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ABSTRACT
Background: Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disease most common
among Caucasians. Characterized by a defect in ion transport across the cell membrane in
airway epithelial cells, pancreas, salivary glands, sweat glands, intestine, and reproductive
tract. Mucous secretions become thick and viscous, causing obstruction at the level of ducts
and glandular tubules. Objective: To investigate the biochemical parameters of saliva,
gingival health and dental patients with CF and analyze its relationship with disease
severity and medications. Patients and methods: Prospective study of CF patients in
attended of Hospital de Clinicas da Unicamp, and healthy subjects. These patients were
compared biochemical parameters of saliva with healthy subjects, the technique of ion-
selective electrode, Radiometer blood gas analyzer ABL835®. We conducted a descriptive
study of some indicators of oral health, salivary microbiota and sputum of CF patients and
analyzed with the severity of the disease by the Shwachman score. Results: The chloride
and sodium ions in saliva were significantly higher in patients with cystic fibrosis than in
controls. With application of the ROC curve determined respectively for sodium and
chlorine Cut-off 13.5 mmol/L and 20 mmol/L; Sensitivity 73.4% and 68.1% and Specificity
70.6% and 72 9%. With respect to gingival index, we observed a direct relationship with
the index plaque, however, there was no correlation between plaque index and gingival
index with Shwachman, chronic use of antibiotics and DNase. Conclusions: We found a
low prevalence of caries in children with CF and significant amount of enamel defects,
accumulation of dental calculus, no correlation between plaque index (PI) and gingival
inflammation index (GI) and score Shwachman, and between PI and GI and use of dornase
alpha and chronic use of antimicrobials. There was no correlation between the
concentrations of Cl" and Na" in saliva with Shwachman clinical score. In the CF group
levels of sodium, chloride, potassium and pH were found increased and the volume of
saliva was lower than that observed in the control group. Further studies are needed to
clarify the usefulness of the assessment of biochemical parameters in saliva for diagnosis of
CF. In assessing the salivary microflora with the material of the respiratory tract, saliva
does not show good correlation with the presence of chronic lung pathogens and should not

be used for this purpose.
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RESUMO

Introducao: Fibrose cistica (FC) ¢ uma doenca genética autossdOmica recessiva
mais comum entre caucasianos. Caracteriza-se pelo defeito no transporte idnico através da
membrana celular nas células epiteliais das vias aéreas, pancreas, glindulas salivares,
sudoriparas, intestino e aparelho reprodutor. As secrecdes mucosas ficam espessas e
viscosas, causando obstru¢do ao nivel de ductos e canaliculos glandulares. Objetivo:
Verificar os parametros bioquimicos da saliva, a saide gengival e dental de pacientes com
FC e analisar sua relagdao com a gravidade da doenca e medicacdes. Casuistica e método:
Estudo prospectivo de pacientes atendidos no ambulatério de FC do HC Unicamp e
individuos sauddveis. Destes pacientes foram comparados os parametros bioquimicos da
saliva com os de individuos sauddveis, pela técnica de eletrodo ion seletivo, aparelho de
gasometria ABL835®. Foi realizado um estudo descritivo de alguns indicadores da saude
bucal, microbiota salivar e do escarro de pacientes com FC e analisados com a gravidade da
doenca pelo escore de Shwachman. Resultados: Os ions cloro e sodio na saliva foram
estatisticamente maiores, nos pacientes com fibrose cistica que nos controles. Com aplicagdo
da curva ROC determinamos, respectivamente para o sédio e cloro Cut-off de 13,5 mmol/L
e 20 mmol/L; Sensibilidade:73,4% e 68,1% e Especificidade:70,6% e 72,9%. Com relacao
ao indice gengival (I1G), observamos uma relacdo direta com o indice de placa (IP), contudo,
ndo houve correlagdo entre o indice de placa ou indice gengival com o escore de
Shwachman, uso cronico de antimicrobianos e de dornase alfa. Conclusoes: Observou-se
baixa prevaléncia de cdrie nas criancas com FC e quantidade significativa de defeitos de
esmalte, acimulo de cdlculo dental ou tartaro, que nao ha correlacdo entre IP e IG e escore
de Shwachman, e entre IP e IG e uso de Dornase Alfa e uso cronico de antimicrobianos. Nao
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houve correlacio entre as concentragdes de CI” e Na' na saliva com o escore clinico de
Shwachman. No grupo FC os niveis de sédio, cloro, potdssio e o pH encontraram-se
aumentados e o volume de saliva foi menor que o observado no grupo controle. Novos
estudos serdo necessarios para esclarecer a real utilidade da avaliacdo dos parametros
bioquimicos na saliva para diagnéstico da FC. Na avaliacdo da microbiota da saliva com o
material do trato respiratério, a saliva nao apresenta boa relacdo com a presenca de

patdgenos pulmonares cronicos e ndo deve ser utilizada para este fim.
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1.1 Caracteristicas genéticas da fibrose cistica

A fibrose cistica (FC) é uma doenca genética autossOmica recessiva, com maior
prevaléncia em individuos caucasoides ocorrendo em 1:2.500, afetando cerca de 70.000
individuos da populacdo mundial (Barth, 2005; Riordan, 2008). Causada por muta¢des no
gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator), a FC acomete 1:10.000 nascidos
vivos no Brasil. Essa doenca evolui com comprometimento progressivo em varios 6rgaos e
sistemas do organismo sendo incurdvel até o presente momento(Ribeiro et al., 2009). O gene
da fibrose cistica € localizado no braco longo do cromossomo 7, no 16cus q31, composto por
aproximadamente 250 Kb de DNA com 27 éxons. Este gene tem a propriedade de codificar
um RNAm de 6,5 quilobases, que transcreve uma proteina transmembrana reguladora de
transporte idnico, denominada CFTR, composta de 1480 aminodcidos. A CFTR € essencial
para o transporte de fons através da membrana celular e sua fun¢do estd relacionada a
regulacdo do fluxo de cloro, sédio e dgua (Mishra et al., 2007).

Cerca de mais de 1500 mutacdes foram descritas na literatura mundial, porém, a
mais frequente € a F508del, na qual ocorre uma delecdo de trés pares de bases, acarretando

na perda do aminodcido fenilalanina na posi¢ao 508 da proteina CFTR (Steven et al., 2005)

(Figura 1).
Sequénciade Sequénciade
Cromossomo7  hucleotideosno aminoacidos da
gene CFTR proteina CFTR
— A
(T: ]. Isoleucina 506

} Isoleucina 507
Delecao detrés

Fenilalanina 508 pares de bases
} Valina 510

Figura 1. Gene da fibrose cistica localizado no brago longo do cromossomo 7. A mutagdo DELF 508,
ocorre quando ha uma delegdo de trés pares de bases, acarretando na perda do aminoéacido
fenilalanina na posigéo 508 da proteina CFR.

A
T
C
T
T

Ge R

G
G
T
G
T
G
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Mishra e colaboradores (2005) relataram que mutagdes diferentes causam
diferentes defeitos na producdo e fung¢do da proteina. Baseados em extensa revisdo de

literatura, descreveram a classificagdo das mutacdes em 6 classes:

- Classe I — defeito na sintese de proteina: MutacOes nesta classe incluem os

fenétipos de FC mais graves resultando em nenhuma proteina sintetizada.

- Classe II — defeito no processamento da proteina: Estas mutagdes resultam em
uma proteina CFTR que ndo trafega para a localizagdo celular correta devido ao mau

dobramento da proteina.

Classe III — mutacdo de regulacdo defeituosa: Neste caso a proteina é

produzida, trafega até a membrana da célula, mas ndo responde a estimulacdo da AMPc.

- Classe IV — condugdo defeituosa: O gene CFTR codifica uma proteina que
trafega corretamente até a membrana da célula e responde a estimulos, mas gera uma

corrente de cloreto reduzida.

Classe V — quantidade reduzida: Estas mutagdes produzem uma quantia

reduzida e de baixo nivel de proteina funcional que € translocada para a membrana da célula.

- Classe VI — estabilidade reduzida da proteina: Esta classe de mutagcdo foi
introduzida recentemente e nela incluem-se mutacdes que causam o comprometimento da

proteina CFTR. As mutac¢des do gene CFTR sao consideradas severas ou brandas.

Dependendo da maneira como a proteina funcional € afetada o transporte de
cloreto ndo ocorre ou fica diminuido. Geralmente, mutacdes severas resultam na falha da
sintese protéica ou no bloqueio do processo, e mutacdes brandas causam alteracdo na

condutancia ou a sintese da proteina é reduzida (Johnson, 1997).

Em 1948, o pediatra americano Paul di Sant’ Agnese observou o que muitos dos
lactentes que apresentavam prostracdo no calor eram portadores de FC. Ao investigar a
composi¢do idnica do suor de pacientes portadores de fibrose cistica em 1953, di
Sant’Agnese forneceu evidéncias cientificas para a sabedoria popular que, desde a Idade

Meédia, atribuia baixa expectativa de vida as criancas nas quais se percebia um suor salgado.
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Ele descobriu que o suor dos doentes tinha concentra¢des mais elevadas de cloreto, sddio e

potassio.

Para diminuir a dificuldade de obtencdo do suor em quantidade suficiente para
dosar a concentracdo de eletrdlitos, Gibson & Cooke (1959), propuseram a técnica de
estimulacdo colinérgica de pequena drea da pele com pilocarpina cuja absor¢do &
intensificada pela passagem de corrente elétrica de pequena intensidade no local, processo
denominado iontoforese. Atualmente, a andlise quantitativa dos niveis de cloro no suor €

aceita como o teste discriminatdrio para o diagndstico de FC (Mishra et al., 2007).

Quinton (1983) identificou nos ductos sudoriparos o transporte do cloro como
defeito béasico da FC. No mesmo periodo, Knowles et al. (1983) e Boucher (1986),
observaram que a reabsor¢do aumentada do s6dio era um achado comum no epitélio das vias

aéreas de pacientes com FC.

Quando a concentracdo de cloro no suor € >60 mEq/L, o resultado é considerado
positivo para FC. Os niveis considerados normais sdo até 45 mEq/L, adolescentes e adultos
jovens podem ter os valores de Cl” mais elevados, por esse motivo os resultados entre 45
mEq/L e 60 mEq/L sao considerados duvidosos, devendo o exame ser repetido (Green et al.,
2006). Algumas doengas (Tabela 1) além da FC também causam alteracOes nos eletrdlitos do
suor. Atualmente, sdo aceitos intervalos de referéncia universais para cloretos no suor, sendo
aplicdveis a todos os pacientes, indiferentemente de sexo ou idade (Mishra et al., 2007). Em
funcdo da dificuldade de realizacdo da técnica de iontoforese, tem-se buscado outras
possibilidades de diagndstico, que apresentem maior facilidade de execucdo. Dentre as
possiveis opg¢des, a avaliacdo dos parametros bioquimicos da saliva apresenta-se como uma

perspectiva promissora.
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Tabela 1. Algumas doencas além da fibrose cistica com teste do suor > 60mEq/L.

Reversivel Irreverssivel
Insuficiencia adrenal Displasia ectodérmica
Anorexia nervosa Sindrome de Klinefelter
Dermatite atépica Disfuncao autondmica
Doenca celiaca Colestase familiar
Hipoparatiroidismo familial Disfuncao autondmica
Hipotiroidismo Sindrome de Mauriac
Desnutri¢dao Hipogamaglobulinemia
Pseudohipoaldosterismo Mucopolissaridose tipo I
Doenca de armazenamento de glicogénio tipo I
(Doenca de Von Gierke)

Colher saliva € mais facil do que colher suor. No entanto, estudos sobre as
consequéncias da fibrose cistica na fun¢do das glandulas salivares t€ém produzido resultados
muito conflitantes. A iontoforese apresenta indmeras dificuldades, como baixa quantidade de
suor, disponibilidade de equipamento e imobilizacdo da crianca. Devido a incapacidade de
compreensdo por parte da crianga, muitas vezes o exame € extremamente desgastante para a
crianca e a familia, e em algumas ocasides, necessita ser repetido para que se obtenha volume

adequado do suor para andlise.

Determinadas doencas sistémicas como a FC, podem comprometer o
funcionamento das glandulas salivares e conseqlientemente a producdo de saliva,

influenciando tanto na quantidade de saliva produzida quanto na qualidade deste fluido, uma

27



vez que, pode afetar os constituintes quimicos e as propriedades fisicas do mesmo (Moura et
al., 2007). O valor diagnéstico da saliva vem sendo corroborado por uma série de estudos que
utilizam esse fluido corporal para analisar substincias especificas importantes na elucidacao
diagnostica de doencas (Schwartz et al., 1995; Lawrence, 2002; Lopez et al., 2003; Yarat et
al., 2004; Chiappin et al., 2007).

Virios estudos investigaram a avaliagdo dos componentes da saliva como recurso
para diagndstico da FC. Além do aumento da visco-elasticidade da saliva na FC, existem
vérios eletrélitos e proteinas em diferentes concentracdes quando comparado com a saliva de
individuos saudaveis (Mandel, 1990; Aps et al., 2002). Os eletr6litos em maior concentracao
na saliva sdo Cl, Na, K e HCOs;. Esses eletrolitos se originam do soro, a partir do qual sdo
transportados para os acinos e ductos salivares (Aps & Martens, 2005). Muitos desses
estudos foram realizados antes de determinar a natureza das mutacdes que se relacionam com

a gravidade da doenca (Catalén et al., 2010).

Na fibrose cistica, a disfuncdo da proteina CFTR torna a membrana apical
impermeével ao CI', o que dificulta a sua saida. Como este acompanha o movimento da agua,
a hidratagcdo da superficie da célula € comprometida. Para manter a neutralidade elétrica, ha
um fluxo de compensacdo de sddio para dentro das células, resultando numa forte

desidratacao da superficie da célula (Quinton, 1983).

Catalan et al. (2010) observaram em ratos, a diminui¢dao ou auséncia de CFTR e
como resultado os niveis de Na* e CI” na saliva, eram significativamente elevados. A
disfuncdo da proteina CFTR diminui a permeabilidade da membrana celular para o cloreto,
causando dificuldades de transporte e saida destes fons. Consequentemente, a concentracao de

Cl ~ na membrana apical das células epiteliais aumenta (Davis, 2006).

Greabu et al. (2009), consideram que a presenca de secrecdes organicas alteradas
em pacientes com FC estimulou a investigacdo da utilizacdo da saliva como método
diagndstico paliativo ao teste de suor, sendo de baixo custo e fécil acesso ao sistema publico

de sadde.
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A saliva é composta em mais de 99% de dgua e menos de 1% de soélidos,
principalmente proteinas e eletrdlitos. Diariamente é secretado, cerca de 0,5 a 1 litro de
saliva pelas glandulas salivares, sendo que 85% a 90% dessa secrecdo tém origem nas
glandulas salivares maiores e o restante, aproximadamente 10%, nas glandulas salivares
menores. Aproximadamente 0,3mL/min. de saliva sdo excretados em repouso e de 2 a 3

mL/min. durante estimulagdo (Fejerskov & Kidd, 2005).

