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Resumo

Chaves Neto AH. Estudos das fosfatases acidas e da fosfatase alcalina no soro e na saliva de
criancas. Aracatuba, 2005. 67p. Dissertacdo (Mestrado em Odontopediatria) UNESP —

Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia de Aragatuba.

A sdiva é coletada através de métodos simples e ndo invasivos, aém de ser facilmente
armazenada. A coleta ndo-traumética € atrativa especialmente para criancas e quando
repetidas coletas sdo requeridas. A desvantagem da saliva como uma ferramenta de
diagndstico € avariabilidade, que ocorre em decorréncia dos fatores fisiol 6gicos e do modo de
coleta. Numa primeira etapa o trabalho teve por objetivo estudar as atividades das enzimas
fosfatase alcalina (FAIc), fosfatase écida total (FAT) e fosfatase &cida resistente ao tartarato
(TRAP) na sdliva total ndo estimulada de criangas, investigando as influéncias de fatores
como sexo, faixa etaria e horério de coleta, bem como a correlacéo das enzimas com ataxa de
fluxo salivar. Nesta etapa, 120 criancgas saudaveis de ambos 0s sexos, nas faixas etérias de 1-
5 e 6-12 anos de idade tiveram as amostras de saliva coletada entre 8:00-10:00 horas ou entre
14:00-16:00 horas. A segunda parte do trabalho teve por objetivo avaliar a correlacdo das
atividades enziméticas da FAT, TRAP, proteina tirosina fosfatase de baixa massa molecular
relativa (PTP-BMr) e FAlc na saliva e no soro de criangas, além de analisar a influéncia do
sexo e da faixa etéria na atividade das enzimas, no soro e na saliva total. Para tanto 32
criancas de ambos 0s sexos, nas faixas etéarias de 1-5 anos e 6-12 anos de idade tiveram as
amostras de saliva e sangue coletadas entre 8:00-10:00 horas. Os resultados da primeira etapa
sugerem que as atividades da FAT, TRAP e FAlc sdo influenciadas, de formas distintas, pelos
fatores sexo, faixa etéria e horario de coleta e que ndo existe correlagéo entre as atividades das

enzimas e a taxa de fluxo salivar. Na segunda etapa foi observada uma correlacéo positiva



significativa apenas entre as atividades da TRAP no soro e na saliva de criancas do sexo
masculino na faixa etéria de 6-12 anos (r = +0,76, p<0,05). A auséncia de correlacdo entre
as atividades das outras enzimas na saliva e no soro, ndo desconsidera a utilizacdo da saliva
como ferramenta de diagnéstico, uma vez que estudos deverdo ser realizados avaliando os
mesmo parametros na saliva e no sangue em condices de ateracbes da salde loca e

sistémica

Palavras-chave: criangas, fosfatase &cida, fosfatase alcalina, saliva e soro.



Abstract

Chaves Neto AH. Studies of the acid phosphatases and of the alkaline phosphatase in the
serum and saliva of children. Aracatuba, 2005. 67p. Dissertacdo (Mestrado em
Odontopediatria) UNESP — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia de
Aracatuba.

Saliva can be collected by simple, non-invasive methods and is easily stored. The non-
traumatic collection is specially appealing for children and when repeated collections are
required. The main disadvantage of the saliva as a diagnosis tool is the variability that
happens due to the physiologic factors and dependence on mode of the collection. In a first
stage the work had for objective to study the activities of the enzymes alkaline phosphatase
(ALP), total acid phosphatase (TAP) and tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) in the
whole unstimulated saliva of children, investigating the influences of factors as sex, age group
and time of collection, as well as the correlation of the enzymes with the salivary flow rate. In
this stage, 120 healthy children of both sexes, in the age groups of 1-5 and 6-12 years of age
had the saliva samples collected between 8:00-10:00 hours or between 14:00-16:00 hours. In
a second stage, the work had for objective to evaluate the correlation of the enzymatic
activities of TAP, TRAP, low molecular weight protein tyrosine phosphatase (LMW-PTP)
and ALP in the saliva and in the children's serum, besides analyzing the influence of the sex
and of the age group in the activity of the enzymes, in the serum and in the whole
unstimulated saliva. For so much 32 children of both sexes, in the 1-5 year-old age groups and
6-12 years of age had the saliva samples and blood collected between 8:00-10:00 hours. The
results of the first stage suggest that the activities of TAP, TRAP and ALP are influenced, in

different ways, for the factors sex, age group and time of collection and that correlation



doesn't exist between the activities of the enzymes and the salivary flow rate. In the second
stage a significant positive correlation was just observed among the activities of TRAP in the
serum and in the male saliva of children in the 6-12 year-old age group (r = +0.76, p <0.05).
the correlation absence among the activities of the other enzymes in the saliva and in the
serum, it doesn't disrespect the use of the saliva as diagnosis tool, once studies should be
accomplished evaluating the same parameters in the saliva and in the blood in conditions of
alterations of the local and systemic health.

Keywords: children, acid phosphatase, alkaline phosphatase, saliva and serum.
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Capitulo 1

Influéncias do sexo, idade e horario de
coleta da saliva total de criancas nas
atividades das fosfatases alcalina, acidas

total e resistente ao tartarato
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Capitulo 1

Influéncias do sexo, idade e hor ario de coleta da saliva total de criancas nas atividades
das enzimas fosfatase alcalina, fosfatases acidas total e resistente ao tartarato

Resumo

Foram avaliadas as influéncias de variaveis como sexo, faixa etaria e horario de coleta,
nas atividades da fosfatase acida total (FAT), fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) e
fosfatase alcalina (FAIc), na saliva total ndo estimulada de criangas e averiguar correlaces
entre as atividades enzimaticas e a taxa de fluxo salivar. Foram coletadas amostras de saliva
total de cento e vinte criancas saudavels de ambos os sexos, com idades entre 1-5 e 6-12 anos,
nos horarios entre 8:00-10:00 ou 14:00-16:00 horas. As criangas do sexo feminino (6-12 anos)
apresentaram taxa de fluxo salivar reduzida e maior atividade de TRAP e FAIlc, comparadas
ao sexo masculino na mesma faixa etaria. Entre 8:00-10:00 horas as atividades da FAT e da
FAlc para 0 grupo do sexo masculino (1-5 anos) foram mais elevadas em comparacdo as
obtidas entre 14:00-16:00 horas (p<0,05, teste-t). A FAIlc nos grupos do sexo feminino (6-12
anos) foi mais elevada no horério das 14:00-16:00 horas (p<0,05, teste-t). A TRAP apresentou
aumento significativo da atividade com o aumento da faixa etéaria em criangas do sexo
feminino, em amostras obtidas entre 14:00-16:00 horas (p<0,05, teste-t). N&o foi observada
correlacdo entre o fluxo salivar e as atividades das enzimas (p>0,05, teste de Pearson). As
atividades das enzimas FAT, TRAP e FAIlc sdo influenciadas de maneiras diversas pelo sexo
do individuo, idade e horario de coletadasaliva. A influéncia dos fatores estudados devera ser
levada em consideracdo em estudos que visem utilizar a saliva como material bioldgico para
diagnostico laboratorial.
Palavras-chaves: atividade enzimética, fosfatase &cida, fosfatase alcaling, fosfatase acida

resistente ao tartarato e saliva
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1.1 INTRODUCAO

A andlise da composicéo da saliva pode ser utilizada como uma ferramenta para o
diagndstico e o monitoramento do tratamento de pacientes com vérias doencas sistémicas que
afetam a funcdo das glandulas salivares e a composi¢do da saliva, tais como a Sindrome de
Sjogren, cirrose alcodlica, fibrose cistica, sarcoidose, diabetes mellitus e doencas das
glandulas adrenais (1,2).

Além de ser facilmente armazenada a saliva é coletada através de métodos simples e
ndo invasivos. A coleta ndo-traumética é atrativa especiamente para crian¢as e quando
repetidas coletas sdo requeridas. A principal desvantagem da saliva como uma ferramenta de
diagndstico € a variabilidade, que ocorre em funcéo do modo de coleta (3).

Tém sido publicados estudos sobre as atividades da fosfatase &cida (FA) e da fosfatase
acalina (FAlc) nasaliva, correlacionando os niveis de atividade a presenga de calculo denta e
contagem de Lactobacillus (4) ou aincidénciade cérie dental (5,6).

As atividades dessas enzimas foram avaliadas na saliva de individuos saudaveis (7,8) e
também de criancas com ateragdes como diabetes (9), leucodistrofia metacromética (10),
fibrose cistica (11), ou em pacientes adultos com cancer de prostata (12).

