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Objetivo: Determinar elementos tragco na saliva de individuos com
fibrose cistica.

Métodos: Trinta e cinco individuos com fibrose cistica e trinta e nove
individuos sauddveis participaram deste estudo. A distribuicdo de 24
elementos trago na saliva total estimulada foi avaliada por
espectrometria de massa com plasma de argbnio acoplado
indutivamente (ICP-MS), espectrometria de emissdo 6ptica com plasma
de argdnio acoplado indutivamente (ICP-OES) e espectrometria de
absorgdo atdmica (AAS).

Resultados: Verificou-se uma diferenga significativa na distribuigdo de
elementos traco na saliva de individuos com fibrose cistica quando
comparado a individuos sem a doenga. Sddio; Potdssio; Vanadio;
Cromo; Arsénio e Selénio apresentaram valores estatisticamente
diferentes entre os grupos, enquanto Aluminio, Boro, Bario, Cadmo,
Cobre, Ferro, Mercurio, Magnésio, Manganés, Niquel, Titanio, Estroncio
e Zinco ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos. As
analises estatisticas indicaram que os elementos Sédio e Potdssio
apresentaram maiores teores, enquanto que os elementos trago
Vanadio, Cromo, Selénio e Arsénio apresentaram menores teores nos
individuos com fibrose cistica.

Conclusdes: A espectroscopia atdmica mostrou um potencial
considerdvel no desenvolvimento de metodologia destinada a detectar
a fibrose cistica neonatal. A saliva deve ser considerada como material
bioldgico para analise de diagndstico.

DESCRITORES

Saliva; Fibrose Cistica; Diagnostico.

ABSTRACT

Objective: To determine trace elements in the saliva of individuals with
cystic fibrosis.

Method: Thirty-five individuals with cystic fibrosis and thirty-nine
healthy individuals participated in this study. The distribution of 24
trace elements 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
spectrometry (AAS).

Results: There was a statistically significant difference in the
distribution of trace elements in the saliva of individuals with cystic
fibrosis compared with individuals without the disease. Sodium,
potassium, vanadium, chromium, arsenic and selenium presented
significantly different values between the groups, while no significant
differences was found between the groups for aluminum, boron,
barium, cadmium, copper, iron, mercury, magnesium, manganese,
nickel, titanium, strontium and zinc. Statistical analyses indicated
higher contents of the trace elements sodium and potassium and lower
contents of the trace elements vanadium, chromium, selenium and
arsenic in the individuals with cystic fibrosis.

Conclusion: Atomic spectroscopy showed a considerable potential in
the development of a methodology to detect a neonatal cystic fibrosis.
The saliva should be considered as biological material for diagnostic
analysis.

Saliva; Cystic Fibrosis; Diagnosis.
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INTRODU

A Fibrose Cistica (FC) é a mais comum doenca
autossdmica recessiva letal entre os caucasianos’. E
causada pela mutagdo no gene Cystic Fibrosis
Transmembrane  Regulator  (CFTR), situado no
cromossomo 7931.2, o qual codifica uma glicoproteina
transmembrana, que atua no transporte eletrolitico na
membrana apical de células epiteliaisz. Afeta as células
epiteliais de varios érgdos, incluindo o trato respiratdrio,
pancreas exocrino, intestino, vaso deferente, sistema
hepatobiliar e as glandulas sudoriparas exdcrinas’. As
principais manifesta¢des da doenga, aparecendo em
diferentes graus de expressao clinica, caracterizam a
triade: concentragdes aumentadas de eletrdlitos no suor;
doenga pulmonar obstrutiva cronica; e insuficiéncia
pancredatica com ma digestdo e ma absorgcdo
secundarias’.

O diagnéstico da FC baseia-se em achados
clinicos classicos: manifestagbes pulmonares e/ou
gastrointestinais tipicas; histéoria de casos de FC na
familia; e demonstragdo de niveis elevados de ions Sédio
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 nao invasivo’.
E abundante, secretada numa taxa relativamente regular
e contém alguns elementos que a tornam de interesse
nas analises biolégicas(’. Os testes salivares tém
apresentado correlagdes positivas com os sanguineos e a
saliva tem sido usada em andlises clinicas para
diagnéstico de doengas, monitoramento de drogas
terapéuticas e estudos de doengas das glandulas
salivares’.