Esse fluido contribui para vérias funcdes: capacidade tampdo, acdo
antibacteriana, mastigacao, degluticdo, fala, e lubrificacdo do epitélio (Fejerskov & Kidd,
2005). Trata-se de um fluido cujo contetido pode variar, dependendo se coletada diretamente
de uma glandula (pardtida, submandibular, sublingual, glandulas salivares menores) ou da
saliva total, a qual representa uma mistura das secre¢des das glandulas salivares acrescidos
de substancias oriundas do fluido crevicular gengival, secre¢cdes brOnquicas ou nasais,
células epiteliais descamadas, restos de alimentos, microorganismos e os produtos de seus

metabolismos (Kaufman & Lamster, 2000).

O pH salivar € entre 6 e 7 para facilitar a acdo digestiva do ptialina e
normalmente apresenta uma maior concentracao de potéssio e bicarbonato que dos niveis

observados no fluido intersticial (Thylstrup 1988; Ross, 1993).

As glandulas salivares sdo de natureza exdcrina e localizam-se préximas a
cavidade bucal, com trés pares de glandulas maiores (submandibulares, parétidas e
sublinguais) (Figura 2) e vdarias glandulas menores, distribuidas pela mucosa bucal. A
secrecdo salivar € controlada pelo sistema nervoso autdonomo, embora varios hormonios

possam também modular sua composicdo (Thylstrup & Fejerskov, 2001; Scully, 2003).
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Figura 2. Tlustrago das glandulas salivares maiores. 1- Glandula Pardtida; 2- Glandula

Submandibular; 3- Glandula sublingual. Fonte: A. Van Nieuw Amerongen, 2004.

Cada glandula maior secreta um produto diferente: a pardtida produz secregdo
puramente serosa, que contém ptialina, também conhecida como a amilase, responsavel por
25% do total da saliva em repouso; a submandibular, uma mistura serosa € mucosa,
representando 60% da saliva; e a sublingual uma secre¢do quase puramente mucosa, cerca
de 5% da saliva (Thylstrup 1988; Ross, 1993). A saliva que estd presente na boca é referida
como “saliva total” e, além dos componentes organicos e inorganicos, apresenta células

epiteliais descamadas e bactérias (Edgar, 1992).

A taxa de secrecdo salivar na boca € determinada pela taxa de formacao de saliva
primadria nas células acinares. Sabe-se que fatores fisioldgicos influenciam a composi¢do e o
fluxo salivar e que a composi¢do final da saliva depende fortemente do fluxo (Edgar, 1992;

Thylstrup & Fejerskov, 2001; Fejerskov & Kidd, 2005).

A saliva passa por duas etapas antes de ser secretada: A primeira envolve os

acinos e a segunda, os ductos salivares. Os 4cinos produzem uma solu¢do de fons com
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concentracdes nao muito diferentes do liquido extracelular, porém a medida que a secrecdo
primdria flui pelos ductos, ocorrem dois importantes processos de transporte ativo que

modificam acentuadamente a composicao idnica da saliva (Guyton & Hall, 2006).

Nos é4cinos das glandulas salivares, a secrecdo primdria tem concentragOes
i0nicas semelhantes as do plasma e liquido intersticial. Ao longo dos ductos, a absorcao de
fons especificos (Na*, CI') e a secrecdo e/ou movimentagio em sentido oposto de K* e
HCOs3, faz com que diminuam os fons cloreto e sédio e aumentem os ions bicarbonato e

potéssio (Figura 3).

Acinos das glandulas salivares

Secrecdo primaria: 1.Ptialina

2. Mucosa

3.Fluidos extracelular

Ductos
—Absorgdo ativa de Na*
—Absorgdo passivade C

—Secrecgéo ativa de K*

’ —Secregao de HCO;

Figura 3. Estrutura das glandulas salivares. Acino e ducto salivar. Fonte:
Guyton, 2009, figura adaptada.

As pardtidas ndo apresentam secrecdo tOnica e sO se manifestam quando
estimuladas. Durante a salivacdo méxima, apds estimulo, o fluxo de saliva pode aumentar até
20 vezes. Esta secrecdo acinar primaria aumentada flui tdo rapidamente pelos ductos que pode
impedir a troca i0nica adequada, fato que faz as concentragdes iOnicas subirem até

aproximadamente 50% a 70% daquelas encontradas no plasma (Guyton & Hall, 2006).

Nas glandulas sudoriparas, assim como nas glandulas salivares, na regido dos
acinos, a secrecdo primdria glandular tem composi¢cdo idnica muito semelhante aquela do
liquido intersticial. Ao passar pelos ductos glandulares, o suor perde {ons cloreto e sédio, os

quais sdo absorvidos pelo canal de CI' (CFTR) e pelo canal de Na* (ENaC). A absorg¢do idnica
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sem uma correspondente absor¢do de dgua (explicada pela impermeabilidade dos ductos a

dgua) torna o suor normal hipotdnico (Catalan et al., 2010).

A membrana apical das células epiteliais apresenta canais, assim, nas células
normais o CFTR, quando estimulado pela adenosina monofosfato ciclica (AMPc) ou pelo
calcio (Ca) iondforo, se abre dando saida ao cloro. Na fibrose cistica, o CFTR nao responde
ao estimulo do AMPc, somente os canais estimulados pelo Ca ionéforo se abrem,
determinando uma diminui¢do relativa da permeabilidade ao fon ClI'. A menor saida de
cloreto da célula traz como conseqiiéncia uma maior reabsor¢do de sédio para manter o
equilibrio cloreto/sédio dentro da célula (Reddy et al., 2006; Catalan et al., 2010). O

mecanismo de producdo de saliva tem semelhangas com a produg¢do de suor.

A participacdo do CFTR e do ENaC nos ductos das glandulas salivares foi
demonstrada em camundongos homozigotos para a mutagdao F508del (Catalén et al., 2010), de
onde se pode aventar a hipdtese que esses canais desempenhem um papel na absor¢do idnica

nos ductos das glandulas salivares, semelhante aquele observado nas glandulas sudoriparas.

Os principais componentes inorganicos da saliva sdo: fons hidrogénio, célcio,
magnésio, sodio, potdssio, cloretos, fluoretos, complexos idnicos do flior, fosfatos,
tiocianato, bicarbonatos e outros elementos em menores concentracdoes (Edgar 1992;

Fejerskov & Kidd, 2005).

Células serosas, mucosas ou uma combinacdo denominada meia-lua serosa
constituem ambos os grupos de glandulas salivares. As células serosas s@o ricas em proteina e
pobres em carboidrato, produzindo uma secrecdo de consisténcia aquosa (fina). As células
mucosas sdo pobres em proteina e ricas em carboidratos, e liberam um produto viscoso
chamado mucina (Ross, 1993). A diferenca entre a glicoproteina serosa € mucosa estd na

quantidade de carboidrato associado a proteina (Fejerskov & Kidd, 2005).

Na composi¢ao organica da saliva destacam-se a presenga de proteinas, enzimas,
imunoglobulinas, glicoproteinas, glicose (Maringoni et al., 1991; Martins-Gomes et al., 2001;

Fejerskov & Kidd, 2005).
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A saliva protege a boca e facilita a degluticdo do alimento. O epitélio que reveste
a boca deve ser mantido constantemente Umido e lubrificado, para evitar ulceracdes e
infeccOes. Este ambiente quente e imido, freqlientemente contendo residuos de alimentos é

um bom ambiente para o crescimento de microorganismos (Davies et al. 2002).

A saliva € o principal fator de defesa da cavidade oral, suas alteracdes na sua
qualidade e quantidade afetam a satide oral. No Diabetes Melito, as principais alteracoes
encontradas na saliva sdo hipossalivacdo e alteracdo da sua composi¢do, principalmente
aquelas relacionadas a elevagdo dos niveis de glicose, potdssio, cdlcio, magnésio, proteinas,
alfa-amilase, IgA, IgG e maior atividade da peroxidase (Ferreira & Vannuci, 2002; Lopez et

al., 2003).

As glandulas salivares na FC estdo frequentemente envolvidas com alteracOes
histolégicas, dilatagdo progressiva dos ductos, metaplasia escamosa do epitélio de

revestimento e atrofia glandular seguida de fibrose (Schosield & Cotran, 1996).

A FC ¢€ caracterizada pelo defeito no transporte iOnico através da membrana
celular nas células epiteliais das vias aéreas, pancreas, glandulas salivares, sudoriparas,
intestino e aparelho reprodutor, resultando em secrecdes mucosas muito espessas € viscosas,
que causam obstru¢cdo ao nivel de ductos e canaliculos glandulares (Ribeiro et al., 2002;
Barth, 2005). As manifestacOes clinicas resultantes incluem insuficiéncia pancreética (80%
dos casos), azoospermia (mais de 90% dos homens afetados), ileo meconial em recém-
nascidos (17%), diabetes mellitus associada a doenca pancreatica (20% dos adultos), doenca
obstrutiva do trato biliar (em 15% a 20% dos individuos) e infec¢@o pulmonar cronica com
excessiva inflamacao, levando a deterioracdo progressiva da funcdo do pulmao (95%dos

pacientes) (Zielenski, 2000; Ribeiro et al., 2002; Sélis et al., 2007).

A proteina CFTR forma o canal de CI" (CFTR), o que permite que os ions
cloreto atravessem a membrana celular em ambas as direcdes (fato muito importante na
producdo de muco, enzimas digestivas e suor), de acordo com o gradiente eletroquimico do
microambiente, em células epiteliais de vdrios 6rgdos (Donaldson & Boucher, 2003;

Riordan, 2008).
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O defeito na proteina CFTR acarreta em reducdo de excrecdo do Cl  pelas
células, aumentando a eletronegatividade intracelular, resultando em aumento do fluxo de
Na", com a finalidade de preservar o equilibrio eletroquimico interno, e da H,O do liquido
de superficie das vias aeriferas, que € carreada pelos canais de sd6dio (ENaC). Esse
mecanismo causa a diminui¢do do liquido de superficie das vias aeriferas, levando a
desidratacdo das secregdes respiratérias e aumento da viscosidade, com consequente
diminui¢do do clearence mucociliar, favorecendo a obstru¢do dos ductos em decorréncia do
acimulo de muco, desencadeando um processo inflamatério crénico que, por sua vez,

predispde a instalacio de agentes infecciosos nas vias aéreas (Ribeiro et al., 2002).

A perda da funcao pulmonar € a principal causa de morte em pacientes com FC.
Terapias mais atuais para melhora da funcdo pulmonar, incluindo uso de agentes
mucoliticos, monitoramento de agentes infecciosos, antibioticoterapia mais agressiva,
aspectos nutricionais, aumentaram a expectativa de vida média de individuos com FC para

aproximadamente 39 anos (Ashlock & Olson, 2011).

A coloniza¢do quando o microrganismo € encontrado nas vias aeriferas, porém
sem que o paciente tenha evidéncias diretas de infec¢io e dano tissular (inflamacdo, febre,
etc) ou indiretas (resposta de anticorpos especificos). A colonizacdo pode ser aguda ou
crOnica, sendo esta dltima considerada quando o mesmo microrganismo € encontrado em
mais de trés amostras consecutivas, com no minimo, um més de intervalo entre elas. O
paciente € considerado infectado quando ocorrem os primeiros sinais de exacerbacdo
pulmonar direto (inflamacao, febre, aumento da tosse e da secrecdo, perda de peso, etc) ou

indireto (resposta de anticorpos especificos) e o microrganismo € encontrado nas vias

aeriferas (Doring et al., 2000).

A infec¢cao também pode ser definida como aguda ou cronica, sendo que, nos
casos de infec¢do cronica, o paciente pode apresentar periodos de agudizagdo intermitentes.
Fatores do individuo associados com a patogenicidade dos agentes infecciosos determinam a

gravidade da infeccdo.

Embora exista um espectro limitado de patdgenos respiratérios classicamente

associados a doenga respiratéria na FC, um nimero crescente de microrganismos vem sendo
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reconhecido como potenciais agentes patogénicos. O espectro de patégenos em FC varia
com a idade do paciente, mas, de uma forma geral, ¢ bem estabelecido na literatura que
existem quatro bactérias ‘“classicas™: Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa e o complexo B.cepacia (CBC). A maior sobrevida dos pacientes
fibrocisticos, os quais sdo submetidos a ciclos repetidos de antibidticos, bem como o uso de
novos métodos de diagndstico microbiolégico contribuiram para o reconhecimento de
patégenos emergentes ou “ndo-cldssicos”, como Stenotrophomonas maltophilia,
Achromobacter xylosoxidans e micobactérias ndo pertencentes ao complexo M. tuberculosis
(NMT) além de outros (Ralstonia sp, Cupriavidus sp, Pandoraea sp, Inquilinus limosus,
Aspergillus sp). Portanto € necessdrio monitorar o surgimento de cepas de patdgenos
classicos e ndo-cldssicos principalmente aqueles mais resistentes aos antibidticos, como S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA) e P.aeruginosa resistente aos carbapenémicos. Além
disso, € importante avaliar através do exame bacteriologico, possiveis reducdes de carga
microbiana pulmonar, especialmente de P. aeruginosa e cBC, visto que a erradicacao total
destes patogenos na fase de colonizagdao ou infec¢do cronicas € praticamente impossivel em

FC (Gilligan et al., 2006; Lutz et al., 2011).

A fina camada de muco, produzido pelos pneumdcitos tipo I e II, que normalmente
reveste as superficies internas dos alvéolos pulmonares €, na FC, anormalmente espessa, obstruindo
o fluxo de ar e fornecendo um substrato para a fixacdo de bactérias saprdfitas e patogénicas,

particularmente Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (Lehninger et al., 2006).

Os pacientes com FC sdo colonizados e/ou infectados por uma variedade
limitada de microrganismos, cujas prevaléncias variam de acordo com a idade e/ou

gravidade da doenca.

Na infancia, geralmente os pacientes se infectam por Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae e, ocasionalmente, por Pseudomonas aeruginosa. Na era pré-
antibidtica, o S. aureus foi considerado um patdégeno importante, cuja presenca nas vias
aeriferas esteve associada a maior causa de mortalidade. Embora seja predominante em
criancas e adolescentes, com prevaléncia de cerca de 60%, o agente pode ser encontrado em
individuos de todas as faixas etdrias. A prevaléncia no final da adolescéncia e inicio da idade

adulta é reduzida para 30%. Infeccdes cronicas por S. aureus sio muito comuns, porém,
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atualmente, o papel deste agente na FC € pouco conhecido e as exacerbagdes causadas por
este agente podem ser tratadas em curto tempo com terapias antimicrobianas agressivas.
Dados de alguns estudos sugerem que a infec¢do persistente por Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina ou meticilina (MRSA) podem ter um impacto negativo na funcio
pulmonar (Gilligan et al., 2006; Kiska et al., 2012). Em 2008, S. aureus foi isolado em
50,9% de pacientes com FC, sendo maior a prevaléncia entre 06 e 07 anos de idade
(Lipuma, 2010). Ren et al. (2007) verificaram que em pacientes de todas as idades, o
isolamento de MRSA como o tinico microrganismo em culturas de escarro associado a uma
funcdo pulmonar significativamente mais deficiente, aumento da probabilidade de

hospitalizagdo e tratamento com antibidticos.

