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RESUMO

Niveis de imunoglobulinas na saliva de criancas e adolescentes portadores de hepatite
autoimune. Juliana Ximenes Damasceno. Orientadora: Dra. Cristiane S& Roriz Fonteles.
Coorientadora: Dra. Christiane Araujo Chaves Leite. Dissertacdo de Mestrado. Programa de
P6s- Graduagao em Odontologia. Departamento de Clinica Odontologica, UFC, 2012.

A hepatite autoimune (HAI) ¢ uma doenc¢a inflamatoria cronica do figado, de etiologia
desconhecida, que acomete preferencialmente mulheres, com destruicdo progressiva do
parénquima hepatico e que, sem tratamento imunossupressor, evolui frequentemente para
cirrose. Consiste em uma doenga rara na infancia, com menos de 10% dos pacientes com
doenca hepatica cronica, porém de alta mortalidade. Caracteriza-se pela presenga de
hipergamaglobulinemia, autoanticorpos ndo oOrgaos - especificos e infiltrado inflamatorio
portal linfoplasmocitario. O uso da saliva como um método de diagnodstico avangou
exponencialmente nos ultimos anos. Desequilibrios na quantidade e qualidade da saliva
podem tanto gerar afeccdes bucais quanto ser indicativo de alguma alteragdo sistémica
importante. Este trabalho objetivou estudar parametros de imunoglobulinas salivares e saliva
total humana em pacientes portadores de hepatite autoimune. A amostra consistiu em doze
individuos com HAI (grupo experimental) e doze individuos sadios (grupo controle), tendo
sido avaliado o fluxo salivar, pH, niveis de imunoglobulinas e perfil proteico. Saliva total nao
estimulada foi coletada e centrifugada; o sobrenadante foi retido, liofilizado, armazenado a -
80°C e analisado para contagem de proteinas totais, eletroforese unidimensional e ELISA. Foi
possivel detectar diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05) para os
parametros salivares analisados. Quando comparados com o grupo controle, portadores de
hepatite autoimune apresentaram aumento no nimero de imunoglobulinas IgG e bandas
proteicas com expressdo diferenciada. Os resultados deste estudo sugerem haver padrdes
diferenciados na composi¢ao salivar entre os grupos avaliados.

Palavras-chave: Hepatite autoimune. Saliva. Imunoglobulinas. Proteinas salivares.



ABSTRACT

Salivary immunoglobulin levels in children and adolescents with autoimmune hepatitis.
Juliana Ximenes Damasceno. Master Advisor: Dra. Cristiane Sa Roriz Fonteles. Co Master
Advisor: Dra. Christiane Araujo Chaves Leite. Master’s Dissertation. Postgraduate Program
in Dentistry. Department of Dental Clinic, UFC, 2012.

Autoimmune hepatitis (AIH) is an inflammatory chronic liver disease of unknown etiology
found predominantly in females, leading when untreated, to cirrhosis. It is a rare disease in the
childhood, corresponding to about 10% of patients with chronic hepatitis, but exhibits high
mortality. It is characterized by hipergammaglobulinemia, organ nonspecific circulating
autoantibodies, and an inflammatory liver-infiltrating lymphocytes and plasma cells. The use
of saliva as a diagnostic tool has advanced exponentially within recent years. Unbalance in the
amount and composition of saliva may generate oral diseases and may also indicate important
systemic alterations. This study has aimed to investigate the parameters of immunoglobulins
and human whole saliva in patients with AIH. Our study sample consisted of 12 individuals
with AIH (experimental group) and 12 healthy individuals without AIH (control group).
Salivary flow rate, Ph, immunoglobulins and protein profile were evaluated in this population.
Non stimulated whole saliva was collected and centrifuged. The supernatant was separated
and lyophilized and stored at -80°C for posterior total protein, unidimensional electroforetic
analysis and ELISA. Statistically significant differences were observed between groups (p <
0, 05) for the analyzed salivary parameters. When compared to the control group, individuals
with HAI presented elevated 1gG level and protein bands with specific expression. The results
of this study suggest the existence of important differences within the pattern of salivary
protein composition between groups.

Keywords: Autoimmune Hepatitis. Saliva. Immunoglobulins. Salivary proteins.
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1 INTRODUCAO

A hepatite autoimune (HAI) ¢ uma doenga inflamatéria do figado, de origem
desconhecida, que causa uma destruicdo progressiva do parénquima hepatico, podendo
evoluir para a cirrose e insuficiéncia hepatica, caso o tratamento imunossupressor nao seja
instituido precocemente (GARCIA et al., 2007). A sua patogénese ¢é dirigida por um distarbio
na imunorregulacdo em que a susceptibilidade genética individual desempenha o papel de
promover a producdo de anticorpos em resposta aos antigenos hepatocelulares. Estes
anticorpos servem como marcadores da doenca, embora o seu papel patogénico e o seu valor
para avaliagdio de acompanhamento permanecam controversos (EXTREMERA;
SALMERON, 2007).

Em termos de perfil soroldgico, a hepatite autoimune ¢ classificada como HAI tipo-I
ou HAI tipo- II. HAI tipo- I ¢ positiva para anticorpos antinucleares (AAN), anticorpos
antimusculo liso (AAML), ou ambos, representando 2/3 dos casos diagnosticados,
acometendo criancas e adultos, enquanto HAI tipo-II ¢ positiva para o anticorpo
antimicrossomal figado-rim (AAMFR), oferecendo, normalmente, um progndstico ruim na
medida em que evolui mais rapidamente para cirrose. Também, frequentemente, se apresenta
como hepatite fulminante, sobretudo em jovens. A severidade da doenca ¢ similar nos dois
tipos de hepatite autoimune (VERGANI; MIELI-VERGANI, 2008).

A sintomatologia da HAI mostra-se varidvel: assintomatica, com mudangas nos
parametros laboratoriais, com sintomas similares ao da hepatite viral aguda ou com o padrao
de insuficiéncia hepatica progressiva, culminando em casos de hepatite fulminante, com a
faléncia do figado. A doenga deve ser suspeitada e excluida em todas as criangas com sinais €
sintomas de doenga hepatica prolongada ou grave (RAFEEY et al., 2007). Nao hd um exame
especifico para o diagnostico da HAI, o qual ¢ realizado com base em critérios clinicos,
achados bioquimicos e histologicos (BELLOMO et al., 2006). Os achados clinicos da HAI
sao semelhantes em ambos os tipos, € consistem em sinais inespecificos, como: fadiga, mal-
estar, anorexia, prurido e desconforto no quadrante superior do abdomen, exibindo, no curso
clinico da doenga, periodos de piora e melhora (LEMOS et a/, 2007). Em contrapartida, os
achados laboratoriais mais frequentes sao a hipergamaglobulinemia, com elevados titulos de
imunoglobulina G (IgG), a presenca de aminotransferases e de autoanticorpos (SCHWARZE
et al., 2003). Essa doenca ndo revela caracteristicas histologicas unicas, sendo, geralmente,

semelhante a hepatite cronica, com a presenca de necrose periportal e infiltragdo
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linfoplasmocitdria. A formacdo de rosetas hepatociticas ¢ tipica. Em casos avangados,
regeneracdo nodular e / ou fibrose podem ser vistas (BOGDANOS et al., 2008).

A principal estratégia terapéutica ¢ destinada a modificar a evolugdo natural da
doenca. O tratamento visa aliviar a sintomatologia, melhorar os parametros bioquimicos,
reduzir os componentes inflamatorios e a fibrose dos tecidos hepaticos, evitar a evolucao da
hepatite crOnica para a cirrose e, o mais importante, reduzir a mortalidade. Corticosteroides
como a prednisona, em combinagdo com azatioprina, constituem o tratamento de escolha,
preconizado pela Associagdo Americana de Estudo das Doengas Hepdaticas. Outros
imunossupressores como a ciclosporina, tracolimo e micofenolato podem ser indicados nos
casos em que a resposta ao tratamento classico ¢ precaria ou em casos nos quais o tratamento
classico induz efeitos colaterais adversos (BERSANI ez al., 2008).

No Brasil, a hepatite autoimune acomete cerca de 5 a 10% das doengas hepéticas
nos principais centros de gastroenterologia do pais. Na infancia, corresponde a cerca de 10%
dos pacientes com doenga hepatica cronica (PORTA, 2000). Apesar de haver poucos estudos
a respeito do referido tema, a HAI ¢ uma causa importante de doengas cronicas no figado
nessa faixa etaria (VERGANI; MIELI, 2008). E importante salientar que a historia natural da
HAI ¢ mais agressiva em criangas que em adultos, a sua recorréncia apds o transplante € mais
comum entre criangas, bem como uma menor resposta a terapia medicamentosa
(EXTREMERA; SALMERON, 2007) e a sobrevida de pacientes com HAI que se manifestou
durante a faixa etaria pedidtrica ¢ menos favoravel (CELLI, 2005), enfatizando a necessidade
de um diagndstico precoce para essa doenca.

A saliva consiste em uma secre¢do exocrina complexa de fundamental importancia
para a manutengdo da homeostase da cavidade bucal (EDGAR, 1990), em sua composi¢ao
existe um grande numero de proteinas que participam da protecdo dos tecidos orais, como a
lisozima, a lactoferrina, a lactoperoxidase, as imunoglobulinas, as aglutininas e as mucinas
(YAO et al., 2003). A exploracdo dos componentes salivares ¢ de extrema relevancia, uma
vez que pode levar ao desenvolvimento de maneiras de aumentar sua expressdao, desde a
utilizagdo desses componentes de forma terapéutica a um teste simples para avaliar o risco de
doencas sistémicas. A analise da mesma identifica individuos com certas doencas e
acompanha o progresso do individuo afetado, durante o tratamento (STRECKFUS; BIGLER,
2002).

Nos ultimos dez anos, o uso da saliva como método de diagnostico avangou
rapidamente, por tratar-se de um método ndo invasivo, relativamente facil de ser realizado,

apresentando vantagens tanto para o profissional da saude quanto para o paciente
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(STRECKFUS; BIGLER, 2002). Atualmente, ha, entretanto, a compreensao de que quase
tudo que se pode medir no sangue ¢ mensuravel em saliva (WONG, 2006). Tendo ja sido
demonstrada a presenga de um grande numero de dados analiticos diagnosticos em saliva,
incluindo hormonios esteroides (FORDE et al., 2006), anticorpos anti-HIV, hepatites virais A,
B e C, além de seu uso para monitoramento dos niveis de uma variedade de drogas
(MANDEL, 1990).

Apesar da significancia dos achados laboratoriais, em pacientes portadores desta
condicao, nenhum estudo de avaliacdo de parametros salivares foi previamente realizado em
pacientes portadores de HAI, ndo havendo, portanto, nenhum dado na literatura mundial que
possa servir como base para avaliacio de uma possivel correlacio entre a disfuncao

preexistente nesses pacientes € a composicao qualitativa e quantitativa de sua saliva.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas Autoimunes do Figado

As doencas autoimunes foram reconhecidas durante a década de 1950 como entidades
patogenéticas em seres humanos e animais. Na atualidade, existem cerca de 80 condigdes
distintas relacionadas a autoimunidade. Entre elas, as doengas autoimunes do figado (DAF)
foram as primeiras entidades de doencas autoimunes reconhecidas. A partir desse
reconhecimento, a consciéncia clinica sobre DAF vem aumentando, o conhecimento da sua
etiopatogenia tornou-se mais preciso e encontram-se disponiveis um arsenal de biomarcadores
laboratoriais e terapias mais eficazes. Embora apresente uma baixa prevaléncia, o impacto
desses transtornos na saude ainda ¢ muito substancial, uma vez que as DAF podem afetar
criangas, individuos em estagios altamente produtivos da vida adulta, assim como em anos
posteriores. Além disso, as DAF ocorrem ao longo da vida e, muitas vezes, causam sintomas
aflitivos, complicacdes ou efeitos colaterais da terapia (INVERNIZZI; MACKAY, 2008). De
forma semelhante a outras doencas autoimunes, a etiologia das DAF ¢ desconhecida.
Acredita-se que a patogénese da DAF ¢ multifatorial, com fatores ambientais e genéticos
interagindo para determinar o inicio e a progressao da doenga (DAVIES, 2008).

As doengas hepaticas autoimunes consistem em processos cronicos inflamatdrios nos
quais um ataque imunologico proporcionado por uma falha do sistema imunologico em
reconhecer as diferengas entre os antigenos no organismo ¢ direcionado contra as células
hepéticas. Essas doencas podem ser classificadas em duas principais entidades, de acordo com
a célula alvo da lesdo imunologica, ou seja, hepatdcitos e colangiocitos. Essa desordem
imunologica resulta em destruicdo dos tecidos e dos 6rgdos. Ha pelo menos trés desordens
clinicas, conhecidas como hepatite autoimune (HAI), cirrose biliar primaria (CBP) e colangite
esclerosante primaria (CEP), envolvidas nessa categoria (INVERNIZZI, 2010).

O iicio da DAF se mostra enigmdtico, com uma progressao lenta, podendo evoluir
para uma cirrose hepatica. O seu diagndstico requer a exclusdo de outras causas de danos ao
figado, como danos virais, toxicos, alcoolicos, genéticos, metabolicos ou de doengas ndo
alcodlicas do figado, em conjungdo com uma avaliagdo dos achados clinicos, bioquimicos,

histologicos e colangiograficos especificos para cada uma das entidades de DAF. Embora a
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maioria dos critérios diagnosticos individualmente apresentem sensibilidade e especificidade
limitadas, as combinacdes de recursos de diagnoOstico apresentam alta sensibilidade e
especificidade. Os autoanticorpos séricos desempenham um papel importante no diagndstico e
podem permitir a identificacdo de subgrupos de pacientes com prognosticos diferentes

(PLEBANI et al., 2009).

2.2 Hepatite Autoimune

2.2.1 Historico

Desde o seu primeiro relato em mulheres jovens, a hepatite autoimune (HAI) tem sido
considerada um grande desafio para os estudiosos da area da satide. Foi primeiramente
descrita em 1950 por um médico sueco chamado Waldenstrom, que descreveu uma série de
casos de mulheres jovens com uma forma severa de hepatite persistente, flutuante, associada a
erupgdes acneiformes, amenorreia € um aumento acentuado nas concentragdes de globulinas
séricas. Embora Waldenstrom seja creditado pela primeira descrigdo da desordem conhecida
atualmente como HAI, relatos similares apareceram anteriormente na Australia, Estados
Unidos da América e Reino Unido (MANNS, 1997). Naquela época, acreditava-se que a
doenca era oriunda de uma infecgdo viral persistente e, por isso, foi denominada hepatite viral
cronica ativa. Posteriormente, com o aumento da evidéncia de que essa condicdo parecia ter
por base a perda da tolerdncia imunologica, passou a ser reconhecida como lupoide ou
hepatite crOnica ativa autoimune. Esses termos continuaram a ser usados, muitas vezes de
forma intercambiavel, até o final da década de 1980.

Inicialmente, a sindrome foi descrita como uma condigdo agressiva que rapidamente
progredia para cirrose, com os primeiros relatos documentando taxas de mortalidade de até
80% dentro de cinco anos do diagnostico em pacientes ndo tratados. Contudo, ensaios
clinicos, no final da década de 1960 e inicio da década de 1970, mostraram que a doenca
pode ser controlada através de terapia imunossupressora, na maioria dos pacientes
(HENEGHAN; MCFARLANE, 2002). O quadro histolégico caracteristico assemelha-se ao
da hepatite cronica ativa (HCA), mostrando uma infiltracdo linfoplasmocitdria portal e

periportal, com rompimento da parede limitante e que Popper ef al. (1965) descreveram como
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"necrose fragmentaria de hepatocitos da regido periportal, uma caracteristica que
posteriormente foi considerada como o marco de HCA. Durante muitos anos, a sindrome foi
incluida na categoria ampla de HCA, com a subdivisdio HBsAg negativo, idiopatica,
criptogénica ou, ocasionalmente, HCA ndo-A, ndo-B ou que reagem a esteroides.

Apenas em 1992, dois grupos de trabalhos internacionais padronizaram a defini¢do e
os critérios diagndsticos da hepatite autoimune cronica ativa, com a finalidade de aprimorar a
comparacdo dos estudos em nivel mundial (JOHNSON; MCFARLANE, 1993). O primeiro
encontro aconteceu em Brighton, Reino Unido, em 1992, e o segundo em Los Angeles,
California, em 1994, durante o Congresso Mundial de Gastroenterologia. Ambos
recomendaram que o uso do termo cronica ativa fosse interrompido e que a sindrome passasse
a ser conhecida como hepatite autoimune (HAI). A justificativa para essa recomendacao
surgiu do reconhecimento de que a doenga demonstra ter uma predisposi¢do genética e,
portanto, apresenta-se como uma condic¢ao cronica, flutuante, que na maioria das vezes entra
em periodos de remissdo induzida pelo tratamento ou espontaneamente, ndo sendo, portanto,
sempre ativa.

A hepatite autoimune (HAI), atualmente, pertence ao quadro das doengas autoimune
do figado e consiste em uma doenca cronica inflamatéria progressiva, desencadeada por
fatores ainda desconhecidos e afeta individuos que aparentemente perderam a tolerancia
imunologica a certos antigenos especificos do figado. Atinge principalmente os hepatocitos,
ocasionando uma lesdo no parénquima hepatico, e que pode originar danos celulares
irreversiveis. Acomete, na maioria das vezes, pacientes jovens, do sexo feminino, e se
caracteriza pela presenca de hipergamaglobulinemia (principalmente elevados niveis de 1gG),
associacdo com outras desordens autoimune, antigenos de histocompatibilidade,
autoanticorpos, alteracdes histologicas como a presenca de hepatite de interface e infiltrado
celular inflamatorio e resposta terapéutica ao tratamento com corticosteroides (CZAJA,

1984).

2.2.2 Epidemiologia

A confiabilidade dos estudos epidemiologicos depende do correto diagndstico da
doenga a ser estudada e da andlise exata do seu momento de inicio. A sensibilidade e a

especificidade do critério de diagndstico oferecem o alicerce para um trabalho de diagndstico
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confidvel. A historia natural da doenga expressa o espago de tempo entre os periodos do seu
verdadeiro inicio e de sua deteccao clinica. Os achados clinicos ou testes laboratoriais
disponiveis especificos para a hepatite autoimune (HAI), ainda ndo foram totalmente
elucidados. Da mesma forma, as estimativas de inicio da doenca confundem-se pela baixa
frequéncia e pelo seu possivel comportamento subclinico (ALVAREZ et al., 1999;
JOHNSON; MCFARLANE, 1993). Cada um desses fatores interferem nos esforcos para a
determinacgdo da sua epidemiologia.

O sistema de pontuacao desenvolvido para o diagndstico da HAI proposto pelo grupo
Internacional de Hepatite Autoimune tem sido muito importante na distingdo dos casos
atipicos da doenca e em quantificar o potencial de diagnostico (ALVAREZ et al., 1999;
JOHNSON; MCFARLANE, 1993; CZAJA,1998). Esse sistema foi validado em alguns
estudos e sua utilizagdo confere uma base uniforme para o diagnodstico da hepatite autoimune
(CZAJA,1996). Quando aplicados de forma rigorosa e universal, os critérios de diagndsticos,
por sua vez, garantem uma base de informagdes mais confidveis para posteriores estudos
epidemiologicos.

Embora estudos epidemioldgicos na HAI apresentem pouca frequéncia, observacdes
de algumas regides revelam evidéncias de uma diversidade geografica na prevaléncia e
caracteristicas dessa doenga. A ocorréncia de certos autoanticorpos também diverge de acordo
com a regido, ¢ existe uma heterogeneidade na associagdo de genes HLA entre os grupos
étnicos (MC FARLANE, 1998; CZAJA; DONALDSON,2000; CZAJA et al., 2000).

Nas primeiras observagdes sobre a prevaléncia da HAI, a doenga apresentava-se
dentro do espectro das hepatites cronicas ativas (HCA), que abrangiam lesdes hepaticas
inflamatodrias e fibroticas de diversas etiologias (BATTS; LUDWIG, 1995). Os escassos
estudos epidemioldgicos realizados foram baseados principalmente na populacdo do norte
europeu. Entre 404.000 habitantes em Southampton, na Inglaterra, a incidéncia anual de HCA
foi de 3/100.000 habitantes, entre 1976 a 1980. A HAI consistiu em 23% de todos os casos
com uma incidéncia de 0,69/100.000 habitantes/ano (HODGES ef al., 1982).

