis. A abundante expresséo de
IgA na saliva de pacientes com FC sugere mais infecgcbes microbianas nesse grupo
comparado ao controle o que pode ser relacionado aos recorrentes processos infecciosos

gue afetam os pacientes doentes.

Palavras-chave: Fibrose Cistica; saliva; protedmica; diagnostico.

AbreviacOes: FC, Fibrose Cistica; IEF, isoelectric focusing; IPG, immobilized pH gradient;
2-DE, two-dimensional gel electrophoresis; DTT, dithiothreitol;, PMF, peptide mass
fingerprinting; MALDI-TOF-MS, matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight-mass
spectrometry; SDS-PAGE, polyacrilamide gel electrophoresis in presence of Sodium

Dodecyl Sulfate.
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Abstract

Objective: Protein investigation and characterization achieved a considerable
progress as a result of the availability of new technologies and high resolution equipments.
Human saliva contains a large number of proteins that can be markers for diseases
diagnostic and surveillance. The objective of this study was to evaluate protein profile of
whole saliva obtained from Cystic Fibrosis (CF) patients. Study design: The CF group was
subdivided according to the type of mutation previously detected through DNA testing. Saliva
proteins of 12 CF patients were first compered to the control by SDS-PAGE and, after that,
by two-bidimensional (2-DE) gel eletrophoresis to identify spots differentially expressed by
MALDI-MS/MS. Results: Differences were observed in the protein profile of saliva from CF
patients when compared to healthy individuals. All CF patients diplayed a 38 kDa protein that
correspond to four proteins spots in 2-DE indenfied by mass spectrometry representing four
isoforms of conserved region of heavy chain (lg-alpha) of immunoglobulin A (IgA).
Conclusion: Salivar protein composition of CF patients present differences when compered
to healthy individuals. The abundant expression of IgA in saliva of CF patients suggests
greater microbe infection in the group as compared to the control which correlates with

recurrent infection processes affecting diseased patients.

Key words: Cystic Fibrosis; saliva; proteomics; diagnosis.

Abbreviations: CF, Cystic Fibrosis; IEF, isoelectric focusing; IPG, immobilized pH gradient;
2-DE, two-dimensional gel electrophoresis; DTT, dithiothreitol;, PMF, peptide mass
fingerprinting; MALDI-TOF-MS, matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight-mass
spectrometry; SDS-PAGE, polyacrilamide gel electrophoresis in presence of Sodium

Dodecyl Sulfate.
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Introducéo

A Fibrose Cistica (FC) é uma doenga genética letal, muito comum em
Caucasianos, com incidéncia variavel em varios paises. A heranca é autossdmica resseciva
e estima-se que aproximadamente 4% a 5% dos Caucasianos s&o heterozigotos para o
gene Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR)"?

O gene CFTR esta situado no cromossomo 7q31.2. Codifica uma glicoproteina
transmenbrana, que atua no transporte eletrolitico na membrana apical de células epiteliais.
Uma delecdo de trés pares de bases, resultando na auséncia do aminoécido fenilalanina na
posi¢do 508 da proteina, mutagdo comumente designada DF508, esta presente em cerca de
70% dos individuos com FC**. Mais de 1560 mutacdes diferentes foram definidas no gene
CFTR*.

A doenca é causada pela mutagdo no gene da proteina CFTR, a qual funciona
como um canal de cloreto®. O n&o funcionamento da proteina CFTR mutada afeta as células
epiteliais de varios 6rgdos. E caracterizada por grandes variagdes na expressdo clinica,
envolvendo infecgbes pulmonares cronicas e recorrentes, insuficiéncia pancreética,
elevados niveis de cloretos no suor, infertilidades em homens, obstrucdo intestinal,
formacéo de pdlipo nasal, sinusite cronica e desidratacdo de muco®®.

O diagnéstico da FC é realizado mais freqlentemente através da medida da
concentracao de ions no suor. Cerca de 80% dos pacientes com FC apresentam dosagem
de Cl e Na, no suor, superiores as dos individuos saudaveis. Apesar disso, Varios casos
ainda n&o séo detectados precocemente, seja por impossibilidade de realizacdo do exame,
resultados falsos negativos, ou por falta de informacéo de pais e clinicos®'. Considerando
que a FC afeta diversas glandulas no organismo, o objetivo deste trabalho foi, através do
estudo da protebmica da saliva total, procurar identificar diferencas entre a composicéo

protéica da saliva de criangcas com FC e criancas saudaveis.

Material
Local da realizacédo das atividades

O trabalho foi realizado na Universidade de Brasilia (UNB). Todos os pacientes
Ou seus responsaveis leram e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Os
estudos foram aprovados por Comité de Etica em Pesquisa (Protocolo CEP/UCB N°
035/2005).

Caracteristicas da populacédo
Foi coletada saliva estimulada de 12 pacientes com FC da Regido Centro Oeste
do Brasil. Para controle foram coletadas 4 amostras de individuos saudaveis de mesma

idade e da mesma regido. Os critérios de inclusdo no grupo controle foram a auséncia de
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doenca congénita ou sistémica, de abscesso dental e de qualquer terapia medicamentosa.
Ambos os grupos continham meninos e meninas com idade entre 5 e 11 anos, com o
mesmo padréo de saude bucal (auséncia de abcessos, sangramento gengival, cavidades e
aparelho ortodéntico)

Os participantes da pesquisa foram divididos em 4 grupos de 4 individuos cada.
Os trés primeiros grupos todos formados por pacientes com FC, foram compostos da
seguinte maneira: grupo 1 - paciente homozigoto para a mutacdo ?/&508 (?/&/?K); grupo 2 -
paciente heterozigoto para a mutacdo ?+508 (?F/N?F); grupo 3 - paciente com mutacdo

desconhecida (N?+/N?¥). O grupo 4 foi composto por individuos saudaveis (C/C).