A P. aeruginosa € considerada o principal agente infeccioso envolvido na
pneumopatia cronica de pacientes com FC sendo a prevaléncia mais representativa em
adultos jovens (cerca de 80%), embora seja crescente o nimero de infeccdes detectadas na
infancia. A colonizagdo inicial ocorre com cepas moveis, “nao mucoédides”, ou “planctonicas”
que, com a evolucdo da doenga, tornam-se mais virulentas, alteram sua morfologia, perdem
os flagelos, tornam-se imdveis e passam a produzir uma cdpsula de um polissacarideo
denominado alginato, que lhes confere a capacidade de crescer formando “biofilmes” e a

caracteristica “mucoide” (Gilligan et al., 2006; Kiska et al., 2012).

A elastinase é uma metaloproteina termolabil, contendo zinco que provoca as
lesdes hemorrdgicas observadas em infec¢des por P. aeruginosa através da ligagdo a lamina
elastica dos vasos sanguineos. A elastinase cliva anticorpos da classe IgG e certos
componentes do complemento. A protease alcalina provoca necrose tecidual. A P.
aeruginosa produz duas hemolisinas e trés exotoxinas (A, B e C). A exotoxina A causa
necrose tecidual local e inibe granuldcitos e células progenitoras de macréfagos na medula

Ossea (Zambon & Nisengard, 1997).

Uma das caracteristicas clinicamente mais importantes da infec¢do por
P.aeruginosa é a tendéncia dessa bactéria de mudar para um morfotipo colonial mucéide,
provavelmente iniciando um estdgio cronico-infectante da doenca (Lyczak et al., 2002). O

morfotipo mucdide resulta da producdo bacteriana em grande escala de polissacarideos que
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envolvem a célula. Esse material foi designado como mucoid exopolyssacaride ou MEP
(exopolissacarideo mucdide) (Gilligan, 1991) ou alginato. Este polissacarideo possui um
papel importante na evasdo bacteriana da resposta imune do hospedeiro (Lyczak et al.,

2002).

P. aeruginosa na forma mucéide é a mais virulenta, podendo ser encontrada em
pacientes com infec¢des graves, muitas vezes no mesmo paciente onde ja existe na sua
forma nao mucdide. Estudos revelam que a distin¢do destas formas da bactéria € importante
para o modo do tratamento. Muitas vezes a forma mucdide e ndo mucdide podem ser
originadas da mesma cepa, porém podem apresentar perfil bioquimico e de suscetibilidade a

antibioticos muito diferentes (Miller & Gilligan, 2003).

O muco espesso e viscoso dificulta a erradicacdo dos microrganismos do trato
respiratorio dos pacientes, em especial a Pseudomonas aeruginosa, que uma vez instalada,
ndo pode ser erradicada pela antibioticoterapia, o paciente se torna cronico, muitas vezes
sem evidéncias diretas de doenca pulmonar, mas podendo apresentar fases de agudizagdo
intermitentes e, nestes casos, o objetivo da terapia acaba sendo apenas de reduzir o nimero
de coldnias e contribuir para uma melhora na qualidade de vida do paciente. Diante disso, o
uso prolongado de antibidticos € inevitdvel, porém, contribui para a selecdo natural de
microrganismos com perfil de resisténcia diferenciado, tais como as cepas mucdides de
Pseudomonas aeruginosa, além de favorecer a colonizacdo e infeccdo por outros agentes
oportunistas, tais como o Complexo Burkholderia cepacia (Coenye et al., 2001; Gilligan et

al., 2006; Konemman, 2006).

O Complexo Burkholderia cepacia compreende microrganismos nao
fermentadores da glicose de crescimento lento. Seu isolamento a partir de secrecdes do trato
respiratério muitas vezes € impedido pela presenca de outros microrganismos de

crescimento mais rapido, que competem por nutrientes (Gilligan et al., 2006).

A presenca do Complexo Burkholderia cepacia nas vias aéreas pode estar
associada a um acelerado declinio da fun¢do pulmonar, pneumonia necrozante e um quadro
séptico denominado de “Sindrome cepacia” (Coenye et al., 2001; Gilligan et al., 2006;

Konemman, 2006).
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As proteinas de membrana externa associadas aos pili na superficie da bactéria
tém um papel importante na adesdo de B. cepacia ao trato respiratorio. Essa bactéria é capaz
de invadir o epitélio aéreo e pode também causar bacteremia disseminada. E intrinsecamente
resistente a varios antibidticos pela presenca de porinas (Lyczak et al., 2002). Essa
resisténcia estd relacionada também a permeabilidade seletiva da parede celular, alteracao da

célula-alvo e a inativacdo enzimatica de antibidticos (Miller & Gilligan, 2003).

Haemophilus influenzae nao é persistente nos pulmdes por longo periodo.
Embora sua colonizacdo tenha sido relacionada com exacerbacdes pulmonares, ndo ha
evidéncia de que possa ter ocorrido uma infec¢do priméria com declinio pulmonar (Gilligan,
1991). O 1solamento dessa espécie das secre¢Oes de pacientes com FC € desafiador,
especialmente em pacientes coinfectados com P. aeruginosa. Muitas vezes H. influenzae
comeca colonizando primariamente o trato respiratério superior. Dados relacionados ao
potencial patogénico dessa bactéria, virtualmente nio existem, mesmo assim muitos clinicos
consideram a possibilidade desse microrganismo colonizar os pulmdes, de maneira

significativa o bastante para justificar a terapia (Lyczak et al., 2002).

Achromobacter xylosoxidans estd sendo identificado com maior freqiiéncia,
principalmente na populacdo adulta. O papel de qualquer desses agentes na doenca
pulmonar, ndo foi ainda determinado (Miller & Gilligan, 2003), embora a associag¢do destes
microrganismos com exacerbagdes pulmonares ja tenha sido relatada (Saiman & Siegrl,

2004).

Ambas as bactérias podem ser patdgenos emergentes em pacientes com FC, por
isso € critico estabelecer a transmissibilidade desses microrganismos. A prevaléncia desses
microrganismos tem sido freqiientemente relatada, porém com diferencas entre os centros de
tratamento de pacientes com FC. A patogenicidade de S. maltophilia parece ndo ser
significativa enquanto que A. xylosoxidans parece estar relacionado a casos especificos de

maior viruléncia em FC (Gilligan et al., 2006; Mantovani et al., 2012; Kiska et al., 2012).

O principal agente fingico responsavel pela infeccdo pulmonar em pacientes
com FC € Aspergillus fumigatus. Os fungos filamentosos sdo freqiientemente recuperados de

amostras respiratorias de pacientes com FC, especialmente com o aumento do uso de dgar
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seletivo para c.B. cepacia que auxilia no crescimento de fungos. Somente Aspergillus spp.
tem sido reconhecido sendo associado aos sintomas pulmonares em pacientes com FC

(Miller & Gilligan, 2003).

Maiz et al.(2008), mostraram que a maioria dos individuos com FC
apresentaram resposta imune a Aspergillus fumigatus e Candida albicans, confirmando a

elevada taxa de exposicdo dos doentes a estes fungos.

1.2 Odontologia

O dente pode ser dividido entre coroa, colo e raiz (Herring & Shah, 2006) (Fig.4).
O osso alveolar, estrutura onde os dentes sdo alojados, € formado predominantemente por

coldgeno, sialoproteinas, osteopoetinas e proteoglicanos.

A camada mais interna do dente, a polpa, contém os nervos e suprimento
vascular. A dentina € um tecido mineralizado, formado pela extensdo dos odontoblastos e

tecidos conectivos localizados na dentina.

O esmalte, que cobre a coroa € o tecido mais mineralizado e mais rigido do corpo
(Alves et al., 2007), o qual uma vez formado ndo sofre remodelacdo como outros tecidos
duros. Trata-se de um tecido acelular que ndo tem meios fisiolégicos de reparagdo de fora do
potencial protetor e de remineralizacdo fornecida pela saliva. Fazem parte de sua composi¢ao,
os cristais de hidroxiapatita altamente organizados (Hoffmann et al., 2007). Todo o processo
estd sob instru¢do genética. O controle genético da amelogénese € mal compreendido, mas
requer as atividades dos vdrios componentes que sdo excepcionalmente importantes para a

formacdo do esmalte dentario (Seow, 1997).

O cemento radicular é a substancia que cobre a raiz do dente, sendo constituido

por tecido conectivo semelhante ao osso.

O ligamento periodontal fixa o dente ao processo alveolar, sendo formado por

tecido fibroso, células epiteliais e células mesenquimais indiferenciadas. A gengiva, estrutura
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que cobre o processo alveolar e parte dos dentes € composta principalmente de coldgeno,

proteoglicanos, fibronectina, osteonectina e elastina.

O espaco entre o dente e o epitélio gengival é denominado de sulco gengival, cuja
profundidade € determinada pelo ligamento periodontal. A principal fun¢do do periodonto,
formado pelo cemento radicular, osso alveolar, gengiva e ligamento periodontal, é apoiar os

dentes e suportar as forcas de oclusio (Alves et al., 2007).

Esmalte -
T Coroa
Parte do
dente acima

da gengiva

Dentina
Cavidade

= Colo
Parte central
do dente

Raiz

Base do dente
que se encaixa
no 0850

Prende o dente 20

ligamento

Vasos

sanguineos Nervo

Figurad. Estrutura dental. Fonte: http:/fwww.forp.usp.br/restauradora/dente. gif

Dentro das vdrias atividades preventivas, a educacio e a motivaciao do individuo
ocupam lugar de destaque e devem ser aplicadas com o objetivo de mudar hébitos e
comportamentos, no sentido de promover a saide e melhorar a higiene bucal do paciente
(Brandao, 1998). Contudo, segundo Blinkhorn (1993), na maioria das vezes, a mudanca de
habito € muito dificil de ser atingida em virtude de influéncias sociais, culturais e

governamentais que ocasionam uma verdadeira inversdo de valores.

Neste sentido, para que o cirurgido-dentista consiga promover a educacio, faz-se
necessdria a utilizacdo de estratégias e métodos adequados de motivagdo e, principalmente,
reforco das informacdes (Santos et al., 2003). A continuidade da motivagdo é a responsavel

pela sedimentacao dos conhecimentos (Santos et al., 2002).
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O biofilme dental € o fator de maior importancia na etiologia da cdrie e das
doencas periodontais e hd uma relacdo muito grande com a higiene bucal deficiente

(Domejean-Orliaguet et al., 2006; Gutmann et al., 2009; Beikler & Flemmig, 2011).

A gengivite e a periodontite sdo dois processos inflamatdrios, cronicos e distintos,
pertencentes ao espectro de doengas periodontais da cavidade oral que afetam os tecidos de
suporte dental, em resposta ao acumulo de bactérias. Em contraste com a periodontite, a
gengivite se inicia apOs alguns dias de procedimentos de higiene oral inadequada devido ao
depdsito de placa bacteriana. A gengivite € uma inflamacdo superficial e ndo destréi o tecido
conjuntivo e osso circundante. Na gengivite, o sangramento gengival pode ocorrer apds a
estimulacdo mecanica suave em casos graves ou durante a escovagdo e mastigacdo. A
regressdo completa da gengivite ocorre com procedimentos adequados de higiene oral

(Kebschull et al., 2010).

O dltimo levantamento epidemioldgico nacional, concluido em 2003, para as
doencas bucais, denominado de SB — Brasil constatou o declinio, de lesdes de cérie na
populacdo infantil brasileira. Observou-se que cerca de 70% das criangas brasileiras de 12
anos tém pelo menos um dente permanente com experiéncia de cédrie. O Brasil atingiu as
metas propostas pela OMS (Organizacdio Mundial da Saide) para o ano 2000 somente no
grupo etdrio de 12 anos nas regides Sul e Sudeste (Ministério da Saude, 2004). Foi aceito e
estabelecido universalmente, que a cérie dentdria € uma doenca multifatorial, infecciosa,
transmissivel (Fitzgerald & Keyes, 1960) e dependente dieta. Produz uma desmineralizacio

das estruturas dentdrias (Keyes, 1962).

H4 um consenso de que a alimentacdo e o estado nutricional exercem influéncia
sobre a condicdo bucal imediata e futura da crianca (Batista et al., 2007). Deficiéncias
nutricionais nos primérdios do desenvolvimento ou durante a fase de maturacdo podem

causar alteracdes na estrutura do esmalte e também na sequéncia eruptiva dos dentes.

O desenvolvimento do esmalte dentdrio ocorre por um longo periodo e qualquer
alterac@o ocorrida durante a amelogénese, mesmo que de curta duracdo, pode determinar o

aparecimento de defeitos circunscritos nos dentes em formagao (Hanser-Ducatti et al., 2004).
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Além de fatores hereditarios e distirbios locais, como traumas e infeccoes, fatores
de natureza sistémica tém sido associados a etiologia dos defeitos de desenvolvimento do
esmalte (DDE), como ingestdo de doses elevadas de fluoretos (Fejerskov et al., 1994),
doengas respiratérias (Guergolette et al., 2009; Ford et al., 2009), complicacdes perinatais e
prematuridade. Também sao descritos como causas o baixo peso ao nascimento, as desordens
metabolicas de célcio e fosfato, e as doengas infecciosas nos primeiros anos de vida (Jélevik et

al., 2001; Arrow, 2009).

Enquanto os DDE em dentes deciduos sdo ocasionados principalmente no periodo
pré-natal e ao nascimento, os defeitos em dentes permanentes decorrem de injurias ocorridas
na primeira infancia. O primeiro ano de vida, época na qual os dentes permanentes estdo em
desenvolvimento, corresponde também ao periodo de maior vulnerabilidade a agravos

nutricionais, infecciosos e ambientais (Rugg-Gun et al., 1998).

Sabe-se que a formacgdo do esmalte dentério pode ser dividida em trés estagios: (i)
o estdgio da formacdo da matriz, no qual as proteinas envolvidas na amelogénese sao
produzidas; (i1) o estdgio da calcificagcdo, no qual é depositado mineral, e a maior parte das
proteinas originais sdo removidas; e (iil) o estigio da maturacdo no qual o esmalte recém
mineralizado sofre processo final de calcificagdo, e as proteinas ainda remanescentes sao
removidas. Esses processos acontecem sob influéncia genética e mudangas ambientais, dessa
forma, o desenvolvimento de defeitos do esmalte podem resultar de qualquer dano ocorrido

nesses estagios.