Em um estudo epidemioldgico conduzido na Islandia, no periodo de 1970 e 1979, foi
estimada uma incidéncia anual de 0,83/100.000 habitantes e uma prevaléncia de 8/100.000
habitantes de 1977 a 1979 (BJARNASON et al., 1982). Em uma pesquisa norueguesa,
ocorrida em 1981, a incidéncia de HAI foi 1,19/100.000 habitantes (RITLAND, 1985). Um
levantamento britanico realizado durante 1971 a 1987, tendo como base uma populacdo de
210.000 habitantes, constatou uma incidéncia anual de HCA de 1/100.000 habitantes onde

77% dos casos apresentavam uma etiologia autoimune, estabelecendo uma incidéncia de
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0,8/100.000 habitantes/ano (TANNER; DELLIPIANI, 1989). Esses indices assemelham-se ao
observado em aproximadamente um terco dos habitantes suecos, no periodo de 1979 e 1985.
A incidéncia anual de HCA nesse pais foi de 1,6/100.000 habitantes com o grupo de pacientes
portadores de HAI consistiu em cerca 53% da populagdo, o que constou uma incidéncia anual
de 0,8/100.000 habitantes (OLSSON et al., 1988). Em resumo, as epidemiologias estimam a
incidéncia da HAI no norte europeu na faixa entre 0,7 a 1,2/100.000 habitantes/ ano.

Em diversas regides geograficas, a propor¢cdo de HAI entre os casos de HCA
divergem. Todavia, geralmente, a quantidade de casos da HAI mostra-se reduzido em
localidades que apresentam elevada prevaléncia de hepatites virais. Como exemplo, em Hong
Kong, cuja prevaléncia de infecgdes cronicas virais encontra-se elevada, HAI consistiu em
1% da totalidade do grupo de pacientes portadores de HCA (LAM et al., 1980). A frequéncia
da HAI no pais ¢ inferior a 5% de todos os casos de HCA (TODA et al., 1997). Em
contrapartida, HAI representa aproximadamente 20% dos casos de HCA nos habitantes
brancos do norte da Europa e da América do Norte, onde a infeccdo viral ¢ relativamente
baixa (MANNS; STRASSBURG, 2001). Ja, na Australia, HAI ¢ responsavel por 62% dos
casos de HCA (MACKAY; MORRIS,1972). No Brasil, representa apenas 5% a 10% dos
casos hepaticos nos principais centros médicos (CANCADO; PORTA, 2002). E importante
enfatizar que todas as estimativas das frequéncias absolutas ou relativas da HAI dependem da
confiabilidade dos critérios de diagndsticos que nao tinham sido padronizados no momento
dos estudos mencionados acima.

Recentemente, a epidemiologia da HAI tem sido relacionada com a epidemiologia da
cirrose biliar primaria e da colangite esclerosante primaria pela natureza autoimune. Nishioka
et al. reuniram indices da incidéncia da HAI em paises como Inglaterra, Franca, Austria e
Japdo. A incidéncia por 100.000 habitantes/ano da HAI foi 0,1 a 0,2; na Inglaterra, 0,12; na
Franca, 1,2; na Austria e 0,0015 a 0,08 no Japao. Estudos epidemioldgicos noruegueses
descrevem uma incidéncia média anual de 1,9 por 100.000 habitantes para HAI (BORBERG
et al., 1998). Os achados, para os paises do norte europeu caracterizaram-se mais baixos
quando comparados aqueles estabelecidos por estudos anteriores, provavelmente devido a

evolucao dos critérios diagnosticos € 0s ensaios para as infec¢des virais.
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2.2.3 Classificagao

Observa-se uma considerdvel inconstiancia entre os pacientes portadores de HAI
referente ao modo de apresentagdo, a severidade da doenga e a resposta ao tratamento. Por
essa razao, as tentativas de classificar HAI ndo apenas com o proposito do diagnostico, mas
também com a intencao de contribuir nas pesquisas foram realizadas ao longo dos anos para a
obtencdo de uma acurada definicdo do prognostico e das estratégias de planejamento do
tratamento.

Homberg et al. (1987) atentaram que grande parte dos pacientes que possuiam o
anticorpo antimicrossomal figado/rim tipo I (AAMFR) consistia de jovens do sexo feminino,
com doenga grave, que na maioria das vezes ndo apresentavam os anticorpos antinuclear
(AAN) e antimusculo liso (AAML) e mostravam um nimero mais frequente de desordens
imunologicas extra - hepaticas quando comparadas aos pacientes que possuiam AAN ou
AAML. Eles insinuaram que a aparente exclusio muatua do AAMFR e dos outros
autoanticorpos em conjungdo com as divergéncias existentes no quadro clinico legitimava a
subdivisao dos casos de HAI em tipo I (AAN/ AAML positivo) e tipo 2 (AAMFR positivo).

Manns et al. (1987) descreveram a descoberta de um novo autoanticorpo, nomeado
anticorpo antiantigeno hepatico soluvel (AAAHS), aparentemente especifico da HAI. Eles
entenderam que, embora o AAAHS aparecesse em aproximadamente 30% dos pacientes, esse
anticorpo poderia ser encontrado nos pacientes que nao apresentavam os autoanticorpos
convencionais, € propuseram que esses casos deveriam ser classificados HAI tipo 3.

Posteriormente a descoberta de uma associacdo entre a presenca do AAMFR ¢ a
infec¢do por VHC, no sul da Europa, (LUNEL et al.,1992), Homberg et al propuseram que o
tipo II da HAI fosse dividido em tipo Ila, que enquadrava mulheres jovens com doenga
severa, titulos elevados de AAMFR e auséncia de infec¢ao por VHC; e tipo IIb, que engloba
homens adultos, portadores de baixos titulos de AAMFR e infeccao por VHC. Eles sugeriram
que outro autoanticorpo, denominado antiantigeno citosolico do figado tipo 1 (AAACF-1),
discriminaria esses dois novos subtipos de HAI. Entretanto, esta proposta foi posteriormente
contestada (LENZI et al., 1995). Paralelamente também houve outras sugestdes para a
classificacio da HAI tomando como base o perfil de autoanticorpos, mas que nao foram
aprovadas (MCFARLANE, 1998).

Portanto, firmado na preseng¢a dos marcadores sorolégicos classifica-se a HAI em trés

tipos: o tipo I consiste na forma mais comum da doenca em todo o mundo, correspondendo a
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80% dos casos. Caracteriza-se pela presenca no soro de anticorpos antimusculo liso e/ ou
anticorpos antinuclear, hipergamaglobulinemia, ocorre predominantemente no sexo feminino,
apresenta uma distribui¢do etaria bimodal (dos 10 aos 20 anos e dos 45 aos 70 anos) € uma
elevada concomitancia com doengas imunoldgicas extra — hepaticas. O tipo II, por sua vez,
caracteriza-se pela presenca de anticorpos antimicrossomais figado/rim tipo I. Acomete
principalmente criangas do sexo feminino, na faixa etdria de 2 a 14 anos, possui um
prognostico menos favoravel com uma apresentacdo fulminante mais frequente bem como
uma maior progressao a cirrose, quando comparado com o tipo I. A associacdo com doencas
autoimunes extra- hepaticas também ocorre. O tipo III caracteriza-se pela presenca do
anticorpo antiantigeno hepatico solivel. Usualmente, ndo ¢ detectada a presenga de AAN ou
AAMFR, embora o AAML possa estar presente. Acomete, preferencialmente, adultos do sexo
feminino, na faixa etaria de 30 a 50 anos, sendo também frequente a concomitancia de outras
doengas autoimunes (CZAJA, 2001).

A HAI tipo III ¢ clinicamente indistinguivel da doenga do tipo I, porém, o principal
problema em fazer uma distingdo clinica entre o tipo I e tipo I é que essa classificagdo ndo ¢
exclusiva. A idade de apresentacdo ¢ um fator importante. Como mencionado acima,
pacientes mais jovens (menos de 30 anos de idade), geralmente tém uma doenga mais grave,
que pode ser de dificil controle, enquanto os pacientes mais velhos geralmente tendem a ter
uma forma mais branda, que responde mais rapidamente e de forma satisfatoria a terapia
imunossupressora. Embora os pacientes com HAI tipo II sejam quase todos jovens do sexo
feminino com doenga grave, eles representam apenas uma propor¢ao muito pequena dos casos
de HAI, e a grande maioria de mulheres jovens com doenca grave apresenta HAI do tipo I.
Embora existam algumas diferencas quantos aos aspectos clinicos, laboratoriais e aos
achados histologicos entre o tipo I e o tipo I da HAI, os pacientes jovens de ambos os tipos
sao semelhantes no que diz respeito a gravidade, a resposta ao tratamento e aos resultados em
longo prazo (GREGORIO et al., 1997).

Embora apenas a subdivisdao em tipo I e tipo II tenha recebido grande aceitagdo, ainda
persistem algumas dificuldades clinicas para aprovagdo dessa classificacdo (CZAJA;
MANNS, 1995). Evidéncias sugerem que os tipos I e II da doenca sejam dois subgrupos
patogeneticamente distintos (BITTENCOURT et al., 1999) e, apds a clonagem do antigeno
SLA / LP, tem sido sugerido que a definicdo de HAI tipo III com base na positividade anti-
SLA/LP também poderia ser justificavel em termos patogenéticos (MCFARLANE, 2000).
Portanto, esse tipo de classificagdo pode ser 1util para trabalhos de pesquisas, entretanto,

parece ter pouca utilidade do ponto de vista clinico.
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Uma classificacio que pode ser mais util clinicamente, mas que ainda ndo foi
formalmente adotada, baseia-se na associacdo da HAI com a heranca dos alotipos HLA DR3
ou DR4. Esses marcadores consistem em fatores de risco independentes para HAI e
associados a diferentes expressoes clinicas da doenga (DONALDSON et al., 1991). Pacientes
portadores do alotipo DR3, geralmente apresentam uma doenga mais severa, uma remissao
induzida pelo tratamento menos efetiva , recaidas mais frequentes e, em geral, prognosticos
menos favoraveis (MCFARLANE,1998; CZAJA; MANNS,1995). Em contrapartida,
pacientes portadores do alotipo DR4 tendem a apresentar uma idade mais avancada, doenga
moderada e desenvolver uma resposta mais rdpida e completa ao tratamento
imunossupressor em comparagcdo ao pacientes que possuem o alotipo DR3 (TODA et
al.,1997; CZAJA et al., 1993). Concentracdes séricas de C4 também podem ser uteis ao
prognoéstico, uma vez que foi observado que pacientes com HAI apresentam frequentemente
baixos niveis de C4. Isso esta associado a heranga de um alelo nulo no locus C4A, a alta
frequéncia de recaidas e ao aumento da mortalidade. Contudo, essa classificagio também
ainda ndo foi formalmente incorporada a um sistema de classificagdo (VERGANI et al., 1985;

DOHERTY et al., 1994).

2.2.4 Achados clinicos, laboratoriais e histologicos

Alguns pacientes demonstram um inicio abrupto, indistinguivel de um quadro de
hepatite viral, apresentando os sintomas compativeis com uma hepatite aguda. Outros, no
entanto, desenvolvem o quadro de maneira insidiosa. Raramente os pacientes sao
assintomaticos, podendo a doenga permanecer sem exterioriza¢ao clinica por meses ou anos,
sendo entdo detectada em uma avaliagdo de rotina por um achado acidental de alteragdes dos
exames bioquimicos de funcdo hepatica.

Um estudo realizado em 111 criangas e adolescentes com HAI no Instituto da Crianga
Professor Pedro Alcantara mostrou um inicio abrupto da doenga em 89% dos casos, insidioso
em 11%. (PORTA et al., 1990).

Em alguns casos, a forma de apresentacdo mostra-se fulminante e, em geral, ocorre na
HAI do tipo II. O curso da doenga pode ser persistente ou recorrente. Nao ha diferencas
quanto aos sintomas entre os varios tipos de HAI. Entretanto, como ja mencionado

anteriormente, o tipo Il ocorre mais frequentemente em idades mais precoces do que o tipo 1.
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As manifestagdes, em regra, refletem um processo inflamatério cronico hepatico, sendo os
sintomas mais frequentes, a fadiga e a ictericia. Alguns casos podem se manifestar desde o
inicio, com sinais de descompensacdo da doenca hepatica j& avancada, como: ascite,
sangramentos gastrointestinais, encefalopatia hepatica, chegando ao coma. Graus variados de
hipertensdo portal e historia de hemorragia digestiva podem ocorrer desde o inicio,
dependendo do tempo de duracdo da doenca. Ao exame fisico, hepatomegalia ¢ o achado mais
comum, esta presente em 78% dos casos; € a esplenomegalia pode ser detectada na presenca
ou na auséncia de cirrose, assim como a constatacdo de aranhas vasculares (MATTOS et al.,
2001). Pode haver manifestacoes extra — hepaticas associadas, como: acne, papulas
inflamatodrias, estrias gravidicas, paniculite de Weber, artrite, artralgia, albuminuria,
anastomoses arteriovenosas pulmonares, alveolite fibrosante, poliarterite nodosa, fécies
cushingoide, ginecomastia em meninos, a amenorreia em mulheres , tireoidite, diabetes
mellitus tipo I, anemia hemolitica autoimune, iridociclite. Uma complicacdo rara ¢ o
carcinoma hepatocelular (PORTA, 2000).

Os achados labororatoriais mais caracteristicos abrangem elevada atividade sérica das
transaminases, podendo chegar a niveis de uma hepatite aguda, elevada concentracdo de
bilirrubina, com niveis séricos de fosfatase alcalina normais ou moderadamente elevados, e
hipergamaglobulinemia (MCFARLANE, 2002). Os niveis de gama- glutamiltranspeptidase
podem estar também aumentados, porém em niveis menores que as transaminases. Quando
houver perda de fungdo hepatocelular, esta pode ser revelada pelos niveis de albumina
diminuidos assim como pelo tempo de protrombina prolongado. A gamaglobulinemia esta
aumentada na maioria dos pacientes com niveis superiores a 2 g/dL. A
hipergamaglobulinemia na HAI ¢ policlonal, com um predominio de IgG. Os valores de IgG
estdo quase sempre elevados, sendo muito maiores na HAI tipo I; niveis baixos de IgA sdo
encontrados particularmente na HAI tipo II, valores muito maiores de IgM na HAI-1. A
anemia pode ser discreta, em geral hipocromica microcitica, a ndo ser quando associada a um
processo hemolitico. Leucopenia e trombocitopenia podem ocorrer, em geral, associadas ao
hiperesplenismo (MATTOS et al., 2001).

Os padrdes de autoanticorpos ndo oOrgao - especificos aos componentes internos
celulares revelam AAN, AAML e AAMFR, que constituem o repertdrio convencional de
autoanticorpos para essa condicao e determinam os dois tipos de hepatite autoimune, que sao
mutuamente exclusivos. Os autoanticorpos podem desaparecer, em geral, durante o
tratamento, ou ainda podem aparecer novos elementos durante o curso da doenca, em ambos

os tipos de HAL
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A biopsia hepatica deve sempre ser realizada, exceto nos casos em que existam
alteragdes de ordem sanguinea que a tornem contraindicada. Ela permite que seja determinada
a atividade e o grau de fibrose da doenga. A primeira retrata a severidade do processo e a
segunda sua progressdo, uma vez que nem as transaminases € as gamaglobulinas sdo capazes
de sugerir a presenga ou auséncia de cirrose hepatica, e ajuda a excluir outras causas de
doenca hepatica (MCFARLANE, 2002).

Apesar de nao haver achados patognomonicos, os achados histologicos, embora
pouco especificos, revelam um infiltrado inflamatoério cronico predominante nos espagos
portais, periportais e intralobulares, composto por linfocitos, plasmocitos e, as vezes, por
polimorfonucleares neutrdfilos e eosinofilos, hepatite por interface (Figura 1), regeneragao
hepatica pela formacao de rosetas (Figura 2), alargamento dos espacos portais por fibrose,
desarranjo da arquitetura lobular com lesdes importantes dos hepatdcitos, tais como
degeneracao balonizante, retragdo, fragmentacdo, desintegragdo e necrose, levando a

formacao de cirrose (PORTA, 2000).

& \ -0 <
i 7 SR X PR 1
. "0*'". B \."‘.».0‘\'! & 2 V’ “‘ - ‘S ; "' ‘\ 4‘.‘3?1 "
oo RN SN , SN S S8 S AT B
Figura 1- Hepatite por Interface Figura 2 - Rosetas
Fonte: Davalos, 2004. Fonte: Davalos, 2004.

2.2.5 Diagnostico

Como ndo existem achados especificos para a hepatite autoimune, o diagnostico
requer a combinagdo de caracteristicas clinicas, laboratoriais e histologicas,
concomitantemente com a exclusdo de outras possiveis causas de doengas hepaticas, como as
hereditarias (doenca de Wilson, deficiéncia de alfa 1 antitripisina), as infecciosas (hepatites
virais), as induzidas por drogas e outras doencas hepaticas autoimunes como a cirrose biliar

primaria e a colangite esclerosante primaria (MCFARLANE, 2002).
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Ainda ndo existe um critério totalmente estabelecido para o diagnodstico da hepatite
autoimune. Classicamente, observa-se uma duragdo das manifestagdes clinicas por um
periodo superior a 6 meses. Baseia-se na presenga de um quadro clinico compativel com
hepatite, de evolugdo variavel, com ou sem a presenca de outras manifestacdes extra-
hepéticas, auséncia de marcadores de infeccdo como o virus da hepatite A (VHA), virus da
hepatite B (VHB) e virus da hepatite C (VHC), elevacdo de transaminases de 3 a 10 vezes o
valor maximo de normalidade (VMN), aumento da gamaglobulina superior a 2 vezes o VMN
e titulagdo elevada de autoanticorpos ndo 6rgao - especificos circulantes como AAML, AAN
ou AAMFR. Torna-se primordial a exclusdo de outros possiveis agentes etiologicos. Em
alguns casos, suspeita-se de hepatite autoimune mesmo quando ndo sdao observados
marcadores imunologicos, hipergamaglobulinemia e haja boa resposta a corticosteroides.
Assim, a hipotese de HAI deve ser sempre levada em consideracdo quando se depara com um
paciente do sexo feminino com alteragdo da fungdo hepatica e com presenca de outros
fendmenos autoimunes bem como quando os mesmos forem observados em familiares de
primeiro grau (JOHNSON; MCFARLANE, 1993).

Em 1993, o grupo internacional, encabecado por Johnson, definiu critérios para uma
melhor sistematizagdo e caracterizagdo da doenga, tendo em vista sua conveniéncia na
objetivacdo do diagnodstico. Esses critérios (Tabela 1), entretanto, foram revistos por esse
grupo em 1999 (ALVAREZ et al., 1999). Um sistema de escore (Tabela 2) que valoriza
critérios clinicos, laboratoriais e histologicos foi proposto, com o intuito de permitir um
diagnostico definitivo ou provavel da doenga, para elaborar um conjunto de critérios
descritivos para os casos dificeis ou quando houvesse a necessidade de uma avaliacdo mais
objetiva e comparar os resultados na literatura. Esse sistema foi validado em um estudo que
avaliou 119 pacientes com HAI, onde a sensibilidade e a especificidade do mesmo foram
respectivamente de 82 e 98% (CZAJA; CARPENTER, 1996).

De acordo com esse sistema, para o diagnostico definitivo da HAI, além dos achados
de hepatite periportal, hipergamaglobulinemia e a presenca de autoanticorpos ¢ preciso haver
auséncia de marcadores virais, consumo excessivo de alcool, transfusdo de sangue, uso de
drogas hepatotdxicas, lesdo biliar, depdsitos de cobre ou alteracdes histologicas sugestivas de
outras etiologias. Por outro lado, um diagnostico provavel ¢ alcangado quando os achados sao
compativeis, porém insuficientes para atender aos critérios definitivos. A reavaliacdo do
diagnostico desses casos ¢ feita apOs a verificagdo da resposta clinica ao tratamento

terapéutico (JOHNSON; MCFARLANE, 1993).
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O diagnostico da hepatite autoimune deveria ser considerado, a despeito do escore

proposto, a qualquer paciente, independentemente do sexo, na presenca de doenga hepatica

aguda ou crdnica e de testes bioquimicos hepaticos anormais sem sinais € sintomas de outra

doenca hepatica ja4 pesquisada, em especial se houver historia de doengas autoimunes no

proprio paciente ou em familiares de primeiro grau.

Tabela 1: Critérios Diagnosticos da HAI

Requisitos

Definitivo

Provavel

Auséncia de hepatopatia
genética

Fendtipo normal p/ alfa-1
antitripsina

Ceruloplasmina, ferro e
ferritina normais.

Deficiéncia parcial de alfa-1-
antitripsina

Alteragoes inespecificas do
cobre sérico, ceruloplasmina,
ferro e ferritina.

Auséncia de infecgao viral
ativa

Sem marcadores de infecgao
atual para hepatites A, B ou
C.

Sem marcadores de infecgao
atual para hepatites A, B ou C

Auséncia de lesdao hepatica
por alcool ou drogas

Ingestdo alcoodlica < 25g/dia
e sem uso recente de droga
hepatotdxica.

Ingestdo alcoolica < 50g/dia e
sem uso recente de droga
hepatotoxica.