Procedimento de amostragem

As amostras de saliva foram coletadas por apenas um pesquisador. Os
individuos foram orientados a realizar a higiene oral duas horas antes da coleta e a néo
ingerir nenhum alimento ou bebida até o procedimento. A saliva total estimulada foi coletada
pela manhd, sempre mantendo o mesmo horério, para padronizagdo dos ritmos circadianos.
Com os individuos sentados confortavelmente a salivacdo foi induzida por mastigacao de
um pedaco de borracha de garrote (05 mm x 10 mm). A producdo dos primeiros 30
segundos foi desprezada. A saliva foi coletada em recipientes plasticos (acondicionados em
gelo) e as aliquotas foram guardadas em tubos tipo eppendorf, conservadas em gelo,
transportadas ao laboratério, e permanecendo em temperatura de -80°C até a realizacédo

dos testes.

Quantificacdo das amostras
Amostras de saliva total obtidas a partir dos pacientes com FC e individuos

saudaveis, foram quantificadas utilizando o Plus One 2-DE Quant Kit (GE Healthcare).

Determinacdo da composigao protéica - separagao por eletroforese

A separacgdo de proteinas foi realizada por SDS-PAGE. Foi utilizado o sistema de
eletroforese vertical em gel 13 cm preparado com 15% de acrilaminda no gel separador e
4% no gel concentrador. As amostras foram preparadas em tampéao contendo (Tris-HCI 50
mM pH 6,8; -mercaptoetanol 15mM; SDS 2%; azul de bromofenol 0,02 % e glicerol 10%) e
fervidas em banho-maria por cinco minutos. A eletroforese foi realizada em tampéo Tris HCI
25 mM pH 8,3, glicina 250 mM e SDS 0,1%. Apo6s a corrida o gel foi corado com prata
(adaptado de Blum et al, 1987)" e escaneados (PowerLook 1120, Amersham Biosciences,
com 300 dpi de resolugéo). Apés a digitalizagédo da imagen, o gel foi preservado em solucéo

de acido acético 1%.
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Preparacdo das amostras salivares

Apbs precipitagdo com 15% TCA e lavagens com acetona fria, 70 & 80 pg de
proteinas presentes nas amostras de saliva total dos pacientes com Fibrose Cistica e dos
controles foram ressuspendidas em 300 pl de tamp&o 2-DE completo (7 M urea, 2 M
tiouréia, 85 mM DTT, 2,5% Triton X-100, 0,5% pharmalyte 3-10, 10% de isopropanol). Apds
incubacéo (1 h), as amostras desnaturadas foram centrifugado a 12.000 g x 5 min. (IPG strip
de pH 3-10 de 17 cm, linear, Bio-Rad) sendo a deshaturacdo da amostra tampao com 7M
uréia, 2M tioureia, 85mM DTT, 2,5% Triton X-100, 0,5% anfdlito pH 3-10, 10% de
isopropanol. As amostras foram centrifugadas (12,000 x g, 5 min) antes da

isoeletrofocalizacdo (IEF)®.

Isoeletrofocalisacéo no Ettan IPGphor3

As amostras foram aplicadas em tiras IPG linear com gel de faixa de pH 3-10,
linear de 17 cm (Bio-Rad). A reidratacéo da tira IPG foi realizada em reswelling tray, a 20 °C,
overnight. A IEF foi relizada a 20 °C usando o equipamento Ettan IPGphor3 (GE Healthcare)
seguido um curso de 18 horas e 33625 Vh final, usando manifold com as seguintes
condi¢des: 500 V por 30 minutos a 125 Vh; 500 V por uma hora a 500 Vh; 1000 V por uma
hora a 1,000 Vh; e 8,000 V por 4 horas a 32,000 Vh, com uma corrente maxima de 50 pA
por tira, de acordo as instrucdes do fabricante e das condi¢cdes padronizadas.

Antes do SDS-PAGE, as tiras IPG foram submetidas a redugdo em tampao de
equilibrio (50 mM Tris pH 8,8, 6 M uréia, glicerol 30%, 4% SDS) acrescido de 125 mM de
DTT durante 40 min a temperatura ambiente e alquilagdo em equilibrio tamp&o acrescido
dessa vez com 300 mM de acrilamida por mais 20 minutos. O SDS-PAGE foi realizado em
gel de poliacrilamida 12% executado em um sistema Protean Il (Bio-Rad, Richmond,
California, USA.) a temperatura constante de 20 °C. As proteinas foram visualizadas com
coloracdo de prata e os géis foram armazenados em acido acético 1% antes da digestéo por

tripisisna dos spots selecionados®*.

Analise da imagem e identificagdo de proteinas digeridas por espectrometria de
massa

Os géis corados com prata foram escaneados (PowerLook 1120, Amersham
Biosciences, com 300 dpi de resolugdo). As imagens digitalizadas foram comparadas e
alguns spots presentes no grupo FC ndo presentes no grupo controle foram selecionados

para identificacdo de proteinas por peptide mass fingerprint, e por fragmentagcdo no modo
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MS/MS (MALDI-TOF/TOF Autoflex Il, Bruker). Os spots de proteinas foram cortados do gel
e digeridos pela tripisina como descrito por Zhang et al (2007)*.

Os spots foram descorados em solugcdo de 15 mM ferrocianeto de potéssio e
50 mM tiossulfato de sédio, durante 10 min. Depois, os fragmentos de gel foram lavados em
NH;HCO; 100 mM, 10 min, e em seguida em agua e acetonitrila 2 vezes por 10 min. Na
tltima lavagem os fragmentos de gel foram macerados com pistilo, e secados a vacuo em
Speed-Vac (Savante) durante 20 min. Os géis secos foram reidratados por adi¢cdo de 5-10
pL de uma solugdo NH4HCO; 100 mM, CaCl, 5 mM contendo 12,5 ng/puL de tripsina
(Promega) e incubados no gelo durante 45 min, e logo adicionados de 10 pL do mesmo
tampéo de digestdo sem enzima, e incubados a 37 °C durante 12 h. Dois microlitros de
produto de digestdo foram aplicados sobre o halo do poco da placa AnchorChip (600-384,
Bruker) e deixados secar completamente. Depois, 1uL de Matriz CHCA em solucdo de 90%
acetonitrila e 0,1%TFA foi aplicado e deixado secar completamente e lavado com 2uB de
0,1%TFA por 10 segundos a fim de retirar o excesso de sal. Em seguido a analise por MS
foi realizada com descrito Zhang et al. (2007)"*. As espectros foram processados através o
programas flexAnalysis 2.2 e BioTools 2.2 (Bruker).