Geralmente € aceito que disturbios que ocorram durante os primeiros estiagios de
desenvolvimento do esmalte resultardo na redu¢do da quantidade ou espessura do esmalte, ou
seja, a hipoplasia do esmalte (Seow, 1997). Hipoplasia de esmalte pode ser entdo, definida
como deficiéncia na quantidade do esmalte, resultante de alteracdes do desenvolvimento, e
podem ocorrer na forma de fdssulas, fissuras ou perdas de areas grandes de esmalte. Em
contraste, distdrbios ocorridos durante o estigio da calcificacdo e maturagdo do
desenvolvimento do esmalte podem levar a deficiéncias na mineralizacdo (hipocalcifica¢do) e
geralmente se manifestam como mudancas na translucéncia ou opacidades do esmalte. As

opacidades podem ser demarcadas ou difusas. A opacidade demarcada apresenta um esmalte

42



de espessura normal e com uma superficie intacta, porém existe uma alteracao na translucidez
do esmalte, de grau varidvel. Essa translucidez ¢ demarcada a partir do esmalte adjacente
normal com limites nitidos e claros, podendo apresentar uma coloracdo branca, bege, amarela
ou marrom. A opacidade difusa também € uma anormalidade envolvendo uma altera¢do na
translucidez do esmalte, de grau varidvel, e de coloracdo varidvel como a opacidade
demarcada. Todavia, ndo existe um limite claro entre o esmalte normal adjacente e a
opacidade difusa, podendo apresentar-se clinicamente de forma linear ou em placas, ou ter

uma distribuicdo confluente (World Health Organization, 1997).

Os microorganismos encontrados com maior frequéncia em lesdes de cérie sao os
cocos facultativos Gram-positivo, especificamente Streptococcus mutans € S. salivarius.
Também encontramos Lactobacillus sp., Actinomyces viscosus, A. naeslundii
(Wolinsky,1994). Tem sido demonstrada em lesdes avancadas de cdrie, a presenca de uma
comunidade bacteriana diversificada e complexa representada por muitas espécies, que
incluem tanto bactérias gram-positivas e gram-negativas, anaerdbias facultativas e estritas.
Entre os géneros identificados pode-se incluir: Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium,
Prevotella, Actinomyces, Fusobacterium, Propionibacterium, Eubacterium, Porphyromonas
dentocariosa, Arachnia sp, Selenomonas sp, Olsenella sp, Pseudoramibacter sp. (Figueroa-

Gordon & Acevedo, 2008).

Os Lactobacillus possuem a capacidade de produzir acido lactico e de crescer no
ambiente relativamente &acido que foi criado pela sua fermentacdo. Devido a essas
caracteristicas sao denominados acidogénicos e acidéfilos. Tais fatores podem ser importantes
para sua associacdo com algumas lesdes cariosas (Wolinsky,1994). A lesdo cariosa é
caracterizada por uma desmineralizacdo da porcdo inorganica e desorganizacdo da parte

organica, resultando na desnaturacdo do coldgeno (Garone et al., 2003).
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JUSTIFICATIVA
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A cavidade oral podera refletir alteracdes que comprometem a saude geral do
paciente com FC. Em contrapartida, essa doenca pode provocar alteracdes fisiologico-

funcionais importantes na cavidade oral e secregdo salivar.

Partindo da premissa de que tanto o suor como a saliva possuem o mesmo
mecanismo de producdo da secrecdo. Se util, a coleta e uso da saliva para diagnéstico da FC,
quando comparado com o teste do suor pode minimizar o desconforto do paciente, além de

ser mais rapido e de baixo custo.

O conhecimento das condi¢des da saide oral e da microbiologia da saliva nessa
populacdo fibrocistica, permitird avaliar os possiveis fatores de risco a ela relacionados e

quando possivel elaborar estratégias para a sua prevencgao.
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OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar alguns parametros da satide bucal (indice de placa e gengival, os dentes
cariados, perdidos e obturados), fons da saliva de pacientes com FC e a associagdo com a
gravidade da doenca. Avaliar ainda a possibilidade do uso da saliva como método

diagnostico.

3.2 Objetivos especificos

A)Descrever o nimero de dentes cariados, perdidos e obturados nos pacientes

com FC;

B) Avaliar o indice de placa (IP) e indice gengival (IG) e verificar a correlagdao
com o escore de Shwachman e uso cronico de antimicrobianos (orais e inalatérios) e de

Dornase alfa®;

C) Comparar o volume, pH e os niveis de cloro, sédio, potassio, bicarbonato,

lactato e glicose na saliva entre pacientes com FC e individuos saudaveis;

D) Verificar a correlacdo da gravidade da doenga (escore de Shwachman) com as

concentracdes de cloro e sddio na saliva de pacientes com FC;

E) Comparar os achados da microbiota bucal com do material de origem

pulmonar.
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CASUISTICA E METODOS
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4.1 Desenhos do estudo

Estudo descritivo em relacdo ao estudo da saiide bucal e da microbiologia oral e

comparativo e descritivo no estudo dos parametros bioquimicos da saliva.
4.2 Populacoes do estudo

No periodo de Outubro de 2010 a Maio de 2013 de foram incluidos e analisados
95 pacientes com FC, atendidos regularmente pelo Ambulatério Pediétrico de FC —Hospital
de Clinicas — UNICAMP. Desses pacientes, 50,5% era do género feminino e 49,5%
masculino, com média de idade 12,69 anos. O grupo controle foi composto por 84 indiviuos

sauddveis da Escola Estadual Sophia Velter Salgado.

4.2.1 Critérios de inclusdo
4.2.1.1 Pacientes com FC

Foram incluidos no estudo pacientes de 04 a 32 anos, atendidos no Ambulatério
de FC do Hospital de Clinicas da UNICAMP e durante o periodo do estudo, com diagndstico
de FC comprovado através da identificacdo de duas mutacdes para o gene da FC, pelo estudo
genético e/ou, com, no minimo, dois testes de cloro no suor positivo. Pacientes e /ou

responsaveis que concordaram e assinaram o TCLE (anexo II).

4.2.1.2 Grupo controle

Somente para a comparagdo dos parametros bioquimicos foram coletadas
amostras de saliva de individuos sauddveis da mesma faixa etdria do grupo de pacientes com
fibrose cistica, recrutados em de escola publica do ensino fundamental da cidade de Campinas

- SP. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi previamente encaminhado aos
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pais para informacdes sobre a saiude da crianca e assinatura, para inclusdao de individuos

aparentemente sauddveis (anexo III).
4.2.2 Critérios de exclusao
4.2.2.1 Pacientes com FC
- Pacientes que ndo consentiram participar do estudo.
- Menores de dois anos, pela dificuldade de exame clinico odontolégico.

- Pacientes que apresentaram estudo genético e/ou teste do suor incompleto ou

inconclusivo.
4.2.2.2 Grupo controle

Foram excluidos individuos que faziam uso continuo de medicacdo e individuos

que ndo consentiram para a realizacio do estudo.

4.2.3 Critérios de nio inclusao

Pacientes (FC), individuos sauddveis (GC) ou responsaveis pelos mesmos (para
menores de 18 anos) que ndo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE).

4.3 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi encaminhado para o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e somente apds a aprovagdo foi iniciado a
pesquisa de acordo com a Resolucdo n°® 196/96. Parecer registrado sob o nimero157/2010.
Foram respeitadas as condi¢Oes éticas pertinentes ao protocolo e seguidos rigorosamente 0s
principios enunciados na Declaracdo de Helsink II de 20/08/1947 e da Resolugdao 196/96 da
CONEP.
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Os sujeitos foram incluidos somente apds assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido por escrito (Anexo II e III) por um dos pais ou responsdvel legal,

mantendo o anonimato dos mesmos bem como dos dados colhidos.
4.4 Métodos
4.4.1 Diagnéstico da FC
4.4.1.1 Iontoforese (Teste do Suor)

O Teste do Suor (TS) foi realizado pela andlise iOnica quantitativa do suor
estimulado pela pilocarpina (Gibson & Cooke, 1959). O método consiste na estimulacdo da
producdo de suor pela pilocarpina, que é colocada sobre a pele ou diretamente nas glandulas
sudoriparas usando um gradiente de potencial (iontoforese) e analise da concentracdo dos ions
sodio e cloro. O resultado é positivo quando a concentracdo de cloro € maior do que 60
mEqg/L. Os valores sdo normais até 45 mEq/L. Em adolescentes e adultos jovens, os valores
podem ser mais elevados, sendo assim, valores entre 45 — 60 mEq/L sdo considerados
duvidosos (Ribeiro et al., 2002). Sdo necessarios, no minimo, dois testes positivos para que o

diagndstico seja confirmado.

4.4.1.2 Estudo genético

A presenca de mutacOes do gene CFTR foi determinada no laboratério de
genética molecular da instituicio por meio do método RFLP (G542X, R1162X, R553X,
G551D e N1303K). Algumas mutagdes foram obtidas por sequenciamento ou multiplex
ligation-dependent probe amplification: S4X, 2183A>G, 1717-G>A e 1618T. Para ambos os
métodos, usamos o sequenciador de DNA MegaBacel000 (GE Healthcare Biosciences). Foi
usado, o método do fenol/cloroférmio para a extracdo do DNA, e, em todas as anélises
genéticas, a concentracdo do DNA foi de 50 ng/mL, determinada por um espectrofotometro
(NanoVueT; GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA, EUA). A presenca da mutagao
F508del foi determinada pelo PCR com um par de iniciadores - senso (5'-GGC ACC ATT
AAA GAA AAT ATC-3") e antissenso (5-TGG CAT GCT TTG ATG ACG C-3') -
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resultando em um fragmento de 74 pb (homozigose para F508del), um fragmento de 77 pb
(auséncia de F508del) ou presenca de ambos os fragmentos (heterozigose para F508del). O
procedimento de ciclagem térmica consistiu em desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 min.,
seguida de desnaturacdo a 94°C durante 1 min., anelamento a 53,5°C durante 1 min. e
extensdo a 72°C durante 1 min., repetidos durante 35 ciclos e seguidos de uma extensdo final
a 72°C durante 10 min. A PCR continha 25 pL de uma solugdo com 50 ng de DNA, 1 uM de
cada iniciador, 200 uM de dNTP, 1,0 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 10 mM de Tris-HCI
(pH 8,4 a25°C ) e 1,5 U de Tag DNA polimerase. Apds a adicao de 5 uL. de tampao de carga
a base de glicerol, 10 pL do produto da rea¢do foram aplicados sobre gel de acrilamida

(Bonadia, 2011; Marson et al., 2013).

4.4.2 Avaliacao clinica e fatores de gravidade na FC

Para a avaliagdo clinica e fatores de gravidade na FC foi utilizado o escore de

Shwachman & Kulczycki (Shwachman & Kulczycki, 1958)

4.4.3 Exame clinico odontolégico

Todo procedimento odontoldgico seguiu normas rigorosas para prevenir a
transmissao entre pacientes de microrganismos potencialmente patogé€nicos de interesse da
fibrose cistica, como c.B. cepacia e outros, bem como de condutas padrdo de protecdo do
dentista e do paciente, como o uso de luvas, médscara e 6culos com protecdo lateral, material
esterilizado e/ou descartavel e outras barreiras de protecdo de uso individual. Como conduta
padrdo, os pacientes colonizados por cB.cepacia foram atendidos por ultimo ou quando

possivel em dia exclusivo.

Em todos os pacientes fibrocisticos que fizeram parte desse estudo foram

realizados os seguintes procedimentos:

1) inspec¢do geral da cavidade bucal;
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2) 1% coleta de saliva;

3) os dentes foram corados com solu¢do evidenciadora com corante eritrosina

para revelar a placa

4) profilaxia dental com escova dental e pasta profildtica, e secagem da superficie

dental com a seringa triplice;

5) exame clinico (com o auxilio de espelho clinico, sonda e refletor) através do

qual foi realizado o diagndstico.

Foram avaliados, na cavidade bucal:
A. Placa bacteriana

Os dentes foram corados com solucdo evidenciadora com corante eritrosina para
revelar acimulos placa. Foi atribuido um escore ordinal de 0 a 3 quantificando o acimulo da

placa bacteriana (IP):
0 = Nenhuma placa na area gengival.

1 =Nenhuma pelicula, inflamacgdo leve, pequena alteracdo na cor, pouco edema;

nenhum sangramento a palpacdo.
2 = Inflamacao moderada, rubor, edema; nenhum sangramento a palpacao

3 = Inflamacdo grave, rubor intenso e edema, ulceracdes; tendéncia a sangramento

espontaneo.

B. Gengivite

Foi aplicado um escore ordinal para descri¢ao quantitativa de gengivite:

0 = Gengiva normal
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1 = inflamacdo leve, pequena alteracio na cor, pouco edema; nenhum

sangramento a palpagao.
2 = inflamag¢do moderada, rubor, edema; nenhum sangramento a palpacao.

3 = inflamacgdo grave, rubor intenso e edema, ulceracdes; tendéncia a sangramento

espontaneo.

C. Carie dental

Foram realizados exames clinicos para o diagndstico preciso dos arcos dentais de
lesdes incipientes e ativas (exame clinico com sonda exploradora e espelho bucal) de acordo

com Loesche (1993) nos quatro quadrantes da boca (superiores e inferiores).

4.4.4 Saliva
Local de coleta de saliva e profissionais envolvidos

As amostras de saliva foram coletadas no Ambulatorio Pediatrico de Fibrose

Cistica, do HC — UNICAMP, pela pesquisadora responsdvel.

Numero de amostra e técnica de coleta

Ap06s bochecho vigoroso com 4gua e antes da coleta do escarro, foi coletada 01
(uma) amostra de saliva de cada paciente com o Salivette® (Alemanha). A coleta foi
realizada sem nenhum contato manual e sempre no mesmo periodo, para ambos os grupos,

para evitar interferéncias do ciclo circadiano.

Depois de retirar a tampa do Eppendorf, foi inserido na boca do paciente um
rolete de algoddao, com o qual permaneceu durante 1 (um) minuto. Em seguida o rolete de

algodao foi colocado novamente no Eppendorf e tampado (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura do Salivette®

A: Salivete®; B e C: o rolete de algoddo fica dentro de um suporte de dentro do
Salivete®, para quando o tubete contendo a amostra de saliva for centrifugado a saliva se separe do
rolete de algoddo, ficando abaixo do suporte do rolete de algoddo. Fonte:

http://www.sarstedt.com/product-pics/133/3.jpg

Conservacio e transporte

A amostra de saliva coletada foi conservada em refrigeracdo até o momento da

centrifugacao.
Processamento das amostras

No laboratério de Gasometria da Divisdo de Patologia Clinica do HC UNICAMP,
o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm, logo apds foi aferido o volume de saliva

na propria parede do Salivette®.

Imediatamente ap6s a centrifugacao, foram aferidos sédio, cloro, pH, bicarbonato,
glicose e lactato da saliva pela técnica de eletrodo {on seletivo (gasometria) no equipamento

ABL Radiometer® (Dinamarca) modelo 835, para detec¢do desses parametros em amostras
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de liquor. A quantidade de saliva necessdria para que o aparelho fizesse a dosagem das

concentragdes 10nicas da saliva foi de 2 microlitros.