Caracteristicas laboratoriais

Alteracdo predominante das
aminotransferases

Globulina, gama-globulina
ou IgG

Maior ou igual a 1,5 vezes o
normal

Alteracdo predominante das
Aminotransferases

Qualquer grau de
Hipergamaglobulinemia

Autoanticorpos

AAN, AAML, ou AAMFR
maior ou igual a 1:80 em
adultos e maior ou igual 1:20
em criangas;

Auséncia de AMA

AAN, AAML ou AAMFR
maior ou igual 1:40 em
adultos ou outros
autoanticorpos positivos.

Alteragoes histologicas

Hepatite de interface

Auséncia de lesdo biliar,
granulomas, ou achados
sugestivos de outra doenca.

Hepatite de interface

Auséncia de lesao biliar,
granulomas, ou achados
sugestivos de outra doenca.

Fonte: Alvarez et al. (1999).




Tabela 2: Sistema de pontuacdo para o diagnostico de HAI, revistos em 1998*

Parametros Pontuacio
Sexo feminino +2
Fosfatase Alcalina/ AST/(ou) ALT
<1,5 +2
1,5-3,0 0
>3.0 -2
Globulina Sérica (nimero de vezes acima do normal)
>2.0 +3
1,5-2,0 +2
1,0-1,5 +1
<1,0 0
Autoanticorpos
Adultos
AAML, AAN ou AAMFR
>1/80 +3
1/80 +2
1/40 +1
<1/40 0
Anticorpo antimitocondria positivo -4
Historia de uso de drogas hepatotdxicas
positiva -4
negativa +1
Utilizacdo de bebidas alcodlicas
< 25g/dia +2
> 60g/dia -2
Marcadores Virais**
presentes -3
ausentes +3
Histologia
Hepatite de Interface +3
Infiltrado inflamatério, predominantemente +1
linfoplasmocitario
Rosetas +1
Nenhuma das acima -5
Alteragdes biliares -3
Outras alteragoes -3
Outra doenga autoimune no paciente ou em familiar de primeiro s
grau
Resposta Terapéutica
Completa +2
Recidiva +3
Diagnostico definitivo:
antes do tratamento >15
apo6s o tratamento >17
Diagnoéstico provavel:
antes do tratamento 10-15
apo6s o tratamento 12-17

*Fonte: Modificado de Alvares ef al. (1999).
**Anti VHA IgM, HBsAg ou antiHBc IgM positivo; anti VHC e RNA do VHC positivo.
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2.2.6 Autoanticorpos

AAN, AAML e AAMFR devem ser identificados em todos os pacientes com achados
clinicos, laboratoriais e/ou histologicos compativeis com o diagnostico de HAI. Eles
constituem o repertdrio convencional de autoanticorpos para essa condicdo (ALVAREZ et al.,
1999). Quase todos os pacientes portadores de HAI se apresentam com significantes titulos de
um ou mais autoanticorpos. Os titulos, muitas vezes, variam durante o curso da doenca e
podem decrescer ou se tornar negativos com a resposta ao tratamento, mas, em geral, eles nao
revelam fidedignamente a gravidade da doenca (CZAJA, 1999). Eles revelam o potencial da
resposta imunoldgica e sdo convenientes somente no diagnostico para complementar outros
achados que suportam o diagndstico da HAI. Eles ndo promovem a doenca e seus niveis ndo
revelam a resposta ao tratamento, portanto, eles ndo necessitam de monitoramento (BEN ARI;
CZAJA, 2001).

Aproximadamente 70 a 80% dos pacientes sdo soropositivos para os anticorpos
antinucleares (AAN) ou anticorpos antimusculo liso (AAML), ou ambos. Os AAN consistem
em marcadores tradicionais da HAI, revelam tipicamente um padrdo homogéneo de coloragao
do nucleo pela imunofluorescéncia indireta na seccdo de tecidos ou em células isoladas. A
reatividade nuclear também pode ser acessada através de ensaios imunoenzimaticos, usando
placas de microtitulacdo com antigenos adsorvidos recombinantes ou altamente purificados.
Outros padroes de coloragdo também sdao vistos com frequéncia, mas padrdes diferentes
parecem nao ter implicagdes para pratica clinica. Reagem contra diversos antigenos nucleares
recombinantes, incluindo centrémeros, ribonucleoproteinas e complexos ribonucleoproteicos
(CZAJA et al., 1997).

Os AAML também consitem em marcadores padrao da HAI e reagem com uma
diversidade de componentes do citoesqueleto, incluindo desmina, vimentina, tubulina e F-
actina (CZAJA et al, 1996). Além disso, entre 60 e 90% dos pacientes com HAI possuem
autoanticorpos antineutrofilos citoplasmaticos circulantes de coloragdo perinuclear (pANCA),
mais apropriadamente denominados anticorpos antineutréfilos nucleares periféricos
(pPANNA), pois os antigenos-alvo parecem estar localizados na periferia do nicleo, ao invés
do citoplasma. AAN, AAML e pANNA ndo sdo especificos para HAI, mas sdo marcadores
uteis que contribuem para o diagnostico dessa condicao.

Uma pequena proporcao de pacientes, aproximadamente 3 a 4 %, apresenta anticorpos

microssomais figado- rim do tipo 1 (AAMFR) que geralmente aparecem na auséncia de AAN
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e AAML. A seropositividade requer uma reagdo contra os tibulos proximais do rim e
hepatdcitos do figado de murinos, pela imunofluorescéncia indireta. Eles reagem com uma
sequéncia linear curta do antigeno recombinante CYP2D6 da isoenzima do citocromo P450
(MANNS et al., 1991).

Cerca de 10 a 20% dos pacientes portadores de HAI mostram-se soronegativos para
AAN, AAML, e AAMFR, inicialmente, apesar de um ou mais destes autoanticorpos surgirem
mais tardiamente durante o curso da doenca. Isso pode vir a representar um problema para o
diagnostico da doenca, no entanto o diagnostico de HAI ainda pode ser realizado com base
nas alteragdes bioquimicas, na elevacdo de IgG sérica, nas caracteristicas histologicas, e na
exclusdo de outras causas de doenga hepatica, assim como alguns pacientes podem apresentar
anticorpos pANNA ou autoanticorpos contra tireoide mesmo com fungado tireoidiana normal.
Além disso, existem varios outros autoanticorpos, denominados autoanticorpos hepaticos,
para os quais testes ainda ndo estdo amplamente disponiveis, mas que sdo de consideravel
importancia para o diagnostico da HAI, pois alguns ocorrem em pacientes com ou sem a
presenga dos autoanticorpos convencionais . Estes englobam os anticorpos que reagem com o
receptor asialoglicoproteina hepatico (ASGPR) (TREICHEL et al., 1994; CZAJA et al.,
1996), com antigeno citosolico especifico do figado (LC1) (LAPIERRE et al., 1999), com
um antigeno soluvel hepatico (SLA) e um antigeno figado - pancreas (LP). SLA foi
recentemente clonado e foi comprovado ser idéntico com o LP, e o anticorpo correspondente
¢ agora reconhecido como anti-SLA/LP (WIES et al., 2000; COSTA et al., 2000; CZAJA et
al., 2002).

2.2.7 Genética

A hepatite autoimune (HAI) pode ser definida como uma doenga complexa, uma vez
que multiplos fatores tanto dentro quanto fora do hospedeiro podem afetar a sua ocorréncia,
expressao clinica e prognostico. Algumas hipdteses atuais sugerem que um fator ambiental,
viral, ou relacionados a algumas drogas desencadeia a doenca em um hospedeiro
geneticamente suscetivel. Polimorfismo em qualquer um dos genes que regulam e controlam
os processos de apresentacdo de antigenos, inflamagao, imunossupressao e fibrose pode tornar

um individuo suscetivel a HAI ou determinar a gravidade da sindrome clinica.
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O complexo principal de histocompatibilidade (MCH) representa um sistema
hereditario de antigenos tissulares autossdomicos codominantes, consistindo em um grupo
distinto, porém intimamente relacionado, de locus genéticos localizado principalmente no
braco curto do cromossoma 6. A regido do gene do MCH encontra-se estruturalmente e
funcionalmente dividida em trés regides; sendo que duas codificam antigenos de
histocompatibilidade (HLA). Assim, o MCH da classe I engloba os alelos HLA A, -B e -C; o
da classe II abrange a regido HLA-D; e o da classe III inclui os genes que codificam os
componentes do complemento C4A, C4B, C2 e fator B. As moléculas do MCH classe I e II
estdo envolvidas no mecanismo de apresentacdo do antigeno, no seu reconhecimento € na
resposta imune (MANNS; KRUGER, 1994). Os genes MCH classe I e II revelam um alto
polimorfismo (DONALDSON ef al., 1994).

O linfocito T efetor reconhece um antigeno somente se 0 mesmo for apresentado na
superficie do hepatocito por um antigeno de histocompatibilidade. Assim, a relacdo entre a
molécula do HLA, o antigeno apresentado por ele e o receptor da célula T ¢ primordial
(MANNS; KRUGER, 1994).

O antigeno entraria no hepatocito por endocitose, e a molécula do HLA classe II se
fusionaria ao endossoma que o contém, sendo que apds protedlise do antigeno, haveria
formacao de um complexo que seria transportado para a membrana da célula e apresentado ao
linfocito CD4 (DONALDSON et al., 1994).

A hipervariabilidade do HLA classe II pode favorecer o surgimento da HAI. Assim,
certos alelos no lécus HLA poderiam predispor a doencga. A substituicdo de determinados
aminoacidos no local de ligacdo, da molécula HLA-DR com o antigeno, pode determinar
tanto a suscetibilidade a doenca quanto a severidade da mesma. Somente a predisposicao €
herdada e ndo a doenca, a qual devera ser desencadeada por um antigeno (DONALDSON et

al., 1994).

2.2.8 Patogénese

A patogénese ainda ndo foi estabelecida, sendo a hipotese mais provavel baseada na
citotoxidade mediada por células em um hospedeiro geneticamente suscetivel (CZAJA,
1995). Assim, um hospedeiro geneticamente predisposto, quando exposto a um agente

ambiental, desencadearia um processo autoimune direcionado a antigenos hepaticos,
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promovendo um processo necroinflamatdrio progressivo, que resultaria em fibrose e cirrose
(KRAWITT, 1996).

A apresentagdo de constituintes da membrana da célula hepatica as células
processadoras de antigenos ¢ facilitada pela exposicdo aberrante de antigenos de
histocompatibilidade (HLA de classe II) na superficie do hepatocito. Estas células ativadas,
por sua vez, estimulam a expansao de linfocitos T citotoxicos, que produzem necrose celular
ao infiltrarem o tecido hepatico e liberarem citotoxinas. O fator que leva a exposicao

aberrante do HLA ainda ndo ¢ conhecido, mas existem evidéncias que agentes virais, drogas,

fatores ambientais e genéticos atuariam neste sentido. (CZAJA, 1995).

2.2.9 Tratamento

A gravidade dos casos de HAI e a escassa possibilidade de remissdo espontanea da
doenca levam ao tratamento imediato, excluidas as outras causas de hepatopatia crdonica ja no
diagnostico. A terapéutica destina-se a reducdo da atividade necroinflamatoria e da fibrose
hepética, e, consequentemente impedir ou retardar a progressao para a cirrose, a insuficiéncia
hepatica e a morte.

A fase de inducdo visa a remissao das manifestagdes clinicas do paciente, a redugao
das aminotransferases para niveis considerados normais ou, no maximo, duas vezes esse
valor, e a redugdo do infiltrado inflamatorio hepatico (BANERIJEE et al., 2006). Apds o
término da inducdo inicia-se a fase de controle permanente, pois a HAI pode evoluir para a
insufici€éncia hepatica ou apresentar recaidas, a qualquer momento.

A resposta completa ao tratamento ¢ obtida quando os sintomas desaparecerem por 6
meses ou mais, ha normalizacdo de todos os testes de func¢do hepatica ou pelo menos
comprovagdo da atividade inflamatoria minima no quadro histologico hepatico. Essa
comprovagao histoldgica ¢ alcangada através da bidpsia hepatica, mais tardiamente, pois a
normaliza¢do ocorre, geralmente, apds 12 meses de tratamento. Uma resposta favoravel a
inducao pode ser observada desde o primeiro més de terapéutica. Nesse periodo, pode ocorrer
uma melhora acentuada dos sintomas ¢ uma reducao dos valores em todos os testes de fungao
hepatica em torno de 50%. A caracterizagdo de uma resposta favoravel ocorre quando as
manifestagdes clinicas desaparecem e os niveis séricos de ALT e AST atingem, no maximo,

duas vezes o limite superior da normalidade. Na maioria dos casos, isso ¢ alcancado nos
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primeiros 6 meses de inducao, mas, muitas vezes, essa condi¢do clinica s6 ¢ atingida entre 6 e
12 meses de inducao, estabelecendo o término dessa fase do tratamento.

O tratamento de indugdo estabelecido em consenso pela Associagdo Americana para
Estudo de Doengas Hepaticas preconiza a associagdo de prednisona e azatioprina. A
prednisona (corticosteroide) inibe as interleucinas 1 e II, diminuindo a proliferagdo dos
linfocitos T, o que leva a uma supressao da multiplicacdo dos linfocitos B e da produgao de
imunoglobulinas, e reducao da inflamacao hepatica. Esse efeito ¢ obtido pela menor produgao
de prostaglandina, pelo fator de necrose tumoral e pelo aumento da fagocitose local. A
azatioprina consiste em um analogo das purinas que inibe a sintese de acido nucleico e reduz
as populacdes de células T killer e ndo killer. O seu efeito apresenta-se um pouco menos
intenso ¢ mais lento em relacdo ao da prednisona (FERREIRA et al., 2003). A utilizagao
dessa droga tem como objetivo promover um efeito terapéutico sinérgico ao da prednisona e
possibilitar a redu¢do da dosagem do corticosteroide e, consequentemente, diminuir os efeitos
adversos dose-dependente.

Anteriormente, a indugdo era realizada com prednisona na dosagem de 1 a 2 mg/kg/dia
(méax. 60 mg/dia), o pode ser reduzido para 0,1 a 0,25 mg/kg/dia, quando associada a
azatioprina (1,5 a 2,0 mg/kg/dia) (PORTA, 2000). A remissdo ¢ alcangada em mais de 2/3 dos
pacientes com a associacao das duas drogas, e se caracteriza pelo desaparecimento dos sinais
e sintomas clinicos e redu¢do das aminotransferases. Alguns estudos analisaram a resposta ao
uso conjunto de prednisona e azatioprina na indu¢do ¢ manutencao de tratamento. Ferreira et
al. (2002) empregaram doses didrias das drogas em 38 casos e atentaram resposta completa
em trinta pacientes (79%), resposta parcial em quatro (10,5%) e falha do tratamento em
quatro (10,5%). Um paciente faleceu antes do inicio do tratamento e dois abandonaram o
tratamento apds 14,7 e 75,5 meses. O tempo de acompanhamento dos 39 pacientes variou de
3,9 a 141,6 meses e ocorreram sete Obitos (17,9%). Eles constaram que o tratamento com
corticosteroide e azatioprina em doses diarias mostrou-se efetivo.

Porta (2000) descreveu resultados positivos com poucos efeitos colaterais e sem perda
de crescimento com uso de corticosteroide em dias alternados, e de azatioprina continuo.
Primeiramente, ele langcou mado da prednisona diariamente, na dose de 1 a 1,5 mg/kg,
associada a azatioprina, na dose de 1 a 1,5 mg/kg durante 6 semanas. Apos obtencao de uma
resposta clinica e laboratorial satisfatoria, ele conduzia a redugdo do corticosteroide com uso
em dias alternados enquanto a azatioprina permanecia durante todo o tratamento em doses
diarias. Gregorio et al. (1997) empregaram a prednisolona isoladamente em doses didrias, € a

associaram a azatioprina apenas para 0S pacientes que apresentaram intolerancia ao
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corticosteroide ou necessitaram doses elevadas na fase de manutencdo da doenca. Com isso,
reconhece-se que a terapéutica de cada paciente deve ser otimizada, segundo suas respostas
clinica e laboratorial, levando em conta o aspecto histologico hepatico, que deve atingir
minima atividade inflamatéria (MA et al., 2006; ALVAREZ et al., 1999; PORTA, 2000;
BANERIJEE et al., 2006).

Entretanto, ha uma parcela de aproximadamente 20 a 30% dos pacientes que nao
respondem ao tratamento com prednisona e azatioprina, constituida, principalmente, por
criangas entre 2 e 14 anos com HAI tipo 2, e por pacientes com longa evolugdo sem
tratamento da doenca. Nesses casos, a ciclosporina, um inibidor calcineuronal responsavel
pelo bloqueio da transcricdo das citocinas e da multiplicagdo das células T, com efeitos
terapéuticos semelhantes aos dos corticosteroides e aos da azatioprina, tem sido empregada
(ALVAREZ et al., 1999; CUARTEROLO et al., 2006). Alvarez et al. (1999), no estudo
pioneiro com 32 criangas portadoras de HAI, serviu-se da droga na dose de 4 mg/kg/dia por 6
meses, com introdu¢do da prednisona 0,5 mg/ kg/dia (pequena dose) e azatioprina 1,5
mg/kg/dia, posteriormente. Oito semanas apos o inicio do tratamento, iniciava-se a redugdo
gradual da ciclosporina. Nesse grupo, 25 pacientes apresentaram nivel sérico de ALT normal
em 6 meses, € 30 pacientes alcancaram a normalizacdo em 1 ano. Esse estudo apontou que a
ciclosporina induz a remissdo do processo necro-inflamatorio da HAI em criangas, com
poucos e bem tolerados efeitos adversos (ALVAREZ, 2004). Cuarterolo et al. também
alcancaram remissdo clinica satisfatoria da HAI ao utilizar ciclosporina. A quase totalidade
(92%) respondeu a inducdo com a normalizacdo das transaminases nos primeiros 6 meses.
Entretanto, Vergani et al. (2004) apresentaram indice de remissao menor da HAI com a
ciclosporina (78%) em relacdo ao esquema terapéutico com prednisona e azatioprina (94%).

A fase de manutengdo precisa ter inicio logo apos a obtengdo da remissdo clinica, uma
vez que houve a constatacdo da ocorréncia de recaida da HAI praticamente em todos os casos
nos quais o esquema de inducao ¢ interrompido, exceto em raros pacientes com HAI do tipo 1
(PORTA, 2000). O esquema de manutencao de drogas deve ser utilizado por, pelo menos, 2
anos. Para que se proponha a interrupcao do tratamento, faz-se necessario o desaparecimento
das alteragdes histologicas do figado (FERREIRA ef al., 2003). A manutencao abrange o uso
isolado da prednisona (1 mg/kg/dia) ou da azatioprina (1,5 a 2,0 mg/kg/dia) ou a associacao
das duas drogas com um declinio da dosagem de prednisona (0,1 a 0,25 mg/kg/dia). O
esquema associado visa evitar os efeitos colaterais do uso prolongado de alta dosagem de

corticosteroide. A monoterapia com azatioprina para a manutencdo ainda ndo conta com
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respaldo suficiente da literatura, podendo ocasionar hepatoxicidade (BANERJEE et al,
20006).

O controle do paciente na fase de manutencao acontece a cada 6 a 8§ semanas durante
os primeiros 6 meses, €, posteriormente, a cada 3 a 6 meses enquanto perdurar o tratamento.
Durante esses retornos, uma avaliacdo clinica dos exames laboratoriais, englobando
hemograma completo, contagem de plaquetas, tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina parcial ativada, tempo de trombina, amino-transferases (AST e ALT), gama
GT, fosfatase alcalina, eletroforese de proteinas e bilirrubinas ¢ realizada.

Durante a fase de manutencao, as recaidas ocorrem em cerca de 30 a 50% das criangas
que tiveram resposta favoravel ao tratamento. A recaida é reconhecida por meio dos seguintes
eventos: aumento dos niveis de AST e ALT séricos, duas vezes acima do limite superior da
normalidade; presenga de atividade inflamatéria na histologia hepatica obtida através de
bidpsia; reaparecimento dos sinais e sintomas (PORTA, 2000; CUARTEROLO et al., 2006).
As recaidas da HAI sdo mais frequentes na fase de reducdo das doses para a retirada dos
imunossupressores, especialmente da prednisona (KRAWITT, 2006). Maggiore et al. (1984)
constataram elevado indice de recaidas (90%) quando interroperam o tratamento, da mesma
forma que Ferreira et al. (2005) observaram 54,5%, nos primeiros 12 meses apds a
interrupcao do tratamento. Todavia, recaidas tardias também sdo frequentes, durante a fase de
suspensdo do tratamento, mesmo nos pacientes que usaram oS imunossupressores durante
anos.