As identificac@o das proteinas foram realizadas utilisando o programa MASCOT
(http://lwww.matrixscience.com) comparado com o banco de dados NCBInr com a toxonomia
homem. Picos com sinal a cima de 15 foram incluidos nas buscas. Os parametros seguidos
foram utilisados nas buscas: Precisdo da massa monoisotopica <0,05 Da, sitio de digestéo
incompleta 1, propionamida da cisteina como modificagéo fixa, oxida¢cdo da metionina como

modificacéo variavel. No modo MS/MS, a precisdo da massa ionica foi fixada para <0,5 Da

Resultados

O perfil de proteinas da saliva total de criangas com FC e de criancas saudaveis
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% é mostrado na figura 1. A separacdo
eletroforética revelou variacdo nos perfis dos diferentes pacientes com FC comparado ao
grupo controle. Uma diferenca substancial pode ser notada com relacdo a intensidade e o
tamanho de uma banda de aproximadamente 38 kDa (indicada pela seta). Essa banda esta
presente entre os pacientes com FC, independente do tipo de mutacdo, e ausente, ou com

intensidade quase imperceptivel, com coloragdo com prata no grupo controle.
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Figura 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%, corado com prata. Linha M,
representa o marcador de massa molecular (Low Molecular Weight Calibration Kit - GE Heathcare).
Linhas 1 a 4, saliva de criangcas com FC homozigotos para a mutacdo ?f 508. Linhas 5 a 8 saliva de
pacientes com FC heterozigotos para a mutacdo ?& 508. Linhas 9 a 12 saliva de pacientes com FC
ndo apresentando a mutagdo ?& 508. Linhas de 13 a 16 saliva de individuos saudaveis. A seta
indica a presenca de uma banda de 38 KDa na saliva dos pacientes com FC.

A andlise da saliva total com eletroforese 2-DE foi inicialmente centrada na regiao
entre 30 e 45 kDa, uma vez que nesta regido foi notavel a presenca de uma banda mais
intensa nas amostras de criancas com FC no gel SDS-PAGE (Figura 1). A Figura 2A, 2B e
2C mostra os géis 2-DE obtidos da saliva dos pacientes: homozigoto para mutacao ?E 508,

heterozigoto para mutagdo ?E 508 e individuo saudavel, respectivamente.
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Figura 2 - |IEF pH3-10, seguido de SDS-PAGE 12% corado com prata. Marcador de
massa molecular Mw (kDa) (Low Molecular Weight Calibration Kit - GE Heathcare). Saliva de paciente
FC homozigoto para a mutacdo ?F 508 (A) e heterozigoto para a mutacdo ?§ 508 (B) com spots
presentes na regido entre 30 e 45 kDa. Diferente do perfil protéico, na mesma regido, do individuo
saudavel em (C).
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A partir da 2-DE, foram excisados um minimo de 4 spots intensos (circulo nas fig.
2A e 2B) correspondentes a banda de 38 kDa observado nas salivas dos pacientes com FC
tanto homozigoto como heterozigoto.

Entdo, peptideos recuperados de digestbes triptidicas em gel desses spots
protéicos foram submetidos a andlise por MALDI-MS e MS/MS. Mesmo que registros de
massa aceitaveis fossem obtidos, ndo foi possivel identificar proteina humana no espectro
de massa. Porém, todos os espectros de massa obtidos continham dois picos conservados
em m/z 1836 e 1213, respectivamente, como observado no paciente homozigoto na Figura
3. Apos a fragmentacdo por MS, as proteinas correspondentes aos spots 1, 2, 3 e 4 no gel
2-DE (Figura 2A e 2B) foram identificados como 4 isoformas da regido conservada da
cadeia pesada (Ig-alpha) da imunoglobulina A (IgA) como mostrado na Tabela 1 para o spot

3 do paciente homozigoto (Figura 3A).
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Tabela 1 - Namero do spot excisado e a proteina identificada por MS/MS

N° spot proteina NCBI Mr (kDa) pl Massas Score Sequiéncia
numero de Teor Teor fragmentadas coberta (%)
acesso
3 (Fig2A) lgaé 0i|113584 38,696 6.08 1835.9742 77 4
1213.7170 25 2
i 0% *
*
(A) il \ b, o
.
B A T AR VT i | _LL
© | ! |

Figura 3 - Peptide Mass Fingerprinting (PMF) de proteinas de saliva total de paciente com
FC. PMF foi gerado através do MALDI-TOF-TOF modelo Autoflex 1l (Bruker) (A) Espectro da
fragmentacéo do peptideo triptico [M+H'] m/z = 1835.9742 a partir do spot 3 do paciente homozigoto
para a mutacdo ?F 508 que foi identificado como uma Ig alpha da cadeia pesada da regido C (IgA), a
seqiéncia identificada foi QEPSQGTTTFAVTSILR (B). Espectro da fragmenta¢éo do peptideo triptico
[M+H"] m/z = 1213.7170 a partir do spot 3 do paciente paciente homozigoto para a mutacdo ?F 508
que foi identificada como uma Ig alpha da cadeia pesada da regido C (IgA), a seqiiéncia identificada
foi WLQGSQELPR (C). Os ions precursors selecionados e enviados para identificagdo proteica por
MALDI-TOF/TOF estdo marcados com um asterisco no PMF spectrum.
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Discusséao

O objetivo deste estudo foi a identificacdo de proteinas diferentemente expressas
gue pudessem ser usadas para discriminar a saliva de pacientes com FC em comparacao
as de individuos saudaveis.

Para obtencdo da expressdo protéica na saliva, 4 etapas foram seguidas. Na
primeira, realizada somente com o SDS-PAGE, as proteinas foram separadas apenas em
funcdo do seu peso molecular. Foi possivel observar uma banda intensa de 38 kDa nos
pacientes com FC (Figura 1), ndo destacada no grupo controle. Na etapa seguinte realizou-
se a analise 2-DE que combinou uma isofocalizacdo na primeira dimensdo (pH 3-10)
seguido por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12%, na segunda. Foi observada uma
diferenca de intensidade em alguns spots nos géis dos pacientes com FC correspondante a
banda intensa de 38 kDa (Figura 2). Na terceira etapa, esses spots foram excisados e
digeridos. Por fim, foram analisados por espectrometria de massa. Esses spots
correspondem as isoformas da IgA uma vez que a regido conservada da cadeia pesada é
sujeita a modificagbes pos traducionais do tipo N- and O-glycosylationlz.