As fosfatases alcalinas humanas constituem muiltiplas formas moleculares de enzimas
gue podem ser encontradas no soro e que sdo produzidas por muitos tecidos como 0Ssos,
figado, intestinos e placenta. A concentracéo da fosfatase alcalina intestinal no soro aumenta
em diversas desordens do trato digestivo e na cirrose (13). A atividade da fosfatase alcalina
de origem Gssea € maior na fase de crescimento, assim como a da fosfatase alcalina total (13).

A fosfatase alcalina dssea pode ser utilizada como uma ferramenta mais sensivel do

que a fosfatase acalina total para acompanhar os processos de mineralizagdo, ja que um
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pequeno aumento dessa fragdo € facilmente detectado e sinaliza a existéncia de possiveis
patologias (14).

N&o existem na literatura trabalhos que analisem a atividade da fragdo da fosfatase
&cida resistente ao tartarato (TRAP) na sdliva total ndo-estimulada de criangas saudaveis,
levando-se em consideracdo ainfluéncia do horério de coleta e faixa etéria.

A TRAP, que difere das outras isoformas da fosfatase &cida humana por ser insensivel
a0 tartarato e ao p-hidroximercuriobenzoato (p-HMB) (15), é expressa de forma mais
significativa nos osteoclastos (16), sendo secretada durante a reabsor¢do éssea, 0 que torna
esta enzima um marcador do processo (17).

E bem sabido que a taxa de fluxo e a composicdo da saliva variam num periodo de 24
horas. Um ritmo cicardiano tem sido descrito para a taxa de fluxo da saliva tota néo
estimulada (18). As taxas de fluxo salivar no inicio da manhd sdo reduzidas, se comparadas as
do final datarde (19). Verificando-se a variagdo do fluxo de saliva ndo estimulada durante o
periodo da manha observa-se ao final do periodo, um incremento entre 25-50% (19, 20).
Ferguson & Botchway (21) demonstraram que a composicdo da saliva total estimulada
coletada no periodo datarde € menos varidvel do que a de outros periodos.

Determinacdes da taxa de fluxo salivar sdo importantes para o diagnéstico de algumas
doencas orais e sistémicas, porém diversos fatores que podem induzir variagcbes devem ser
controlados. Dentre estes fatores est&o o horério da coleta (22) e o jefum (23).

As concentragfes de alguns componentes da saliva total ndo estimulada variam em
funcéo da idade, indicando a necessidade de controles padrdes de idade para o uso clinico da
sdliva (23). A atividade da amilase salivar aumenta com a idade (23, 24), estando 0 aumento
relacionado com o processo de desenvolvimento e maturagdo das glandulas salivares.

O proposito deste trabalho foi determinar as atividades de FAT, TRAP e FAIc na

saliva total ndo estimulada de criangcas com o objetivo de verificar as influéncias do sexo,
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faixa etaria e do horério de coleta. Analisar ainda a correlacdo entre a taxa de fluxo da saliva

total ndo estimulada e as atividades das enzimas.

1.2 MATERIAISE METODOS

1.2.1 Triagem dos Pacientes
Cento e vinte criangas dos sexos masculino e feminino, nas faixas et&riasde 1 a5e6al2
anos foram selecionados, a partir dos pacientes registrados no programa de cuidados
odontol 6gicos da Bebé Clinica e da Clinica de Odontopediatria, do Curso de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista“Jdlio de Mesguita Filho” - Campus de Aragatuba.
Participaram do estudo criangas que ndo apresentavam doenca infecciosa aguda, doenca
cardiaca, renal, respiratoria ou faléncia hepética e que ndo haviam recebido radiacdo
terapéutica na regido da cabeca ou pescoco. As criangas que apresentaram problemas
periodontai s ou processos cariosos generalizado ou rampante foram excluidas do estudo.
Criangas que relutaram em colaborar com a coleta, mostraram-se tensas ou choraram
durante o procedimento, foram excluidas do trabal ho.
As criancas foram distribuidas em 8 grupos de 15 criangas, levando-se em conta 0s
horé&rios de coleta, o sexo e aidade.
O Protocolo de Pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica Humana da Universidade
Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita Filho” - Campus de Aracatuba (Referéncia Processo

FOA 2003/558).

1.2.2 Coleta de Saliva
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A sdlivatotal ndo estimulada foi coletada entre 8:00 e 10:00 horas ou entre 14:00 e 16:00
horas. No dia da coleta a higiene oral das criangas foi realizada apenas com agua, escova e fio
dental, sem a utilizagdo de produtos fluoretados. As criancas estavam em jejum de duas horas.

O fluido salivar presente no assoalho bucal foi aspirado através de um cateter de pléstico
macio evitando-se, através de manobras bem suaves, qualquer tipo de contato e estimulo da
secrecao salivar. O cateter empregado para a coleta estava conectado a um frasco de vidro
estéril e lacrado, que também estava conectado a uma bomba de vécuo.

Os frascos de coleta foram mantidos em gelo durante os 10 minutos do procedimento e
também durante o transporte até o Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba— UNESP, onde as amostras foram centrifugadas a 5.500 x g por 10 minutos, em
centrifuga refrigerada (4°C). Os sobrenadantes foram fracionados e armazenados a —20°C,

para andlises posteriores.

1.2.3 Determinacéo da Taxa de Fluxo salivar

Considerando o valor de 1,0 para a densidade da saliva total (22), a taxa de fluxo
salivar (mL min™) foi calculada através da diferenca entre o peso do frasco antes e apés a
coleta (correspondente ao volume total de saliva ndo centrifugada), divido pelo tempo de

coleta que foi no maximo de 10 minutos.

1.2.4 Deter minacao de Proteinas

As concentragdes de proteina total na saliva foram determinadas pelo método de
Lowry, como descrito por Hartree (25). As leituras das absorbancias foram realizadas através
de um espectrofotdbmetro Hitachi U-1100, no comprimento de onda 660 nm. Albumina de
soro foi utilizada como padréo, nas seguintes concentragdes. 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,5;0,8; 1 e 2

mg mL™.
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1.2.5 Deter minacao das Atividades Enziméaticas

A atividade especifica (AE) daFAT foi determinada como descrito por Granjeiro et al.
(26). Paraum volume final de 1500 pL areacdo foi iniciada pela adicdo de 100 L dasalivaa
um volume de 900 pL do meio de reacdo, contendo 100 mmol L™ de tamp&o acetato de sodio,
pH 5,0 e 5 mmol L™ do substrato p-nitrofenilfosfato (p-NPP). Utilizando-se 0 meio de reacéo
acrescido dos inibidores p-hidroximercuriobenzoato (p-HMB) na concentragdo de 1 mmol L™
e tartarato de sodio, 10 mmol L™, foi realizada a determinacdo da TRAP. A reagdo foi
paralisada pela adicdo de 500 pL de NaOH 1,0 mol L™ apds incubacdo a 37°C por 60
minutos. Foram feitos tubos controle para todas as amostras, a fim de eliminar possivels
interferéncias causadas por outros componentes da saliva nos valores de absorbancia. As
absorbancias foram determinadas em 405 nm, utilizando um espectrofotdometro Hitachi U-
1100. Como coeficiente de extingdio molar do p-nitrofenol foi utilizado o valor de 18000 M™
cmt,

A FAlc foi determinada utilizando o kit comercial da Labtest®, com metodologia
baseada nos trabalhos de Roy (27). O substrato utilizado foi a timolftaleina monofosfato na
concentracgo de 22 mmol L™, no pH 10,1. O volume de sdiva utilizado foi de 100 pL. A
incubacdo foi realizada na temperatura de 37°C por um periodo de 10 minutos. A medida da
absorgdo foi realizada a 580 nm. Foram feitos tubos controle para todas as amostras.

Uma unidade enzimatica (UE) foi definida como a quantidade de enzima necessé&ria
para produzir 1 nmol L™ de produto de reacdo em 1 minuto. A atividade enzimética (AE) foi

expressa como Unidade de Atividade Enzimatica (UE) por 1 mg de proteina.
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1.2.6 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padréo da média. Os dados obtidos
apresentaram uma distribuicdo Gausiana quando submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov (KS). O teste-t de Student ndo-pareado foi utilizado para determinar as diferencas
estatisticas entre 0s sexos com relacdo as médias das taxas de fluxo salivar e dos valores das
AE da FAT, TRAP, e FAIc para cada faixa etaria. As correlagdes entre as atividades
enziméticas e o fluxo salivar foram analisadas através do teste de Pearson. Significancia
estatistica foi assumida quando p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas através do

programa GraphPad Prism Versdo 3.00.