Este trabalho parte do pressuposto que
portadores de FC apresentam alteragdo na composicdo
salivar, uma vez que a doenga afeta o transporte de ions
através da membrana celular, envolvendo o fluxo de
Cloro e Sddio. Contudo, pouco se sabe sobre a
distribuicdo de elementos traco na saliva e suas
correlagdes com a FC. E objetivo deste estudo comparar
os elementos traco na saliva de individuos com FC e
individuos saudaveis, utilizando o método de coleta de
saliva total estimulada e andlises por espectroscopia.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Espectroscopia Atomica Aplicada do Hospital da
Universidade Catdlica de Brasilia. Todos os individuos, ou
seus responsaveis, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comité

divididos em dois grupos: Grupo 1: 35 individuos com FC,
da regido Centro Oeste do Brasil, cadastrados no
programa de atendimento multidisciplinar aos
portadores de FC do Hospital da Universidade Catdlica de
Brasilia; Grupo 2: 39 individuos saudaveis, da mesma
regido, pacientes da Faculdade de Odontologia da
Universidade Catdlica de Brasilia que participavam, na
época, do programa de odontologia preventiva. Este
grupo incluiu individuos sem doenga sistémica ou
congénita, auséncia de abscesso dental, auséncia de
carie e tratamento ortodontico, e auséncia de terapia
medicamentosa.

Todos os pacientes com FC tiveram o
diagnéstico confirmado pelo teste genético ou teste do
suor e apresentavam os mesmos padroes de satde bucal
do grupo controle sendo o estado de saude geral e
pulmonar estdvel no momento da coleta da saliva. Esses
pacientes eram submetidos a um programa terapéutico
completo com orientagdo de varios profissionais, entre
eles, médico, nutricionista, fisioterapeuta e dentista.
Usualmente os pacientes recebiam dose de
polivitaminicos e frequentemente eram tratados com
medicamentos que auxiliaram na preven¢do do
estreitamento das vias aéreas (broncodilatadores). O
grupo FC apresentava 12 homozigotos para a mutagdo
AF508, 11 heterozigotos para a mutagdo AF508 e 12
portadores de outras mutages. Os dados clinico-
demograficos da populagdo do estudo estdo resumidos
na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinico-demograficas dos pacientes
estudados.

Gruposu’
Controle FC
n 39 35
Idade (média + dp) (8.4+£1.9) (12+7.2)
anos anos
Género 21F 15F
18 M 20M
Gendtipo homozigoto para AF - 12 (34%)
508 (%)
Gendtipo heterozigoto para AF - 11 (31%)
508 (%)
Genotipo com mutacgdo diferente - 12 (34%)

da AF 508 (%)

W Controle: individuos sauddveis; FC: pacientes com Fibrose
Cistica.

As amostras de saliva total foram coletadas por
apenas um pesquisador. Os individuos foram orientados
a realizar a higiene oral duas horas antes da coleta e a
nao ingerir nenhum alimento ou bebida até o
procedimento. A coleta foi sempre realizada pela manha
para padronizagdo dos ritmos circadianos. Com os
individuos sentados confortavelmente, foi pedido que
eles mascassem um pedacgo de borracha de garrote (05
mm x 10 mm), para estimular a produ¢do da saliva,
desprezando-se a produgdo dos primeiros 30 segundos.
A saliva foi coletada em recipientes plasticos até o
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A seguir sdo descritos os procedimentos
laboratoriais realizados neste estudo.

Reagentes e solugdes: todas as solugbes foram
preparadas com reagentes de grau analitico e os volumes
finais ajustados com &gua destilada e desionizada
(Maxima SC, Elga Bucks, UK). As vidrarias foram
descontaminadas em banho contendo 10% v/v HNO3 por
24 horas. Solugdes de referéncia foram preparadas a
partir de solugdes estoque com 1000 mg L-1 de Ba, Cd,
Cr, Co, Mn, Ni, Pb, Sr, Si, Ti, V, Mo, As, Se, Hg, Al, B, Fe,
Mg, Zn, Ca, K e Na (Alpha Resources Inc, Stevensville, MI,
EUA). As solugBes de referéncia para determinagdo de
Carbono residual foram preparadas a partir de solugao
estoque 50.000 mg L-1 de uréia (SYNTH P.A.), em 3agua
desionizada.