Na atualidade, considera-se que a interrup¢do prematura do tratamento pode conduzir
a uma maior frequéncia de recaidas, com potencial para provocar danos irreversiveis ao
figado (MONTANO — LOZA et al., 2007). A reinstitui¢do do esquema terapéutico primitivo
induz a uma nova remissao, porém novas recaidas podem ocorrer durante as tentativas de
retirada dos imunossupressores. Nesses casos elege-se pela elevacao da dosagem didria da
azatioprina. Outra alternativa para os casos de recaidas frequentes ¢ o emprego da
ciclosporina, que vem demonstrando bons resultados (MAGGIORE et al., 2004). Existem
ainda outros medicamentos recentemente utilizados que vem se mostrando promissores no
tratamento da HAI, incluindo o micofenolato de mofetil cuja agdo na HAI sucede da
interferéncia na producdo de DNA e na proliferacdo de linfocitos ativados (CZAJA;
CARPENTER, 2005). Estudos propdem beneficios em casos refratarios ou intolerantes a
terapia convencional, enquanto outros demonstram ineficdcia no tratamento com essa
medicacdo. Portanto, torna-se necessario a realizacdo de mais estudos que validem a eficacia

do micofenolato de mofetil. A budesonida, um glicocorticoide empregado como alternativa no



40

tratamento da HAI moderada mostrou resultados ainda controversos. A rapamicina foi
empregada com sucesso em casos de HAI recorrente ou com surgimento pos-transplante
hepatico (HAI de novo) ao reduzir a ativagao de c€lulas T e inibir a interleucina 2. Ainda
encontra-se em fase de experimentagdo a 6-mercaptopurina, metabolito ativo da azatioprina,
efetiva em alguns pacientes intolerantes a azatioprina (DING-YOU; SCHWARZ, 2004).

Os efeitos colaterais oriundos do tratamento da HAI compdem um motivo essencial de
preocupacdo, uma vez que apresentam um considerdvel potencial de gravidade. No estudo de
Ferreira et al. (2002), observou-se que dos pacientes em uso de prednisona e azatioprina,
27,8% sofreram complicacdes que motivaram a interrup¢do ou a regularizagdao da dose,
dentre elas, listam-se sepse; leucopenia; catarata subcapsular; diabetes mellito; encefalopatia;
disturbio gastrointestinal; e pancitopenia. O corticosteroide consiste no fator primordial
responsavel pelo surgimento desses efeitos nos quais a interferéncia no crescimento mostra-se
uma condi¢do adversa assidua, culminando em redugdo da velocidade do primeiro ao quinto
ano de tratamento. A corticoterapia pode originar também obesidade, fdacies cushingoide,
estrias, acne, hirsutismo, osteoporose, diabete melito, hipertensdo arterial, catarata, glaucoma
e psicose. O aparecimento de facies cushingdides e ganho de peso, observados na maioria dos
pacientes, sdo aceitaveis, sem gerar a necessidade de interromper o tratamento. Por sua vez,
os efeitos mais intensos ou severos conduzem a necessidade de redugdo da dosagem ou a
interrupcao da medica¢do (FERREIRA et al., 2002; FERREIRA et al., 2003). A toxicidade da
azatioprina pode ser observada em aproximadamente 5% dos casos através de manifestagcdes
como hepatite colestatica, exantema, pancitopenia, ocorréncia de tumores e de ma-formacao
fetal em longo prazo. A ciclosporina pode desencandear hipertricose, hiperplasia gengival,
insuficiéncia renal e hipertensdo. Independente da alta constancia e da potencial severidade
dos efeitos adversos dos medicamentos, o mérito da terapia legitima-se pelo desfavoravel
progresso natural da doenca, em que cerca de 40% dos pacientes falecem em 6 meses apos o
diagnostico (CZAJA; CARPENTER, 2005).

Os pacientes que ndo respondem ao tratamento, muitas vezes, carecem de transplante
hepatico (CZAJA; FREESE, 2002; ALVAREZ et al., 1999; PORTA, 2000). Este deve ser
considerado em todos os pacientes com HAI descompensada e com cirrose avancada em que
se observa a encefalopatia, hipertensdo portal, sangramento de varizes esofagicas, ascite,
peritonite bacteriana e septicemia recorrente. Como ainda ndo estdo reconhecidos os fatores
que predizem o progndstico em longo prazo, a determinagdo de condu¢do do transplante deve
ser tomada apoOs se exaurir as tentativas com imunossupressores (CZAJA; FREESE, 2002;

FERREIRA et al., 2003).
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A sobrevida de 5 anos dos pacientes com HAI pos-transplantados aumentada para
80%, numero semelhante ao de pacientes ndo transplantados sob corticoterapia convencional
(CZAJA; FREESE, 2002). A incidéncia total de rejeicdo do 6rgdo coloca-se entre 56 e 83%
nos pacientes transplantados por HAI, enquanto a rejeigdo cortico-resistente varia entre 22 e
59% (FERREIRA et al., 2003). A recorréncia da HAI apds o transplante pode surgir em 20 a
33% dos casos, na maioria das vezes durante o segundo e o terceiro ano pds-transplante,
durante a fase de redugdo do tratamento imunossupressor (FERREIRA et al., 2003; CZAJA;
CARPENTER, 2005). A recorréncia acumulada pés-transplante ¢ de 8% no primeiro ano e
68% em 5 anos; a metade dos casos consta de pequena intensidade, mas pode haver a
necessidade de retransplante nos mais severos (FERREIRA et al., 2003). Em criancas, a
recorréncia pos-transplante revela-se maior que entre os adultos, e apresenta maior
dificuldade ao tratamento (CZAJA; FREESE, 2002; CZAJA et al., 2004).

O progresso de cada caso resulta da resposta a conduta terapéutica que se mostra tanto
melhor quanto mais rapido for o diagndstico, para alcangar a normalizacdo clinica e dos niveis
séricos das aminotransferases. Devido a especificidade do tratamento, compete ao pediatra a
desconfianca do diagnostico € o encaminhamento ao hepatologista pediatrico, que ira

conduzir o controle e a progressao da doenga.

2.3 Saliva

A saliva apresenta-se como um liquido aquoso, produzido e secretado pelas glandulas
salivares maiores e menores, que, juntamente ao fluido crevicular gengival, constitui a saliva
total humana (STH), responsavel pela manutencdo da homeostase da cavidade bucal. As
glandulas salivares maiores abrangem o par de glandulas parotidas, localizadas proximas aos
primeiros molares dos maxilares, e as glandulas submandibular e sublingual, que se
encontram no assoalho da cavidade bucal. As glandulas salivares menores localizam-se no
labio inferior, na lingua, no palato, nas bochechas e na faringe. Segundo Edgar (1990), as
glandulas salivares menores sdo mais importantes por causa da presenga dos seus
componentes protetores. Enquanto, as glandulas maiores produzem uma maior quantidade de
saliva, no entanto, com a qualidade de seu conteudo e o tipo de producao variaveis.

As glandulas distinguem-se pelo tipo de secre¢do produzida, determinada pela

proporcao de células glandulares serosas ou mucosas. As glandulas parétidas sdo inteiramente
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glandulas serosas e secretam um fluido aquoso sem mucina, enquanto que as glandulas
submandibulares e sublinguais sdo mistas (seromucosa), produzindo uma secrecdo rica em
mucina, o que a torna mais viscosa (CARRANZA et al., 2005; SCHIPPER et al., 2007). Ja as
glandulas salivares menores sao essencialmente mucosas (PUY, 2006).

A saliva € produzida em respostas a impulsos nervosos aferentes oriundos dos nucleos
salivares localizados em torno da jun¢do da medula e da ponte. Esses nucleos sdo estimulados
pelo paladar e por estimulos tateis da lingua e da mucosa oral, assim como outros estimulos
corticais como cheiro, ansiedade e depressdao. Os centros salivares, por sua vez, liberam
impulsos nervosos através de nervos externos de ambas as divisdes simpaticas e
parassimpaticas do sistema nervoso autonomo para as glandulas salivares, promovendo a
secrecdo de saliva (DIAZ- ARNOLD; MAREK, 2002).

A formacdo da saliva ocorre em dois estdgios. Inicialmente, a secrecdo primaria
acontece no acino e ¢ modificada a medida que passa pelos ductos. Forma-se a secrecao
primaria através do movimento ativo dos ions de sddio e cloreto no lumen, o que gera um
gradiente osmotico, levando ao movimento passivo da agua. Em seguida, outros componentes
acinares sao adicionados antes que o fluido entre no ducto onde os ions so6dio sdo ativamente
reabsorvidos e os ions potassio e bicarbonato sdao secretados. Os componentes
macromoleculares sdo formados no reticulo endoplasmatico das células acinares, processados
nas vesiculas secretoras do aparelho de Golgi e exportados da célula por exocitose (EDGAR,
1990; MANDEL, 1987).

De inicio, a saliva apresenta-se isotonica, mas se torna hipotonica a medida que passa
pela rede de ductos. O pH normal da saliva encontra-se em torno de 6 a 7 o que a torna
levemente acida (HUMPREY; WILLIAMSON, 2001).

O fluxo médio diario de saliva total varia em pessoas saudaveis na faixa de 500 a 1500
ml e o volume médio de saliva presente na cavidade bucal ¢ aproximadamente 1 ml, porém ha
uma grande variabilidade nas taxas individuais do fluxo salivar. A faixa do fluxo normal
aceita para saliva ndo estimulada esta situada acima de 0.25 ml/min. Para saliva estimulada, o
volume minimo para faixa normal cresce para 1ml/min (HUMPREY; WILLIAMSON, 2001).

O fluxo segue um ritmo circadiano, decrescendo durante o sono e aumentando durante
as horas de vigilia. Essas variagdes circadianas do fluxo salivar afetam o nivel de
concentragdo dos componentes salivares como os eletrolitos e as proteinas salivares
(DAWES, 1987). Edgar & O'mullane, em 1996, descrevem que a quantidade e a qualidade da
composi¢do salivar sofrem variagdes relacionadas ao ritmo biolégico circadiano. O fluxo

salivar atinge seu pico no final da tarde e torna-se praticamente nulo durante o sono. Os
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autores enfatizam que o ritmo circadiano ¢ um valioso fator a ser considerado quando se
pretende realizar estudos com a saliva, pois a secrecdo salivar mostra-se menor no periodo da
noite em relacao ao perido diurno. Entretanto, a concentragao de proteinas encontra-se maior
a tarde. As concentracoes de eletrélitos, tais como sédio e cloretos sdo nitidamente maiores
pela manhd, enquanto que o potassio ¢ excretado pela saliva no crepusculo. Os teores de
calcio e fosfato salivares sao maiores a noite (DOUGLAS, 1998).

O fluxo salivar ¢ requerido para uma variedade de protocolos clinicos e experimentais
com o objetivo de fornecer uma ideia a cerca da qualidade da satide, ndo s6 oral, mas também
sistémica (LEITE et al.,, 2002). E possivel determinar o valor do fluxo salivar, medindo tanto
o volume quanto o peso da saliva coletada.

Segundo Jenkins (1970), a composi¢do salivar difere nas diversas glandulas. A
glandula parotida contribui com aproximadamente 10% do volume salivar ndo estimulado, no
entanto, produz parte significante da saliva estimulada. Dessa forma, a saliva estimulada ¢
quase que totalmente representativa do tipo de secrecdo produzido pelas parotidas. As
medidas de variagcdo do fluxo das diferentes glandulas mostram que a glandula submandibular
produz o maior fluxo em condicdo de repouso, porém, quando o fluxo ¢ estimulado, a
pardtida ¢ mais responsiva que a submandibular. A contribuicdo percentual das diferentes
glandulas salivares durante o fluxo ndo estimulado de saliva apresenta-se como se segue: 10%
da parotida, 65% da submandibular, 7 a 8% da sublingual ¢ menos de 20 % das numerosas
glandulas salivares menores. A taxa de fluxo estimulado muda drasticamente o percentual de
contribuicao de cada glandula com a pardtida contribuindo com mais de 50% do total de

secrecao salivar.

2.3.1 Composi¢ao salivar

Como ja mencionado, além do fluido de origem glandular, a saliva total humana
(STH) apresenta componentes de origem ndo glandular, incluindo o fluido gengival, detritos
celulares, secregdes das vias areas superiores € microrganismos da cavidade bucal (NAGLER
et al., 2002; APS; MARTENS, 2005). Douglas (1998) descreve STH como uma combinagao
dos produtos aquosos da secrecao das glandulas salivares maiores € menores, compostos
organicos (proteinas e enzimas) e inorganicos (ions e sais minerais), restos alimentares,

microorganismos, produtos do metabolismo bacteriano, células que descamam do epitélio
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bucal, muco da cavidade nasal, faringe e fluido transudato da mucosa e exsudato dos sulcos
gengivais.

A agua € o principal componente da saliva, representando 99% de sua constitui¢do. Os
componentes solidos, caracterizados por moléculas organicas e inorganicas, encontram-se
dissolvidos no constituinte aquoso, e apresentam uma ampla variagdo de um individuo para
outro ¢ no mesmo individuo diversas vezes durante o dia, assim como também em resposta a
diferentes estimulos (EDGAR, 1990). Esses componentes participam em fungdes relacionadas
com areas, em geral, incluindo a modulagdo do pH, capacidade tampao da saliva, limpeza,
agregacdo e/ou ataque aos microorganismos orais, contribui¢do ao metabolismo da placa
dental e modulagdo do processo de desmineralizacio e remineralizagdio (HUMPREY;
WILLIAMSON, 2001).

A composi¢do salivar sofre variacdes em fungdo da velocidade do fluxo salivar. Este
esta intimamente relacionado ao tipo, intensidade e duracao do estimulo utilizado na obtengao
da amostra. Ha também alteragcdes significativas na composi¢ao salivar em diferentes
individuos e no mesmo individuo sob diferentes circunstancias. No entanto, a velocidade do

fluxo salivar ¢ considerada o principal fator que afeta a composi¢do salivar (EDGAR,1990).

e Componentes Inorganicos

A saliva é composta por uma variedade de ions inorganicos. Dentre eles, encontram-
se sodio, potassio, cloro, cdlcio, magnésio, bicarbonato, fosfato, sulfatos, tiocianato e flaor,
responsaveis pelo balanco osmoético, capacidade tampdo e remineralizagdo (DIAZ-
ARNOLD; MAREK, 2002). Trabalhos como o de Dawes (1969) relacionam o fluxo salivar e
a composicao dos eletrdlitos. Além disso, o pH e a composicao idnica também influenciam na
atividade dos componentes organicos da saliva (DODDS et al., 2004). Para Humphrey e
Williamson (2001), bicarbonato, fosfato e ureia atuam como moduladores do pH e sdo
responsaveis pela capacidade tampao da saliva. Os ions célcio e fosfato, em conjun¢do com as
proteinas, participam do processo dindmico de desmineraliza¢do e remineralizagdo que ocorre

entre os dentes e a saliva.
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e Componentes Organicos

Também se encontram na saliva imunoglobulinas, proteinas, enzimas, mucinas e
produtos nitrogenados como a ureia e a amoOnia. As proteinas salivares (amilase, lipase,
proteases, nucleases, mucinas e gustina) auxiliam no processo digestivo; apresentam
propriedades antibacterianas para hidrolise das membranas celulares (lactoferrina, lisozima e
lactoperoxidase) e inibem a aderéncia dos microorganismos (imunoglobulinas) (DIAZ-

ARNOLD; MAREK, 2002).

2.3.2 Fungao

As fungdes salivares destinam-se para manter a saude bucal e para criar um balango
ecologico apropriado. Dentre elas, encontram-se lubrificagdo e protecdo, acdo tamponante e
limpeza, manutencdo da integridade dos dentes, atividade antibacteriana e digestdo
(MANDEL, 1987).

A saliva lubrifica e protege os tecidos orais, agindo como uma barreira contra
irritantes. Esses irritantes incluem enzimas proteoliticas e hidroliticas produzidas na placa,
possiveis carcindgenos provenientes do fumo, produtos quimicos exdgenos e dessecacao da
respiracdo bucal, dentre outros. Qualquer contato intraoral entre os tecidos moles, entre os
tecidos moles e os dentes ou entre os tecidos moles e proteses assim como a mastigagdo, a
fala e a degluticao sdo beneficiados pela capacidade de lubrificacdo da saliva fornecida em
grande parte pelas mucinas (EDGAR, 1990). As mucinas, excretadas pelas glandulas
salivares menores, compreendem os melhores componentes lubrificantes da saliva.
Consistem em moléculas complexas de proteinas presentes predominantemente com dois
tipos de peso moleculares formados a partir de cadeias polipeptidicas que permanecem juntas.
As mucinas apresentam propriedades tais como baixa solubilidade, alta viscosidade, alta
elasticidade e forte adesividade (SLOMIANY et al., 1996; TABAK, 1990).

Uma parte importante do papel multifuncional das mucinas salivares na preservacao
da integridade da mucosa ¢ a sua capacidade de regular os niveis de calcio intracelular
(SLOMIANY et al., 1996). Como integrantes da pelicula de esmalte, as mucinas ajudam a
iniciar a colonizacdo bacteriana pela promoc¢do do crescimento da flora oral comensal

benigna, formando uma barreira protetora e lubrificagdo excessiva contra o desgaste,
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proporcionando uma barreira de difusdo contra a penetragdo de acido, e limitando a saida de
minerais da superficie do dente (TABAK, 1990). As mucinas também desempenham fungao
antibacteriana por meio de modulagdo seletiva da adesdo dos microorganismos as superficies
dos tecidos orais, contribuindo para o controle da colonizagdo bacteriana e fingica.

A acdo tamponante e a limpeza da saliva concretizam-se por meio dos seguintes
componentes: bicarbonato, fosfato, ureia, proteinas anfotéricas e enzimas. O bicarbonato ¢ o
sistema tampao mais importante. Difunde-se dentro da placa, atuando como tampao pela
neutralizacao de acidos. Além disso, produz amonia para a formagao de aminas, que também
servem como tampao, neutralizando acidos (MANDEL, 1987). A ureia, outro tampao
presente na saliva, libera amodnia depois de ser metabolizada pela placa bacteriana e, portanto,
aumenta o pH da placa. A a¢do tamponante da saliva funciona com mais eficiéncia durante
altas taxas de fluxo estimulado, mas se apresenta quase ineficaz durante o perédo de baixo
fluxo de saliva nao estimulada (EDGAR, 1990).

A manuntencdo da integridade dos dentes pela saliva facilita o processo de
desmineralizacdo e remineralizagdo. A desmineralizacdo acontece quando os &cidos se
difundem atraves da placa e da pelicula para a fase liquida do esmalte entre os cristais. A
dissolucado cristalina ocorre em um pH da placa em torno de 5 a 5,5 que € considerada a faixa
de pH critico para o desenvolvimento da carie. Os minerais dissolvidos posteriormente se
difundem para fora da estrutura do dente e para saliva que o circunda. A capacidade tampao
da saliva influencia o pH da placa em torno do esmalte, inibindo assim a progressao da carie.
A espessura € o nimero de bactérias presentes na placa determinam a eficacia dos tampdes
salivares (EDGAR,1990).

A remineralizacdo compreende o processo de substituicio dos minerais perdidos
através da matriz organica do esmalte para seus cristais. A supersaturacdo dos minerais na
saliva ¢ de fundamental importancia para este processo. As altas concentracdes salivares de
calcio e fosfato sdao responsaveis pela maturacao e remineralizagdo do esmalte. A estaterina,
um peptideo salivar, contribui para a estabilizagdo do célico e da solug¢do de sais de fosfato,
servindo como uma prote¢ao do dente ao desgaste, podendo da inicio a formagao da pelicula
protetora através da ligacdo a hidroxiapatita. As proteinas, tais como estaterinas, histatinas,
cistatinas, € proteinas ricas em prolina, sdo demasiadamente grandes para penetrar os poros do
esmalte. Por isso, elas permanecem na superficie, ligadas a hidroxiapatita, o que ajuda no
controle do crescimento cristalino do esmalte, permitindo a penetracdo de minerais no esmalte
para a remineralizacdo e limitando a sua saida. Esse controle da precipitacdo e da saida de

minerais favorece a estabilidade da hidroxiapatita na estrutura externa do dente. A presenca
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de fluor na saliva aumenta a precipitagcdo dos cristais, formando um revestimento de
fluorapatita mais resistentes a carie do que a estrutura original do dente.

As glandulas salivares sdo glandulas exdcrinas e, como tais, secretam fluidos
contendo agentes imunoldgicos € ndo imunoldgicos para a protecdo dos dentes e das
superficies das mucosas. Os componentes imunoldgicos da saliva incluem IgA secretora, [gG
e IgM. J& os componentes salivares ndo imunologicos sdo proteinas selecionadas, mucinas,
peptideos e enzimas. As imunoglobulinas, enquanto ativas nas superficies das mucosas, atuam
para neutralizar virus, servem como anticorpos contra antigenos bacterianos e trabalham para
agregar bactérias, inibindo, assim, a sua fixa¢ao nos tecidos (DOWD,1999).