1.3 RESULTADOS

A tabela 1 demonstra as taxas de fluxo (mL min™) da saliva total ndo-estimulada de
criancas saudaveis, em funcdo das faixas etarias (de 1-5 anos e de 6-12 anos), sexo (M —
masculino, F - feminino) e horario da coleta (8:00-10:00 horas e 14:00-16:00 horas).
Comparando-se as taxas de fluxo salivar obtidas em diferentes horarios, de criancas do
mesmo sexo € ha mesma faixa etaria, constatou-se ndo haver diferenca estatisticamente
significativas entre os grupos (teste-t). Também ndo foram observadas diferencas
significativas quando comparadas as taxas de fluxo salivares obtidas num mesmo horario, de
criancas do mesmo sexo, porém em faixas etarias diferentes.

As diferencas nas médias das taxa de fluxo da saliva total ndo estimulada baseadas no
sexo das criangas sao apresentadas na Figura 1. A média da taxa de fluxo da saliva total ndo
estimul ada col eta entre 14:00 e 16:00 horas foi significativamente menor nas criancas do sexo

feminino (p<0,05) em relacdo as criangas do sexo masculino, naidade de 6-12 anos.
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As atividades enziméticas especificas (AEs) das enzimas FAT, TRAP e FAIc foram
expressas como média + erro padréo da média, tendo sido utilizado o teste-t para avaiar as
diferengas.

A atividade da FAT foi significativamente maior nas salivas obtidas entre 8:00 e 10:00
horas, na faixa etéria de 1-5 anos, independente do sexo. Quando comparadas as AE da FAT
em criangas do mesmo sexo, porém de faixas etarias diferentes, ndo foram observadas
diferencas significativas nos diferentes horarios de coleta (Tab. 2). Nao houve diferencas
significativas entre as AEs da FAT quando comparados os sexos masculino e feminino,
dentro de cada faixa etaria, no mesmo horério de coleta (Figura 2).

Quando comparadas as AEs da TRAP entre os grupos de uma mesma faixa etéria, do
mesmo sexo, porém em diferentes horérios de coleta, ndo houve diferenca significativa (Tab
3). Os valores de TRAP foram significativamente diferentes entre as faixas etarias de 1-5 e 6-
12 anos apenas para as amostras obtidas de meninas, entre 14:00 e 16:00 horas, sendo a
TRAP do grupo 6-12 a de valor mais elevado, se comparada aos outros grupos (Tab. 3). A
média da AE da TRAP entre 14:00 e 16:00 horas foi significativamente maior nas criangas do
sexo feminino (p<0,05) em relagdo as criancas do sexo masculino, naidade de 6-12 anos (Fig.
3).

Com relagdo a FAlc foram verificadas diferencas estatisticamente significativas apenas
quando comparadas as atividades enziméaticas dos dois periodos de coleta, em criangas do
sexo masculino, nas duas faixas etarias, tendo sido verificados valores inferiores entre 14:00 e
16:00 horas (Tab. 4). A atividade da FAIc foi mais elevada na saliva de criangas do sexo
feminino com relacdo ao sexo masculino (Fig. 4), no hor&rio entre 14:00 e 16:00 horas, na

faixa etaria de 6-12 anos (p<0,05).
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N&o foram observadas correlaces entre as taxas de fluxo salivar e as atividades
especificas das enzimas FAT, TRAP e FAlc (p>0,05), quando aplicado o teste de Pearson

(Tab. 5).

1.4 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos fatores sexo, faixa
etéria e horario da coleta, nas atividades das enzimas FAT, TRAP, e FAIc na saliva total ndo
estimulada de criancgas saudaveis.

A redizacdo da higiene bucal sem o0 uso de dentifricio fluoretado foi exigida, para
evitar ainibicdo da fragdo osteoclastica da TRAP pelo fluoreto (28) e possiveis interferéncias
de fosfatases provenientes da placa bacteriana, leucdécitos e células epiteliais (7). Paracoibir a
interferéncia da escovagdo na concentracdo de proteinas salivares, relatada por Hoek et al.
(29), as amostras foram obtidas no minimo duas horas apés a higiene oral das criancas. Para
minimizar variagdes no fluxo salivar em fungdo do estado aimentar, as coletas foram
realizadas em criancas em jeum de 2 horas.

Para minimizar um possivel estimulo na secrecdo salivar induzido pela presenca do
cateter na cavidade oral, as condigdes de coleta foram padronizadas.

Bretz et a. (30) verificaram em criangas com denticdo mista taxa mais elevada de
fluxo salivar, podendo a variago refletir alteragcbes provenientes do crescimento e maturacéo
das glandulas salivares. O presente trabalho avaliou as taxas de fluxo salivar em criangas na
faixa etéria de 1-5 anos (denticdo decidua) e nafaixa etaria de 6-12 anos (denti¢do mista), ndo
tendo sido encontradas diferengas estati sticamente significativas.

Os valores na taxa de secrecdo da saliva total ndo estimulada das crian¢as em nosso

estudo diferiram dos descritos na literatura. Andersson et a. (31) encontraram para criangas
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de ambos os sexos, com 10 e 13 anos, taxas de fluxo de 0,39 + 0,21 mL min™ e 0,39 + 0,22
mL min™, respectivamente. Watanabe et a. (32) relataram valores de 0,24 + 0,13 mL min™
para criancas de 5 anos, enquanto Negoro et al. (33) encontraram valores de 0,68 mL min™.
Rotteveel et al. (34) avaliando ataxa de fluxo da saliva total ndo estimulada em criangas com
idade entre 6 e 11 anos, obtiveram valores entre 0,55 e 0,78 mL min™, respectivamente, n&o
havendo diferencas significativas relacionadas as idades.

Os valores da taxa de fluxo salivar obtidos neste trabalho variaram entre 0,36 a 0,42
mL min’ para a faixa etéria de 1-5 anos e entre 0,40 a 0,44 mL min™ para a faixa de 6 a 12
anos, ndo havendo diferencas estatisticas significativas quando comparadas as diferentes
faixas etérias e os horérios de coleta. Embora estes valores estejam diferindo dos descritos na
literatura, sabe-se que vérios fatores induzem a diferencas nas taxas de fluxo salivar, desde
variagles sazonais (30), metodologia utilizada para a coleta da saliva (35), horério da coleta
(19), estado alimentar (36) e atividade fisica (37).

N&o esta bem estabel ecida a existéncia de influéncias do sexo do individuo na taxa de
fluxo da saliva ndo estimulada. Enquanto alguns autores relatam a auséncia de efeitos (38),
outros tém relatado taxas inferiores no sexo feminino (34, 39, 40). No presente estudo, foi
observada uma menor taxa de fluxo da saliva total ndo estimulada em criangas do sexo
feminino, nafaixa etaria de 6-12 anos e horario de coleta entre 14:00 e 16:00 horas (p<0,05).

Alguns autores tém demonstrado variagoes no fluxo salivar ao longo do dia. Nederfors
& Dahlof (19) verificaram em seus estudos, que a taxa de fluxo da saliva total ndo estimulada
€ menor no inicio da manhd, mostrando-se mais elevada no fina da tarde, e ainda que no
decorrer da manhd, podem ser observadas elevacdes entre 25 a 50% na taxa de fluxo.
Comparando-se as taxas de fluxo salivar em criancas do mesmo sexo, na mesma faixa etaria,

nado foram verificadas diferencas entre os horarios de coleta, no presente trabal ho.
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Os efeitos das variagdes do fluxo salivar na concentragdo de componentes salivares,
dentre os quais proteinas, foram eliminados através da expresséo das atividades das enzimas
como atividade especifica (AE), que representa unidade enzimética (UE) por miligrama de
proteinana saliva

Benedek-Spat (7) demonstrou haver elevada atividade de fosfatase &cida total na
saliva coletada entre 8:00 e 9:00 horas, de individuos de ambos os sexos, com idade variando
entre 19 e 23 anos. Entretanto, quando examinada a saliva das glandulas parétidas, nas
mesmas condic¢des, foram encontrados valores reduzidos. Estas discrepancias podem ser
explicadas pela liberacdo de fosfatases pelas bactérias, leucdcitos e células epiteliais presentes
na cavidade bucal. Neste trabalho para reduzir os fatores de interferéncia, além da escovacéo
obrigatéria 2 horas antes da coleta, foi realizada a centrifugacéo da saliva a 5.500 g, durante
20 minutos em centrifuga refrigerada.