Digestdo de saliva: o procedimento de digestdo
da saliva, para remogdo da porgdo organica, foi realizado
em forno de micro-ondas analitico fechado (Ethos D,
Milestone Sorisole, BG, Italy). 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, adicionados 5
mL de HNO; concentrado 65% (Merck, Alemanha) e 5 mL
de d&gua desionizada. Os frascos foram fechados,
transferidos para o micro-ondas e foi implantado o
programa de aquecimento, conforme Tabela 2. Apds este
passo, as amostras foram diluidas para um volume final
de 25 mL com d4gua deionizada e a “saliva digerida” foi
armazenada em frascos cobnicos de polietileno. A
quantificacdo dos elementos trago Al, B, Fe, Mg, Zn, Ca,
Si, K e Na foi realizada pela andlise direta da saliva
digerida. Para a determinac¢do dos elementos traco Ba,
Cd, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V, Mo, As, Se e Hg as
amostras de saliva digerida foram diluidas na proporgao
1/20.

Determinagdo de elementos trago: para
determinagdo de Ba, Cd, Cr, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr, Ti, V,
Mo, As, Se e Hg foi utilizado um espectrometro de massa
modelo ICP-MS (810-MS, Varian, Mulgrave, Australia). Na
determinagdo de Al, B, Fe, Mg, Zn, Ca, Si e Na, foi
utilizado o espectrémetro de emissdo atdmica modelo
ICP-OES com configuragdo radial (Liberty Il, Varian,
Mulgrave, Austrélia) e na determinagdo do K, foi usado o
espectrometro absor¢do atémica modelo AAS (220FS,
Varian, Mulgrave, Australia). Um nebulizador do tipo V-
Groove e uma camara de nebulizagdo Sturman-Master
foram empregados para introducdo das amostras no ICP-
OES, e um nebulizador de vidro concéntrico foi utilizado
para o ICP-MS. As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam as
condi¢cBes instrumentais utilizadas nos diferentes
espectrometros. Os teores de Carbono residual foram
de;cerminados pelo ICP-OES, de acordo com Gouveia et
al.

Os dados foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA) e andlise de componentes principais
(PCA), pelo programa SPSS’ for Windows™ vers&o 8.0.

Tabela 2. Programa de aquecimento para digestao de saliva
em forno de micro-ondas analitico fechado com radiagao
focalizada.

Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura maxima (°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

Tabela 3 - Parametros operacionais do espectrometro de
massas (ICP-MS)

Parametros utilizados

Poténcia (kW) 1,34
Fluxo do gas do plasma (L.min'l) 15,9
Fluxo do gas auxiliar (L.min'l) 1,53
Fluxo de nebulizagdo (L.min'l) 0,91

Elemento / isétopo

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

Tabela 4 - Parametros operacionais do espectrometro de
emissdo atdmica (ICP-OES)

Parametros utilizados

Poténcia (kW) 1,0
Fluxo do gas do plasma (L.min'l) 15,0
Fluxo do gas auxiliar (L.min'l) 1,5
Pressdo de nebulizagdo (kPa) 200
Voltagem do tubo foto-multiplicador (V) 800

Linhas espectrais (nm)

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

Tabela 5 - Parametros operacionais do espectrometro de
absorgdo atdmica (AAS)

Parametros utilizados

Linha espectral (nm) 766,5
Modo da leitura Emissdo

P D N L P YT D
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RESULTADOS

Os resultados obtidos das analises das amostras
de saliva estdo apresentados na Tabela 6. A ANOVA
mostrou diferenca estatisticamente significativa (p <
0,05) nas concentrag¢des dos elementos Na, K, V, Cr, As e
Se entre os dois grupos. O grupo com FC apresentou, em
média, maiores teores de Na e K (167,72 + 101,61 mg.L'1
e 1249,01 + 446,95 mg.L'l) guando comparado ao grupo
controle (91,75 + 76,05 mg.L™ e 983,95 + 564,85 mg.L™),
significando um aumento de aproximadamente 87% de
Na e 27% de K nas amostras de saliva de portadores de
FC. Os elementos Cr, Se e V apresentaram menores
teores no grupo FC (14,55 + 18,43 mg L'l; 10,13 + 27,93
mg L' e 0,89 +2,88 mg L'l), quando comparado ao grupo
controle (46,75 + 29,70 mg L™; 52,84 + 53,20 mgL" e
6,00 £+ 4,26 mg L'l), significando uma diminui¢do de
aproximadamente 70% de Cr, 80% de Se e 85% de V nas
amostras de saliva desses individuos. O nivel do
elemento As nas amostras de FC estdo abaixo do limite
de quantificacdo da técnica de espectroscopia de massa
(ICP MS). Entretanto, as amostras do grupo controle
apresentaram valores médios de As de 8,74 + 11,36 mg
L™. Os teores dos elementos trago Al, B, Ba, Cd, Cu, Fe,
Hg, Mg, Mn, Ni, Ti, Sr e Zn ndo apresentaram diferengas