O conteudo salivar antibacteriano imunolégico € nao imunologico € oriundo de duas
fontes diferentes, plasma e células ductais. Apresenta-se com diferentes respostas a
estimulagdo e niveis diferentes de conteido. O contetido salivar antibacteriano nao
imunologico, tais como proteinas, mucinas, peptideos e enzimas (lactoferrina, lisozima e
peroxidase) ajudam a proteger os dentes contra insultos quimicos, fisicos e microbianos. A
lactoferrina liga-se ao ferro na saliva. Esse processo torna o ferro indisponivel como fonte de
alimento para microorganismos que precisam de ferro para permanecerem vidveis
(MANDEL,1987).

As lisozimas rompem as paredes celulares bacterianas, levando a destruicao e inibicao
do crescimento bacteriano. Além disso, as lisozimas promovem a remoc¢do de bactérias
através da agregacdo. A peroxidase, também conhecida como sialoperoxidase ou
lactoperoxidase, catalisa o metabolismo bacteriano através de produtos com tiocianato, que ¢
altamente toxico para os sistemas bacterianos (EDGAR 1987; EDGAR 1990).
Adicionalmente, protege a mucosa dos fortes efeitos oxidantes do perdxido de hidrogénio
produzido por bactérias orais (DOWD,1999). As proteinas, tais como glicoproteinas,
estaterinas, aglutininas, proteinas ricas em histidinas e proteinas ricas em prolinas, trabalham
para agregar bactérias. Este processo de aglomeracdo reduz a capacidade das bactérias de
aderir a superficies dos tecidos duros ou moles intraorais e, assim, controla a colonizacao
bacteriana, fingica e viral (MANDEL, 1989).

Finalmente, a saliva aprimora o gosto e inicia o processo digestivo. A hipotonicidade
da saliva aumenta a capacidade de degustacdo de alimentos salgados e de outras fontes de
nutrientes. A saliva tem um papel limitado no inicio da digestao total por iniciar a quebra do
amido através da amilase, um dos principais componentes da saliva excretada pela parotida,
que inicialmente dissolve agucar. A contribui¢dao da saliva para a quebra do amido ¢ limitada

porque a maioria da digestdo do amido resulta da atividade da amilase pancredtica e nao da
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amilase salivar. As enzimas salivares também iniciam a digestdo de gordura. Mais importante,

a saliva serve para lubrificar o bolo alimentar, o que ajuda na degluticdo (EDGAR, 1990).

2.3.3  Saliva como meio diagnostico

A analise da saliva tem como finalidade identificar individuos com doenga e seguir o
progresso do individuo afetado, avaliando a efetividade do tratamento empregado. Dentre as
vantagens do uso desse recurso, pode-se enfatizar a facilidade de coleta do material e o seu
manuseio, que sdo pontos extremamente fundamentais na operacionalizagdo técnica desse tipo
de exame. Segundo Lawrence (2002), os testes com saliva sdo mais seguros que testes com
sangue, que possuem mais chances de expor os profissionais da satide e da ciéncia ao virus
HIV ou da hepatite. As técnicas de coleta ndo invasiva para a saliva podem reduzir
drasticamente a ansiedade e o desconforto para o paciente, além de simplificar a coleta de
amostras para o monitoramento da saude geral.

Giannobile (2000) descreve a saliva como uma fonte valiosa de informagdes
clinicamente relevantes, uma vez que seus multiplos componentes ndo apenas protegem a
integridade dos tecidos bucais, mas também funcionam como biomarcadores de doengas e
condicdes sistémicas do individuo. Mudangas qualitativas na composi¢do desses
biomarcadores tém sido utilizadas na identificagdo de pacientes com maior suscetibilidade a
certas doencas, na identificacdo de locais com doenga ativa, na predicdo de locais que tem
maior atividade da doenca no futuro e/ou servindo como ferramenta de monitoracao da
efetividade de terapias.

A saliva pode ser conveniente na andlise do risco de carie e também no diagnostico de
outras doengas, usando métodos sialométricos (fluxo salivar) e sialoquimicos, nos quais
determinadas substancias podem ser dosadas e assim contribuir para o diagndstico de doengas
a partir do exame de niveis de elementos inorganicos e organicos, como dosagens hormonais,
pesquisa de agentes bioldgicos virais, bacterianos e fingicos, além de marcadores biologicos
uteis no diagndstico e prognostico do cancer.

A saliva pode ser considerada como glandula especifica, coletada diretamente de uma
glandula (pardtida, submandibular, sublingual, glandulas salivares menores) onde a coleta de
secrecdo de uma glandula isoladamente pode ser ttil na avaliagdo da funcao dessa glandula

para diagnostico de alteragdes glandula-especifica ou saliva total, representando uma mistura
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das secrecoes das glandulas salivares acrescidos de substancias oriundas do fluido crevicular
gengival, secrecdes bronquicas ou nasais, c€lulas epiteliais descamadas, restos de alimentos,
microorganismos € os produtos de seus metabolismos (KAUFMAN; LAMSTER, 2002). A
saliva total ¢ avaliada com o intuito de elucidar alteragdes sistémicas.

Deve-se levar em consideragdo que as propriedades biologicas da saliva estdo
relacionadas a mistura de fluidos orais e seus conteudos, motivo pelo qual se tem
incrementado o uso da saliva total nas pesquisas. Em 2006, Lewis reporta que para a analise
dos componentes bioquimicos da saliva o ideal ¢ utilizar saliva total ndo-estimulada.

A coleta da saliva pode ser feita de forma estimulada ou ndo estimulada. A
estimulagdo da producdo de saliva pode ser feita de forma mecéanica (goma de mascar,
parafina, latex) ou quimica (4cido citrico). A estimulacdo afeta a quantidade da saliva
produzida, portanto, alguns de seus constituintes também sao alterados (MANDEL, 1990). A
coleta ndo estimulada ¢ feita sem estimulos exdgenos e o fluxo salivar pode ser alterado por
estimulos olfatorios, exposicdo a luminosidade, posicdo do corpo e ciclo circadiano
(KAUFMAN; LAMSTER, 2002).

Dawes (1993) menciona que uma variedade de fatores pode influenciar o fluxo e as
caracteristicas fisiologicas da saliva, incluindo o ritmo circadiano e atividades fisicas. Esses
fatores devem ser considerados quando a saliva ¢ usada como um fluido diagnostico. Segundo
Falcao (2005) faz-se necessario tomar algumas medidas cautelares no que diz respeito a
realizagdo da coleta, tais como: a amostra deve ser sempre colhida entre 8:00 h e 10:00 h da
manha, para reduzir a interferéncia do ciclo circadiano em cada participante; sempre que
possivel utilizar pacientes do mesmo sexo, para que nao haja interferéncia por causa do sexo;
os pacientes devem ser avisados para que nao comam, bebam, masquem chiclete, facam
exercicios, fumem ou escovem os dentes por até 2 horas antes da coleta; além disso, durante a
coleta, o ambiente deve estar bem ventilado e os individuos sentados de forma ereta e
relaxados por 5 minutos.

Andrade et al. (2007) descreveram os métodos atuais para a coleta e a obtengdo da
amostra de saliva, reportando uma grande variedade de métodos para coleta deste fluido oral,
desde os mais simples até a utilizagcdo de dispositivos mais sofisticados para coleta.

Para Shipper et al. (2007) o primordial é que a coleta da saliva utilizada como
material de pesquisas aconteca de maneira padronizada, uma vez que a composicao salivar
diversifica-se consideravelmente tanto intra como interindividuos. Métodos ndo padronizados
contribuem parcialmente para a elevada diversificacdo das informacgdes disponiveis sobre os

parametros salivares, tais como, composi¢dao, viscosidade e propriedades lubrificadoras.
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Segundo esses autores, inumeros motivos dificultam a avaliacdo da saliva total como, por
exemplo, torna-se quase sempre dificil estimar qual componente representa os verdadeiros
constituintes da saliva e quais possuem origem celular ou bacteriana, uma vez que, como
resultado do metabolismo bacteriano, os componentes da saliva podem variar com o tempo.
Portanto, a existéncia de restos celulares e, como conseqiiéncia, a observacao de um liquido
turvo, pode interferir em muitas das técnicas analiticas. Um dos métodos para resolver esses
problemas ¢ a centrifugagdo da amostra o que permite a remoc¢ao das bactérias e os restos

celulares.

2.3.4 Uso da saliva para deteccao de doencas

Algumas doengas sistémicas comprometem o correto funcionamento das glandulas
salivares e, consequentemente, a producdo de saliva, influenciando tanto na quantidade de
saliva produzida quanto na qualidade desse fluido, uma vez que pode afetar os constituintes
quimicos e as propriedades fisicas do mesmo. Essas alteragdes podem servir de parametro
para o diagnostico de determinadas doengas, contribuindo assim para que a saliva possa ser
considerada valida entre o arsenal de exames complementares.

Por muito tempo, a saliva foi usada como meio de monitorar o risco de carie, sendo
empregada como meio biologico util da medida da capacidade tampao e avaliagao
microbiologica. Atualmente, a saliva ¢ objeto de estudos mais detalhados para o diagndstico

de doengas sistémicas que afetam a funcao das glandulas salivares e a composicao da saliva.

2.3.4.1 Doengas com desenvolvimento de agentes bioldgicos infecciosos

A microbiota bucal desempenha um papel importante na satde humana e esta
diretamente ligada a doencas como a carie dentaria e a doenca periodontal, que sdo as
alteragdes cronicas mais comuns em humanos. Observa-se uma estreita associacdo entre
Actinobacillus actinomycetemcomitans e a periodontite agressiva. O Streptococcus mutans,
por sua vez, € o agente etiologico primario da carie dentdria. H4 uma evidente relagcdo entre a

doenca periodontal e o desenvolvimento de diversas doencgas sistémicas, entre elass, doengas
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cardiovasculares (KINANE; LOWE, 2000), artrite (MERCADO et al., 2001), pneumonia
(SCANNAPIECO et al., 1998; TERPENNING et al., 2001) e diabetes (MILLER et al,
1992).

Tang et al. (2003) conduziram um estudo para determinar o padrdo de expressao das
proteinas salivares em individuos adultos com periodontite. Analisaram a composicao de
proteinas salivares através do método de eletroforese em gel de poliacrilamida duodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) em amostras de saliva total ndo estimuladas obtidas antes e
apods tratamento convencional. Os resultados demonstraram que bandas de proteinas com 18
kD, 15 kD e 13 kD podem estar estreitamente relacionadas a ocorréncia e recorréncia de
periodontites (MOURA et al., 2007).

A saliva total representa um meio confidvel para se avaliar a composi¢do da
microbiota bucal, apesar das variagdes que o fluxo salivar sofre em decorréncia de alteragdes
do ritmo circadiano e fatores como o estresse e exercicios.

Apesar da presenca de fatores antimicrobianos salivares (TENOVUO, 1998), uma
quantidade significativa de bactérias sobrevive e cresce na saliva (RUDNEY, 2000;). A
resposta imunoldgica a infecgdo pela producao de anticorpos constitui a base de muitos testes
diagnosticos em virologia. As imunoglobulinas presentes na saliva sdo oriundas das glandulas
salivares e do soro sanguineo. H4 a predominincia de imunoglobulina A secretora (IgA
secretora), derivada de plasmocitos nas glandulas salivares, que representa o principal
mecanismo de resposta imune especifica da saliva. Por outro lado, as imunoglobulinas M e G
(IgM e IgG), derivadas do soro, através do fluido crevicular gengival, estdo presentes em
concentragdes inferiores aquela da IgA salivar. Os anticorpos que agem contra virus e
componentes virais podem ser detectados na saliva e assim representam um importante meio
para diagnostico de infecgdes virais agudas e infeccdes congénitas (MORTIMER; PARRY,
1988).

Estudou-se a saliva como forma de detectar imunoglobulina M (IgM) contra rubéola,
obtendo-se uma especificidade de 96%, quando comparado ao do teste no soro sanguineo
considerado padrdo ideal, apontando a utilizacao da saliva como uma alternativa vélida para a
obtengdo de espécimes clinicos na investigagdo de casos como os da rubéola(VYSE et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 2000).

Amostras de saliva e de encéfalo de caes raivosos foram inoculadas em camundongos
e avaliadas por imunofluorescéncia com o intuito de se avaliar a importancia da saliva para o

diagnostico precoce da raiva. Essas amostras apresentaram resultados positivos frente as duas
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técnicas, demonstrando uma correlagao satisfatoria entre os métodos e os espécimes utilizados
(MOURA et al., 2007).

O uso da saliva como meio para diagnostico da infeccdo por Helicobacter pylori vem
se tornando uma possibilidade atrativa para estudos epidemioldgicos da infecgdo em criangas
quando se considera a natureza ndo invasiva do exame. E rotina se utilizar testes para
identificacao de Helicobacter pylori a partir de amostras de bidpsias gastricas, utilizando a
hidrolise da urease, métodos de coloracdo e cultura. Sabe-se que os métodos invasivos
demandam altos custos e, portanto, os métodos nio invasivos tais como 0S exames
sorologicos do sangue e o teste da respiracdo da uréia estdo se tornando mais popular. O
método PCR provou ser altamente sensivel e especifico e ¢ considerado como o método da
escolha para detectar o DNA do Helicobacter pylori na boca (BALLAM et al., 2000).

E crescente o nimero de testes salivares desenvolvidos com o intuito de obter o
diagnostico da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Os trabalhos tém
revelado que esses testes baseados em anticorpos salivares especificos equivalem, em
confiabilidade, aqueles realizados no soro, sendo, portanto, convenientes na utilizagdo clinica

e em estudos epidemiologicos (MALAMUD, 1992).

2.3.4.2 Doengas neopldsicas malignas

Streckfus et al. (2000) demonstraram o papel da saliva no diagnostico do cancer de
mama onde testes salivares para marcadores da doenga foram estudados conjuntamente com a
mamografia. A partir da andlise em saliva, o fragmento solivel do oncogene c-erbB-2, um
marcador progndstico do cancer de mama, bem como o antigeno 15-3 para cancer (CA15-3),
foram significativamente maiores na saliva e no soro de mulheres com diagnostico de cancer
quando comparado ao observado em um grupo controle de mulheres saudaveis e individuos
com tumores benignos. Adicionalmente, o uso da saliva pode ser importante no
monitoramento dos niveis de c-erbB-2 em pacientes em tratamento quimioterdpico e/ou
cirargico, de forma que serve como avaliagdo da efetividade terapéutica em questdo, bem
como pode ser util na proservagao (BIGLER et al.,2002).

O virus Epstein-Barr (EBV) esta relacionado com a ocorréncia de mononucleose
infecciosa e leucoplasia pilosa oral, bem como, associado com varios tipos de neoplasias

malignas linfoides e epiteliais. A saliva € considerada um veiculo para transmissdo individuo -
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individuo desse virus. Mbulaiteye et al. (2006) desenvolveram um estudo na Africa onde
verificaram os niveis de DNA do EBV na saliva e no sangue periférico de 600 criangas e suas
maes. Com isso, observaram equivaléncia de resultados, o que foi considerado um importante
fator de controle da infeccdo por EBV, uma vez que o linfoma de Burkitt ¢ uma entidade
moérbida endémica na Africa.

O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco consiste em uma doenga
debilitante que, quando diagnosticada precocemente, pode revelar uma sobrevida favoravel
em 80% dos casos. O CD44 representa uma familia de isoformas que, em certos tumores,
possuem expressdao aumentada nos tecidos e na circulagdo. Franzmann et al. (2005)
analisaram o CD44 solavel na saliva como um possivel marcador molecular para cancer de
cabeca e pescogo e constataram que o exame pode ser eficaz para detectar esse tipo de cancer

em todos os estagios.

2.3.4.3 Doengas psiquiatricas

Atualmente, existem estudos voltados para o acompanhamento de individuos com
desordens psiquicas e monitoramento da resposta terapéutica. Grigor’ev et al. (2002)
observaram o espectro das proteinas salivares por eletroforese em gel de poliacrilamida em
individuos com desordens afetivas psicogénicas. Os resultados apontaram que a depressao
esta associada a diminuigdo do conteudo proteico em diferentes fracdes do espectro e a
diminui¢cdo mais marcante ocorreu na fragao proteica com peso molecular em torno de 55 kD.

A sindrome do ardor bucal (SAB) apresenta forte componente emocional envolvido na
sua etiologia. A avaliagdo sialoquimica revela elevacdo importante nos niveis de fosfato,
cloreto e potassio nos individuos com sintomas da SAB, e, ainda, diferengas no padrao de
expressao de proteinas salivares de baixo peso molecular quando da avaliacdo eletroforética,
comparados a individuos sauddveis. Os niveis de fosfato, cloreto e potassio encontram-se
elevados em individuos com intensa atividade do sistema nervoso simpatico, o que pode

ocorrer em situagoes de estresses emocionais (MOURA et al., 2007).
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2.3.4.4 Doengas autoimunes

A sindrome de Sjogren consite em uma doenga autoimune, caracterizada por
disfungdes nas glandulas salivares e lacrimais, ceratoconjuntivite seca, xerostomia, além de
anormalidades soroldgicas. Um procedimento 1util no diagnostico ¢ a bidpsia de glandula
salivar menor e o resultado histopatologico revela um infiltrado linfocitario no parénquima da
glandula. A avalia¢do sialométrica, utilizando-se de métodos com ou sem estimulacdo da
secrecdo salivar, ¢ um importante meio auxiliar no diagnostico dessa doenca, onde se observa
uma reducdo na quantidade de saliva produzida. Essa informagdo, apesar de nao ser
patognomonica, apresenta uma importancia clinica, uma vez que ¢ util na avaliagdo da
progressdo da carie, na criagdo de ambiente favoravel para o desenvolvimento de infecgdes
fungicas, no surgimento de dor na mucosa bucal e disfagia. A avaliacdo sialoquimica nos
individuos acometidos pela sindrome de Sjogren revela aumento nas concentragdes de sodio e
cloreto (TISHLER et al., 1997), e niveis elevados de IgG, IgA, lactoferrina e albumina, e
ainda, diminui¢cdo na concentracao de fosfato (STUCHELL ef al., 1984).

2.3.4.5 Endocrinologia

A facilidade da coleta de saliva simplificou as medidas seriadas dos niveis hormonais
diariamente. Antigamente, os testes salivares pareciam pouco confidveis para medicao dos
niveis hormonais, no entanto, com os avangos tecnoldgicos e o desenvolvimento de testes
mais sensiveis o problema foi sendo minimizado (LAWRENCE, 2002).

O cortisol salivar ¢ um indicador valido da concentragao de cortisol no soro ¢ nao
depende de fluxo salivar. Atualmente, a saliva estd sendo usada para detectar os seguintes
esteroides: cortisol, dehidroepiandrosterona, estradiol, estriol, progesterona e testosterona.
Estes ensaios podem ser uteis em avaliacdes de humor e do comportamento emocional
cognitivo, para prever a atividade sexual na adolescéncia do sexo masculino, para estudar a
saude e o desenvolvimento infantil, em consideragdes a depressdo pré-menstrual e para
triagem da sindrome de Cushing. Além disso, os niveis salivares de hormonios esteroides

também podem ser usados para avaliar a fun¢do do ovario, para monitorar recém-nascidos
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pré-termo e para avaliar os riscos de parto prematuro (STRECKFUS; BIGLER, 2002;
LAWRENCE,2002).

2.3.4.6 Uso da saliva para monitoramento de drogas

O uso de saliva para monitoramento de drogas e para deteccdo de drogas ilicitas tem
avangado notavelmente. Atualmente, a saliva pode ser utilizada para detectar e/ou monitorar
cotinina, canabinoides, cocaina, fenciclidina, opioides, barbitaricos, diazepinas, anfetaminas e

etanol (STRECKFUS; BIGLER, 2002).

2.4 Relevancia do uso da saliva como meio diagndstico

De acordo com Mandel (1990), a saliva ¢ o reflexo do corpo no que se refere aos
niveis das substancias naturais nos fluidos corporais, a uma ampla variedade de moléculas
introduzidas com finalidades terap€uticas, aos estados emocional, hormonal, imunologico e
neurologico e ainda, as influéncias nutricionais e metabdlicas.