Nagler et a. (41) determinaram alta atividade da FAlc na saliva total em comparagdo
com a saliva da submandibular/sublingual, mas ndo conseguiram detectar a atividade da
enzima na saliva da par6tida. Cornish & Posen (8) verificaram aumentos nas atividades da
FAIlc na salivatota e nas salivas das glandulas parétidas e submandibulares ap6s a realizacéo
de didlise. Este fato tem sido associado a presenca de altas concentracbes de fosfato
inorgéanico, um inibidor da FAlc, nasaliva (42).

A influéncia do hor&rio de coleta na atividade das enzimas foi investigada neste
estudo. Em meninos e meninas, com idade entre 1 e 5 anos, a atividade da FAT foi
significativamente maior no periodo da manhd. Variacdo semelhante foi verificada para a
atividade da FAlc, nas duas faixas etérias, porém apenas no sexo masculino.

Na literatura ndo existem trabalhos comparando as atividades das fosfatases écida e
alcalina com o horario de coleta. Ferguson e Fort (43), analisando as variacfes circadianas de

alguns componentes da saliva da submandibular em condi¢des de repouso, concluiram que
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devido ao ato grau de variagdo no decorrer do dia, que o horario de coleta da amostra ndo
deve ser ignorado. Entre 8:00 e 10:00 horas tem-se observado a variagdo méxima da maioria
dos constituintes da saliva. Sendo assim as coletas devem ser realizadas entre 14:00 e 16:00
horas, em funcéo das menores variagoes (43).

Também ndo estdo disponiveis na literatura estudos verificando possiveis variacfes
nas atividades das enzimas FAT, TRAP e FAlc na saliva de criangas, em funcdo da idade.
Sabe-se que componentes como sddio, proteina total, IgA e amilase na sdliva total nédo
estimulada, apresentam correlacdo linear ascendente com a idade (24). Estas mudancas
indicam geralmente um processo de crescimento e desenvolvimento das glandulas salivares,
como parte do desenvolvimento dos sistemas corporais (24). No presente trabalho apenas nas
criangas do sexo feminino foi verificado um aumento significativo na atividade da TRAP, em
funcéo daidade.

Os dados obtidos de atividade enzimética da FAT, TRAP e FAlc na sdliva total ndo
estimulada de criangas foram correlacionados com a taxa de fluxo salivar, porém nao se
observou nenhuma correlagcdo estatisticamente significativa entre a taxa de fluxo salivar e a
atividade da FAT. Shannon & Feller (44) correlacionaram as taxas de fluxo as médias das
concentracBes da FAT de 50 individuos, dos quais foram coletadas amostras de saliva de
parétidas antes e apos estimulo. Uma correlacdo significativa negativa foi encontrada entre a
taxa de fluxo da saliva estimul ada da par6tida e a concentracéo da fosfatase acidatotal.

Dawes (37) discutindo o diagndstico laboratorial baseado na sdiva relatou a
necessidade de se fazer a distingdo entre diagnéstico de uma doenga, existéncia de
suscetibilidade a doenca, a identificacdo de componentes salivares normais em uma
concentragdo anormal e a identificacdo de componentes anormais. A composicdo da saliva €
influenciada por um amplo nimero de varidveis fisiol6gicas normais, o que justifica o estudo

das enzimas estudadas com relagdo a faixa etaria, sexo e horario de coleta
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A andlise dos componentes salivares pode ser utilizada como ferramenta para o
reconhecimento de sinais orais de doencgas sistémicas e locais, exposi¢ao a fatores de risco e
monitoramento de tratamento. Para 0 uso eficiente e seguro da saliva como material para
avaliacBes clinicas e laboratoriais, € necessario um amplo entendimento da composicao
salivar em condicdes fisiol gicas e patol bgicas.

As atividades das enzimas FAT, TRAP e FAIc sdo influenciadas de maneiras diversas
pelo sexo do individuo, idade e horério de coleta da saliva, porém ndo ha correlagdo com a
taxa de fluxo salivar. A influéncia destes fatores deverd ser levada em consideracdo em

estudos que visem utilizar a saliva como material biol6gico para diagndstico laboratorial.
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Tabela 1. Taxa de fluxo da salivatotal ndo estimulada de criancas saudavei's, em diferentes
faixas etérias e horarios de coleta

) o Sexo Masculino p Sexo Feminino
Faixas etérias p
: (n) (teste-t) (n)
(idade em anos) (teste-t)
8:00-10:00 h  14:00-16:00 h 8:00-10:00 h  14:00-16:00 h
1-5 0,40+0,052 0,42 +0,046 0,806 0,370,037 0,360,037 0,812
(15) (15) (15) (15)
6-12 044+0,050 044=0,041 0956 0,32+0,035 0,30+0,032 0,711
(15) (15 (15) (15
p (teste-t) 0,613 0,704 0,292 0,228

Fluxo salivar mL min ..

Valores expressos em Média+ EPM (teste-t, p<0,05).

Tabela 2. Atividade enzimatica especifica (AE) daFAT nasalivatotal ndo estimulada de

criancas saudaveis, em diferentes faixas etarias e horarios de coleta

) o Sexo Masculino p Sexo Feminino
Faixas etérias
: (n) (teste-t) (n)
(idade em anos)
8:00-10:00h  14:00-16:00 h 8:00-10:00 h  14:00-16:00 h
1-5 18,96 +2,191 12,23+2237 0,045+ 1757+125 12,69+1,95
(15) (15) (15) (15)
6-12 14,77+ 1,54 12,49 + 1,05 0,221 1656 +2,41 14,16+ 1,077
(15) (15) (15) (15)
p (teste-t) 0,119 0,911 0,706 0,495

AE = UE mg™ proteina. UE = nmol min .

Valores expressos em Média+ EPM (teste-t, p<0,05).

Tabela 3. Atividade enzimatica especifica (AE) da TRAP nasalivatotal ndo estimulada de

criangas saudaveis, em diferentes faixas etérias e horarios de coleta

] . Sexo Masculino p Sexo Feminino
Faixas etérias
: (n) (teste-t) ()
(idade em anos)
8:00-10:00h  14:00-16:00 h 8:00-10:00 h  14:00-16:00 h
1-5 1,50+ 0,321 1,32+0,212 0642 1,73+0,245 1,32+0,150
(15) (15) (15) (15)
6-12 1,61+ 0,208 1,42+ 0,144 0448 1,77+0,268 1,97+0,213
(15) (15) (15) (15)
p (teste-t) 0,763 0,687 0,929 0,024*

AE = UE mg" proteina. UE = nmol min .

Valores expressos em Média+ EPM. (teste-t, p<0,05).
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Tabela 4. Atividade enzimatica especifica (AE) da FAlc na salivatotal ndo estimulada de
criancas saudaveis, em diferentes faixas etarias e horarios de coleta

Sexo Masculino

p

Sexo Feminino

Faixas etarias p
: (n) (teste-t) (n)
(idade em anos) (teste-t)
8:00-11:00h  14:00-16:00 h 8:00-10:00 h  14:00-16:00 h
1-5 5,30+ 0,531 361+0431 0,019* 6,20+0,971 3,77+0,671 0,058
(15 (15 (15 (15
6-12 4,78 + 0,660 322+0,357 0,039* 4800557 527+0,753 0,620
(15) (15) (15) (15)
p (teste-t) 0,556 0,478 0,226 0,156

AE = UE mg* proteina. UE = nmol min .

Valores expressos em Média+ EPM. (teste-t, p<0,05).