estatisticas significativas na comparagdo entre os dois
grupos (Tabela 6). Os resultados prévios indicaram uma
possivel reorganiza¢do dos niveis dos elementos tracgo,
favorecendo o balango eletrolitico entre os cations
metdlicos e os anions na saliva dos portadores de fibrose
cistica.

A andlise PCA foi realizada com o valor médio
para cada individuo em cada metal. Os dados relativos ao
teor de metais foram autoescalonados para evitar
problemas de diferencas de magnitudes entre os
diferentes metais, os quais poderiam levar a resultados
incorretos. Assim, tem-se uma matriz de 74 casos (35
com FC e 39 controle) com 23 metais analisados (74 x
23). Esta matriz foi tratada por PCA. Os resultados da
andlise PCA (Figura 1) possibilitam a identificagdo de um
padrdo de separagdo dos grupos com 39,3% da variancia
(CP1 = 24,5% e CP2=14,8%). Os elementos trago
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. Isso permite
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 que o grupo controle.

Tabela 6. Média e desvio padrdo (dp) da concentragdo de cada elemento nos dois grupos.

[63)

Grupos
Controle FC

Metais Média dp Média dp p<0,05
Al 0.17 + 0.50 005 + 0.4 -
As * 874 + 1136 0.00 = 0.00 0,00002
B 0.026 + 0.10 0.10 * 0.26 -
Ba 042 + 235 21.15 + 116.32 -
Ca 3738 + 66.89 4227 + 53.87 -
Cr* 46.75 + 29.70 1455 + 1843 0,0000005
Cu 6538 + 71.15 4083 t 115.44 -
Fe 0.18 + 0.57 0.014 + 0.085 -
Hg 0.00 + 0.00 043 + 255 -
K * 98395 + 564.86 1249.01 + 446.95 0,03
Mg 192 + 1.40 171 + 1.88 -
Mn 001 + 0.30 043 + 252 -
Na * 91.75 + 76.05 167.72 + 101.61 0,0005
Ni 17.03 + 7825 097 + 464 -
Se * 52.84 + 53.20 10.13 = 27.93 0,00006
Sr 208 + 9.20 571 + 13.03 -
Ti 1.84 + 11.25 0.56 = 237 -
V* 6.00 * 4.26 089 + 2388 0,05
n 033 + 1.90 203 + 525 -
T Controle: individuos saudaveis; FC pacientes com Fibrose Cistica.
*Diferenga estatisticamente significativa (p<0.05).
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A coleta da saliva é relatada em outros
estudos®® como um procedimento facil e ndo invasivo, o
que se comprovou neste estudo. Os individuos
participaram do processo de forma tranquila e
confortavel, o que reforca suas vantagens sobre outros
materiais bioldgicos, cuja coleta provoca situagdes de
estresse nos individuos.

Os resultados mostraram diferenca
estatisticamente significativa na concentracdo dos
elementos Na, K, V, Cr, Se e As (p<0,05), Tabela 6. A
comparacgdo desses resultados com dados de estudos
anteriores é dificil devido a escassez de trabalhos
disponiveis, bem como diferencas na metodologia.
Apenas dois trabalhos relacionados a saliva de
portadores de FC foram encontrados na literatura. Os
estudos com homozigoto e heterozigotos para a mutagao
AF508'>" mostraram teor maior do elemento Sédio na
saliva de individuos com FC em comparagdo com
individuos saudaveis.

A anadlise de componentes principais identificou
uma relagdo inversa entre PC1 e os valores de Ca e K, o
que indica que os valores médios desses elementos sdo
superiores aos do grupo controle.