4.4.5 Analise Microbiologica
Saliva

Apés coleta padronizada, as amostras foram tranferidas com a alca calibrada
(10ul) para semeadura em meio de Agar Sangue, Agar Chocolate, Agar McConkey, Agar
Burkholderia Seletive Agar (BCSA), Agar Manitol Sal e Agar Sabourauda anlise
microbioldgica que foi realizada no Laboratério de Microbiologia do HC da UNICAMP.

Ap6s semeadas, as amostras foram incubadas a 37°C sendo o Agar Chocolate
incubado em 5% de CO,, em estufa apropriada. Diariamente, até 7 dias, as mesmas foram
examinadas e colOnias diferentes reisoladas, examinadas pela coloracio de Gram e
identificadas por métodos manuais ou automatizados (Vitek II BioMerieux®), conforme a

rotina do Laboratério de Microbiologia do HC UNICAMP.

Escarro

Conforme padronizado pelo Ambulatério Pediatrico de FC do HC UNICAMP,
ap6s a coleta de saliva, coletamos uma amostra de escarro espontdneo. As amostras foram

mantidas em caixa com gelo até o processamento no Laboratério de Microbiologia do HC

UNICAMP.

Semeadura

A rotina do Laboratério de Microbiologia do HC UNICAMP foi seguida e

apresentada resumidamente a seguir.
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Com o auxilio de uma alga calibrada, foi semeada uma alcada (10 ul), por método
semi-quantitativo (técnica do esgotamento), nos meios de cultura Agar Sangue (AS), Agar
Chocolate (ACHOC), Agar McConkey (MC), Burkholderia Cepacia Selective Agar (BCSA)
e Agar Manitol Sal (MAN).

As culturas foram incubadas em estufa bacterioldgica, a temperatura de 36 + 1°C,
com CO; (AS e ACHOC) e sem CO, (MC, MAN e BCSA), por um periodo de 24 — 72 horas,
com avalia¢do do crescimento microbiano a cada 24 horas. Quando nao houve crescimento
bacteriano neste periodo, as placas de BCSA e MC foram mantidas em estufa bacterioldgica

por até 7 dias.

Isolamento e Identificacio fenotipica dos Microrganismos Isolados

Apds a cultura e isolamento, os microrganismos foram identificados
fenotipicamente através de provas bioquimicas manuais, conforme descrito anteriormente
(Coenye et al., 2001; Koneman et al., 2006; Gilligan et al., 2006, Versalovic et al., 2011;) e
pelo sistema automatizado Vitek® (BioMerieux Vitek Inc., St. Louis, MO), conforme
recomendacdes descritas pelo fabricante segundo a rotina do Laboratério de Microbiologia do

HC UNICAMP.

As bactérias de interesse em FC sdo: S. aureus, H. influenzae, Pseudomonas
aeruginosa mucoide e ndo mucdide, Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter spp,
Ralstonia spp, Pandoraea spp, Cupriavidus spp, Burkholderia gladioli e complexo B.
cepacia, Aspergillus spp e outros fungos oportunistas € micobacterias que venham a ser

isolados nos meios de cultura para bactérias.

Bactérias que ndo puderam ser devidamente identificadas foram congeladas em
BHI com glicerol 15% no banco de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do HC

UNICAMP para posterior andlise molecular por PCR e ou sequenciamento.

4.6 Analise estatistica
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Os dados foram processados e armazenados no banco de dados criado
pelo software Statistical Package for Social Sciences® (SPSS) for Windows versao 17 (SPSS,
2011). O nivel de significancia do estudo de 5% foi submetido a andlise descritiva para

obtencao das frequéncias absoluta e correlagao das varidveis analisadas.

O teste de Mann Whitney foi usado para avaliar as diferencas entre os resultados
dos parametros bioquimicos da saliva obtido no grupo de pacientes com FC e individuos
sauddveis, com nivel de significancia de 5%. Para o cdlculo do tamanho da amostra foi
aplicado o programa GPower ®, versao 3.1.2. (Faul et al., 2007), usando o Teste de Mann-
Whitney indicou que seriam necessarios 67 individuos para cada grupo considerando o poder
da amostra de 80% e significancia de 0,05. O poder da amostra foi previamente calculado

pelo setor de estatistica da FCM-UNICAMP.

Para a andlise comparativa dos parametros bioquimicos da saliva o nivel de
significancia (o) foi ajustado, utilizando o método de correcdo de Bonferroni (a corrigida=
0.05/nimero de testes) para evitar dados ndo genuinos causados pelo desempenho de
multiplos testes (Draghici, 2003). A curva ROC foi realizada para medir a sensibilidade,

especificidade e determinar o ponto de corte (Cut-off) dos fons cloro e sédio da saliva.
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RESULTADOS
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A caracterizacdo genética e a distribuicdo das mutagdes detectadas podem ser

vistas no quadro 1.

Quadrol. Mutacoes genéticas dos pacientes dessa casuistica

Mutacoes N  Porcentagem(%)
F508del/F508del 26 27,3
F508del/ MNI « 28 29,5
F508del/ G542X 12 12,6
G542X/ R1162X 2 2,1
G542X/ MNI- 3 3,1
R1162X/ MNI 1 1
R1162X/R1162X 1 1
F508del/R553X 1 1
NMI' 21 22,1
Total 95 100

*MNI- mutagdo ndo identificada; "NMI- nenhuma mutacdo identificada

Todos os pacientes foram submetidos a andlise da saliva e avaliacdo da

microbiota. A avaliacdo da saude bucal foi realizada em momento posterior, sendo que 1

paciente foi a 6bito antes deste ser possivel realizar este procedimento; em relagdo ao escore

de Shwachman, foram avaliados 85 pacientes, dados que podem ser visualizados no

fluxograma abaixo.
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Fluxograma 1. Numero de pacientes que participaram das diferentes etapas do estudo: coleta de saliva e

estudo microbioldgico, avaliacio da satide bucal e escore de Shwachman.

5.1 Escores de Shwachman

Foi avaliado o escore de Shwachman de 85 dos 95 pacientes, nestes observou-se
que a categoria “boa” foi a que apresentou maior grupo de pacientes (32), seguida do “leve”
(29). As categorias nas pontas extremas do escore (grave e excelente) apresentaram
igualmente 6 (seis) pacientes em cada uma delas. A distribui¢do quanto a gravidade clinica da

doenca pode ser vista no Quadro 2.
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Quadro 2. Distribui¢do do Escore clinico de Shwachman

Escore Clinico de Shwachman-Kulczycki N Porcentagem (%)
EXCELENTE (86-100) 6 7,05
BOM (71-85) 32 36,7
LEVE (56-70) 29 34,1
MODERADO (41-55) 12 14,1
GRAVE (<40) 6 7,05
Total 85 100

5.2 Parametros bioquimicos da saliva, pH e volume salivar

Para comparagdo dos parametros bioquimicos da saliva, pH e volume salivar, dos

95 pacientes com FC foi necessario um grupo controle ndo pareado, o qual foi composto por

84 individuos saudéveis (feminino= 57,1% e masculino= 42,9%) de escola publica do ensino

fundamental da cidade de Campinas - SP. A idade média do grupo controle foi de 13,56 anos.

A comparacio dos pardmetros bioquimicos da saliva entre os pacientes com FC e individuos

sauddveis (grupo controle), foi realizada pelo Teste de Mann Whitney. Nao foi observada

diferenca estatisticamente significativa quanto a idade (p= 0,271).

Em relacdo aos parametros salivares, observou-se diferenca estatisticamente

significativa quanto ao sddio, cloro, potassio, pH e volume da saliva. No grupo FC os niveis

de sdédio, cloro, potdssio e o pH encontravam-se aumentados. O volume de saliva no grupo

FC foi menor que o observado no grupo controle. Os demais itens analisados nao

apresentaram diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle (Tabela 2).

64



Tabela 2. Comparacdo do volume, pH e pardmetros bioquimicos da saliva entre pacientes

com Fibrose Cistica (FC) e Grupo Controle.

Pacientes FC (n=95) Grupo Controle (n=84) Valor p * Correcao
Parametros Teste
Bonferroni
Média=DP (95%IC) Mediana Média+DP (95%IC) Mediana

Calcio* 2.03+0.99 (0.30 —4.65) 1.85 2.15+£2.79 (0.71 — 23) 1.61 0.114 1
Glicose* 13.02 £18.69 (3 — 147) 8 9.25+3.56 (3 - 20) 9.5 0.932 1
Lactato* 0.91 +£0,89 (0.2-5.6) 0.7 0.81+£0.74 (0.1 - 4.3) 0.6 0.463 1
Cloro* 27.82 £13.47 (12 - 89) 26 18.04 £8.3 (8 —43) 16 <0.001 <0,009
Volume** 0.63 £0.3(0.1- 1.5) 0.6 0.8+£0.5(0-2) 1 <0.001 <0,009
pH 6.86 £0.45 (6.27 - 7.8) 6.83 7.17 £0,44 (6.3 -7.85) 7.2 <0.001 <0,009
Potassio* 19.66+ 3.25 (10.8 — 24.8) 19.55 16.82 £3.22 (6.5 -24) 17.20 <0.001 <0,009
Sédio* 19.9 £9.3 (8 -48) 17.5 12.26 +4.31 (7-29) 11 <0.001 <0,009
Bicarbonato* 5.53+£3.98 (0-22) 3 3.58 £3.98 (0 -16) 1.95 0.051 0, 459

IC - intervalo de confianga, n - nimero de individuos, DP - Desvio Padrdo. * mmol/L; ** N para volume é 68
pacientes com FC e 84 individuos sauddveis, diferente dos outros parametros.
O valor-p positivo estd em negrito.

A aplicagdo da curva ROC determinou os seguintes valores:

= para o sédio - cut—off: 13,5 mmol/L; Sensibilidade:73,4%; Especificidade:70,6%:;

= para o cloreto - cut-off: 20 mmol/L; Sensibilidade:68,1%; Especificidade: 72,9%.
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com FC (n=95) e Grupo controle (n=84).

Grifico 1. Curva ROC das concentragdes de cloro e sédio na saliva de pacientes
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Grifico 2. Box Plots - Diferengas das concentracdes dos fons cloro e sédio na

saliva, entre os grupos fibrose cistica e grupo controle.
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As tabelas 3 e 4 apresentam a distribuicdo da concentracdo de cloro e sédio na

saliva, de acordo com o escore de Shwachman.

Tabela 3. Distribuicao da concentra¢do de cloro na saliva de pacientes com FC,

segundo o escore de Shwachman-Kulczycki *.

Escore de Excelente Bom Leve Moderado | Grave
Shwachman
Concentragao
Abaixo de 20 mmol/L. 2 8 10 4 3
20 —30,5 mmol/L 1 11 11 3 3
30,6 — 40,5 mmol/L 2 9 4 3 0
40,6 — 50,5 mmol/L 1 2 2 1 0
50,6 — 60,5 mmol/L 0 0 1 1 0
60,6 — 70,5 mmol/L 0 1 0 0 0
70,6 — 80,5 mmol/L 0 0 1 0 0
80,6 — 90,5 mmol/L 0 1 0 0 0

* Foram avaliados 85 pacientes, pois 2 pacientes foram a 6bito, 1 interrompeu o tratamento e 7
ndo retornaram ao ambulatdrio até o final deste estudo. Cut-off do cloro:20 mmol/L
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Tabela 4. Distribui¢do da concentragdo de sédio na saliva de pacientes com FC,

segundo o escore de Shwachman-Kulczycki *.

Escore de Excelente Bom Leve Moderado Grave
hwachman

Concentracao

Abaixo de 13,5 mmol/L 4 7 8 1 1
13,5 — 23,5 mmol/L 1 15 15 8 4
23,6 — 33,5 mmol/L 0 6 3 3 1
33,6 — 43,5 mmol/L 0 2 3 0 0
43,6 — 53,5 mmol/L 1 1 0 0 0
53,6 — 63,5mmol/L 0 0 0 0 0
63,6 — 73,5mmol/L 0 0 0 0 0
73,6 — 83,5 mmol/L 0 0 0 0 0
83,6 — 93,5 mmol/L 0 0 0 0 0
Acima de 93,5 mmol/L** 0 1 0 0 0

* Foram avaliados 85 pacientes, pois 2 pacientes foram a 6bito, 1 interrompeu o tratamento e 7 ndo retornaram
ao ambulatdrio até o final deste estudo.
** paciente apresentou concentracdo de 105 mmol/L

Cut-off do s6dio: 13,5 mmol/L

Considerando o valor minimo para o cloro 20,5mmol/L e 13,5mmol/L para o
sOdio para diagnostico da FC, podemos dizer que ndo houve correlacido entre o escore de

Shwachman e as concentracdes de cloro e sodio na saliva (Tabelas 3,4 e 5).

Tabela 5. Correlacio entre a gravidade da doencga e as concentracdes de cloro e sédio na

saliva de pacientes com FC

Spearman's

Cl Na
SHWACHMAN  Coeficiente de Correlagdo ,093 ,006
P valor ,402 ,960
N 84 84
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5.2 Avaliacao da Satide Bucal
5.2.1 Avaliacio dos dentes com lesoes de carie, perdidos e obturados

Foram avaliados 94 pacientes em relacdo as lesdes de cdries, dentes perdidos e/ou
obturados, indice de placa e indice gengival. A média de idade observada foi de 12,74 anos,
variando entre 03 anos a 33 anos de idade. Em relacdao ao género, 45 (47,87%) pacientes
pertenciam ao género masculino e 49 (52,12%), ao feminino. Cinquenta e sete pacientes
apresentavam predominio de dentes permanentes, sendo que nos dentes permanentes, foram
diagnosticadas 28 lesdes de carie (média: 0,50 lesdo por paciente), 57 dentes obturados

(média 1 por paciente) e apenas 01 dente perdido.

Nos 37 pacientes onde predominou a denti¢do decidua, foram diagnosticadas 22

lesdes de carie (média: 0,59), 29 dentes esfoliados (média: 0,78) e 20 obturados (0,54).

Observou-se que 20 (21,27%) apresentavam lesdes hipopldsicas do esmalte dental

e 09 (9,57%) tinham regides de descalcificagdo do esmalte dental.

Figura 6 - Lesdes de hipoplasia do esmalte dental em paciente com FC.

5.2.2 Indice de placa, indice gengival e escore de Shwachman

Em relacdo ao indice de placa e indice gengival, observou-se que a maior
prevaléncia foi de indices que refletiam inflamacdes leves. Isso pode ser verificado pelos

valores tanto de IP 1, quanto de IG 1, que concentraram maior nimero de pacientes, sendo
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respectivamente IP 1= 38 pacientes e IG 1=40 pacientes (Tabela 6). Nao foi analisada a

distribuicdo por faixa etaria do indice CPOD pela limitacdo da casuistica.

Tabela 6. Distribuicdo do indice de placa e indice gengival nos pacientes com FC.