Tabela 5. Correlagdes entre a taxa de fluxo da saliva total ndo estimulada e as atividades

enzimaticas especificas das enzimas FAT, TRAP e FAlc

Grupos n Fluxo Sal i_\l/ar Enzimas
(mL min~) FAT TRAP FAlc
. M5 15 0,40+ 0,05 r=-0,211 (NS) r = +0,050 (NS) r=-0,188 (NS)
g8 M612 15  0,44+0,05 r=-0,106 (NS) r=-0,268(NS) r=-0,117 (NS)
§ F1-5 15  0,37+0,04 r=-0,281 (NS) r=-0,471 (NS) r = +0,257 (NS)
® Fel 15  0,32+0,04 r=+0,331 (NS) r =+0,276 (NS) r=-0,013 (NS)
- M15 15  042+0,04 r = +0,081 (NS) r=-0,263 (NS) r = +0,061 (NS)
g M 6-12 15 0,44 +0,04 r=-0,147 (NS) r =-0,004 (NS) r=-0,088 (NS)
8 F15 15  0,36+0,04 r=-0,108 (NS) r=-0,322 (NS) r=-0,072 (NS)
" Fe12 15  0,30+0,03 r = +0,045 (NS) r=-0,194 (NS) r =-0,048 (NS)

Valores expressos em média+ EPM. Teste de correlagdo de Pearson (p>0,05- NS).
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Capitulo 2

Fosfatase alcalina e isopenzimas da fosfatase a&cida: influéncias do sexo, idade e estudo de
correlacdo entre saliva e sangue

Resumo

O proposito deste estudo foi investigar a correlagdo entre as atividades
enzimaticas da fosfatase acida total (FAT), fosfatase écida resistente ao tartarato (TRAP),
proteina tirosina fosfatase de baixa massa molecular relativa (PTP-BMr) e fosfatase alcalina
(FAlc) na saliva total ndo estimulada e no soro de criangas. Analisar também a influéncia do
sexo e da faixa etaria nas atividades das enzimas citadas. Foram coletadas amostras de saliva
e soro de 32 criangas (16 de cada sexo) nas faixas etérias de 1-5 e 6-12 anos de idade tiveram
amostras de saliva e sangue coletadas, entre 8:00-10:00 horas. Todas as crian¢as eram
saudaveis e possuiam boas condi¢des de salde bucal. As atividades de todas as enzimas foram
maiores na saliva do que no soro. Correlagcdo significativa positiva foi observada para a
atividade da TRAP, entre as amostras de soro e saliva apenas no grupo do sexo masculino,
com idade entre 6-12 anos (r = +0,76, p<0,05). O aumento da idade promoveu uma reducdo
na atividade da PTP-BMr no soro de criangas do sexo feminino. Concluimos que em
condic¢Bes normais de salde sistémica e local as atividades das enzimas na saliva ndo foram
influenciadas pelo sexo e que nédo existe correlacdo significativa entre as atividades das
enzimas na saliva e no sangue, utilizando-se este protocolo experimental. A utilizagdo da
saliva como ferramenta de diagnéstico ndo deve ser desconsiderada, uma vez que estudos
deverdo ser avaliados os mesmo parametros na saliva e no sangue em condicdes de ateractes
da satide local e sistémica.
Palavras-chaves: fosfatase &cida, fosfatase alcalina, fosfatase acida resistente ao tartarato,

proteina tirosina fosfatase de baixa massa molecular relativa e sdiva
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2.1 INTRODUCAO

A andlise da composicdo sadlivar pode ser utilizada como uma ferramenta de
diagndstico paraalocalizacdo e avaliagdo de vérias patologias bucais e/ou sistémicas, baseada
no amplo conhecimento das concentracdes especificas e origem de seus vérios componentes
bioquimicos e imunoldgicos (1). A determinagdo dos componentes salivares mais relevantes
para o diagndstico de condi¢Bes médicas gerais deve ser considerada quando a correlacéo
entre as concentragdes salivares e sanguineas for elevada (2).

Além de ser facilmente armazenada, a saliva € coletada através de métodos simples e
ndo invasivos. A coleta ndo-traumética é atrativa especiamente para crian¢as e quando
repetidas coletas sdo requeridas. A principal desvantagem da saliva como uma ferramenta de
diagndstico € a variabilidade, que ocorre em decorréncia dos fatores fisiol égicos e do modo de
coleta (3).

Tém sido publicados estudos sobre as atividades da fosfatase &cida (FA) e da fosfatase
acalina (FAlc) nasaliva, correlacionando os niveis de atividade a presenca de calculo denta e
a contagem de Lactobacillus (4) ou aincidéncia de cérie dental (5, 6). As atividades dessas
enzimas também foram avaliadas na saliva de criangcas com alteragdes como diabetes (7),
leucodistrofia metacromatica (8), fibrose cistica (9), ou em pacientes adultos com cancer de
préstata (10).

Foram determinadas também as atividades dessas enzimas na saliva de individuos
saudaveis (11, 12), porém poucos autores tém comparado as atividades enziméticas do sangue

edasdiva(2,9).
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A literatura carece de trabalhos analisando a atividade da fosfatase acida resistente ao

tartarato (TRAP) e da proteina tirosina fosfatase de baixa massa molecular relativa (PTP-
BMr), que sdo isoenzimas da FAT, na salivatotal n&o-estimulada de criangas.
Essas isoenzimas sd0 normalmente expressas em baixas concentragdes, mas 0 aumento ou a
reducdo significativa na expressdo das mesmas pode ocorrer como parte de processos
patofisioldgicos, fazendo com que possam ser utilizadas como marcadores sorolégicos e
histol égicos de doencas (13).

A TRAP, que difere das outras isoformas da fosfatase &cida humana por ser insensivel
a0 tartarato e ao p-hidroximercuriobenzoato (p-HMB) (14), é expressa de forma mais
significativa nos osteoclastos (15), sendo secretada durante a reabsor¢do éssea, 0 que torna
esta enzima um marcador do processo (16).

As proteinas tirosinas fosfatases séo enzimas de sinalizagdo envolvidas na regulacdo
de numerosas fungdes celulares, incluindo crescimento, mitogénese, motilidade, interagctes
célula-célula, transcricdo de genes e resposta imune (17,18). As proteinas tirosinas fosfatases
de baixa massa molecular relativa (PTP-BMrs), também conhecidas como fosfatases é&cidas 1
(ACPL), estéo envolvidas no tamanho corporal (19) e na angiogénese (20).

As fosfatases a calinas humanas constituem multiplas formas moleculares de enzimas,
que sdo produzidas por muitos tecidos como 0ssos, figado, intestinos e placenta e que podem
ser encontradas no soro. A concentragéo da fosfatase acalina intestinal no soro aumenta em
diversas desordens do trato digestivo e nacirrose. A atividade da fosfatase alcalina de origem
Ossea € maior na fase de crescimento, assim como a da fosfatase alcalinatotal (21).

A fosfatase alcalina 6ssea é uma ferramenta mais sensivel do que a fosfatase alcalina
total para acompanhar os processos de mineralizagdo, ja que um pegqueno aumento dessa

fracdo é facilmente detectado e sinaliza a existéncia de possiveis patologias (22).
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O propdsito deste trabalho foi verificar se existe correlacdo entre as atividades das
enzimas FAT, TRAP, PTP-BMr e FAlc no soro e na saliva total ndo estimulada de criancas,

como também possiveis influéncias do sexo e dafaixa etaria.

2.2 MATERIAISE METODOS

2.2.1 Triagem dos Pacientes

Trinta e duas criancas saudaveis foram examinadas neste estudo, para a determinacéo e
comparagao das atividades enzimaticas nas amostras de soro e saliva total ndo-estimulada. As
criancas foram divididas em 4 grupos de 8 criancgas de acordo com o sexo e as faixas etérias
de 1-5 e 6-12 anos.

Todas as criangas foram submetidas a exame clinico, realizado por um médico pediatra da
Unidade Bésica de Salde Francisco da Silva Vilella, na cidade de Aragatuba, Estado de S&o
Paulo. A anamnese foi realizada a partir do relato dos pais e a partir dos arquivos de salide das
criangas. Somente criangas saudaveis, ndo medicadas e com boa salide bucal foram incluidas
no estudo.

Criancas que relutaram em colaborar com a coleta, mostraram-se tensas ou choraram
durante o procedimento, foram excluidas do trabal ho.

O Protocolo de Pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica Humana da Universidade
Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita Filho” - Campus de Aracatuba (Referéncia Processo

FOA 2003/558).

2.2.2 Coletas de Saliva e Sangue
Para minimizar possiveis variagdes referentes ao ritmo cicardiano, a saliva total ndo

estimulada e o sangue foram coletados entre 8:00 e 10:00 horas, com as criangas em jejum de
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2 horas. No dia da coleta a higiene oral das criancas foi realizada apenas com agua, escova e
fio dental, sem a utilizac&o de produtos fluoretados.

Antes da coleta da saliva foram realizados o exame de dentes permanentes e deciduos
cariados, perdidos e obturados através dos indices de CPO-D o ceo-d, respectivamente, como
também um exame geral dos tecidos moles da cavidade bucal, para descartar a existéncia de
processos inflamatdrios no periodonto e na mucosa bucal.

A salivafoi obtida por sucgéo suave do assoalho da boca através de um cateter de plastico
macio, posicionado de maneira a evitar o contato com o epitélio. O cateter empregado para a
coleta estava conectado a um frasco de vidro estéril e lacrado, que também estava conectado a
uma bomba de véacuo.