Uma série de estudos fortalece o valor diagndstico da saliva (LAWRENCE, 2002). A
razao para esse interesse estd na habilidade dessa nova ferramenta diagnostica para distinguir
uma variedade de componentes salivares que sdo biomarcadores uteis em detectar mudancas
da saude corporal por meio de diversas tecnologias. A facilidade de coleta da saliva, bem
como o fato de oferecer menor risco de contaminacdo para o operador quando do seu
manuseio, representam aspectos importantes para subsidiar a escolha da mesma como meio de
diagnostico. Chappin et al. (2007) enfatizam a utilizacdo da andlise salivar como meio de
diagnostico, justificando a escolha pelo fato do método de coleta ser simples e ndo invasivo.
O fluido oral ¢ considerado seguro para o paciente e para o operador, sendo fécil e barato o
seu armazenamento. Essas caracteristicas tornam possivel a avaliacdo de biomarcadores em
recém-nascidos, criancas, idosos, individuos nao colaboradores, e em varias circunstancias

nas quais o sangue € a urina nao estao disponiveis.
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Outra razao que justifica o aumento no interesse dos propdsitos diagnosticos da saliva
¢ a ligacdo com parametros bioquimicos tradicionais que aparecem na circulagdo em varias
formas, existindo assim uma interrelagdo entre o soro sanguineo e as concentracdes dos
componentes salivares. Os estudos realizados comparando resultados dos testes salivares com
outros métodos de credibilidade cientifica comprovada, como dosagens sanguineas de
substancias, tém tornado o método confidvel e, portanto com sua aplicabilidade validada.
Contudo, existem relatos de algumas dificuldades na utilizagdo da saliva como substituta do
sangue, como, por exemplo, a deteccdo de algumas proteinas salivares, devido a sua baixa
concentragdo nesse fluido, em relagdo ao encontrado no sangue. Além disso, a metodologia da
coleta deve ser bem padronizada, pois varios fatores externos e ambientais podem interferir

no fluxo e na composicao salivar.
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3OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar quantitativamente os titulos de imunoglobulinas presentes na saliva de

criangas e adolescentes com HAI e estudar o perfil de proteinas salivares de criancas e

adolescentes com HAI, a partir da analise de proteinas presentes em saliva total humana

(STH).

3.2 Objetivos Especificos

Analisar os titulos de IgA na saliva de criangas e adolescentes com HAI,
comparando-os com os titulos de IgA obtidos da saliva de criancas e adolescentes
sem HAL

Analisar os titulos de IgE na saliva de criangas e adolescentes com HAI,
comparando-os com os titulos de IgE obtidos da saliva de criangas e adolescentes
sem HAL

Analisar os titulos de IgG na saliva de criancas e adolescentes com HAI,
comparando-os com os titulos de IgG obtidos da saliva de criancas e adolescentes
sem HAL

Analisar os titulos de IgM na saliva de criangas e adolescentes com
HAI,comparando-os com os titulos de IgM obtidos da saliva de criancas e
adolescentes sem HAL.

Analisar pH, fluxo salivar e concentracao total de proteinas salivares em criangas
e adolescentes com HAI , comparando-os com os dados de criangas e adolescentes
sem HAL

Identificar se o perfil proteico salivar de criangas e adolescentes com HAI se
diferencia do perfil proteico salivar observado entre criangas e adolescentes sem

HAL
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Este projeto de pesquisa foi submetido a avaliagio pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Universitario Walter Cantidio, tendo sido aprovado em 25/04/2011 sob o
protocolo de n° 028.03.11. (Anexo A). Todos os pacientes que fizeram parte desta pesquisa
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A) antes de sua
participacao neste trabalho; e da coleta de material bioldgico para andlise, tendo sido mantido
o sigilo dos resultados das analises, evitando a associacdo entre os mesmos € o nome de cada

voluntario da pesquisa.

4.2 Protocolo clinico

4.2.1 Desenho

O desenho consistiu de um estudo transversal observacional e analitico.

4.2.2 Examinadores

A coleta das amostras foi realizada por um tnico examinador (mestranda). A referida
examinadora desconhecia os resultados das analises concernentes a esses individuos, pois as
amostras foram submetidas a analise, contendo apenas um numero de identificacdo. A
pesquisadora contou com o auxilio de um aluno bolsista durante a analise bioquimica das
amostras, ¢ foi responsavel pela andlise das imunoglobulinas salivares e do perfil proteico

salivar.
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4.2.3 Amostra

Este estudo foi desenvolvido no Municipio de Fortaleza, na Universidade Federal do
Ceara (UFC). Um total de 12 (doze) criancas e adolescentes voluntarios com HAI atendidos
no Ambulatério de Hepatologia Pediatrica do Hospital Universitdrio Walter Cantidio, de
ambos os sexos, com idade de 8 a 18 anos, foram selecionados para participar do estudo.
Doze criangas e adolescentes sem doengas sistémicas atendidos na Clinica de Odontopediatria
da Universidade Federal do Ceard, de ambos os sexos, na mesma faixa etaria, compuseram o

grupo-controle.

4.2.4 Critérios de inclusao de participantes

Os seguintes critérios foram adotados no processo de recrutamento dos voluntarios:

e C(Criancas e adolescentes de ambos o0s sexos;

e Sadias (com auséncia de doencgas sistémicas, hereditarias ou congénitas) - Grupo
Controle;

e (Com idade situada na faixa de 0 a 18 anos;

e Portadoras de Hepatite Autoimune — Grupo de Estudo;

4.2.5 Critérios de exclusdo de participantes

Foram excluidos do estudo voluntérios que se enquadraram nos seguintes critérios:

e Presenca de doengas sistémicas, genéticas ou congénitas, identificadas durante o
momento da anamnese, excetuando Hepatite Autoimune;
e Criangas ou adolescentes fazendo uso cronico de medicamentos, além dos que sdo

rotineiramente prescritos no tratamento da Hepatite Autoimune.



60

e C(Criancas cujos pais ou responsaveis legais se recusaram a assinar o termo de

consentimento livre e esclarecido.

4.2.6 Entrada do voluntario no estudo

Para a entrada do voluntario no estudo foi imprescindivel a presenga de um dos pais
ou responsavel legal pela crianga e adolescente para que fosse esclarecido em detalhes a
natureza e os objetivos do estudo e fosse obtido o consentimento livre e esclarecido, por
escrito (Apéndice A), para o responsavel pela crianga e adolescente que soubesse ler e
escrever. Para aqueles que ndo sabiam ler foi feita leitura verbal do referido e solicitacao de
impressao digital com subsequente assinatura de uma testemunha. Houve liberdade para
retirada da crianga e do adolescente do estudo a qualquer momento. Nao houve ressarcimento

em espécie para os pais, responsaveis, criangas e adolescentes participantes desta pesquisa.

4.2.7 Anamnese

Depois da devida assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido por parte
dos responsaveis, os voluntarios foram submetidos a uma anamnese para obtencdo de

informagdes concernentes ao seu estado geral de saude (Apéndice B).

4.2.8 Exame dentario

Durante o procedimento de exame dos dentes os seguintes parametros foram

averiguados e anotados na ficha dentaria (Apéndice C):

1. Situagdo dos tecidos moles intraorais;
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2. Identificagdo de todos os dentes presentes na cavidade oral: deciduos e
permanentes;
3. Identificagdo dos dentes deciduos presentes na cavidade, j4 com mobilidade
fisiologica;
4. Grau de mobilidade:
e (Grau 1 (cerca de Imm de mobilidade)
e (Grau 2 (cerca de 2mm de mobilidade)
e Grau 3 (cerca de 3mm de mobilidade)
5. Numero de dentes:
e (ariados (cavitados e ndo cavitados)
e Restaurados
e Extraidos devido a carie
6. Numero de superficies:
e (ariadas (cavitadas e nao cavitadas)
e Ausentes (devido a carie)
e Restauradas
7. Identificagdo todas as superficies:
e (ariadas (cavitadas e nao cavitadas)
e Ausentes (devido a carie)
e Restauradas

8. Situagao periodontal

4.2.9 Coleta de saliva

A coleta de saliva (Figura 3) foi realizada na Clinica de Odontopediatria do Curso de
Odontologia da Universidade Federal do Ceard. Apds conclusdo do exame dentario, duas
amostras de saliva foram coletadas para cada participante, entre 8:00 h e 10:00 h horas da
manhd para reduzir possiveis contribuigdes circadianas, apés um minimo de duas horas de
jejum. Foi requerido por parte dos pais que os procedimentos rotineiros de higienizagdao da
cavidade oral fossem realizados uma hora antes da coleta. As amostras constituiram-se de

saliva ndo estimulada, ou seja, a crianca e o adolescente permaneceram em repouso por um
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periodo de 10 minutos. Em seguida, a saliva ndo estimulada foi coletada, utilizando-se uma
pipeta plastica (Figura 4). A saliva coletada foi colocada em tubos plasticos estéreis

Eppendorfs® para posterior analise (FONTELES et al., 2009).

Figura 3: Coleta de saliva realizada na clinica e
Odontopediatria da UFC.
Fonte: O autor

Figura 4: Acessorios utilizados durante a coleta de saliva
Nota: Tubo Eppendorfe e pipeta plastica
Fonte: O autor
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4.3 Protocolo Analitico

4.3.1 Transporte e armazenagem da saliva

As amostras de saliva foram transportadas em tubos Eppendorf®, sob gelo. Para
analise de titulos das imunoglobulinas salivares e do perfil proteico salivar, foram utilizadas
amostras de saliva ndo estimulada conforme previamente descrito. Para cada 1 ml de saliva
foram adicionados 5 pl do inibidor enzimatico (Protease Inhibitor Cocktail P2714-1BTL,
Sigma - Aldrich Brasil Ltda, S3o Paulo, Brasil) e, em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3000g ou 5.700 rpm por 20 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante separado,

liofilizado e armazenado a - 80°C até analise (Figura 5).

Figura 5-A: Procedimentos realizados antes da liofilizagdo - Amostras de saliva colocadas na
centrifuga MPW-350R, MPW Med Instruments, Polonia.
Fonte: O autor
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Figura 5-B: Procedimentos realizados antes da
liofilizagdo - Retirada do sobrenadante com auxilio
de micropipeta.
Fonte: O autor

4.3.2 Mensuragao do fluxo salivar

O fluxo salivar ndo estimulado foi medido com o paciente sentado na posi¢ao vertical
com a cabeca inclinada de modo que a producao de saliva ficasse acumulada no assoalho da
boca e, entdo, pudesse fluir para o ambiente externo através do labio inferior em um recipiente
milimetrado, durante 15 (quinze) minutos. O fluxo foi medido entre 8:00 h e 10:00 h, para
reduzir possiveis contribuigdes circadianas, ap6s um minimo de duas horas de jejum. As
taxas de fluxo salivar foram determinadas pela relacdao entre o volume coletado e pelo tempo.
A velocidade de secregdo salivar foi demonstrada em mililitros por minuto (ml/min). O valor

foi determinado individualmente para todos os participantes de cada grupo.



65

4.3.3 Mensuragao do pH

O pH salivar foi mensurado utilizando o pHmetro portatil digital (MARCONI,
MARCONI, Sao Paulo) no local da coleta da saliva. Antes de iniciar as medi¢des de pH, o
pHmetro foi calibrado com solugdes tampao padrdes com pH nos valores de 7,0 e 4,0. Em
seguida, o eletrodo foi posto em contato com a amostra de saliva que se desejava medir o pH.
O valor do pH do pool da saliva foi determinado individualmente para todos os participantes

de cada grupo.

4.3.4 Analise quantitativa das imunoglobulinas — ELISA

Os procedimentos preliminares concernentes a saliva realizados apds a centrifugagdo e
obtencdo do sobrenadante foram realizados no laboratério de Bioquimica Humana da
Universidade Estadual do Ceara. Em cada tubo Eppendorf® contendo saliva ndo estimulada
liofilizada, foram acrescentados 500 L de agua destilada para ressuspensdo do material. A
solucdo foi homogeneizada com auxilio de um agitador Vortex. Posteriormente, a amostra
contida em cada tubo foi dividida em cinco partes. Cem microlitros de cada amostra
permaneceram no tubo Eppendorf® para que fossem analisadas individualmente.

A saliva nao estimulada ressuspendida foi submetida a analise de titulos das
imunoglobulinas por meio de ensaio com imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA- do
inglés enzyme- linked immunosorbent assay), usando a saliva como anticorpo primario € um
componente antianticorpo humano como anticorpo de captura. Microplacas de poliestireno
foram revestidas com 1 microlitro de saliva (3ug de proteina) dissolvido em 99 ul de PBS( 8g
NacCl; 0,20 g KH,PO4, 2,89g Na,HPO4 12H,0 e 0,20g KCl dissolvidos em 1.000 ml de H,O
destilada) durante 16 hrs a 4 °C. Em seguida, a placa foi submetida a uma lavagem com
solucdo salina fosfato - tamponada (PBS-0.05% Tween-20), para que 200 pl de PBS- Molico
( 5g de leite em p6 desnatado Molico, Nestlé, Aracatuba, Sao Paulo/ 100 ml PBS) fossem
adicionados em cada orificio da placa para a etapa de bloqueio durante 30 minutos. Apds
outra lavagem, 100 pl do conjugado peroxidase anti- IgA, conjugado peroxidase anti- IgE,

conjugado peroxidase anti- IgG, conjugado peroxidase anti- IgM foram adicionados as
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placas, e incubados por 2 hrs, a 37 °C. Ap6s uma lavagem adicional, solu¢do contendo
substrato o-fenilenodiamina ( a 0.4 mg/ml) e peroxido de hidrogénio a 0,01% da concentragao
final em 0,IM tampao de citrato de sédio fosfatado, pH 5,0, foram adicionados as placas.
Depois de 15 minutos em temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em uma placa de

leitura a 492 nandmetros (Figura 6).

f .

Figura 6: Equipamento para leitura do ELISA (Plate Reader, DAS SRL, Roma, Italia)
Fonte: O autor.

4.3.5 Analise qualitativa das imunoglobulinas — Western Blotting

G¢éis de poliacrilamida (concentracdo 15%) foram usados para separacgao eletroforética
da saliva. Um volume de 15 pl foi aplicado ao gel. A Eletroforese foi realizada por 1 hora a
150V. Depois da separagdo, as proteinas foram -eletroforeticamente transferidas para
membranas de nitrocelulose durante 2 horas, a 50mV. As membranas foram retiradas e
incubadas com PBS- molico, por 30 minutos, para bloquear. Em seguida, foram realizadas
quatro lavagens com Tris- 0,05% Tween-20 durante 15 minutos cada lavagem. As membranas
foram entdo incubadas durante a noite, com amostras de conjugado peroxidase anti- IgG
humano, diluidos de 1:100. Apds lavagem com Tris- 0,05% Tween-20 (quatro

vezes),finalmente, as membranas foram adicionadas a solucdo de substrato peroxidase
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(diamino- benzidina 50mg/ml, 0,25% peroxido de hidrogénio em 0,05 m Tris, pH 7,4) para

revelacao.

4.3.6 Analise das proteinas salivares

4.3.6.1 Dosagem de Proteinas pelo Método de Bradford

A concentragdo de proteinas totais salivares (CPT) das aliquotas de saliva foi
determinada pelo método de Bradford (1976), usando uma curva de albumina sérica bovina
56 (BSA) (0,5 a 5 mg/mL) como padrio. As amostras de saliva liofilizadas foram
reconstituidas com 500 L de agua destilada, sendo homogeneizadas com uso de um agitador
mecanico. Foram adicionados 200 pl de solugdo de Bradford a 4 pl da amostra reconstituida.
Em seguida, a solu¢do foi homogeneizada ¢ apdés 10 minutos, foram feitas as medidas da
absorbancia a 595 nm em Nanodrop 2000 (Figura 7). Os resultados foram expressos em ( g

de proteina / L), calculados com base na curva-padrao com BSA.

Figura 7: Equipamento para dosagem de proteina (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Estados Unidos)
Fonte: O autor.
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4.3.6.2 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presenga de SDS e beta-mercaptoetanol

A avaliagdo do perfil proteico das amostras de saliva foi realizada utilizando-se
eletroforese descontinua em gel de poliacrilamida, segundo a técnica descrita por Laemmli
(1970), adaptada para géis (0,1 cm de espessura) de separagao em placas (10 x 10 cm). O gel
de aplicacao foi preparado em solucdo-tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 6,8 ¢ SDS 1 %. O gel de
separacao continha 15% de poliacrilamida, preparado em tampao tris-HCI 1,5 M pH 8,8 em
presenca de SDS 1% .

As amostras de saliva, 6 g de proteina/pogo, foram solubilizadas em tampao Tris-HCI
pH 8,3, contendo SDS 1%, e azul de bromofenol 0,02 %, acrescidas de beta-mercaptoetanol
na concentracdo de 1%, e incubadas a 100 °C por 5 minutos em banho-maria. Além das
amostras de saliva, em todos os géis foi aplicada uma mistura de proteinas com massas
moleculares conhecidas, a saber: fosfolisase B (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa),
ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa ), Inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e
Lisozima (14,4 kDa).

A corrida eletroforética foi realizada a uma voltagem constante de 120 V e
amperagem iniciando em 40 mA ( Figura 8). O tampao de corrida utilizado foi tris- HCI
0,025M/glicina 0,192 M, contendo SDS 0,1 % pH 8,8. Apds a corrida, o gel de separagdo foi
fixado em solucao de TCA a 10 % por 1 h e em seguida foi corado overnight com solugdo de
comassie R-250 0,05 %, preparada em solugdo de metanol/acido acético/agua na proporcao de
1:3:5 (v/v/v) (Figura 9). O gel foi descorado em solugdo de metanol/dcido acético/agua na

propor¢ao, de 1:3:5 (v/v/v).



Figura 8-A: Procedimentos realizados durante a eletroforese - Colocando as
amostras de saliva no gel.
Fonte: O autor.

Figura 8-B: Procedimentos realizados durante a eletroforese —
Aparelho para corrida do gel (Bio- RAD, Power Pac, Estados Unidos).
Fonte: O autor.
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Figura 9: Coracdo do gel com solugéo de Comassie
Fonte: O autor.

4.4 Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos foram tabulados no programa Excel (Windows 2007) e submetidos a
analise descritiva e aos seguintes testes estatisticos: teste de normalidade, teste ¢ de Student,
correlagdo de Pearson ¢ teste exato de Fisher.

O teste de normalidade foi realizado para verificar a normalidade (homogeneidade)
das amostras, acusando normalidade dos dados entre o grupo experimental e controle em
funcdo das variaveis: velocidade do fluxo de saliva total estimulada, pH , concentracdo de
proteinas totais, analise unidimensional dos géis e analise das imunoglobulinas. Para as
variaveis paramétricas (velocidade do fluxo de saliva total estimulada, pH, concentragdo de
proteinas totais e analise das imunoglobulinas) o teste realizado foi o ¢ de Student,
considerando-se um nivel de significancia de 95% (p< 0,05). Para a compara¢do da massa
molecular obtida na eletroforese realizou-se o teste exato de Fischer, tendo por base também

um nivel de probabilidade de p<0,05.
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5 RESULTADOS

Neste estudo foram coletadas e avaliadas as amostras de saliva total ndo estimulada de
12 pacientes portadores de hepatite autoimune e 12 pacientes sadios (grupo controle),
pareados em sexo ¢ idade para se obter uma amostra dependente, a fim de reduzir a

variabilidade entre os grupos e aumentar o intervalo de confianga (Tabelas 3 ¢ 4).

Tabela 3: Idade e distribui¢ao dos pacientes por condi¢do de saude

IDADE (ANOS) SAUDAVEL DOENTE

8 1 1
10 1 1
12 3 3
13 1 1
14 1 1
15 1 1
16 2 2
17 1 1
18 1 1

Total 12 12

Tabela 4: Distribui¢@o dos pacientes por género e condig¢do de saude

GENERO SAUDAVEL DOENTE
Feminino 10 10
Masculino 2 2

Os valores médios e desvios-padrao dos parametros bioquimicos da saliva como pH,
fluxo salivar ndo estimulado e concentragdo de proteina total, tanto no grupo controle
(individuos saudaveis) como no grupo experimental (individuos portadores de hepatite

autoimune) sao mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5: Caracteristicas biométricas

pH SALIVAR N MEDIA DESVIO PADRAO P-VALOR
Saudavel 12 7,17 0,456 0,1835
Doente 12 6,92 0,436

FLUXO SALIVAR

Saudavel 12 0,313 0,085 0,2266
Doente 12 0,261 0,116

PROTEINAS TOTAIS

Medida 1

Saudavel 12 2,667 0,601 0,4664
Doente 12 2,413 1,014

Medida 2

Saudavel 12 2,605 0,587 0,5282
Doente 12 2,400 0,939

Medida 3

Saudavel 12 2,760 0,626 0,2214
Doente 12 2,351 0,938

Ao analisar o pH foi possivel observar uma variagcdo de 6.25 a 7.74 para o grupo
experimental e para o grupo controle, ndo observando, portanto, valores de pH
estatisticamente diferente entre os grupos (p<0,05) ( Grafico 1).Em relacdo ao fluxo salivar
ndo estimulado, o grupo experimental apresentou menor média que o grupo controle, porém
essa diferenga nao foi estatisticamente significante (p <0,05). A variacdo do fluxo salivar no
grupo experimental foi de 0.13 a 0.33 mL/min (média = 0.261), enquanto que no grupo
controle foide 0.17 a 0.33 mL/min (média= 0.313) (Gréafico 2).