Escore IP/IG Frequencia IP Frequencia IG
N %o N %
0 24 25,53 31 32,98
1 38 40,42 40 42,55
2 26 27,66 18 19,15
3 06 6,39 05 5,32
Total 94 100 94 100

A Tabela 7 apresenta a distribui¢do do IG e IP, segundo o escore de Shwachman-

Kulczycki.

Tabela 7. Distribuicdo dos pacientes com FC, segundo o escore de Shwachman-Kulczycki.

Escore de Excelente Bom Leve Moderado | Grave Total
wachman | 109.86) | (85-71) | (70-56) (55-41) (<40)

Indice gengival

0 4 11 14 2 3

1 1 15 6 5 1

2 1 4 8 4 1

3 1 1 1 1 1
Total 7 31 29 12 6 85
Indice de placa

0 4 9 7 3 2

1 4 9 14 3 1

2 0 8 6 6 2

3 0 3 3 0 1
Total 8 29 30 12 6 85
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Grafico 3. Porcentagem de pacientes com fibrose cistica (n=95) que fazem uso

de antimicrobianos e dornase alfa.

35

33.7% 33,7%
30

25

24,2%
20

15

10

8,4%

Antimicrobiano/ Antimicrobiano Dornase alfa Nenhum
Dornase

Nao foi observada correlacdo entre o IP e o uso de antimicrobianos e/ou Dornase

alfa®, conforme Tabela 8.
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Tabela 8. Teste de correlacio do Indice de Placa e Indice Gengival com o uso cronico de

Dornase alfa®, antimicrobianos e Escore de Shwachman-Kulczycki.

Spearman's
1P IG

Dornase alfa® Coeficiente de ,058 ,180

Correlagao

p valor ST77 ,080

N 94 94
Antimicrobianos Coeficiente de ,132 ,086

Correlagdo

p valor ,202 ,408

N 94 94
Escore de Coeficiente de -,141 - 117
Shwachman Correlagdo

p valor ,200 ,288

N 85 85

Também ndo foi observada correlacdo entre o indice de placa e o escore de

Shwachman ou entre o indice de inflamacgdo gengival e o escore de Shwachman.

5.3 Achados da microbiota bucal do material do trato respiratoério.

Ao comparar os achados microbiolégicos da saliva (S) dos 95 pacientes com do
material colhido supostamente do trato respiratério (TR), foram identificadas, em ambas as
secrecoes, 24 amostras com S. aureus, 05 com P. aeruginosa mucéide (PAM), 04 com P.
aeruginosa nao mucdide (PANM) e 1 paciente com identificagdo positiva para complexo
Burkolderia cepacia (Tabela 9). No entanto, em 15 amostras a PAM foi isolada apenas na
amostra respiratéria, o mesmo acontecendo com 17 amostras com isolamento de P.
aeruginosa nao mucodide e 6 amostras com isolamento de ¢ B. cepacia . O inverso (isolamento

apenas na amostra de saliva), ocorreu apenas para 7 amostras de S. aureus e 2 de Candida sp.

Tabela 9. Microrganismos encontrados nas amostras de saliva e da secrecdo do

trato respiratdrio dos pacientes com FC.

72



Pacientes

Microrganismos S+/ TR+ S-/TR+ S+/TR- S-/TR-
Pseudomonas aeruginosa mucéide 5 15 0 75
Pseudomonas aeruginosa nao mucéide 4 17 0 74
Staphylococcus aureus 24 30 7 34
Complexo Burkholderia cepacia 1 6 0 88
Haemophilus influenzae 0 4 0 91
Achromobacter xylosoxidans 0 1 0 94
Stenotrophomonas maltophilia 0 1 0 94
Aspergillus spp 0 5 0 90
Candida albicans 0 1 2 92

S+: presente na saliva; S-: ausente na saliva; TR+: presente no trato respiratério; TR-:

ausente no trato respiratorio.
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Em relacdo ao nimero de dentes cariados, perdidos e obturados nos pacientes com
FC, destacamos que o CPO-D(dentes cariados, perdidos e obturados) € um indice utilizado
em levantamentos epidemioldgicos de saide bucal para medir o impacto da doenca cérie
sobre a denti¢do. E um fndice recomendado pela Organizagio Mundial da Saide (OMS) para
medir e comparar a experiéncia de cdrie dentdria em populacdes, seu valor expressa a média
de dentes cariados, perdidos e obturados em um grupo de individuos (Cypriano et al., 2005).
Segundo o ultimo CPO-D realizado em 2003, na idade-indice de 12 anos, idade considerada
estratégica pela OMS (WHO, 1997), o indice CPO-D foi classificado como 2,8 (moderada),
sendo que em 1980 e 1986, os niveis de cdrie foram classificados, como “altos” (valores de

CPO-D superiores a 4,4) (WHO, 2003).

A correta utilizacdo do indice de CPO-D deve levar em conta os limites de idade
pré-definidos, que variam de 12 a 18 anos. Antes dos 12 anos, ocorre o predominio da
denticdo decidua, sendo indicada a utilizacdo do CEO-D (dentes cariados, esfoliados e
obturados) e apds os 18 anos, fatores como desgaste dentdrio, hormonais e nutricionais

interferem na afericao do CPO-D.

Em nossa casuistica, tanto na faixa etdria abaixo dos 12 anos quanto nas idades
entre 12 e 18 anos, ndo houve nimero suficiente de pacientes para aplicacdo dos referidos

indices.

Embora néo tenhamos aplicado os indices CPO-D e CEO-D, ao observar a média
de lesdes de carie na populacdo de pacientes com FC deste estudo verifica-se baixa
prevaléncia de cdrie. Os dentes obturados também apresentaram baixa prevaléncia na
populacdo estudada. Esses resultados estio em acordo com Narang et al. (2003), que
identificaram menor prevaléncia de cdrie em criangas com FC quando comparadas com

individuos do grupo controle.

Jagels & Sweeney (1975) avaliaram 63 pacientes com FC que faziam uso
continuo de antibidticos e observaram prevaléncia de cérie reduzida em comparacdo com 56

de seus irmaos. Primosch e colaboradores (1978, 1980) avaliaram 86 pacientes com FC e
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relataram menor prevaléncia de cdrie nestes pacientes quando comparados com sujeitos do

grupo controle, pareados por idade e sexo.

Kinirons e colaboradores (1989) avaliaram 131 pacientes com FC e compararam a
prevaléncia de cdrie com um grupo controle com as mesmas caracteristicas de idade.
Observou-se que embora os pacientes com FC apresentassem menor percentual de dentes

cariados, essa diferenca s era significativa para a denti¢do decidua.

Embora alguns estudos demonstrem menor prevaléncia de carie em pacientes com
FC, Martens e colaboradores (2001) ndo observaram diferenca estatisticamente significativa
em relacdo ao nimero de cdrie ao examinar 37 pacientes, de 6 a 38 anos, com FC e um grupo

controle pareado por idade e sexo.

Para os estudos que apresentaram menor prevaléncia de lesdes de cérie em
pacientes com FC, uma das possiveis explicagdes é que o uso continuo de antimicrobianos
neste perfil de pacientes interfere no desenvolvimento de caries (Narang et al., 2003). De
acordo com essa linha de raciocinio, os antimicrobianos utilizados pelos pacientes com FC,
teriam acdo também sobre alguns microorganismos presentes na cavidade oral e relacionados
com a patogénese da carie. Além disso, segundo os autores, pacientes com FC e seus
familiares tendem a ser mais motivados e mais conscientes da necessidade de manuten¢do da

saide como um todo, embora essas evidéncias sejam limitadas.

Sweeney & Shaw (1965) afirmaram que enzimas pancredticas de substituigdo
reduzem o risco de desenvolver lesdes de carie. No entanto, como a etiologia da cérie dentdria
¢ multifatorial, outros aspectos devem ser considerados. Alteracdes salivares, incluindo o pH
e capacidade de tamponamento, t€m sido associados a alteracdo experiéncia de cérie e alguns
estudos de pacientes com fibrose cistica t€ém equiparado a redu¢do da prevaléncia de cérie
observada a variacdes anatdmicas dos dentes, que podem predispo-los a um risco menor

(Primosch & Brearley, 1978; Kinirons, 1983).

Outro aspecto a ser considerado sobre a condic@o dentdria € a presenca de defeitos

do esmalte. Historicamente, individuos com FC apresentam alta prevaléncia de descoloracao
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dos dentes e hipoplasia do esmalte associados com a terapia com tetraciclina em fungdo das

infeccOes respiratdrias (Arquitt et al., 2002).

Narang et al. (2003) e Azevedo et al. (2006) observaram que defeitos de esmalte e
opacidades do esmalte dental sdo mais comuns em pacientes com FC, quando comparados
com um grupo controle. Os autores concluiram que a opacidade do esmalte teve maior
prevaléncia no grupo FC do que os defeitos do esmalte dental quando comparados com grupo

controle.

Apesar de nosso estudo ter demonstrado uma baixa frequéncia de defeitos e
opacidades do esmalte dental, a auséncia de um grupo controle composto por individuos

sauddveis ndo nos permite de fazer comparagcdes em relacdo a populagdo sem a doenca.

Em relagdo a avaliagdo da correlagdo do IP e IG com o escore de Shwachman e o
uso cronico de antimicrobianos e Dornase alfa, salientamos que Dornase alfa é uma enzima
que cliva seletivamente o DNA, proveniente da lise de neutréfilos que € responsavel pelo
espessamento das secrecdes. A Dornase alfa hidrolisa o DNA presente na expectoragdo/ muco
de doentes de fibrose cistica reduzindo a viscosidade do muco nos pulmdes. Esta enzima ndo
age somente nos pulmoes e ap0ds a inalacdo oral da medicacdo, 98% dos nossos pacientes nao
fazem a higienizacdo bucal (escova os dentes e lingua), de modo que os residuos da
medicacdo ficam na lingua. Isso nos conduz a hipétese de que a Dornase alfa torne a gengiva
vulneravel a inflamacgdo gengival. Em esse estudo ndo houve correlagao do IP e IG com o uso
de Dornase alfa, antimicrobianos ou Escore de Shwachman. Na literatura consultada nao foi
encontrado nenhum artigo que avaliasse a associacdo entre IP e IG com o escore de
Shwachman, uso crénico de antimicrobianos e Dornase alfa que permitisse a comparacdo de

nossos resultados.

Também nao foram encontrados estudos que avaliassem especificamente o IP e
IG em pacientes com FC. Alguns autores (Jagels & Sweeney, 1964; Wotman et al., 1973;
Blachard, 1977) avaliaram a condi¢do periodontal nesta populagdo, no entanto o enfoque foi
principalmente, a presenga de cdlculo dental, varidvel que ndo foi analisada no presente

estudo.
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Assim como o uso continuo de antimicrobianos causa a diminui¢do da incidéncia
de lesdes de cédrie em pacientes com FC (Narang et al., 2003), supomos que o uso continuo
desses medicamentos cause um desequilibrio na microbiota oral, provocando alteracdes na
condi¢do gengival. No entanto, ndo € possivel comprovar tal afirmagdo, pois ndo foram

avaliados neste estudo microrganismos especificos da gengiva e sulco gengival.

Na FC as concentracdes de fons sédio e cloreto no suor e saliva sdo alteradas,
sendo o teste do suor um “gold standard” para o diagnostico de FC, mas existem diversos
problemas associados com esta andlise, tais como: (i) falta de equipamento, (ii) alto custo,
(111) falta de profissionais especialistas, (iv) dificuldade de coleta, (v) as dosagens de cloreto e
de s6dio no suor ndo sao realizadas com o mesmo método e a0 mesmo tempo. Neste contexto,
existe a necessidade de um recurso alternativo para diagndstico da FC, que possam superar

pelo menos algumas dessas dificuldades.

Segundo Pfaffe e colaboradores (2011), a revisdo de estudos anteriores sobre a
composicdo salivar, particularmente, das concentracdes de sddio e cloreto, sugere que esta
abordagem pode ser utilizada como um método para o diagnéstico da FC. Os resultados
relatados na literatura sdo de dificil comparacdo, pelas seguintes razdes: (1) diferem os
métodos utilizados para a coleta de saliva e determinacdo da concentra¢do de idnica, (ii)
diferentes critérios sdo aplicados para inclusdo de pacientes, e (iii) sdo pequenas as

populacdes estudadas.

Estudos anteriores (Anexo V) sobre a avaliagdo do perfil salivar, especialmente
em relagdo as concentracdes de sodio e cloro, em pacientes com FC, nos permitiram levantar
a hipétese de que esse método poderia ser utilizado como uma ferramenta para o diagndstico

da FC.

O presente estudo compreendeu uma populacdo maior, em comparacdo com 0s
anteriores e a pela utilizacdo inédita do equipamento de gasometria para avaliar parametros

bioquimicos da saliva pela técnica de eletrodo ion seletivo.

Em trés estudos, foi utilizada espectrometria de absor¢do atomica para medir os

parametros bioquimicos. Jimenez-Reyes & Sanchez-Aguirre (1996), avaliaram os niveis de

79



cloro e sédio na saliva de nove pacientes com FC e 09 individuos sauddveis e encontraram
diferencas entre os grupos, com um aumento na concentra¢ido de sédio no grupo FC, como
observado em nosso estudo. Blomfield et al. (1973), também utilizou espectrometria de
absor¢do atdmica para a avaliacdo de saliva. Depois de utilizar 10% de acido citrico para
estimular produg¢dao de saliva em 63 individuos (35 com FC), os autores observaram
diferencas estatisticamente significativas para o cloreto e o sédio, como também aqui

relatados.

Além disso, de acordo com as nossas observacdes, em estudos realizados por
Marmar et al. (1966) e Blomfield et al. (1973), a concentragdo de cloreto na saliva foi mais

elevada nos pacientes com FC, em compara¢do com individuos saudaveis.

Chernick et al. (1961), avaliaram a saliva de 24 individuos divididos em dois
grupos: FC pacientes (n = 12) e individuos saudaveis (n = 12). Os niveis de sédio e de
potdssio foram analisados pela da técnica de fotometria de chama, e a concentracdo de cloreto
de titulacdo. Os pacientes com FC tinham niveis mais baixos de sddio e cloro, em contraste
com os resultados obtidos em nosso estudo. No entanto, o nivel de potdssio no grupo FC foi

maior do que no grupo controle, dessa forma concordando com 0s nossos resultados.

E importante ressaltar que no presente estudo ndo foi utilizado estimulo quimico
para o fluxo de saliva, em contraste com maioria dos estudos sobre os pardmetros salivares
em pacientes com FC. O uso de estimulo quimico pode alterar o volume, o pH, e os

parametros bioquimicos da saliva.

De acordo com Cataldn et al. (2010), estudos realizados para avaliar o efeito da

FC no funcionamento das glandulas salivares produziram resultados conflitantes.

Blomfield et al. (1973 e 1976) demonstraram que a FC ndo teve nenhuma

influéncia sobre o fluxo salivar dos pacientes.