Os frascos de coleta foram mantidos em gelo durante os 10 minutos do procedimento e
durante o transporte até o Laboratério de Bioguimica da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP, onde as amostras de saliva foram centrifugadas a 5.500 x g por 10
minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C. Os sobrenadantes foram fracionados e armazenados
a—20°C, para andlises posteriores.

A coleta de sangue foi realizada imediatamente apés a coleta de saliva, através da puncdo
da veia braquial. O soro foi obtido através de centrifugacdo (1.500 x g) durante 15 minutos,
apos 15 minutos de repouso em temperatura ambiente.

As amostras de soro foram mantidas no gelo e transportadas ao Laboratério de
Bioquimica da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, onde foram fracionadas e

armazenadas a—20°C. Amostras apresentando hemalise foram descartadas.

2.2.3 Determinacdo da Taxa de Fluxo salivar
Considerando o valor de 1,0 para a densidade da saliva total (23), a taxa de fluxo

salivar (mL min™) foi calculada através da diferenca entre o peso do frasco antes e apés a
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coleta (correspondente ao volume total de saliva ndo centrifugada), divido pelo tempo de

coleta que foi no maximo de 10 minutos.

2.2.4 Determinacao de Proteinas

As concentragdes de proteina total na saliva foram determinadas pelo método de
Lowry, como descrito por Hartree (24). As leituras das absorbancias foram realizadas através
de um espectrofotdmetro Hitachi U-1100, no comprimento de onda de 660 nm. Albumina de
soro bovino foi utilizada como padréo, nas seguintes concentragdes: 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,5;

08 1le2mgmL™

2.2.5 Deter minacgao das Atividades Enzimaticas

A atividade enzimédtica especifica (AE) da FAT foi determinada como descrito por
Granjeiro et a. (25). Para um volume final de 1500 pL a reacdo foi iniciada pela adicdo de
100 pL de saliva ou 50 pL de soro a um volume de 900 ou 950 pL do meio de reagéo
respectivamente, contendo 100 mmol L™ de tampé&o acetato de sodio, pH 5,0 e 5 mmol L™ do
substrato p-nitrofenilfosfato (p-NPP). Utilizando-se 0 meio de reagéo acrescido dos inibidores
p-hidroximercuriobenzoato (p-HMB) na concentragdo de 1 mmol L™ e tartarato de sdio, 10
mmol L™, foi realizada a determinagdo da TRAP. Para a verificacéo da PTP-BMr no soro e na
saliva adicionou-se ao meio apenas p-HMB, responsavel pela completa inibicdo desta enzima
(25).

A paralisacdo da reacso ocorreu pela adicdo de 500 pL de NaOH 1,0 mol L™, ap6s
incubacdo a 37°C, por periodos de 60 e 40 minutos para a saliva e 0 soro, respectivamente. As
absorbancias foram determinadas em 405 nm, no espectrofotdmetro Hitachi U-1100. Foram

feitos tubos controle para todas as amostras, a fim de eliminar possiveis interferéncias
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causadas por outros componentes das mesmas nos valores de absorbancia. O coeficiente de
extincdo molar do p-nitrofenol utilizado foi de 18.000 M™* cm™.

A FAlc foi determinada através de kit comercial, marca Labtest®, com metodologia
baseada nos trabalhos de Roy (26). O substrato utilizado foi a timolftaleina monofosfato na
concentracgo de 22 mmol L™, no pH 10,1. Os volumes de soro e saliva utilizados foram de
50uL e 100 pL, respectivamente. A incubacdo foi mantida na temperatura de 37°C por um
periodo de 10 minutos. As determinagdes das absorbancias foram realizadas em 580 nm.
Foram feitos tubos controle para todas as amostras.

Uma unidade enzimatica (UE) foi definida como a quantidade de enzima necessé&ria
para produzir 1 nmol L™ de produto de reacdo em 1 minuto. A atividade enzimética (AE) foi

expressa como Unidade de Atividade Enzimatica (UE) por 1 mg de proteina.

2.2.6 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padréo da média. Os dados obtidos
apresentaram uma distribuicdo Gausiana quando submetidos ao teste de Kolmogorov-
Smirnov (KS). O teste-t de Student ndo-pareado foi utilizado para determinar as diferencas
estatisticas entre os sexos com relagdo as médias das taxas de fluxo da saliva tota néo
estimulada e os valores das atividades enzimaticas especificas da FAT, TRAP, PTP-BMr e
FAlc para cadafaixaetéria. As correlagOes entre as atividades enziméticas na salivatotal e no
soro foram analisadas através do teste de Pearson. Significancia estatistica foi assumida
quando p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad

Prism Versao 3.00.
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2.3 RESULTADOS

A tabela 1 apresenta as médias e os desvios padrdes dos indices de CPO-D e ceo-d da
populacdo estudada de acordo com a faixa etaria e o sexo, como também a porcentagem de
criangas livres de céries. Todos 0s grupos apresentaram porcentagem igual ou superior a 50%
de criangas livres de cérie. O grupo do sexo masculino na faixa etéria de 1-5 anos apresentou o
indice ceo-d mais elevado (1,38).

As AEs de todas as enzimas estudadas foram maiores na saliva do que no sangue (Figuras
1,2, 3e4).

As AEsda FAT (Figura 1) nas salivas foram 185,87; 224,98; 158,23 e 213,63 vezes mais
atas do que no soro, nos grupos M1-5 (sexo masculino, faixa eté&riade 1 a 5 anos), M 6-12
(sexo masculino, faixa etaria de 6 a 12 anos), F 1-5 (sexo feminino, faixa eté&riade 1 a5 anos)
e F 6-12 (sexo feminino, faixa etariade 1 a5 anos), respectivamente.

As atividades da TRAP na saliva foram 41,83 (M 1-5), 43,71(M 6-12), 41,29 (F 1-5) e
39,76 (F 6-12) vezes maiores, em relacéo ao soro (Fig. 2) e enquanto os valores de atividade
da PTP-BMr (Fig. 3) foram 389,90 (M 1-5), 603, 56 (M 6-12), 245,14 (F 1-5) e 522,49 (F 6-
12) vezes mais elevados na saliva.

A FAlc foi entre as enzimas estudadas a que apresentou a menor diferenca entre as

AES nas amostras de saliva e soro, sendo apenas 3,13 (M1-5), 2,43 (M 6-12), 3,13 (F 1-5) e
2,71 (F 6-12) vezes mais elevada na saliva

Nenhuma diferenca significativa na AE da FAlc entre os sexos foi observada nos

grupos estudados.

Apenas para a TRAP de criangas do grupo M 1-5 foi verificada correlagdo

estati sticamente significativa (p<0,05) entre a saliva total ndo estimulada e o soro (Tabela 2).
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A correlacdo entre 0 soro e a saliva foi negativa para as enzimas FAT no grupo M 6-
12, TRAP nos grupos F 1-5 e F 6-12 e paraa PTP-BMr nos grupos M 1-5 e F 6-12. Também
foi verificada correlagcdo negativa paraa FAlc nos grupos M 1-5 e F 6-12.

A influéncia dafaixa etaria so foi observada quando comparadas as atividades da PTP-
BMr em amostras de soro de criangas de sexo feminino. Neste caso foi observada uma
reducdo da atividade enzimética de 0,032 + 0,005 para 0, 017 + 0,002 UE mg™ proteina, com

0 aumento dafaixa etéria.

2.4 DISCUSSAO

Os estudos que avaliam a composi¢cdo quimica e a velocidade de secregdo da saliva
sdo, geralmente, dificultados pelas evidentes influéncias exercidas por variagdes das
condicdes fisiolégicas. Dentre os fatores que influenciam a composicdo da saliva podem ser
citados o tipo de dieta, tempo ap0s a ingestdo de alimentos, outros fatores relativos ao dia da
avaliacdo e aidade (11).

Este estudo teve como prioridade avaliar a influéncia de fatores como sexo e faixa
etéria, nas atividades das enzimas FAT, TRAP, PTP-BMr e FAIlc na sdiva tota néo
estimulada de criangas saudaveis e a possivel correlacdo entre as atividades na saliva e no
soro.

Embora Dentay & Rae (27) tenham demonstrado auséncia de correlagcdo entre a
atividade da fosfatase é&cida salivar e a incidéncia de cérie, para este trabaho foram
selecionadas criangas com condigdes bucais saudaveis e semelhantes. A avaliagdo da salde
bucal das criangas pelos indices CPO-D e ceo-d, demonstrou uma baixa prevaléncia ou

auséncia de carie nas criancas de todos os grupos. O indice mais elevado foi o ceo-d de 1,38
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encontrado no grupo do sexo masculino de 1-5 anos, que € considerado pela OMS como
indicativo de baixa prevalénciade cérie.