A IgA é um anticorpo presente no sangue sob a forma monomérica. E a
imunoglobulina predominante em secre¢ées como saliva, lagrima, leite, mucosas dos tratos
gastrintestinal, respiratério e sistema geniturindrio. Nestas secre¢des esta imunoglobulina
tem a forma homo-dimérica, ou seja, constituida por duas moléculas de IgA. Estdo unidas
por uma cadeia polipeptidica, que contém uma glicoproteina denominada componente
secretor, cuja funcao é proteger a molécula das enzimas hidroliticas (destrutivas), fazendo
desta imunoglubulina a principal defensora do organismo contra invasao viral ou bacteriana
através das mucosas'.

Os pacientes com FC frequentemente apresentam infec¢bes das vias aéreas
inferiores, uma vez que, os fluidos secretados pelas glandulas desses pacientes séo
extremamente espessos, dificultando sua depuracdo através do batimento ciliar. Nos
individuos com FC é bastante peculiar a colonizacdo pela Pseudomonas aeruginosa3. As
mucosas representam a principal via de acesso de patdégenos, sendo que a protecao
fornecida pela IgA é de suma importancia.

Na saliva de pacientes com FC, a nitidez e intensidade dos spots em géis 2-DE
identificados como IgA (Figura 2A e 2B) revelaram a maior concentracdo dessa
imunoglobulina, possivelmente porque essas criangas sao mais propensas as infec¢des que
as do grupo controle.

MAIZ et al (2008)" mostraram que a maioria dos individuos com FC
apresentaram resposta imune a Aspergillus fumigatus and Candida albicans, confirmando a
elevada taxa de exposicdo dos doentes a estes fungos. A comparagdo das respostas

imunes dos individuos com FC com os individuos controle confirmaram e mostraram que 0s
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pacientes com FC tém niveis significativamente mais elevados de imunoglobulinas séricas
(IgG, IgA, IgM) contra aqueles fungos, como uma resposta a colonizagdo das vias aéreas
inferiores. Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com as observacdes
de Maiz et al (2008), nas Figuras 1, 2A e 2B é nitida a maior concentracdo da
imunoglobulina identificada como IgA nos pacientes com FC quando comparada as do
grupo controle.

Para Hein et al (1988 and 1990)'**° foi evidente 0o aumentou nas concentracdes
IgA secretoras no soro. Os niveis mais elevados foram observados em pacientes com
doenca hepatica obstrutiva. Os resultados encontrados por esses autores sugerem um
papel relevante na avaliacdo da IgA na presenca de envolvimento hepatico em FC. A
analise da saliva por 2-DE e espectrometria de massa, usada na identificacdo da IgA neste
trabalho, possivelmente podera ajudar na identificacdo precoce de manifestagdes clinicas na
FC, como no caso da doenca hepética. Isso pode colaborar para o inicio precoce do
tratamento adequado e prevencdo de maiores complicagdes.

A saliva contém muitos componentes de resposta imune inata e adaptativa,
crucial para a defesa local do hospedeiro’®. A interacéo entre imunidade inata e adaptativa é
pré-requisito para a saude, uma vez que a mucosa € a porta de entrada para agentes
infecciosos. Os individuos com FC apresentam infecgbes recorrentes. Isto pode justificar
uma alteracao significativa dos componentes das respostas imunes e a nitida presenca da
IgA encontrada neste trabalho.

Isto também justifica a continuidade do mapeamento da saliva dos individuos
com FC e de outras doencgas sistémicas. A analise da saliva total pode ser util para a
deteccdo da FC e outras doencgas sistémicas, uma vez que, apresenta componentes tdo
representativos como aqueles identificaveis no soro. A avaliacao periddica do perfil protéico
pode ser usada, ainda, para o monitoramento do estado de salde. Uma andlise protedmica
global é importante para o entendimento da patogénese das doencgas. Alguns
pesquisadores’’ tém trabalhado na tentativa de criar um mapa de referéncias da saliva total
humana e ja puderam observar mais de 200 spots de proteinas em um Gnico gel 2-DE™,
Com uma associacdo de duas técnicas para o estudo do protedma, Hu et al (2005)*,
catalogaram 309 proteinas da saliva total humana. Entre elas a Ig alpha-1 chain C region,
com massa molecular equivalente a 37631 Da, foi encontrada em individuos saudéveis. Nos
spots expressivos, excisionados dos géis das criangas com FC, analisados neste estudo, foi
encontrada também a imunoglobulina Ig alpha-1 chain C region (Tabela 1 e Figura 3). Em
contraste, ndo foi perceptivel spots intensos, que pudessem ser excisionados e analisados
na mesma regido do gel do controle. No mapa proteébmico construido por Huang et al
(2004)'® 202 spots de proteinas da saliva total de humanos saudaveis foram exibidos com a

coloracdo prata em eletroforese 2-DE. Contudo o autor ndo cita nem descreve a Ig alpha-1
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chain C region. Das abordagens protebmicas da saliva, este ultimo foi o Unico a néo
mencionar a IgA em individuos saudaveis, o que esta de acordo com os resultados aqui
mostrados. As justificativas para a ndo visualizacéo expressiva nos géis SDS-PAGE e 2-DE
da IgA nos individuos saudaveis (Figura 1 e 2C) podem estar relacionadas ao proprio estado
de saude, ou seja auséncia de doenca, critério rigorosamente aplicado para inclusdo no
grupo controle.

Os resultados desse trabalho mostraram uma diferenca na distribuicdo protéica
na saliva das criancas com FC quando comparados com o grupo controle. Ainda néo
podemos concluir se essas alteracbes estdo acontecendo em funcdo de alteracdes
glandulares provocadas pela mutacdo no gene CFTR, ou em funcdo das recorrentes
infec¢Bes das vias aéreas sofridas pelos FC. A saliva tem sido relatada como um importante
fluido usado em analises clinicas e € possivel que ela contenha marcadores protéicos para
o diagnostico da FC. Para isso, entretanto, mais estudos proteémicos comparativos séo
necessario assim como um completo mapeamento das proteinas salivares dos individuos
com FC.