Atualmente o padrdo ouro para o diagndstico da
FC é o teste do suor'’. Este teste determina teores de Na
e Cl no suor. Individuos com FC apresentam elevados
teores desses elementos. A analise de elementos trago
na saliva detectou maiores quantidades de Na e K nos
individuos com FC quando comparado com saliva dos
individuos sem a doencga. Os elementos V, Cr e Se
estavam presentes em menor propor¢do, enquanto que
o elemento As estava abaixo do limite de detecgdo,
também comparado ao grupo controle. Esses resultados
sugerem que os elementos Na, K, V, Cr, Se e As merecem
atencdo especial em estudos futuros sobre diagndstico
da FC.

Embora o objetivo deste estudo tenha sido
determinar a quantidade de ions metalicos, a saliva
apresenta outros elementos de relevancia para o
diagndstico da FC, por exemplo, o Cl.

Com base nestes resultados, é possivel inferir
que algumas das alteragdes sistémicas da FC podem
estar correlacionadas com as concentracbes de
elementos trago, indicando uma possivel reestruturagdo
dos niveis de elementos, favorecendo o equilibrio
eletrolitico dos cations metdlicos e anions na saliva de
pacientes com FC.

O vanadio estd associado a numerosas reagoes
enzimaticas e a regulagdo da bomba de Na e K, estando
provavelmente ligado a certas fungGes enddcrinas™.
Outra relevante fungdo do V esta associada a atividade
anti-bacteriana contra a Pseudomonas aeruginosa”,
principal agente colonizador das vais aéreas inferiores
nos individuos FC. As infecgdes normalmente ocorrem no
inicio da infancia e uma vez estabelecida, a erradicagdo
pode ser impossivel, sendo o agravo da doenga pulmonar

aproximadamente 85% (Tabela 6) menor quando
comparado com individuos saudaveis, levando a
conclusdo que o baixo nivel deste elemento em FC pode
estar associado a favorecimento de colonizacdo da
bactéria Pseudomonas aeruginosa.

Pessoas com FC podem ser mais suscetiveis a
lesdo oxidativa das células quando comparadas com
individuos sem a doenga devido a baixa absor¢do de
nutrientes antioxidantes e ao aumento do estresse
oxidativo causado por infec¢des pulmonares cronicas™. A
literatura associa ao elemento traco Se a fungdo
antioxidante, possibilitando a protegdo das células contra
o estresse oxidativo'’. O valor médio do elemento tragco
Se nas amostras de saliva dos portadores de FC foi
aproximadamente 80% menor quando comparado com
individuos saudaveis (Tabela 6). Os resultados
encontrados neste estudo enfatizam o relato de estudos
anteriores'®.

O diabetes melitus associado a doenca
pancredtica ocorre em aproximadamente 20% dos
adultos com FC'®. O diabetes melitus guando associado a
pacientes com FC tem inicio, em média, aos 20 anos de
idade e as alteragdes do metabolismo glicémico agravam
o estado nutricional®. A literatura associa ao elemento
traco Cr um papel de destaque no metabolismo do
acucar devido ao estimulo da insulina nas células apds
ligagdo com receptores contendo Cr, sendo a capacidade
de estimulo associada a concentragdao desse elemento™.
O valor médio do elemento trago Cr nas amostras de
saliva dos portadores de FC foi aproximadamente 80%
menor quando comparado com individuos saudaveis
(Tabela 6), concordando com a hipdtese de
suscetibilidade ao diabetes melitus. Além disso, a
deficiéncia do elemento traco V também tem sido
associada a varias disfungGes fisioldgicas, incluindo a da
glandula tiredide, metabolismo glicidico e Iipidicou.
Portanto, os baixos teores dos elementos tracos V e Cr
podem elevar a potencializagdo da predisposicdo dos
individuos com FC ao diabetes melitus.

As drogas de bismuto-thios e N-acetilcysteine
agem como quelantes de As. Estes medicamentos sdo
usados como agentes anti-bacterianos e mucoliticos,
respectivamente, no tratamento da FC? E possivel
que a auséncia de As na saliva de pacientes com FC
(Tabela 6) seja devido a reagdo deste elemento com os
medicamentos usados para combater as repetidas
infecgGes pulmonares.

A analise de elementos trago por espectroscopia
na saliva de pacientes com FC mostram uma diferenca
significativa no nivel de Na, K, V, Cr, Se e As quando
comparados com individuos sauddveis. Teores destes
elementos na saliva de pacientes com FC pode ser
indicativo de alteracdes metabdlicas no organismo. E
possivel que os niveis de elementos trago, juntamente
com os sintomas clinicos, podem indicar a presenga de
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