A redlizacdo da higiene bucal sem o0 uso de dentifricio fluoretado foi exigida, para
evitar ainibicdo da fragdo osteoclastica da TRAP pelo fluoreto (28) e possiveis interferéncias
de fosfatases provenientes da placa bacteriana, leucdcitos e células epiteliais (11). Paraevitar
a interferéncia da escovag@o na concentracdo de proteina salivares, relatada por Hoek et al.
(29), as amostras foram coletadas no minimo duas horas apds a higiene oral das criangas. Para
minimizar variagdes no fluxo salivar em fungdo do estado aimentar as coletas foram
realizadas em criancas em jejum de 2 horas.

Neste estudo, comparando-se os valores das atividades das enzimas nos dois fluidos
biol 6gicos, observou-se que para as fosfatases acidas foram obtidos valores maiores na saliva.
Enquanto a AE (nmol min™ mg™ de proteina) da FAT foi em média 195,68 vezes maior na
sdliva, as AEs da TRAP e da PTP-BMr foram em média 41,65 e 440,27 vezes mais elevadas.
Nagler et a. (2) haviam descrito valores 9,135 mais elevados de atividade de FAT na saliva
em relacdo ao soro, porém expressando a atividade da enzima em unidades enziméticas por
litro (U L™), sem levar em consideracdo os valores de proteina nas amostras, que foram
obtidas de voluntérios de ambos os sexos, com idades variando entre 18 e 54 anos.

Para minimizar os efeitos das variagbes do fluxo salivar nas concentragbes de
componentes da saliva, dentre os quais proteinas, as atividades enziméticas foram expressas
em atividade especifica (AE) que representa unidade enzimética (UE) por miligrama de
proteina.

A inexisténcia de correlacdo entre a FAT da saliva e do soro verificada no presente
trabalho também foi demonstrada por Nagler €l al. (2). Estudos tém relatado que a salivatotal
exibe uma atividade mais elevada da FAT se comparada as atividades nas sdivas de

parétidas, submandibulares e sublinguais (2). Este fato associado a auséncia de correlacéo
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com a atividade da enzima no sangue tem sugerido que, estruturas como a gengiva e a mucosa
oral podem servir como portas de entrada a partir do sangue para o interior da cavidade ora e
n&o como locais de producéo das enzimas (2).

A existéncia de correlacdo entre componentes especificos na saliva total e do sangue é
0 ponto de origem para validar a sua utilizagdo como material bioldgico para andlises clinicas
laboratoriais, porém a auséncia de uma completa correlacdo entre as concentragdes de um
componente da saliva e do sangue ndo necessariamente nega a sua origem sanguinea (2).
Quando a correlacdo existe, pode-se concluir que a fonte do componente especifico da saliva
seja 0 sangue (30, 31).

Quando comparados os valores de atividade da TRAP no soro e na sdiva foi
observada a existéncia de correlacdo no grupo do sexo masculino, na faixa etaria de 6-12
anos, sugerindo que aumentos na atividade da enzima no soro podem ser acompanhados de
elevacdes nasalivatotal.

Chen et a. (32) demonstraram que as atividades das enzimas FAT e TRAP no soro séo
dependentes da idade, sendo maiores na infancia e declinando lentamente através dos anos.
Por volta dos 14 anos ja podem ser observados val ores semel hantes aos de adultos.

Durante a infancia e adolescéncia a FAT e a TRAP no soro mudam paralelamente
(33). Alguns trabalhos relatam que a alta atividade da FAT no soro de criangas ndo esta
relacionada ao sexo (32), porém a partir da maturacdo sexua as influéncias nas atividades
destas enzimas relacionadas ao sexo, tornam-se claras. Como descrito por Schiele et al. (33)
criangas do sexo feminino tém uma reducdo nas atividades da FAT e da TRAP apds a
menarca.

As médias de idades em cada faixa etaria da populagéo estudada neste trabalho (3,9 +

1,57 M 1-5 anos, 9,17 = 0,85 M 6-12 anos, 3,25 + 1,60 F 1-5 € 9,42 + 2,03 F 6-12 anos) estéo
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fora dos periodos de declinio acentuado da FAT e TRAP, sugerindo o motivo de ndo terem
sido visualizadas diferencas estatisticas.

A partir dos dados obtidos foi possivel avaiar as proporgdes entre as atividades da
fosfatase &cida total e das fracbes TRAP e observou-se que a isoenzima TRAP representa
aproximadamente 66, 73, 55 e 70% da atividade da FAT no soro das criangas dos grupos M 1-
5 M 6-12, F 1-5 e F 6-12, respectivamente, porém esta proporc¢ao diminuiu na saliva para 0s
seguintes valores 15, 14, 15 e 13%, de acordo com a sequéncia anterior. Na saliva total ndo
estimulada de adultos (média de idade de 34 anos, variando de 28-45), coletada entre 8:00 e
10:00 horas a atividade da TRAP representou 16,87% da atividade da FAT (34).

JaaPTP-BMr compreende 30, 24, 38 e 26% da atividade da FAT no soro, e 63, 63, 57
e 64% da FAT dasaliva para 0s mesmos grupos.

Utilizando como substrato o-naftil fosfato, Shiele et a. (33) determinaram que a
TRAP representa aproximadamente 75% da atividade da FAT em meninas com idade acima
de 14 anos e meninos acima de 19 anos, enquanto que para os adultos o valor é de 64%,
quando sdo utilizadas amostras de soro. Utilizando como substrato p-nitrofenil fosfato no
presente estudo foram verificadas as seguintes relacdes. 73% no grupo M 6-12 e 70% no
grupo F 6-12.

A diferenca discrepante nas proporcdes entre aFAT e suas isoenzimas na salivatotal e
no soro observadas neste trabalho, podem sugerir a existéncias de possiveis limitacdes na
passagem ou excrecdo das mesmas para a cavidade bucal. Deve ainda ser considerada a
possi bilidade da presenca de componentes salivares com acdo inibitéria seletiva sobre fracoes
dafosfatase acida.

Estudando as atividades de FAlc total no soro e na saliva de individuos dos sexos

masculino e feminino, com idade variando entre 18 e 54 anos Nagler et a. (2) verificaram



Capitulo 2 53

auséncia de correlacdo, o que também foi verificado em nosso estudo, nas faixas etarias de 1-
5e6-12 anos.

Foi descrita anteriormente uma menor atividade (U L™) de FAlc na saliva em relagéo
ao soro (2), porém no presente estudo a atividade da FAlc na saliva foi um pouco maior (2,85
vezes) do que a do soro. Esta divergéncia de resultados pode estar relacionada a diferenca na
faixa etaria dos individuos estudados e também ao fato de terem sido levadas em consideracao
as concentracOes de proteina nas amostras de saliva e de soro, para os célculos das atividades
enzimaéticas.

Sabe-se que a fosfatase alcalina total no soro aumenta marcadamente em fungdo do
aumento da frac8o de origem éssea, entre 5-14 anos em criangas do sexo masculino e entre 5-
12 anos para o sexo feminino (35), atingindo picos nas idades de 11-12 anos (sexo feminino)
e 13-14 anos para 0 sexo masculino (36). As médias das idades em cada faixa etaria da
populagcdo estudada neste trabalho estéo fora dos periodos onde sdo observados os picos de
atividade de FAIlc, o que poderia justificar o fato de ndo terem sido observadas diferencas
significativas na FAlc no soro, em relagcdo aidade.

Semelhante ao que ocorre com a FAT e a TRAP a maturagdo sexual influencia na
atividade da FAlc no soro, com uma clara reducéo em meninas com idade entre 10-15 anos,
apoOs a menarca (37). Neste trabalho ndo foram observadas diferencas na FAIc no soro ou na
saliva, em funcéo daidade ou do sexo.

Com base nos resultados deste estudo pode-se concluir que a idade e 0 sexo néo tém
influéncia nas atividades das enzimas FAT, TRAP e FAlc nas amostras de soro e saliva total,
nas faixas et&ias estudadas. Com relagdo a PTP-BMr h& uma reducdo significativa na
atividade da enzima no soro de criangas do sexo feminino, com o0 aumento da idade.