Os resultados aqui mostrados permitem inferir que a saliva € um fluido capaz de
demonstrar alteracdes sistémicas, o que ficou evidente entre pacientes com FC e individuos
saudaveis. Alem disso, é relevante mencionar a facilidade da coleta deste fluido, sem

injurias ao paciente.
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Resumo

Objetivo: Este estudo teve por objetivo identificar e quantificar elementos traco
presentes na saliva total de 39 criangas, com idade entre 5 e 12 anos, residentes na regiao
Centro Oeste do Brasil.
Metodos: Os elementos trago Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na,
Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn da saliva total estimulada foram analisados por espectroscopia
de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), espectroscopia de emissédo optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e espectroscopia de absor¢cdo atémica
(AAS).
Resultados: Os elementos traco Ba, Cr, Cu, Mn, Ni, Sr, Ti, V, Ar, Se, Hg, foram quantificado
no ICP-MS, Al, Bo, Fe, Mg, Zn, Ca, Na foram quantificados no ICP-OES e o0 K no AAS. O
Cd, Co, Mo, Pb e Si ndo foram quantificado, estéo seu teores abaixo do limite de detecgéo.
Conclusodes: A saliva apresenta-se como potencial fonte de informacdo. Muitas alteracbes
sistémicas podem envolver o desequilibrio de elementos trago considerados essenciais a
saude humana. Os dados obtidos nesse estudo podem corroborar nos estudos de doencas

das glandulas salivares, altera¢des na cavidade bucal e alteragfes sistémicas.

Palavras chave: Saliva estimulada; elementos traco; saliva total.

Abreviagoes: ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-OES, inductively

coupled plasma-optical emission spectrometry; AAS, atomic absorption spectrometer
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Abstract

Objective: The objective of this study was to identify and quantify trace elements
in whole saliva of 39 children, ages 5 to 12, living in the Brazilian West Central Region.
Methods: Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr,
Ti, V and Zn were analyzed by spectrometry, using inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS), inductively coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-
OES) and atomic absorption spectrometer (AAS).
Results: Ba, Cr, Cu, Mn, Ni, Sr, Ti, V, Ar, Se, Hg, were quantified in ICP-MS; Al, Bo, Fe, Mg,
Zn, Ca, Na, in ICP-OES; and K in AAS. It was not possible to quantify Cd, Co, Mo, Pb, and
Si because their contents were below the detection limits.
Conclusions: Saliva appears as a potential source of information for clinical purposes. Many
systemic alterations may involve imbalance of trace elements considered essential to human
health. Data generated in this study may corroborate investigations about salivary gland

diseases, alteration in the oral cavity, and systemic alterations.

Key words: Stimulate saliva, trace elements, whole saliva.
Abbreviations: ICP-MS, inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-OES,

inductively coupled plasma-optical emission spectrometry; AAS, atomic absorption

spectrometer
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Introducéo

A saliva apresenta fatores determinantes para a ocorréncia da cérie dentéria.
Constantemente tém sido publicados estudos relacionando a atividade de cérie com
parametros salivares como pH, capacidade tampdo e fluxo salivar. A concentragdo de
elementos como Ca e Fosfato também é bem relatada. Essas concentragbes s&o
consideradas como fatores protetores da saliva em rela¢do a carie dentaria. A composicéo
salivar apresenta diversas proteinas com ac¢des antimicrobianas que podem modular a
microbiota bucal. Sendo ainda, um fluido corporal facil de ser coletado devido ao acesso e
procedimento n&o invasivo™#3*,

Componentes salivares tém sido usados como fonte de informacdes em analises
clinicas. Sabe-se que fatores fisiolégicos influenciam na composi¢céo e no fluxo da saliva,
sendo que muitas doengas sdo causas comuns de hipossalivagdo e/ou mudancas na
composicdo salivar’. Exemplos notérios sdo os estudos de Pedersen et al (2005)° que
avaliaram a composicéo salivar de criangcas com a Sindrome de Sjogren Primaria (pSS) e
concluiram que a composicao salivar € um potencial indicador da disfung¢éo salivar na pSS.

Siqueira et al (2004)" compararam a concentracdo de fons na saliva total de
criancas com e sem Sindrome de Down e encontraram diferenca significativa na
concentracdo dos elementos Na e K entre os dois grupos. Por sua vez, Aps et al (2002)®
estudaram eletrolitos na saliva de pacientes com FC encontrando diferengas significativas
entre homozigotos para a mutagdo (?'F508), heterozigotos para ?'F508 e individuos
saudaveis.

Este trabalho propbe-se a investigar os elementos traco e seus respectivos
limites de deteccdo na saliva total estimulada de criangas saudaveis, além dos comumente
relatados na literatura como coadjuvantes nos processos de atividade de carie e capacidade

tampé&o.

Material
Local da realizacédo das atividades

O trabalho foi realizado no Laboratério de Espectroscopia Atémica Aplicada do
Hospital da Universidade Catolica de Brasilia (LEAA/HUCB) apds aprovacéo pelo Comité de
Etica em Pesquisa (Protocolo CEP/UCB N° 035/2005). Os procedimentos foram explicados
aos responsaveis pelos individuos e um termo de consentimento esclarecido foi previamente

obtido. As amostras de saliva foram coletadas por apenas um pesquisador.
Caracteristicas da populacédo

Foi coletada saliva total de 43 criancas sadias, 20 do sexo masculino e 23 do

sexo feminino, entre 5 e 12 anos de idade, da Regido Centro Oeste do Brasil, tendo sido
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descartadas quatro amostras por ndo cumprimento aos requisitos estabelecidos: auséncia
de doenca congénita ou sistémica, de abscesso dental e de qualquer terapia

medicamentosa.