7,2

7,15

7,1
7,05

7

Grupo Experimental
6,95

® Grupo Controle
69 +—

6,85 +—
68 —

6,75 .
Grupo Experimental Grupo Controle

Grifico 1: Valores médios do pH em saliva
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Grafico 2: Média do fluxo salivar ndo estimulado

A concentra¢do total de proteinas foi dosada em triplicata, considerando-se as
amostras individuais. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre as amostras do

grupo experimental e do grupo controle em relagdo as proteinas totais (p< 0,05) (Gréafico 3).

2,8
2,7
2,6
2,5 Grupo Experimental 1
2,4 — Grupo Experimental 2
23 17— — Grupo Experimental 3
22 17— T ® Grupo Controle 1
2,1 ' ' ' ® Grupo Controle 2
NN N AT AN
Q‘»& Q’@ Q"@ éo\ éo\ 6& ® Grupo Controle 3
. @ § @ N & &
& & S O S
& W LS
3 S $
Qo% Qo% Qo% OO
A A

Grafico 3: Média da concentragio total de proteinas em ambos os grupos

Quando se realizou a eletroforese das proteinas salivares, 12 bandas proteicas puderam
ser observadas (Figura 10). Os pesos moleculares dessas proteinas variaram entre 14,0 ¢ 97,0
KDa. Duas bandas proteicas foram expressas em todos os individuos estudados: 66,0 ¢ 97,0

kDa. As bandas identificadas expressaram, em sua grande maioria, auséncia de relagdo entre
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os grupos de criancas e adolescentes saudaveis e doentes. As bandas com pesos moleculares
entre 20,1 e 14,4 kDa encontraram-se mais presentes entre os individuos doentes (p=0,0013),
e as bandas com pesos moleculares em torno de 14,4 kDa encontraram-se mais presentes entre

os individuos saudaveis (p=0,0013) como pode ser observado na Tabela 6.
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Figura 10: Gel de Poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) mostrando perfis de proteinas de saliva ndo estimulada do
grupo de criangas com hepatite autoimune (P1-P22) e do grupo de pacientes sem hepatite autoimune (P10-P24).
A 1? coluna ¢ o marcador dopeso molecular.

Tabela 6: Distribui¢do dos pacientes em fun¢ao da presenca ou auséncia da expressdo de bandas protéicas com
diferentes pesos moleculares.

PESO MOLECULAR ' AUSENTE ' PRESENTE P-VALOR
SAUDAVEIS DOENTES SAUDAVEIS DOENTES
M[97] kDa 0 0 12 12 1
M]97-66[ kDa 1 6 11 6 0,0686
M[66] kDa 0 0 12 12 1
M]66-45[ kDa 12 11 0 1 1
M[45] kDa 3 3 9 9 1
M]45-30[ kDa 12 11 0 1 1
M[30] kDa 1 0 11 12 1
M]30-20,1[ kDa 11 10 1 2 1
M[20,1] kDa 10 10 2 1
M]20,1- 14,4 kDa 12 4 0 8 0,0013
M[14,4] kDa 1 8 11 4 0,0094
M< 14 kDa 11 10 1 2 1
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A analise das amostras de saliva através do teste de Western Blotting permitiu a
verificagdo da presenca de imunoglobulinas IgG na saliva dos pacientes do grupo

experimental e do grupo controle (Figura 11).

.b .y - — T W -

Figurall: Membranas de nitrocelulose apds Western Blotting.

Todas as imunoglobulinas avaliadas (IgA, IgE, IgG e IgM) apresentaram niveis
detectaveis no fluido salivar das criangas e adolescentes com e sem hepatite autoimune
(Figura 12). A analise das amostras de saliva através do teste de ELISA permitiu a

quantificagdo das imunoglobulinas presentes na saliva.
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Figura 12: Placas de ELISA reveladas

As imunoglobulinas foram dosadas em duplicata. Com intuito de verificar a
confiabilidade da saliva para dosagem das imunoglobulinas, realizou-se a correlagdo das
medidas em duplicatas de cada imunoglobulina. Todas as medidas em duplicatas
apresentaram correlagdo positiva. IgE e IgG expressaram uma correlagdo estatisticamente
significativa. Enquanto nas demais imunoglobulinas, a correlagdo ndo foi estatisticamente
significativa. IgE apresentou a correlagdo mais forte seguida por IgG, IgA e IgM.

Também foi realizada uma comparacao entre as duplicatas de cada imunoglobulina e

ndo houve diferencas estatistica entre elas. (Tabela 7).

Tabela 7: Analise da correlagdo entre as medidas em duplicatas de cada imunoglobulina

MEDIDA N CORRELATION P-VALUE T P-VALUE
IgA 24 0,331 0,1139 -1,196 0,2439
IgG 24 0,683 0,0002 -2,047 0,0523
IgM 24 0,186 0,3843 -1,912 0,0684
IgE 24 0,919 0,0000 1,403 0,1739

Na comparagdo das duplicatas de cada imunoglobulina entre o grupo de criangas e
adolescentes com e sem hepatite autoimune, pode-se observar que os niveis de IgG obtidos
foram maiores entre os pacientes doentes (p=0,0012), sendo isto confirmado nas duas
medidas (duplicatas). Nas demais medidas ndo foram encontradas diferencas significativas,

com confirmagdo nas duplicatas (Tabela 8).



77

Tabela 8: Distribuigdo, valores médios e desvio padrdo das concentracdes expressas em absorbancia (nm) de
cada imunoglobulina. Valores expressos em duplicatas ap6s teste ELISA (p<0.05)

ELISA SAUDAVEL DOENTE P-VALOR
N MEAN STD. DEVIATION N MEAN STD. DEVIATION
IgAl 12 0915 0,187 120,995 0,235 0,3622
[gA2 12 1,091 0,327 12 0,971 0,292 0,3514
IgG1 12 1,058 0,386 12 1,635 0,373 0,0012
IgG2 12 1,202 0,403 12 1,806 0,319 0,0005
IgM1 12 0,683 0,147 12 0,646 0,161 0,5610
IgM2 12 0,682 0,119 120,787 0,118 0,0409
IgE1 12 1,241 0,378 12 1,312 0,412 0,6641

IgE2 12 1,166 0,360 12 1,299 0,334 0,3577
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6 DISCUSSAO

A hepatite autoimune ¢ uma doenca necroinflamatéria do figado, de origem
desconhecida, que ocorre em criangas e adultos, com uma predominancia para o sexo
feminino, o que pode ser observado em nosso estudo onde, dentre os 12 pacientes portadores
de hepatite autoimune, 10 eram do sexo feminino. Ela € caracterizada pelos seus achados
autoimunes, hiperglobulinemia (IgG), pela presenca de autoanticorpos circulantes e pela sua
boa resposta as drogas imunossupressoras, mas também estéd associada a elevada morbidade e
mortalidade quando nao tratada. Nesse contexto, a importancia de um diagnostico precoce e
acurado se torna evidente. O diagndstico definitivo para HAI requer a presenga de alguns
achados clinicos, laboratoriais e histoldgicos, incluindo a auséncia de marcadores virais,
niveis elevados de gamaglobulinas e a presenca de autoanticorpos, dentre outros.

As descobertas da ciéncia podem influenciar a rotina da pratica clinica em termos de
diagnostico, manejo clinico, monitoramento e previsao de resultados (INVERNIZZI et al.,
2007). Em virtude do interesse de se estabelecer uma associagdo entre saude oral e saude
geral, os estudos vém apontando cada vez mais na dire¢ao de se realizar andlises salivares no
diagnostico de doengas sistémicas € no monitoramento da saude geral. A utilizagdo da saliva,
em substituigdo ao sangue ou urina, para exames diagndsticos proporciona uma série de
beneficios representados por uma coleta facil, indolor, ndo invasiva, que provoca menos
ansiedade ao paciente, pelo baixo custo no armazenamento e transporte, bem como pelo fato
de disponibilizar um menor risco de contaminagdo para o operador no momento do manuseio
da mesma (DOUGLAS et al., 1998).

Ao se avaliar a saliva como meio de diagndstico, considera-se fundamental distinguir
sua utilizagdo para o diagndstico da doenga como, por exemplo, verificacio da
susceptibilidade a doenca, identificagdo dos componentes normais a saliva em concentracdes
anormais e deteccao dos constituintes incomuns (DAWES, 1993). No ramo da odontologia, o
monitoramento da saliva tem sido utilizada principalmente para avaliar atividade de caries,
doenca periodontal, xerostomia, doencas inflamatérias e tumorais das glandulas salivares
(KAUFMAN; LAMSTER, 2000). Moura et al. (2007) relatam que dentre as diferentes
possibilidades de uso da saliva como meio de diagnostico, encontram-se a sua utilizacdo nas
medidas de risco de carie, usando parametros como mensuracao do fluxo salivar, capacidade
tampao, potencial hidrogenionico (pH) e contagem de microorganismos. Todavia, os

progressos nos métodos de andlise tém tomado outras proporg¢des, de maneira a propiciar uma
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extensdo na aplicabilidade de outros métodos de andlises salivares ampliando as
possibilidades de diagnosticos.

O presente estudo se propOs a analisar alguns parametros salivares organicos de
individuos portadores de hepatite autoimune (grupo experimental), comparando-os com
individuos ndo portadores. Sabe-se que a composi¢do da saliva passa por muitas alteragdes
devido a varios fatores fisiolégicos e nao fisiologicos tais como ritmo circadiano, natureza e
duragdo do estimulo, condigdes da higiene bucal, tipo de dieta alimentar, uso de
medicamentos, etc. (DAWES, 1993). Por isso, ha necessidade de seguir medidas preventivas
no que diz respeito a realizacdo da coleta. Neste estudo as amostras foram sempre colhidas
entre 8 e 10 horas da manha para minimizar a interferéncia do ritmo circadiano em cada
participante; os individuos de ambos os grupos, do mesmo género e idade, foram alertados
para nao comer, beber, mascar chiclete, fazer exercicios, fumar ou escovar os dentes até 2
horas antes da coleta, estando os mesmos sentados de forma ereta e relaxada durante a coleta.

O presente trabalho ndo encontrou diferenga estatisticamente significativa entre o
fluxo salivar de pacientes portadores de hepatite autoimune (0,261 mL/ min) em relagdo ao
grupo controle (0,313 mL/ min). Segundo os critérios estabelecidos por Dawes (2004), tanto o
grupo experimental quanto o grupo controle apresentaram fluxo salivar considerado normal.
Observou-se no presente trabalho que o tempo de coleta de saliva foi maior para criangas e
adolescentes portadores de hepatite autoimune, por estas apresentarem uma tendéncia ao
fluxo salivar diminuido apesar da diferenga nao ser estatisticamente significante.

Outras condi¢des sistémicas como, por exemplo, as doencas autoimunes, as
desordens hormonais, as neurologicas, as doengas psicogénicas,podem afetar o fluxo salivar.
No geral, a causa mais comum de diminuicdo da produgdo salivar ¢ a ingestdo de drogas
medicinais. Mais de 400 medicamentos tém efeitos colaterais que incluem xerostomia ou
hipofuncdo das gliandulas salivares (DIAZ-ARNOLD; MAREK, 2002). Pacientes que
consomem uma grande quantidade de medicagdo diariamente tém sido associados a um
aumento nas queixas de xerostomia. Navazesh et al. (1996) revelaram que as pessoas
medicadas com, pelo menos, uma doenga sistémica e aquelas que tinham tomado medicagao
por mais de 2 anos apresentavam taxas de fluxo salivar significativamente mais baixas.
Apesar do uso diario e prolongado de drogas imunossupressoras pelos individuos portadores
de hepatite autoimune, nenhum paciente examinado relatou sensacdo de boca seca
diariamente, nem mesmo disfonia, ingestdo constante de liquidos ou sede excessiva.

As opinides dos pesquisadores sao ligeiramente divergentes quanto ao pH de repouso

da saliva. Para Edgar (1996), o pH de repouso da saliva em humanos deve manter-se entre 5,0
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e 8,0. A amostra dos dois grupos aqui estudados consistiram em criangas e adolescentes (08 a
18 anos), tendo sido encontrado um pH médio do grupo controle de 7,17 ¢ 6,92 no grupo
experimental. Ndo foram encontrados na literatura, estudos com um padrdo de normalidade
para o pH em pacientes com hepatite autoimune, o que dificulta a compara¢do dos dados com
os de outros trabalhos, assim, embora nao tenha sido observada uma diferenca estatistica entre
as amostras, acredita-se que isto nao seja clinicamente relevante, uma vez que a média do pH
de repouso de ambos os grupos se encontrava dentro dos parametros de normalidade citados
na literatura.

Hé poucos estudos sobre a composi¢ao salivar em criangas (SEVENHUYSEN et al.,
1984; BEN-ARYEH et al., 1984, 1990; TENOVUO et al., 1986, 1987; HYYPPA et al., 1989;
KARGUL et al., 1994; DEZAN et al., 2002; FARIAS; BEZERRA, 2003; RUHL et al.,
2005), principalmente quando realizado em criangas e adolescentes portadores de hepatite
autoimune. Sabe-se que o polimorfismo genético na saliva, os fatores varidveis como a
nutricao, bem como em determinadas alteragdes sistémicas auto-imunes, como na Sindrome
de Sjogren, ocorrem modificacdes no conteudo salivar (AZEN, 1993; AGUIRRE et al,
1993;PEDERSEN et al, 2006). Nesta pesquisa, procurou-se estudar a relagdo da concentragdo
de proteina total na saliva de criangas e adolescentes portadores de hepatite autoimune e
pacientes sadios. E importante salientar que alguns fatores fisiologicos sdo capazes de
influenciar a composi¢ao da amostra de saliva total, entre eles, encontram-se a fonte de saliva,
o método de coleta e o grau de estimulagdo. Optou-se por estudar a saliva ndo estimulada das
criangas e adolescentes, uma vez que os componentes salivares podem se alterar em funcao do
tipo e duracdo do estimulo (KARGUL et al., 1994).

Em relagdo a concentracdo total de proteinas, o grupo com hepatite autoimune
apresentou menor concentragdo (2,338 mg/mL) em relagdao ao grupo controle (2,677 mg/mL),
nao sendo essa diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Nao houve diferenca entre os
sexos quanto a dosagem total de proteina, achado semelhante ao encontrado por Ben-Aryeh et
al. (1984, 1990); Tenovuo et al. (1986) e Dezan et al. (2002).

Da mesma forma dos outros parametros avaliados, a comparagdo com os dados da
literatura ¢ dificultada pela auséncia de estudos que reportem parametros salivares em
pacientes com doencas hepaticas, principalmente os pacientes portadores de hepatite
autoimune.

E uma tarefa ardua comparar o perfil das proteinas salivares em virtude das
divergéncias existentes na procedéncia da saliva estudada (oriunda exclusivamente das

glandulas parotidas e submandibulares, versus saliva total humana ou mista), faixa etaria dos
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grupos estudados, métodos de andlises etc. As diferencas encontradas nos estudos sucedem
principalmente da falta de padroniza¢do da coleta das amostras e dos métodos laboratoriais
empregados. Técnicas de eletroforese sdo usadas para avaliar componentes proteicos
salivares, no entanto um s6 método ndo ¢ capaz de fornecer informacao satisfatoria de todas
as proteinas salivares (KARGUL et al., 1994). Neste estudo, proteinas salivares foram
analisadas pelo método de eletroforese descrito por Laemmli (1970), e procurou-se observar
se houve diferenca no perfil proteico entre criancas sauddveis e criancas portadoras de
hepatite autoimune.

Apesar das bandas proteicas identificadas possuirem, em sua grande maioria,
auséncia de relacdo entre os grupos de criangas e adolescentes saudaveis e doentes, foi
possivel observar diferentes padrdes de bandas proteicas nos dois grupos avaliados. Duas
bandas proteicas foram expressas em todos os individuos estudados: 66,0 ¢ 97,0 KDa.
Comparando os grupos entre si foi possivel observar que 75% das bandas proteicas
evidenciadas no grupo experimental também foram evidenciadas no grupo controle. No
entanto, a banda proteica mais frequentemente observada no grupo controle apresentou massa
molecular em torno de 14,4 kDa, enquanto que no grupo experimental as massas moleculares
mais prevalentes corresponderam a faixa 20,1 - 14,4 kDa.

A base para o diagnostico baseado em saliva ¢ o desenvolvimento de um catalogo
completo das proteinas secretadas e que sdo detectaveis na saliva. Além da complexidade das
proteinas, o maior desafio bioanalitico que as andlises abrangentes de amostras de saliva
enfrentam estd relacionado a grande variagdo da abundancia de proteinas, incluindo a
presenca de proteinas de alta abundancia, como amilases, mucinas, proteinas ricas em prolinas
e o complexo IgA secretor . Fang et al. (2007) identificaram 1.479 proteinas salivares
humanas distintas, dentre elas encontram-se inumeras proteinas que apresentam as massas
moleculares semelhantes aquelas mais frequentemente observadas no nosso grupo
experimental e controle como pode ser visualizado nos Anexos B e C. Havendo, portanto, a
necessidade de estudos mais aprofundados para identificar essas proteinas. Tal identificacao
do perfil proteico da saliva dos pacientes portadores de hepatite autoimune ira melhorar tanto
o conhecimento sobre a fisiologia oral, como também permitira a identificacdo de novas
proteinas e a identificacdo de mudangas nos niveis proteicos frente a diferentes condigdes
fisiologicas ou estados patologicos.

A saliva, normalmente, contém anticorpos contra varios antigenos exdgenos e existem
alguns relatos de deteccdo de autoanticorpos relacionados a doengas na saliva (IKUNO et al.,

2001). Nivéis elevados de imunoglobulina G sdo importantes marcadores diagnostico para
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HAI O seu diagnostico ¢ baseado nos critérios que foram estabelecidos e modificados pelo
grupo internacional de estudos da HAI, os quais incluem, além da elevagdo dos niveis séricos
de IgG, os seguintes parametros: elevacdo dos niveis séricos das aminotransferases, auséncia
de marcadores virais, exclusao de doencas genéticas do figado, auséncia de comprometimento
toxico ou alcoodlico, a presenca de autoanticorpos e achados histologicos (FALLATAH;
AKBAR, 2010).

De acordo com Gregoério (2002), a deteccao e a interpretagdo dos niveis séricos de
IgG, na pediatria, desempenham um papel importante no monitoramento da resposta ao
tratamento dos pacientes com HAI. A flutuacdo desses titulos estd correlacionada com a
atividade da doenga. Além disso, segundo Moreira et al. (2010), o infiltrado inflamatorio
cronico, muitas vezes rico em células do plasma, ¢ uma caracteristica comum em todas as
doencas autoimunes do figado. Ha evidéncias que sugerem que a identificacdo das subclasses
de imunoglobulinas (Ig) predominantes dentro das células do plasma em biopsias hepaticas
pode ser util no diagndstico diferencial de doengas hepaticas autoimunes. Recentemente,
Daniels et al. (2009) estudaram especificamente o fenotipo imunolégico de células
plasmaticas no diagnostico diferencial de cirrose biliar primaria (CBP) e hepatite autoimune
(HAI). Trinta e oito pacientes com HAI e 18 pacientes com CBP foram incluidos, todos os
casos de HAI mostraram um predominio de IgG no infiltrado de células plasmaticas,
enquanto IgM prevaleceu sobre IgG em 88% dos casos CBP o que foi confirmado
posteriormente em 2010 por Moreira et al.

O presente estudo foi o primeiro a descrever o perfil imunolégico de pacientes
portadores de hepatite autoimune em tratamento através dos niveis de imunoglobulinas na
saliva desses pacientes. Ao comparar as crian¢as ¢ adolescentes com e sem hepatite
autoimune, pode-se observar que os niveis salivares de IgG encontravam-se maiores entre os
pacientes doentes (p=0,0012). Quanto as demais imunoglobulinas salivares, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os dois grupos. Os resultados corroboram
parcialmente com Martin et al. (2009), que estudaram os niveis séricos de imunoglobulinas
em uma crianga de 14 anos de idade, portadora de hepatite autoimune, antes e apos o
tratamento imunossupressor. Eles encontraram que os niveis séricos de IgE e IgG
decresceram apos o tratamento para os niveis de normalidade, e os niveis séricos de IgA e
IgM se mantiveram dentro da normalidade e ndo foram afetados pelo tratamento.

A populacdo estudada caracterizou-se por ser de baixa renda, apresentando severas
limitagdes no grau de instru¢ao dos pais das criangas que participaram do estudo. Procurou-se

controlar os fatores fisioldgicos inerentemente capazes de influenciar qualitativa e
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quantitativamente os componentes salivares avaliados, por meio da padroniza¢ao no horério e
método utilizado nas coletas de amostras. Dificuldades foram encontradas, associadas a
pequena casuistica em questdo, devido a raridade da doenga na faixa etdria pediatrica e ao
tratamento estabelecido onde somente um estudo multicéntrico com um esquema de
tratamento padronizado poderd proporcionar um maior numero de pacientes, levando a um

conhecimento adequado acerca do perfil imunolégico salivar desses pacientes.