As andlises dos coeficientes de correl agdo das diferentes enzimas em um mesmo grupo

demonstraram uma ampla discrepancia de valores, sugerindo que diferentes enzimas ou
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isoenzimas possam exibir tendéncias distintas, assumindo correlacdes diretamente ou
inversamente proporcionais com as variaveis avaliadas (sexo e idade).

Pode-se concluir que em condi¢Bes normais de salde sistémica e loca as atividades
das enzimas FAT, TRAP, PTP-BMr e FAlc na saliva ndo foram influenciadas pelo sexo e que
ndo existe correlacdo significativa entre as atividades das enzimas na saliva e no sangue,
utilizando-se este protocolo experimental. Diante destes resultados a utilizagdo da saliva como
ferramenta de diagnostico ndo deve ser desconsiderada, uma vez que estudos deverdo ser
realizados avaliando os mesmo parametros na saliva e no sangue em condic¢des de alteractes

da salude local e sistémica
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Tabela 1. indices de CPO-D e ceo-d das criangas

Grupos CPO-D (Média+ DP) ceo-d (Média+ DP) Livres de céries (%)
M 1-5 0,00 1,13+ 1,64 65%
M 6-12 0,00 1,38+ 2,50 65%
F1-5 0,00 0,00 100%
F6-12 0,25+ 0,71 1,00+ 1,77 50%

Valores expressos em média+ DP.
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Tabela 2. Atividades enzimaticas especificas (AE) no soro e na salivatotal ndo estimulada

de criancas
Sexo Masculino 1-5 anos
. Soro Sdiva - e
Enzimas = Madiat EPM Médiat EPM Correlacéo Significancia
FAT 8 0,074 + 0,006 13,75+ 3,28 r =+0,59 0,121 (NS)
TRAP 8 0,049 + 0,004 2,03+ 0,47 r=+0,57 0,140 (NS)
PTP-BMr 8 0,022 + 0,003 8,58 + 2,10 r=-0,10 0,813 (NS)
FAlc 8 1,386 + 0,072 435+ 0,77 r=-0,26 0,529 (NS)
Sexo Masculino 6-12 anos
. Soro Sdliva - e A
Enzimas = Mdiat EPM Meédiat EPM Correlagdo Significancia
FAT 8 0,059 + 0,004 13,22+ 2,21 r=-0,34 0,412 (NS)
TRAP 8 0,043 + 0,005 1,89+ 0,41 r=+0,76 0,028 *
PTP-BMr 8 0,014 + 0,003 8,31+1,29 r=+0,41 0,315 (NS)
FAlc 8 1,654 + 0,163 4,03+0,62 r = +0,46 0,250 (NS)
Sexo Feminino 1-5 anos
. Soro Sdliva o e A
Enzimas = Nadiat EPM Madias EPM Correlagéo Significancia
FAT 8 0,085 + 0,007 13,51 + 2,00 r=+0,55 0,155 (NS)
TRAP 8 0,047 + 0,005 1,96 + 0,36 r=-0,08 0,850 (NS)
PTP-BMr 8 0,032 + 0,005 7,72+ 1,16 r =+0,09 0,840 (NS)
FAlc 8 1,432 + 0,074 4,48 + 0,67 r=+0,26 0,542 (NS)
Sexo Feminino 6-12 anos
. Soro Sdiva - e
Enzimas = Madiat EPM Médiat EPM Correlacéo Significancia
FAT 8 0,066 + 0,005 14,01 + 3,23 r=+0,37 0,361 (NS)
TRAP 8 0,046 + 0,004 1,82+ 0,36 r=-0,31 0,457 (NS)
PTP-BMr 8 0,017 + 0,002 8,97 + 2,04 r=-0,04 0,919 (NS)
FAlc 8 1,527 + 0,139 4,15+ 0,65 r=-0,20 0,639 (NS)

AE = UE mg* proteina. UE = nmol min .

Valores expressos em média+ EPM. Teste de correlagdo de Pearson, * p<0,05.
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Figura 4. Atividade enzimatica especifica da FAlc na saliva total e no soro de criangas.
Comparacdo entre 0s sexos masculino e feminino em duas faixas etérias, através do teste-t
(p<0,05). Valores expressos em média + EPM.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba e Termo de Consentimento Esclarecido
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP
(Resolucéo n° 01 de 13/06/98 — CNS)

TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

| — DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

1. Nome do Paciente:

Documento de ldentidade n® | Sexo: Data de Nascimento:
Endereco: Cidade: U.F.
Telefone: CEP:

1. Responsével Legal:

Documento de ldentidade n® | Sexo: Data de Nascimento:

Endereco: Cidade: U.F.

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.):

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do protocolo de pesquisa:
Analise comparativa dos niveis de fosfatases acidas e fosfatase alcalina na saliva total e soro de
criancas: variacoes de acordo com o sexo e idade

2. Pesquisador responsavel: Ana Claudia de Melo Stevanato Nakamune

Cargo/funcéo: Inscr.Cons.Regional: Unidade ou Departamento do Solicitante:
Prof. Ass. Doutora CRF-8 12.000 Dept. Ciéncias Bésicas

3. Avaliacdo do risco da pesquisa: (probabilidade de que o individuo sofra algum dano como
consequéncia imediata ou tardia do estudo).

[ ] semRisco M risco minmo [ ] risco mépio  [] Rrisco maior

4. Justificativa e os objetivos da pesquisa (explicitar): Determinar a atividade da fosfatase
acida total, fosfatase acida resistente ao tartarato, fosfatase &cida de baixo peso molecular e
fosfatase alcalina na saliva total de criangas, visando estabelecer os valores de normalidade, nas
faixas etarias de 1-5 anos e 6-12 anos de idade e correlacionar estes valores com o0s niveis da
atividade destas mesmas enzimas no soro destas criancas. Os estabelecimentos dos valores de
normalidade da enzima na saliva, € o passo inicial para a utilizagdo da mesma em testes de
triagem e diagnostico de patologias locais ou sistémicas, que sabidamente alteram a atividade da
enzima em outros materiais biolégicos, que séo obtidos através de técnicas invasivas.
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5. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais: (explicitar)

Coleta de saliva total do assoalho da boca, por aspiracdo, utilizando um escalpe ao qual sera
acoplada uma ponta descartavel. A saliva sera coletada em um frasco, ao qual estara conectado
também um segundo escalpe ligado a uma bomba sugadora. Tempo de coleta: 10 minutos, ou
tempo inferior diante da obtencao do volume de saliva necessario.

6. Desconfortos e riscos esperados: (explicitar)
A coleta sera realizada em ambiente adequado a crianga, para evitar o estresse, devendo a
mesma permanecer sentada por 10 minutos.

7. Beneficios que poderdo ser obtidos: (explicitar)

Utilizacdo da saliva como fluido bioldgico para testes laboratoriais de triagem e diagnéstico de
doencas correlacionadas com a alteracdo da atividade da fosfatase acida total, fosfatase acida
resistente ao tartarato, fosfatase acida de baixo peso molecular e fosfatase alcalina.

8. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: (explicitar)

O paciente que tem a necessidade de realizar um hemograma, contudo ndo possui condicfes
financeiras para obtencdo do mesmo, terd acesso a este exame gratuitamente, sendo este
realizado por um laboratério de qualidade. Garantindo assim um atendimento basico de saude
completo.

9. Duracéo da pesquisa: 3 anos

10. Aprovacédo do Protocolo de pesquisa pelo comité de ética para analise de projetos de
pesquisa em / /

Il - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL

1. Recebi esclarecimentos sobre a garantia de resposta a qualquer pergunta, a qualquer davida
acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa e 0
tratamento do individuo.

2. Recebi esclarecimentos sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e
deixar de participar no estudo, sem que isto traga prejuizo a continuacao de meu tratamento.

3. Recebi esclarecimento sobre compromisso de que minha identificagcdo se mantera
confidencial tanto quanto a informacéo relacionada com a minha privacidade.

4. Recebi esclarecimento sobre a disposicdo e o compromisso de receber informacdes obtidas
durante o estudo, quando solicitada, ainda que possa afetar minha vontade em continuar
participando da pesquisa.

5. Recebi esclarecimento sobre a disponibilidade de assisténcia no caso de complica¢gbes e danos
decorrentes da pesquisa.

Observacdes complementares.
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IV — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador,
conforme registro nos itens 1 a 6 do inciso Ill, consinto em participar, na
gualidade de paciente, do Projeto de Pesquisa referido no inciso |l.

Local, / /

Assinatura

Testemunha

Endereco.:
Telefone .

RG. ...

Testemunha

Endereco.:

Telefone .

R.G. .......
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