Procedimento de amostragem

Os individuos foram orientados a realizar a higiene oral duas hora antes da coleta
e a nao ingerir nenhum alimento ou bebida até o procedimento. A saliva total foi coletada
pela manhd no mesmo horario, para padronizacdo dos ritmos circadianos. Com 0s
individuos sentados confortavelmente, foi pedido que eles mastigassem um pedaco de
borracha para garrote (05 mm x 10 mm), para estimular a producdo da saliva, desprezando-
se a produc¢édo dos primeiros 30 segundos. A saliva foi coletada em recipientes plasticos até
o0 volume de 5 mL, por um tempo méaximo de 20 minutos. O total de cada paciente foi
dividido em cinco aliquotas de 1 mL, em tubos eppendorf devidamente identificados,
conservadas em gelo e transportadas ao laboratério, permanecendo em temperatura de -

80°C até a realizacdo dos testes.

Determinacdo de elementos traco na saliva

Para determinacdo dos elementos traco Ba, Cd, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V,
Mo, As, Se e Hg foi utilizado um espectrdometro modelo ICP-MS (810-MS, Varian, Mulgrave,
Australia). Na determinacéo dos elementos traco Al, B, Fe, Mg, Zn, Ca, Si e Na, foi utilizado
o modelo ICP-OES com configuragéo radial (Liberty Il, Varian, Mulgrave, Austrélia) e na
determinagéo do elemento trago K, o modelo AAS (220FS, Varian, Mulgrave, Australia). Um
nebulizador do tipo V-Groove e uma camara de nebulizagdo Sturman-Master foram
empregados para introdu¢cdo das amostras no ICP-OES, e um nebulizador de vidro
concéntrico foi utilizado para o ICP-MS. As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam as condicdes
instrumentais utilizadas. Os teores de Carbono residual foram determinados pelo ICP-OES,

de acordo com Gouveia et al (2001)°.

Reagentes e solucdes

Todas as solugbes foram preparadas com reagentes de grau analitico e 0s
volumes finais ajustados com &gua destilada e desionizada (Maxima SC, Elga Bucks, UK).
As vidrarias foram descontaminadas em banho contendo 10% v/v HNO; por 24 horas.
SolucgBes de referéncia foram preparadas a partir de solugdes estoque com 1000 mg L™ de
Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Se, Si, Sr, Ti, V e Zn
(Alpha Resources Inc, Stevensville, Ml, EUA). As solugdes de referéncia para determinagao
de Carbono residual foram preparadas a partir de solucdo estoque 50,000 mg L™ de uréia
(SYNTH P.A.), em &gua desionizada.
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Digestéo de saliva

O procedimento de digestdo da saliva, para remocdo da por¢cdo orgéanica, foi
realizado em forno de microondas analitico fechado (Ethos D, Milestone Sorisole, BG, Italy)
sob radiacdo focalizada com 24 cavidades e frascos de digestdo de teflon. As amostras
foram retiradas do congelador e expostas a temperatura ambiente, sem nenhum tipo de
aquecimento. Aliquotas de 1 mL de saliva foram transferidas para os frascos reacionais de
teflon, sendo em seguida adicionando 5 mL de HNO; concentrado 65% (Merck, Alemanha) e
5 mL de agua desionizada. Os frascos foram fechados, transferidos para o equipamento e
foi implantado o programa de aguecimento, conforme Tabela 4. As amostras digeridas foram
diluidas para um volume final de 25 mL com &gua deionizada e armazenadas em frascos
conicos de polietileno. Posteriormente, foram diluidas em 1/20 para determinacdo dos
elementos traco Ba, Cd, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V, Mo, As, Se e Hg. A quantificacdo
doe elementos trago Al, B, Fe, Mg, Zn, Ca, Si, K e Na foi realizada pela analise direta da

amostra de saliva digerida.

Tabela 1 - Par@metros operacionais do espectrébmetro de massas (ICP-MS)

Poténcia (kW) 1,34
Fluxo do gas do plasma (L.min™") 15,9
Fluxo do gas auxiliar (L.min'lz 1,53
Fluxo de nebulizagéo (L.min™) 0,91

Elemento / is6topo

Arsénio (As) 75
Bério (Ba) 137
Cédmio (Cd) 111
Chumbo (Pb) 208
Cobalto (Co) 59
Cobre (Cu) 63
Cromo (Cr) 52
Estréncio (Sr) 88
Manganés (Mn) 55
Mercurio (Hg) 202
Molibdénio (Mo) 98
Niquel (Ni) 60
Selénio (Se) 78
Titanio (Ti) 49
Vanadio (V) 51
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Tabela 2 - Parametros operacionais do espectréometro de emisséo Opitica (ICP-

OES)

Poténcia (kW) 1,0
Fluxo do gas do plasma (L.min™") 15,0
Fluxo do gas auxiliar (L.min™) 1,5
Presséo de nebulizacéo (kPa) 200
Voltagem do tubo foto-multiplicador (V) 800

Linhas espectrais (nm)

Aluminio (Al) 396,152
Boro (B) 249,773
Caélcio (Ca) 422,673
Ferro (Fé) 259,940
Magnésio (Mg) 279,553
Silicio (Si) 252,411
Saodio (Na) 589,592
Zinco (Zn) 206,200

Tabela 3 - ParAmetros operacionais do espectrometro de absorgdo atbmica (AAS)

Linha espectral (nm) 766,5
Modo da leitura Emisséo
Modo de medida Altura do pico
Tipo de chama ar / Acetileno

Tabela 4 - Programa de aquecimento para digestdo de saliva em forno de
microondas analitico fechado com radiagdo focalizada

Temperatura Maxima

Tempo (min) Poténcia (W) °C)
2 300 100
2 400 100
3 550 100
3 600 140
5 500 160
5 450 180
5 650 180
5 550 180

Resultados e Discusséao

Foram analisadas neste estudo amostras de saliva total de 39 criancas
saudaveis, com faixa etaria entre 5 e 12 anos. A sele¢do desses elementos baseou-se nos
limites de detcgdo e de quantificacdo dos aparelhos observados em estudo piloto. O limite
de quantificacdo é uma margem de seguranca correspondente a 10 vezes o limite de
deteccéo do aparelho.