Neste estudo, todavia, realizou-se trabalho pioneiro de carater biomolecular do perfil
de imunoglobulinas e proteico salivar em criangas com hepatite autoimune. Os resultados aqui
apresentados permitem inferir que a saliva ¢ um fluido capaz de demonstrar alteragcdes
sistémicas, conforme evidenciado, entre pacientes com hepatite autoimune e individuos
saudaveis, o que demonstra a necessidade da realizagdo de mais pesquisas que utilizem a
saliva como meio diagnostico, além de estudos mais aprofundados, que permitam a identificagdo

das proteinas e sua correlagdo com a hepatite autoimune.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

1) Os grupos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas quanto aos
parametros de pH, fluxo salivar e concentragdo de proteinas totais;

2) O grupo de pacientes com hepatite autoimune apresentou niveis de IgG salivar
mais elevados que as criancas e adolescentes sadios;

3) A expressao do perfil proteico salivar assemelha-se, em sua grande maioria, mas
difere nos seguintes parametros: as bandas com pesos moleculares entre 20,1 -
14,4 kDa estdao mais presentes entre os individuos doentes e as bandas com pesos
moleculares em torno de 14,4 kDa estdo mais presentes entre os individuos

saudaveis.
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APENDICE A : TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“NiVEIS DE IMUNOGLOBULINAS NA SALIVA DE CRIANCAS E
ADOLESCENTES PORTADORES DE HEPATITE AUTO-IMUNE.”

Seu filho ou filha esta sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa. Sua

participacdo € importante, porém, ele (a) ndo deve participar contra vontade propria ou contra a sua

vontade. Leia com atengdo as informagdes abaixo, sentindo-se livre para fazer qualquer pergunta que

desejar, para que ndo haja divida alguma sobre os procedimentos a serem realizados.

Ao assinar este termo que consta de seu nome, nome de seu filho ou filha, idade, ¢ nimero do

prontuario, vocé estara declarando que por meio de livre ¢ espontanea vontade sua e de seu filho ou

filha, ele

(a) estara participando como voluntario do projeto de pesquisa citado acima, de

responsabilidade da Cirurgida-Dentista Juliana Ximenes Damasceno da Faculdade de Odontologia, da

Universidade Federal do Ceara. O abaixo-assinado estara ciente que:

a)

b)

©)

d)

2)

h)

O objetivo da pesquisa € verificar se existe alguma diferenca entre a saliva de uma crianga

com hepatite auto-imune e a de outra sem hepatite auto-imune.

Durante o estudo vocé devera fornecer informagdo sobre o estado geral de saude do seu

filho ou filha.

A participacdo neste estudo consistira de um exame dentario de seu filho ou filha para

verificar os dentes presentes na boca e o tipo de carie que ele (a) possa ter, ¢ da coleta de

saliva.

Nem a coleta de saliva, nem o exame odontoldgico ocasionardo DOR ao seu filho ou filha.

Uma amostra de saliva sera colhida conforme segue:

e Na amostra, havera coleta da saliva ja presente na boca do seu filho ou filha com o uso
de uma pequena cénula (semelhante a um pequeno pedago de borracha), enquanto se
encontra em repouso no seu colo.

e Para que seja feita a coleta ¢ preciso que seu filho ou filha, esteja em jejum por no
minimo 3 horas, e que tenha escovado os dentes uma hora antes da consulta.

Seu filho ou filha NAO RECEBERA INJECAO de anestésico local.

Essa saliva apos recolhida sera analisada para que se possa verificar as imunoglobulinas e

0s auto - anticorpos.

Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagdo do seu filho ou filha neste

estudo no momento que desejar, sem necessidade de qualquer explicagao.

A participagdo neste estudo lhe da o direito do seu filho ou filha ter, sem custos, profilaxia

(limpeza dos dentes) e aplicagdo tdpica de flior para a prevengdo, evitando novas caries.
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j) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo. Nao havera
identificag@o por ocasido da exposi¢do e/ou publicagdo dos mesmos.

k) E condi¢do indispensavel para participagio no estudo que seu filho ou filha ndo tenha
nenhuma doenga crdnica e, portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou
fazendo uso cronico de drogas ou medicagdes.

1) O surgimento de resfriados ou viroses, com conseqiiente uso de medicagdes por periodo
de tempo limitado, ndo exclui seu filho ou filha do estudo.

m) Caso venham a surgir duvidas ou perguntas, sinta-se livre para contactar a Cirurgia-
Dentista. Juliana Ximenes Damasceno (responsavel pelo projeto) na Faculdade de
Odontologia (sala 1), rua Monsenhor Furtado, s/n, Rodolfo Teofilo ou nos telefones 3366
8408 / 88540254. Pode-se ainda contactar o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Walter Cantidio na Rua Capitdo Francisco Pedro 1290, Rodolfo Teofilo ou

no telefone 3366 8589 ou por e mail: cephuwc@huwc.ufc.br para informar qualquer

questionamento durante a participagdo no estudo sobre a ética da pesquisa.

O abaixo — assinado , anos, RG n°

declara que ¢ de livre ¢ espontanea vontade que esta participando como

voluntario da pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre
¢ Esclarecido e que, apos sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o conteudo
do mesmo, como também sobre a pesquisa e recebi explicagdes que responderam por

completo minhas davidas. E declaro ainda estar recebendo uma copia assinada deste Termo.

Fortaleza,
Nome do voluntario Data Assinatura
Nome do pesquisador Data Assinatura
Nome da testemunha Data Assinatura

Nome do profissional que aplicou o TCLE Data Assinatura



APENDICE B: FICHA DE ANAMNESE
DADOS PESSOAIS

NOME
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IDADE DATA DE NASCIMENTO

NOME DO PAI

NOME DA MAE

RESPONSAVEL LEGAL

ENDERECO

TELEFONE PARA CONTATO

NOME DA ESCOLA

ENDERECO DA ESCOLA

ESTADO DE SAUDE GERAL DA CRIANCA
FAVOR LER E RESPONDER COM ATENCAO.

1) O seu filho ou filha se encontra sob tratamento médico? SIM

Para que? Caso a sua resposta tenha sido SIM.

2) O seu filho ou filha tem alguma doenca cronica? SIM

Qual? Caso a sua resposta tenha sido SIM.

3) O seu filho ou filha estd tomando algum remédio? SIM

Quais? Caso a sua resposta tenha sido SIM.

4) O seu filho ou filha tem algum tipo de alergia? SIM
A que? Caso a sua resposta tenha sido SIM.

5) O seu filho ou filha esteve recentemente hospitalizado?SIM

Para que? Caso a sua resposta tenha sido SIM.

Afirmo que as informacgdes acima sdo verdadeiras.

Data:

Assinatura:




NOME DA CRIANCA

APENDICE C: FICHA DE EXAME DENTARIO
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IDADE DATA DE NASCIMENTO
DATA
EXAME EXTRA-ORAL
LINFADENOPATIA: PRESENTE [} AUSENTE [
ASSIMETRIA FACIAL POR INFECCAO: PRESENTE [ AUSENTE [
EXAME INTRA-ORAL
TECIDOS MOLES: NORMAIS [ PATOLOGICOS O
EXAME DENTARIO
55 54 53 52 51 61 62 63 64 65
| [ [ [ [ | | [ [ [ |
g5 84 83 82 81 71 72 73 T4 75
| [ [ [ [ [ [ | | [ [ [ [ [ [ |
17 16 15 14 13 12 11 2 2 23 24 25 2 27
46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37

e Cor vermelha — corresponde a superficies cariadas

e Cor azul — corresponde a superficies restauradas

e X —corresponde a superficies ausentes devido a cérie

COMENTARIOS:




ANEXO A: Aprovacio do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Rua Capitao Francisco Pedro, 1290 — Rodolfo Tedfilo — §0.430-370 — Fortaleza-CE
FONE: (85) 3366-8589 / 3366-8613 E-MAIL: cephuwc@huwc.ufc.br

Protocolo n°: 028.03.11

Pesquisador(a) Responsavel: Juliana Ximenes Damasceno

Departamento / Servigo: Laboratério de Farmacologia Metabdlica e Fisiologia
Celular/Plaquetas - UFC + Laboratorio de Biogquimica Humana (UECE) + Ambulatério de
Hepatologia Pediatrica do HUWC.

Titulo do Projeto: “Niveis de Imunoglobinas e Anticorpos Antinucleares na Saliva de
Criangas e Adolescentes Portadores de Hepatite Auto-Imune.”

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio analisou
na reunifio do dia 25/04/2011 o projeto de pesquisa supracitado e baseando-se nas normas
que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Satde
(Resolugdes CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00, 347/05, 346/05), resolveu
classifica-lo como: APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagdo de relatorio ao CEP-HUWC da pesquisa
dentro de 12 meses (data prevista: 28 /04/2012).

Fortaleza, 28 de Abril de 2011.

e cls Ficlgon o Docoren
Dra. Maria de Fatima de Souza
Coordenadora do CEP - HUWC
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ANEXO B : Proteinas salivares

Tabela 9: Lista de proteinas salivares com peso molecular na faixa de 20, 1 a 14,4 kDa.

CODIGO DE ACESSO PESO MOLECULAR PROTEINA

AGR2 HUMAN 20.0 kDa 095994 Anterior gradient protein 2
homolog precursor.

AGR3 HUMAN 19.2 kDa Q8TDO06 Anterior gradient protein 3
homolog precursor.

ANGI_ HUMAN 16.6 kDa P03950 Angiogenin precursor.

APT_HUMAN 19.5 kDa P07741 Adenine

phosphoribosyltransferase.

ARF6_ HUMAN 20.0 kDa P62330 ADP-ribosylation factor 6.

ARPC4 HUMAN 19.5 kDa P59998 Actin-related protein 2/3
complex subunit.

ARPC5 HUMAN 16.2 kDa 015511 Actin-related protein 2/3
complex subunit 5.

ATP5H HUMAN 18.4 kDa 075947 ATP synthase D chain,
mitochondrial.

CALL3 HUMAN 16.8 kDa P27482 Calmodulin-related protein NB-
1.

CALM_HUMAN 16.7 kDa P62158 Calmodulin.

CDD_HUMAN 16.2 kDa P32320 Cytidine deaminase.

CG38 HUMAN 19.0 kDa Q9BW30 Protein CGI-38.

COF1_HUMAN 18.4 kDa P23528 Cofilin-1.

COF2_HUMAN 18.7 kDa Q9Y281 Cofilin-2.

COX41_HUMAN 19.6 kDa P13073 Cytochrome c oxidase subunit

IV isoform 1, mitochondrial precursor.

COX5A _HUMAN 16.8 kDa P20674 Cytochrome c oxidase
polypeptide 5a, mitochondrial precursor.

CS010_ HUMAN 18.8 kDa Q969H8 Protein C190rf10 precursor.
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CUTA_HUMAN 19.1 kDa 060888 Protein CutA precursor .

CYB5M_HUMAN 16.3 kDa 043169 Cytochrome b5 outer
mitochondrial membrane isoform
precursor.

CYTC _HUMAN 15.8 kDa P01034 Cystatin C precursor.

CYTD _HUMAN 16.1 kDa P28325 Cystatin D precursor.

CYTN_HUMAN 16.4 kDa P01037 Cystatin SN precursor .

CYTS _HUMAN 16.2 kDa P01036 Cystatin S precursor.

CYTT _HUMAN 16.4 kDa P09228 Cystatin SA precursor.

DEST_HUMAN 18.4 kDa P60981 Destrin.

ECP_HUMAN 18.4 kDa P12724 Eosinophil cationic protein
precursor.

FABPE HUMAN 15.0 kDa Q01469 Fatty acid-binding protein,
epidermal.

FAL39 HUMAN 19.3 kDa P49913 Antibacterial protein FALL-39
precursor.

FKBIA HUMAN 11.8 kDa P62942 FK506-binding protein 1A.

GAPR1_HUMAN 17.1 kDa Q9H4G4 Golgi-associated plant
pathogenesis-related protein 1.

GMFB_HUMAN 16.6 kDa P60983 Glia maturation factor beta.

GMFG_HUMAN 16.8 kDa 060234 Glia maturation factor gamma .

H2AX HUMAN 15.0 kDa P16104 Histone H2A.x.

H3B_HUMAN 15.2 kDa Q93081 Histone H3/b.

H3T HUMAN 15.4 kDa Q16695 Histone H3.4.

HBA HUMAN 15.1 kDa P69905 Hemoglobin alpha chain.

HBB HUMAN 15.9 kDa P68871 Hemoglobin beta chain.

HBD HUMAN 15.9 kDa P02042 Hemoglobin delta chain.

HBE HUMAN 16.1 kDa P02100 Hemoglobin epsilon chain.

HBG1 _HUMAN 16.0 kDa P69891 Hemoglobin gamma-1 chain .




104

HBG2 HUMAN 16.0 kDa P69892 Hemoglobin gamma-2 chain.

HV2I HUMAN 16.2 kDa P06331 Ig heavy chain V-II region
ARH-77 precursor.

IF1AX _HUMAN 16.3 kDa P47813 Eukaryotic translation initiation
factor 1A, X-chromosomal.

IF1IAY_HUMAN 16.3 kDa 014602 Eukaryotic translation initiation
factor 1A, Y-chromosomal.

IF5SA_ HUMAN 16.7 kDa P63241 Eukaryotic translation initiation
factor SA.

IG]_ HUMAN 15.6 kDa P01591 Immunoglobulin J chain.

IL1F5_ HUMAN 17.0 kDa Q9UBHO Interleukin 1 family member
5.

IL1IF6_ HUMAN 17.7 kDa QI9UHAY7 Interleukin 1 family member
6.

IL1F9 HUMAN 18.7 kDa QY9NZHS Interleukin 1 family member
9.

ILIRA HUMAN 20.1 kDa P18510 Interleukin-1 receptor antagonist
protein precursor.

KR131_HUMAN 18.3 kDa Q8IUCO Keratin-associated protein 13-
1.

KV2F HUMAN 14.7 kDa P06310 Ig kappa chain V-II region
RPMI 6410 precursor.

KV4B HUMAN 14.6 kDa P06313 Ig kappa chain V-1V region JI
precursor.

Kv4C HUMAN 15.0 kDa P06314 Ig kappa chain V-1V region B17
precursor.

LEG7_ HUMAN 14.9 kDa P47929 Galectin-7.

LYSC HUMAN 16.5 kDa P61626 Lysozyme C precursor .

MLE3 HUMAN 16.6 kDa P06741 Myosin light chain 3, skeletal
muscle isoform.

MLRM_HUMAN 19.7 kDa P19105 Myosin regulatory light chain 2,

nonsarcomeric .
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MLRN HUMAN 19.7 kDa P24844 Myosin regulatory light chain 2,
smooth muscle isoform.

MYL6 HUMAN 16.8 kDa P60660 Myosin light polypeptide 6.

NDK8 HUMAN 15.5 kDa 060361 Putative nucleoside diphosphate
kinase.

NDKA HUMAN 17.1 kDa P15531 Nucleoside diphosphate kinase
A.

NDKB HUMAN 17.3 kDa P22392 Nucleoside diphosphate kinase
B.

NPC2_HUMAN 16.6 kDa P61916 Epididymal secretory protein E1
precursor.

PA2GA_ HUMAN 16.1 kDa P14555 Phospholipase A2, membrane
associated precursor.

PARK7 HUMAN 19.9 kDa Q99497 DJ-1 protein .

PIP._ HUMAN 16.6 kDa P12273 Prolactin-inducible protein
precursor .

PLP2 HUMAN 16.7 kDa Q04941 Proteolipid protein 2.

PPIA HUMAN 17.9 kDa P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A.

PROF1_HUMAN 14.9 kDa P07737 Profilin-1.

RABP2 HUMAN 15.6 kDa P29373 Retinoic acid-binding protein 11,
cellular.

RBM3 HUMAN 17.2 kDa P98179 Putative RNA-binding protein 3.

RL11_HUMAN 20.1 kDa P62913 60S ribosomal protein L11.

RL12 HUMAN 17.8 kDa P30050 60S ribosomal protein L12.

RL22 HUMAN 14.7 kDa P35268 60S ribosomal protein L22 .

RL23 HUMAN 14.9 kDa P62829 60S ribosomal protein L23.

RL23A HUMAN 17.7 kDa P62750 60S ribosomal protein L23a.

RL26 HUMAN 17.3 kDa P61254 60S ribosomal protein L26.
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RL26L._HUMAN 17.3 kDa QI9UNX3 60S ribosomal protein L26-
like 1.
RL27A_ HUMAN 16.4 kDa P46776 60S ribosomal protein L27a.
RL29 HUMAN 17.6 kDa P47914 60S ribosomal protein L29 .
RL32 HUMAN 15.7 kDa P62910 60S ribosomal protein L32.
RNAS2 HUMAN 18.4 kDa P10153 Nonsecretory ribonuclease
precursor.
RNAS4 HUMAN 16.8 kDa P34096 Ribonuclease 4 precursor.
RS11_HUMAN 18.4 kDa P62280 40S ribosomal protein S11.
RS13_HUMAN 17.1 kDa P62277 408 ribosomal protein S13.
RS14 HUMAN 16.1 kDa P62263 408 ribosomal protein S14.
RS15_ HUMAN 16.9 kDa P62841 40S ribosomal protein S15 .
RS15A HUMAN 14.7 kDa P62244 40S ribosomal protein S15a.
RS16 HUMAN 16.3 kDa P62249 40S ribosomal protein S16.
RS17 HUMAN 15.4 kDa P08708 40S ribosomal protein S17.
RS18_ HUMAN 17.7 kDa P62269 408 ribosomal protein S18.
RS19 HUMAN 15.9 kDa P39019 40S ribosomal protein S19.
RS23 HUMAN 15.7 kDa P62266 408 ribosomal protein S23.
RS24 HUMAN 15.4 kDa P62847 408 ribosomal protein S24.
SKP1 _HUMAN 18.5 kDa P63208 S-phase kinase-associated
protein 1A.
SODC _HUMAN 15.8 kDa P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn].
SPRR3 HUMAN 18.2 kDa QI9UBC9 Small proline-rich protein 3.
SSB_ HUMAN 17.3 kDa Q04837 Single-stranded DN A-binding
protein, mitochondrial precursor.
TCTP_HUMAN 19.6 kDa P13693 Translationally controlled tumor
protein.
TTHY HUMAN 15.9 kDa P02766 Transthyretin precursor.
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UB2D2 HUMAN 16.7 kDa P62837 Ubiquitin-conjugating enzyme
E2 D2.

UB2D3 HUMAN 16.7 kDa P61077 Ubiquitin-conjugating enzyme
E2 D3.

UB2G1_HUMAN 19.4 kDa P62253 Ubiquitin-conjugating enzyme .

UB2V2 HUMAN 16.2 kDa Q15819 Ubiquitin-conjugating enzyme
E2 variant 2.

UBE2N_HUMAN 17.1 kDa P61088 Ubiquitin-conjugating enzyme
E2 N.

VEGP_HUMAN 19.3 kDa P31025 Von Ebner's gland protein

precursor.

Fonte: FANG, X. et al. Comparison of electrokinetics-based multidimensional separations coupled with
electrospray ionization-tandem mass spectrometry for characterization of human salivary proteins. Anal Chem.,

v. 79, n. 15, p. 5785-5792, Aug 2007.
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ANEXO C: Proteinas salivares

Tabela 10: Lista de proteinas salivares com peso molecular em torno de 14,4 kDa.

CODIGO DE ACESSO PESO MOLECULAR PROTEINA

KV3H HUMAN 14.3 kDa P04207 Ig kappa chain V-III
region CLL precursor.

KV3L HUMAN 14.1 kDa P18135 Ig kappa chain V-III
region HAH precursor.

KV3M_HUMAN 14.0 kDa P18136 Ig kappa chain V-III
region HIC precursor.

LACRT_HUMAN 14.2 kDa Q9GZZS Extracellular
glycoprotein lacritin
precursor.

NTF2_HUMAN 14.5 kDa P61970 Nuclear transport
factor 2.

RL31 _HUMAN 14.5 kDa P62899 60S ribosomal
protein L31.

RL35 HUMAN 14.4 kDa P42766 60S ribosomal
protein L35.

RS12 HUMAN 14.4 kDa P25398 40S ribosomal
protein S12.

TCP4 HUMAN 14.3 kDa P53999 Activated RNA

polymerase Il transcriptional
coactivator p15.

Fonte: FANG, X. et al. Comparison of electrokinetics-based multidimensional separations coupled with
electrospray ionization-tandem mass spectrometry for characterization of human salivary proteins. Anal Chem.,

v. 79, n. 15, p. 5785-5792, Aug 2007.