Marmar et al. (1966), na avaliacdo de 12 pacientes com FC e 13 criancas
saudaveis, verificou que o volume de saliva foi maior em pacientes com FC em todos os

tempos depois da estimulacdo salivar.
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Kollberg e seus colaboradores, em 1982, avaliaram nove pacientes com FC e 11

individuos controle e observaram a reducdo do fluxo salivar em pacientes com FC.

Ceder et al. (1985), avaliaram 12 pacientes, idade 8-16 anos, antes e apoés
estimulacdo com 2% dcido citrico. Os autores observaram uma reducdo no salivar fluxo de
pacientes com FC, quando comparado com o controle grupo, tanto antes como apds a
estimulacdo salivar. Nestes estudos, os autores concluiram que os resultados sugerem um

defeito primadrio relacionada com a doenga devido a destrui¢do do parénquima glandular.

Pedersen e seus colaboradores em 2002, em uma revisdo da literatura sobre as
funcdes salivares, relacionaram a hipossalivacdo com vadrias causas incluindo medicamentos,
doenca auto-imune, doengas enddcrinas, doencas genéticas (incluindo FC), desnutricdo e

infeccao.

Embora os estudos anteriores sobre fluxo salivar na FC tenham mostrado alguns
resultados contraditdrios, deve-se considerar que nestes estudos, o numero de individuos foi
muito pequeno para tirar conclusdes decisivas sobre o assunto. Nossos resultados apresentam
a maior casuistica entre todos os trabalhos sobre o tema e sugerem a hipossalivacio,
concordante com os resultados de dois entre quatro estudos (Kollberg et al., 1982, Ceder et

al., 1985).

Em nosso estudo, a média do pH salivar de pacientes com FC foi mais baixa do
que o de individuos sauddveis, mas ndo foi possivel encontrar na literatura outro estudo

considerando o pH da saliva de pacientes com FC.

A partir de 1996 ndo foram mais realizados estudos sobre a saliva em busca de

uma ferramenta diagndstica alternativa de FC.

Quanto as limitacdes deste estudo, existe a principio, dificuldade para a obtengao
de saliva de criancas menores de 07 anos de idade. No entanto, como mencionado
anteriormente, enfatizamos que a coleta de saliva € uma forma segura em relagc@o a riscos ao
paciente, um método ndo-invasivo, ndao requerendo puncdo, podendo ser coletada
repetidamente sem causar grande desconforto, sendo uma técnica simples e de baixo custo

(Mandel, 1990). Alguns parametros bioquimicos da saliva, tais como potéssio, cloreto, sédio,
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pH e volume parecem ser influenciadas pela FC. Como o teste do suor para ser considerado
padrao de referéncia teve seu método padronizado, serdo necessdrios mais estudos para
confirmar a real utilidade da avaliacao dos parametros salivares como método complementar
para o diagndstico desta doenca. Embora os resultados obtidos sugiram que a composi¢ao da
saliva seja um possivel recurso para diagndstico da FC, estudos adicionais devem ser
realizados para avaliar esta hipdtese, com casuistica significativa tanto de casos como de
controles, padronizacio de coleta, método de dosagem de pardmetros bioquimicos

padronizados e validados para saliva, entre outros.

De acordo com nossos resultados nao houve correlacdo entre a gravidade da
doenga (escore de Shwachman- Kulczycki) e as concentragdes de Cl" e Na' na saliva de

pacientes com FC.

A participacdo do CFTR e do canal de sédio nos ductos das glandulas salivares
foi demonstrada em camundongos homozigéticos para a mutagdo F508del (Catalan et al.,
2010) e, portanto é provavel que esses canais possuam um papel semelhante na absorcio

16nica nos ductos das glandulas salivares, como aquele observado nas glandulas sudoriparas.

No suor de pacientes com FC, a concentragdo de Cl" € a medida que pode estar
diretamente relacionada com a funcdo do CFTR (Rommens et al., 1989; Riordan et al., 1989).
Quando a concentragio dos fons CI" e Na" no suor sdo comparadas entre populagdes com FC
e individuos sauddveis o cloreto mostra consistentemente concentragdes maiores em relacio
ao sodio (Green et al., 1985; Kirk et al., 1992; Green et al., 2006), o oposto dos resultados

observados em nosso estudo para a saliva.

A variabilidade da gravidade da FC estd associada principalmente a fatores
genéticos, tais como genes modificadores e classes de mutacoes do gene CFTR, bem como a
fatores ambientais (Collaco et al., 2010; Drumm et al., 2012). A mutacdo F508del é uma
mutacdo classe II (que resulta em proteinas CFTR dobradas/processadas incorretamente) e

estd associada a maior gravidade clinica da FC (Drumm et al., 2012).

Quando verificamos se a gravidade da FC (expressa neste estudo pelo escore de

Shwachman) influenciou nas concentra¢des de ClI” e Na* na saliva, observamos que em nossa
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casuistica as concentracdes de Cl" e Na na saliva com o escore clinico de shwachman,

avaliada pelo teste de correlagdo pelo coeficiente de Spearman nao evidenciou correlagao.

Na literatura consultada ndo encontramos nenhum estudo fazendo essa

associacao, 0 que ndo nos permite comparacoes.

Na avaliacdo da microbiota da saliva com o material do trato respiratorio,
devemos considerar que as bactérias que colonizam cronicamente os pulmdes, tanto de
pacientes com FC como outras doengas pulmonares cronicas, podem retornar ao TRS pela
tosse e expectoracdo, sendo, em geral transitérias na orofaringe e, portanto na saliva. Nas
sinusopatias agudas e cronicas, que também sdo frequentes nos pacientes com FC, agentes
infecciosos responséveis por estes processos podem estar presentes na orofaringe e saliva. E
esperado que os patégenos pulmonares possam ser mais facilmente detectados em amostras
respiratdrias que na saliva, em consequéncia do escarro ser mais concentrado nestes agentes.
Nossos achados mostraram que a microbiota da saliva, avaliada pela técnica que se utiliza a
amostra de 10 microlitros, ndo apresenta boa relacdo com a presenca de patdgenos
pulmonares cronicos e relevantes como a P. aeruginosa e c. B. cepacia e ndo deve ser
utilizada para este fim. As amostras onde o S. aureus e a Candida sp foram isolados apenas na
amostra de saliva, uma possivel explicacdo seria a existéncia destes microrganismos apenas
em orofaringe e ndo na amostra respiratoria e/ou que tenham sido inibidos ou diluidos frente a
presenca de outros patdégenos como a P. aeruginosa. Na literatura consultada nao
encontramos nenhum estudo sobre microbiota da saliva associado com o material de origem

pulmonar.
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Quantificacio de dentes com lesdes de carie, perdidos e obturados em

pacientes com FC.

Observou-se incidéncia de lesdes de carie em pacientes com FC e quantidade

significativa de defeitos de esmalte.

Avaliacao do IP e IG e a associacdo com o escore de Shwachman, uso cronico

de antimicrobianos e Dornase alfa® em pacientes com FC.

Nao houve correlacao entre IP e IG e escore de Shwachman e entre e IP e IG e

uso de Dornase Alfa e uso cronico de antimicrobianos.

Correlacdo da gravidade da doenca com as concentracdes de CI' e Na* na

saliva de pacientes com FC.

Nio houve correlagdo entre as concentragdes de Cl” e Na* na saliva com o Escore

Clinico de Shwachman.

Comparacio do o volume, pH e os niveis de cloreto, sédio, potassio,
bicarbonato, glicose, lactato e calcio da saliva de individuos com FC com a de individuos

saudaveis.

No grupo FC os niveis de sddio, cloro, potassio € o pH encontraram-se
aumentados. O volume de saliva no grupo FC foi menor que o observado no grupo controle.
Para os demais parametros avaliados, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente

significativa.
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Avaliacao da microbiota da saliva com o material do trato respiratério de

pacientes com FC,

A saliva ndo apresenta relacdo com a presenca de patdgenos pulmonares cronicos

e relevantes como a P. aeruginosa e c. B. cepacia e ndo deve ser utilizada para este fim.
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Escore Clinico de Shwachman & Kulczycki

ANEXO 1

Pontuacio | Atividade Geral Pontuaciio | Achados Radiolégicos
25 Atividade normal plena: joga bola; 25 Campos Pulmonares limpos.
vai a escola normalmente.
20 Falta Resisténcia e cansa ao final do 20 Minimas Marcas de acentuagdo
dia; boa frequéncia escolar broncovascular; enfisema primario.
Descansa voluntariamente durante o Enfisema leve; sinais de
15 dia; cansa facilmente apés o 15 atelectasias; marcas de aumento
exercicio. broncovascular.
Repousa muito; dispnéia depois de Enfisema moderado; dreas de
10 caminhada curta. 10 atelectasias difusas com dreas de
infeccdo sobrepostas.
Ortopnéia; confinado a cama ou Extensivas alteracdes com
5 cadeira. 5 fendmeno pulmonar obstrutivo e
infec¢do; atelectasias lobares e
bronquiectasias.
Mantém peso e altura proximo do Normal: sem tosse; FC e FR
25 percentil 25; bom tonus e massa 25 normais; pulmdes limpos; boa
muscular; fezes bem formadas (quase postura.
normais).
Peso e altura aproximadamente no Tosse rara ou "pigarro”; FC e FR
20 percentil de 15 a 20; fezes levemente 20 normais no repouso; minimo
anormais; tonus e massa muscular enfisema; pulmdes limpos; sem
satisfatdrios. baqueteamento.
peso e altura acima do percentil 3; Tosse ocasional (ao levantar pela
fezes usualmente anormais, manhi); FR levemente elevada;
15 volumosas e pobremente formadas; 15 enfisema suave; MV rude; roncos
tonus pobre e massa muscular localizados raramente;
reduzida; pouca distensdo abdominal baqueteamento precoce.
(se tiver).
Peso e Altura abaixo do percentil 3; Tosse frequente, usualmente
fezes pouco formadas, volumosas, produtiva; retragdo toricica;
10 ofensivamente gordurosas, musculo 10 enfisema moderado; deformidade
fraco e massa reduzida, distensido toracica; roncos usualmente
abdominal suave ou moderada. presentes; baqueteamento 2/3.
Marcada ma-nutri¢do, protuberancia Tosse grave paroxistica; taquipnéia
5 abdominal abundante, fezes 5 e taquicardia; alteracdo pulmonar
frequentes, volumosas, mau cheiro e extensa; sinais de faléncia cardiaca
gordurosas; prolapso retal frequente. direita; 3/4 baqueteamento.
Classificacao Pontos
Grave <40
Moderado 55-41
Leve 70 - 56
Bom 85-71
Excelente 100 — 86

Fonte: Artigo original de Schwachman & Kulczycki, 1958.
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ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA - POS - GRADUACAO
Pesquisa — DIAGNOSTICO DA SAUDE BUCAL DOS PACIENTES COM FIBROSE CISTICA,
ATENDIDOS NO AMBULATORIO DO HC DA UNICAMP.
Pesquisador Responsavel — Aline Cristina Gongalves
Orientador- Prof. Dr. Carlos Emilio Levy

Senhores pais ou responsaveis,

Estamos realizando uma pesquisa com o objetivo de conhecer o estado da satde bucal dos
nossos pacientes com diagndstico de fibrose cistica e para isso o paciente passard por consulta
odontoldgica e fard os seguintes procedimentos:

1- Coleta de saliva — o paciente ird mastigar uma esponjinha e colocd-la dentro de um
tubinho;

2- Exame clinico odontoldgico (exame da boca) — a pesquisadora responsavel ird avaliar a
saude bucal do paciente, orientd-lo sobre a higiene bucal e encaminha-lo para tratamento
odontolégico quando necessério;

O segundo objetivo dessa pesquisa € conhecer a saide dos ossos desses pacientes e todos os
exames serdo realizados no Hospital de Clinicas da UNICAMP, conforme rotina do
Ambulatério de Fibrose Cistica do HC UNICAMP.

Além disso, pretendemos fazer algumas perguntas ao paciente ou responsavel, através de um
questiondrio. Os pacientes serdo beneficiados com esse estudo porque se forem detectadas
alteracdes nos dentes ou gengiva que possam ser corrigidas ou diminui¢do na massa do 0sso, o
que aumenta o risco de quebré-lo, ele (a) receberd orientagdo e ou tratamento adequados. O
paciente poderd desistir de participar do estudo a qualquer momento, sem qualquer prejuizo a
ele ou a familia dele. A avaliacdo serd feita gratuitamente e todas as informacdes fornecidas
serdo de uso confidencial. Os procedimentos propostos nao oferecem risco a saide ou dor.
Se houver qualquer divida, vocé poderd entrar em contato com a pesquisadora Aline Cristina
Gongalves, no telefone (19) 96451474, ou com o Comité de Etica e Pesquisa da UNICAMP,
no telefone (19) 3788-8936.

JAUTORIZO 1 NAO AUTORIZO
Declaro ter lido e entendido todas as informacdes acima relacionadas, ndo havendo nenhuma
duavida quanto ao que serd realizado nessa pesquisa. Portanto, concordo em participar desse
estudo.
Campinas, de de 201__ .

Nome completo do paciente e assinatura do mesmo

Nome do responsdvel legal da crian¢a ou do adolescente e assinatura do mesmo
Telefone para contato:
Assinatura do pesquisador responsavel:
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Anexo II1

TERMO DE CONSENTIMENTO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA — POS - GRADUACAO
Pesquisa — USO DA SALIVA COMO METODO DIAGNOSTICO DA FIBROSE CISTICA E
AVALIACAO DA SAUDE BUCAL DOS PACIENTES COM FIBROSE CISTICA, ATENDIDOS NO
AMBULATORIO DO HC DA UNICAMP.
(Individuos saudaveis)
Pesquisador Responsavel — Aline Cristina Goncalves
Orientador- Prof. Dr. Carlos Emilio Levy

Senhores pais ou responsaveis,

Meu nome ¢é Aline Cristina Gongalves, sou cirurgid dentista (CRO-SP:93273) e faco pds-graduacdo na
Faculdade de Medicina da Unicamp (RA:107351). Estamos realizando uma pesquisa com o objetivo de
conhecer o estado da saide bucal dos pacientes do ambulatério de pediatria do Hospital das Clinicas da
Unicamp, com diagnéstico de Fibrose Cistica (doenga genética que causa problemas pulmonares e
pancreaticos).

Para isso precisamos comparar os resultados dos pacientes com os resultados de criancas e adolescentes
sadios. Sendo assim, solicito a colaboracdo de vocés, pais e/ou responsdveis de alunos da E E Sophia Velter
Salgado, para participacdo do(s) seu(s) filho(s) nessa pesquisa. Para coletar a saliva seu (a) filho (a) s6 tera
que mastigar um roletinho de algodao estéril por 1 minuto e depois colocar o roletinho de algodao novamente
dentro de um tubinho. O procedimento proposto ndo oferece risco a saide ou dor.