A média quantificada da concentracdo de elementos traco na saliva de criancas
saudaveis e seus respectivos limites de deteccdo estdo apresentados na Tabela 5. Nas
amostras analisada os elementos Cd, Co, Mo, Pb e Si foram determinados abaixo dos

respectivos limites de deteccéao.
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Tabela 5. Concentracdo (média) e limite de deteccdo de elementos trago
encontrado na saliva total estimulada de criangas saudaveis idade entre 5 e 12 anos

Elementos traco Média Dp LD

mgL™ mgL™

Aluminio 0,17 0,50 0,12
Boro 0,3 0,10 0,01
Bario 0,42 2,35 0,03
Calcio 37,38 66,88 1,14
Cobre 65,38 71,15 0,01
Ferro 0,18 0,57 0,08
Mercdrio 0,00 0,00 0,18
Magnésio 1,92 1,40 0,07
Manganés 0,01 0,30 0,01
Niquel 17,03 78,25 0,05
Estroncio 2,08 9,21 0,02
Titanio 1,84 11,25 0,19
Zinco 0,33 1,90 0,03
Arsénio 8,74 11,36 0,05
Cromo 46,75 29,70 0,02
Potassio 983,95 564,85 0,003
Saédio 91,75 76,05 0,08
Selénio 52,84 53,20 0,19
Vanadio 6,00 4,26 0,01

Este estudo detectou 19 elementos traco na saliva total estimilada. O uso dos
diferentes tipos de espectrédmetros destacou-se como importante e eficaz para elucidagéo
da composicdo inorganica da saliva. Existe muita diferenca na concentracdo de elementos
traco na saliva e, enquanto alguns apresentam concentragfes elevadas, outros aparecem
em quantidades minimas, podendo os mesmos nao serem detectados em funcéo do tipo de
equipamento.

10,11,12,13

Com base em estudos anteriores e considerando que a saliva pode ter

grande importancia como material biologico utilizado em analise clinica é valido toda
informacdo obtida desse fluido corporal. A literatura relata’® sintomas e patologias
relacionadas com o desequilibrio na homeostase de metais.

Os ions metélicos sdo necessarios para muitas fungbes vitais no organismo
humano. Principalmente, os elementos Cr, Mn, Co, Ni, e Mo que estdo envolvidos em
processos metabolicos na regulacéo da producdo de energia™. A partir do conhecimento da
funcdo bioldgica e da detcgcdo e quantificacdo desses elementos essesciais, torna-se
possivel detectar e monitorar doencas sisténicas. Portanto, a saliva torna-se alvo das
andlises clinicas, pela grande quantidade de componentes e viabilidade de coleta.

Muitos desses elementos podem estar alterados na presenca de doencas
sistémicas. Os elementos Na, K e Fosfato apresentam-se com diferenca estatistica
significativa em criancas portadoras de Fibrose Cistica e criancas saudaveis®. Em criancas
portadoras de Sindrome de Down o elemento Na encontrado na saliva apresenta-se em

maior concentracdo quando comparado a saliva de criancas sem a sindrome’.
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A presenca dos principais elementos plasmaticos na saliva (Na, K, Ca, Cl, HNO3)
ja foram descritos por varios autores®”. Contudo, os resultados deste trabalho abrem
perspectivas para que outros elementos possam também ser avaliados e descritos,
considerando o avanco tecnoldgico de equipamentos usados para deteccao e quantificacdo
de elementos traco, como os aparelhos utilizados neste trabalho.

A saliva ndo pode ser considerada apenas de interesse odontolégico ou
relevante somente aos estudos de doencas bucais. Deve ser considerada a facilidade da
coleta, principalmente em criangas, dispensando o uso de material perfuro cortante. Embora
seja conhecido que o processo de formacdo de saliva € complexo e sofre influéncias
diversas'®, é possivel padronizar a coleta seguindo regras bésicas para obtencéo desse
fluido.

Na literatura recente”*®*° foi observado que muitos laboratérios estédo realizando
estudos com a saliva. Acreditamos que os resultados obtidos neste estudo, assim como a
metodologia utilizada, podem ser Uteis em estudos futuros.

Além da composicdo inorganica avaliada neste trabalho, a composi¢do protéica
possibilita muitas informacdes que podem indicar alteragbes locais na cavidade oral e
sisttmicas. Ruhl et al (2005)*° estudaram as proteinas na saliva total de bebés,
mensalmente, durante os primeiros doze meses de vida e observou que a maioria das
proteinas salivares € expressa logo no primeiro més de vida, mantendo um padrdo durante
esse periodo, com excecdo da mucina e albumina. O estudo foi realizado utilizando a
eletroforese em gel de poliacrilamida, conhecida por SDS-PAGE, onde é possivel a

1920 astdo

separacao protéica em funcdo das massas moleculares. Alguns pesquisadores
elaborando um mapa protedmico da saliva humana, para tanto, utilizam recursos como a
eletroforese bidimensional (2-DE) aliada a espectrometria de massa. A somatdria desses
estudos podera elucidar muitas manifestagfes orais e sistémicas que afetam os humanos.
Sugerimos que estudos posteriores correlacionem a composi¢do organica e inorganica da

saliva.

Conclusodes

Os resultados deste trabalho permitiram inferir que a saliva € fonte potencial para
andlises clinicas e contém um grande numero de elementos que podem ser quantificado,
considerando o desenvolvimento de técnicas e equipamentos. Os teores desses elementos,

aumentados ou diminuidos no organismo, podem ser indicativos de altera¢des sistémicas.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

Referéncias (artigo Il1)

1.Agha-Hosseini F, Dizgah IM, Amirkhani S. The composition of unstimulated whole
saliva of healthy dental students. J Contemp Dent Pract [periédico na Internet].
2005 May [acesso em 2006 nov 9]; 7(2): 104-111. Disponivel em:
http://www.thejcdp.com/issue026/aghahosseini/index.htm

2.Lac G. Saliva assays in clinical and research biology. Pathol Biol. 2001; 49: 660-7.

3.Nriagu J, Burtb B, ALindera, Ismailc A, Sohn W. Lead levels in blood and saliva in a
low-income population of Detroit, Michigan. Int J Hyg Environ Health. 2006 March;
209(2): 109-121.

4.Silva MV. Salivadot: novo método para o diagnostico precoce da leptospirose humana
[Tese]. S&o Paulo. Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina, 1998.

5.Fejerskov O & Kidd E. Carie Dentaria — A doenca e seu Tratamento Clinico. Livraria
Santos Editora Ltda., Sdo Paulo, 2005, p 07-26.

6.Pedersen AML, Bardow A, Nauntofte B. Salivary changes and dental caries as
potencial oral markers of autoimmune salivary gland dysfunction in primary
Sjogren’s syndrome. BMC Clinical Patology [periddico na Internet]. 2005 [acesso
em 2006 fev 10]; 5(4) [aproximadamente 17p.]. Disponivel em:
http://www.biomedcentral.com/1472-6890/5/4

7.Siqueira WL, Oliveira E de, Mustacchi Z, Nicolau J. Electrolyte concentrations in saliva
of children aged 6-10 years with Down syndrome. Oral Surg Oral Med Oral Pathol
Oral Radiol Endod. 2004 July; 98(1): 76-9.

8.Aps JKM, Delange J, Martens LC. Salivary eletrolyte concentrations are associated
with cystic fibrosis transmembrane regulator genotypes. Clin Chem Lab Med.
2002; 40(4); 345-50.

9.Gouveia ST, Silva FV, Costa LM, Nogueira ARA, Noébrega JA. Determination of
residual carbon by inductively-coupled plasma optical emission spectrometry with
axial and radial view configurations. Anal Chim Acta. 2001; 445: 269-75.

10.Banderas-Tarabay JA, Zacarias-D'Oleire 1G, Gardufio-Estrada R, Aceves-Luna E,
Gonzalez-Begné M. Electrophoretic Analysis of Whole Saliva and Prevalence of
Dental Caries. A Study in Mexican Dental Students. Archives of Medical Research
2002,3 The Journal of Contemporary Dental Practice. 2008 March; 9(3): 499-505

11.Almeida PDV, Grégio AMT, Machado MAM, Lima AASL, Azevedo LR. Saliva
Composition and Functions: A Comprehensive Review. The Journal of
Contemporary Dental Practice. 2008 March; 9(3)

12.Farias D G de; Bezerra A C B. Salivary antibodies, amylase and protein from
children with early childhood caries. Clin Oral Invest 2003, 7:154-157

13.Segal A, Wong DT. Salivary diagnostics: enhancing disease detection and making
medicine better. Eur J Dent Educ. 2008; 12 (Suppl. 1): 22-29

14.Benite MC, Machado SPB, Eliezer J. Uma visdo da quimica bioinorganica medicinal.
Quimica Nova. 2007, 30(8): 2062-2067

15. Massabni AC. Os metais e a saude humana. [homepage na Internet] [acesso em
2008]; Disponivel em: http//www.crg4.org.br/qv_metaisesaude

16. Maringoni RL, Trindade Jr AS, Atta AG. A secrecgéo eletrolitica da saliva. Rev Paul
Med. 1991 nov-dez; 109(6): 278-83.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.thejcdp.com/issue026/aghahosseini/index.htm
http://www.biomedcentral.com/1472-6890/5/4
http://www.crq4.org.br/qv_metaisesaude
http://www.go2pdf.com

17.Lamanda A, Cheaib Z, Turgut M D, Lussi A. Protein Buffering in Model Systems and
in Whole Human Saliva. PLoS ONE 2(2): [periddico na Internet] [acesso em 2008
mai 20]; Disponivel em: www.plosone.org

18.Huhl S, Rayment SA, Schmalz G, Hiller KA, Troxler RF. Proteins in whole saliva
during the first year of infancy. J Dent Res. 2005; 84(1): 135-153.

19. Hirtz C, Chevalier F, Centeno D, Egea JC, Rossignol M, Sommerer N, Périére D de.
Complexity of the human whole saliva proteome. J. Physiol. Biochem. 2005, 61(3):
469-480,

20.Hu S, Loo JA, Wong DT. Human Saliva Proteome Analysis. Ann. N.Y. Acad. Sci.
2007; (1098): 323-329

21.Huang CT, Stewart PS. Reduction of polysaccharide production in Pseudomonas
aeruginosas biofilms by bismuth dimercaprol (BisBal) tratment. J Antimicrobial
Chemotheraphy. 1999; 44: 601-605

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.plosone.org
http://www.go2pdf.com

Consideracdes Finais e Perspectivas

8 O conjunto de andlises da saliva por espectroscopia possibilitou a identificacdo de 6
elementos traco com diferenca significativa entre individuos com Fibrose Cistica e individuos
saudaveis

8 Os elementos essencais desenvolvem diferentes fungées no organismo humano e a
relacéo dos teores desses elementos (aumentado ou diminuido) com manifestagcfes clinicas
apresentadas pelos individuos com Fibrose Cistica € condizente com a literatura.

8 A analise da saliva por SDS-PAGE direcionou o estudo protéico com eletroforese 2-
DE, que por sua vez, possibilitou a selecdo de spots presentes apenas em criangas com FC.
8 A andlise por espectrometria de massa dos spots excisados dos géis de criangcas com
FC resultou na identificacdo da IgA, dados confirmados com o banco de dados do genoma
humano na biblioteca da NCBI

8 Esta imunoglobulina tem funcdo bem descrita na literatura e sua ocorréncia nos
individuos com Fibrose Cistica possivelmente € em fun¢do da pré-disposi¢cdo dos FC a
recorrentes infec¢des das vias aéreas.

8 Com as avancgadas tecnologias de espectroscopia e protedmica, é possivel que no
futuro possa ser estabelecido um modelo de diagnéstico para a Fibrose Cistica, utilizando a
saliva como material biolégico, e a descoberta de biomarcadores da doenca nesse fluido.
Mais estudos serdo necessarios para mapear a grande variedade de spots e encontrar
proteinas ou fragBes peptidicas que se tornem alvos para o diagnéstico da FC. Esta é a
primeira descricdo, com a protedmica, entre a saliva de portadores de fibrose cistica e
individuos saudaveis.

8 Estudos devem procurar maneiras de recompor a homeostase, equilibrando a
deficiéncia dos elementos essenciais 0 que pode influenciar nas manifesta¢gfes clinicas da
Fibrose Cistica.

8 As perspectivas, a partir deste estudo, € que a saliva possa tornar-se um meio de
monitoramento da Fibrose Cistica. E que seja desenvolvido um modelo de diagnéstico da
doenca através da saliva. O que traria o beneficio do diagnostico precoce e melhora na

gualidade de vida desses pacientes.
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