Apbs coleta da saliva iremos medir o ph, cloro, sédio, potassio, glicose, lactato e bicarbonato da saliva. Caso
haja qualquer alteracdo significativa entrarei em contato com vocés.
Se vocé concordar com a participacao do (a) seu (a) filho (a) nesse projeto, por favor, responda essas
perguntas:
Seu (a) filho (a) tem: Asma( ); Bronquite( ); Diabetes( ); Rinite alérgica ( ); Hipertensao( )
Toma algum remédio todos os dias? Sim ( )Nao ( )
Se sim, qual remédio?
Se houver alguma duivida, vocé podera entrar em contato comigo (Aline Cristina Gongalves), no telefone (19)
96451474, ou com o Comité de Etica e Pesquisa da FCM-UNICAMP, no telefone (19) 3788-8936.

[JAUTORIZO I NAO AUTORIZO

Declaro ter lido e entendido todas as informacdes acima relacionadas, nao havendo nenhuma ddvida quanto
ao que sera realizado nessa pesquisa. Portanto, concordo a participacio de

nessa pesquisa.

Campinas, de de 2011.

Nome e assinatura do responsavel legal pelo menor
Telefone para contato:
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ANEXO IV

FICHA CLINICA
_ Inicio:__/_/201__ .
IDENTIFICACAO
Nome do paciente:
Data Nascimento: / / Idade: Obito: Naturalidade:
Endereco : Fone:
Nome do responsavel: RG
Local da confirmacao do diagnéstico de FC: Data: / /
PARAMETROS GENETICOS
Género: Feminino( ) Masculino( ) Estudo Genético:

Consanguiniedade:
Ascendéncia: ITALIANO-1 ; PORTUGUES- 2; ESPANHOL- 3;ALEMAO- 4; AFRICANO- 5; JAPONES- 6;
OUTROS- 7; DESCONHECE-8

Avé paterna: Av0 paterno:
Avé materna: Avd materno:

PARAMETROS CLINICOS )
Historia Fam~iliar de FC: 0=SEM; 1=IRMAOS; 2=TIOS; 3=PRIMOS;AVOS; 5=0UTROS; 6=SEM
INFORMACAO

Manifestacdes iniciais (1°, 2°):
( )ILEO; ( )DIARREIA; ()| CRESCIMENTO; ( )EDEMA; ( )DIST. ABDOMINAL;
( )ICTERICIA; ( )TOSSE CRONICA; ( )SIBILANCIA; ( )PN REPETICAO.

Doenca: Pancredtica ( ); Hepatica ( ); Pulmonar ( ); Intestino ( ); Figado ( ).

-Faz uso de enzimas digestivas? () Sim Quantidade/ dia () Nao
-Faz uso de suplemento vitaminico? ( ) Sim () Nao

-Especificar
-Faz uso de suplemento alimentar? () Sim () Nao
-Especificar

Presenca de patégenos pulmonares

( )Colonizagao () S/ Colonizagao
EXAMES ODONTOLOGICOS
REGIOES DA CAVIDADE ORAL CONDICOES
Lingua
Labios
Gengiva
Dentes (opacidade, descalcificagdo, hipoplasia)
ATM Dor( ) Estalidos( )
Aperta os dentes ou tem bruxismo
Respirador bucal Sim( ) Niao( )
Chupeta ou mamadeira Sim( ) Nao( )
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ODONTOGRAMA
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Permanentes Deciduos
Legenda: Dente restaurado Canal a ser tratado
Canal tratado Lesdo de cdrie @ Dente ausente
Indice CPOD/ Indice CEO
CLASSIFICACAO DENTES FACES
Cariados
Perdidos
Obturados
Esfoliado
PLACA BACTERIANA
Dente/Regido Valores
0 = Nenhuma placa na drea gengival
1 = Nenhuma pelicula, inflamagéo leve, pequena alteragio na cor, pouco edema; nenhum
sangramento a palpagio
2= Inflamac¢do moderada, rubor, edema; nenhum sangramento a palpagdo
3= Inflamacdo grave, rubor intenso e edema, ulcera¢des; tendéncia a sangramento
espontineo
GENGIVITE
Dente/Regido Valores

0 = Gengiva normal

1 = 1 =inflamagao leve, pequena alteracdo na cor, pouco edema; nenhum
sangramento a palpacio

2 = inflamac¢do moderada, rubor, edema; nenhum sangramento a palpacao

3 = inflamacgdo grave, rubor intenso e edema, ulceragdes; tendéncia a sangramento
espontineo
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Anexo V

Quadro 3. Estudos sobre as concentragdes de cloro e sédio na saliva de pacientes com fibrose

cistica

Pesquisadores

Ano GFC°

GC*

Métodos

Resultados

Chernick, Barbero & 1961 12 12 Fotometria de chama/ Alto nivel de K* e baixo nivel de Na*
Parkins Titulacdo e CI' em pacientes com FC
Marmar et al 1966 12 13 Fotometria de chama/ Alto nivel de Na* e CI em pacientes
Titulagdo com FC
Lawson et al. 1967 5 50 Eletrodo seletivo Alto nivel de Na* em pacientes
com FC
Wiesmann et al 1970 23 12 Espectrometria de absorcio Nao houve diferenca significante
Atdmica parao CI’
Fritz et al. 1972 11 0 Nao foi citado Alto nivel de Na* e CI" em pacientes
com FC
Blomfield et al. 1973 35 28 Espectrometria de absor¢ao Alto nivel de Na* e CI em pacientes
AtOdmica com FC
Kolberg et al. 1982 9 11 Fotometria de chama Alto nivel de Na* em pacientes com
FC
Jimenez-Reyes & 1995 9 9 Espectrometria de absor¢ao Alto nivel de Na* em pacientes com

Sanches-Aguirre

Atbémica

FC

°GFC: Grupo fibrose cistica; *GC: Grupo individuos saudaveis
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Anew study proposes that an analysis of chloride and sodium
concentrations in saliva may be useful in the diagnosis of CF (Goncalves et al.
Diggn Pathaf 2013;8:46; free full text at

www.diagnosticpathology .org/content/ pdf/1746-1596-8-46. pdf).

The case-control study analysed saliva concentrations using an ABL 835
Radiometerto determine ion concentrations. Concentrations of chloride,
sodium and potassium ions were significantly higher in CF subjects versus
healthy controls. Saliva velume and pH were also significantly lower in CF
patients.

Suggested cutoff values for healthy subjects versus CF patients were 12.5
mmol/L for sodium (sensitivity 73.4%, specificity 70.6%), and 20 mmol/L for
chloride (sensitivity 68.1%, specificity 72.9%). The authors noted that
additional data are needed to determine the range of normal ion
concentrations in saliva in CF patients according to age, genctype and
environment.

Comment

Dr. Mark Montgomery: The use of salivaion concentration is appealing.
There is easy availability of this body fluid; more often than not, we are trying
to aveid infant saliva during our encounters. So ameng infants there certainly
seems to be awillingness to share this fluid. A reliable test on salivawould be a
boon te our families and the laboratory alike. There would be ne concems
about insufficient quantity of sweat, or whether the sweat volume is adequate
foranalysis. However, as the authors indicated, work remains on the use of
saliva for evaluation of function of qystic fibrosis transmembrane regulator
function. The alteration of saliva ion concentrations with hydration status,
age, impact of sampling site in the mouth, impact of fasting, etc, as well as
repeatability of the results, all need further work.
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Abstract

Background: Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive disease with a
high clinical variability. The CF diagnosis is dependent on the amount chlorine excreted by
the sweat glands, which is excreted by the CFTR protein (Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator). Values above 60 mEg/mL to chloride secreted is the gold standard to CF
diagnostic. Salivary glands have the CFTR protein, which is the chloride channel, as well
as in the sweat glands. In this context, to verify the association CFTR mutations in the
chloride and other ions excretion in patients” saliva is important, and can possibility the
understanding about a new diagnostic method. Method: In the study were enrolled 84 CF
patients followed in a CF university center. The dosage of ions was performed in the
Laboratory of Pathology by ABL 835 Radiometer® equipment and CFTR mutation
screening in the Laboratory of Medical Genetics. Results: There was no association of the
value of the saliva ions (Na, K and Cl) with the CFTR genotype. All patients had values
above normal for the chloride and sodium ions, and this data was associated with the CF
diagnostic. When the values of ions between the CF patients and the control population
were compared a higher value in patients was observed. Patients with two class 1, IT or III
mutations CFTR determined had lower age, which is associated with greater clinical
severity (p=0.0031). Conclusion: Saliva is plausible diagnostic method for CF, being

chloride and sodium values greater in this fluid when compared with the control population.

Key words: sodium, chloride, CFTR mutation, diagnostic
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Background

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease, caused by CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Regulator) mutations, that is responsible to encode a protein with same
name [1]. CFTR is a chloride channel with complex structure, responsible for the transport
of ions and other molecules, having influence on water balance, defense mechanisms and
action on potassium, bicarbonate and sodium channels [2].

The CF is characterized by defect in ion transport by the apical membrane of epithelial cells
of the respiratory tract, pancreas, salivary and sweat glands, intestine and reproductive tract,
resulting in thick and viscous mucous secretion, that causes obstruction resulting in
malabsorption, electrolyte loss in sweat and alteration of pulmonary secretions, with
mucociliary clearance reduction [3,4].

Nearly than 2,000 CFTR mutations were identified. The F508del, a deletion of three base
pairs, which leads to loss of the phenylalanine at amino acid position 508 of CFTR protein,
is most frequent mutation [5-7]. Mutations can be grouped into classes that reflect the
biosynthesis protein or functional changes in CFTR protein [6-9].

The CFTR class mutations are: (1) no CFTR protein at the apical membrane - defective
protein synthesis; (ii) no CFTR protein at the apical membrane - abnormal processing and
trafficking; (iii) normal amount of non-functional CFTR protein at the apical membrane -
defective regulation; (iv) normal amount of CFTR protein with some residual function at
the apical membrane - decreased conductance; (v) reduced amounts of functional CFTR
protein - reduced synthesis/trafficking; (vi) functional but unstable CFTR protein present at
the apical membrane - decreased stability [6-11]. CFTR mutations are considered severe or
mild. Analysis showed that class IV, V and VI mutations are typically associated with

pancreatic sufficiency and minor severe phenotype [12].
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Depending on how the functional protein is affected, chloride transport does not occur or is
reduced. Generally, severe mutations result in failure of protein synthesis or RNA
transcription, and minor mutations cause changes in conductance or reduced synthesis of
CFTR protein. In CF patients the saliva and the sweat has sodium, calcium and chloride are
elevated [13].

Certain systemic diseases like CF, can impair the functioning of the salivary glands and
saliva production (quantity and quality), which can affect physical properties and chemical
constituents of the saliva [14]. The use of saliva as a diagnostic toll has been supported in
some diseases [15-20]. In CF, the use of the saliva as a diagnostic tool was investigated
[21]. In the CF patients” saliva, the electrolytes and proteins had different concentrations
when compared with healthy individuals [20]. Electrolytes in higher concentrations in
saliva are Cl, Na, K and HCOs;. These electrolytes are transported to the acini and salivary
ducts [22]. Cataldn et al. (2010) [24] highlights that study with saliva in CF as a diagnostic
tool were made prior to determining the nature of the mutations that correlate with disease
severity.

Greabu et al. (2009) [25] considered that the presence of body fluids altered in CF
stimulated the research on the use of saliva as a palliative diagnostic method to the sweat
test, with a low cost and easy access to the public health system.

Thus, the aim of this study was to investigate the relation of biochemical parameters of

saliva, age, gender and CFTR mutation of CF patients followed at Hospital University.

Patients and Methods
Cross-sectional study enrolled 84 CF [44 (52.4%) females] patients in CF university center

in 2011.
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The saliva collection was performed with the collector Salivete® (Sarstedt-Germany -
http://www.sarstedt.com), after rinsing with water; the cotton was putted inside of the
mouth for 1 minute to absolve the saliva. The samples were centrifuged for 15 minutes at
1800 rpm at Gasometry Laboratory, Section of Pathology. After centrifugation, was
evaluated the sodium, potassium and chloride in saliva by the ABL equipment mod 835
Radiometer® (Denmark) using 20uL of saliva performed by blood analyzed
(http://www.radiometer.com).

The CFTR genetic screening was performed for different mutations: F508del, G542X,
N1303K, R1162X, G551D and R553X [24]. Mutations were associated with the Na, K and
Cl1 values by different genotypic groups.

Statistical analyzes were performed by two groupings: (1) with all mutations analyzed, and
(2) only for the F508del mutation. For statistical analysis, the groups were: presence of two
identified mutations (G2), presence of one mutation identified (G1) and no mutation
identified (GO). For F508del mutation, the groups were: homozygotes, heterozygotes or
F508del absence.

A second analyze was performed with the association between G2 versus G1 + GO, and
homozygous F508del mutation versus the other patients.

Statistical analysis was performed by the software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) v.17.0 (version 17, SPSS, Inc., Chicago, IL). The value of a (alpha) was
0.05. The tests used in the statistical analyze were one-way analysis of variance (ANOVA)
and T-test for independent variables. By the G*Power 3.1.2 program, the power sample

obtained was above 80% for analyzes using four parameters (Na, K, Cl and age).

Results
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In the study were enrolled 84 CF patients, 44 (52.4%) females. The age, K, Cl and Na
characteristics are listed in Table 1 and CFTR mutation in Table 2.

The association between CFTR genotype with Na, K, Cl and age were listed in Tables 3
and 4. The Table 3 shows the values for CFTR mutation groups (GO, G1 and G2), as well
as, for the F508del CFTR groups. In Table 4, the association between G2 versus G1+GO,
and homozygous F508del against the remaining patients was showed. In Table 3, the
patients” age was lower in G2 (p=0.031) and higher in patients without F508del CFTR
mutation identified (p=0.012). In table 4, the patients” age was lower in the G2 (p=0.008)
and lower in the homozygous F508del CFTR (p=0.005). The comparison of the patients”

sex was performed for patients” age and markers found in blood gas analysis (Table 5).

Discussion

Salivary secretion is a process that involves two steps: the first step involves the acini and
the second the salivary ducts. The acini produce a secretion that contains ptyalin primary
and/or mucin in a solution of ions at concentrations not much different from the typical
extracellular fluid. Inasmuch as the primary secretion flows through ducts, there are two
major active transport processes that modify the saliva ionic composition. First, in all
salivary ducts, sodium ions are actively reabsorbed, while potassium ions are secreted, also
in the active mode, with sodium exchange. Therefore, the sodium concentration in saliva is
low, while the concentration of potassium ions increases. During salivation maximum,
ionic concentrations in saliva is altered, since the formation of primary secretion by acini
can increase up to 20 times. Consequently, this secretion by acinar ducts flowing so rapidly
that reabsorbing secretion in the ducts is considerably reduced. Therefore, when copious

amounts of saliva are secreted, the concentration of sodium chloride raises about one-half
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to two thirds of the plasma concentration, whereas the potassium concentration drops to
only four times the plasma concentration [26].

The encoding CFTR chloride channels is mediated by cAMP [27] that regulates chloride
transport in the apical membrane of epithelial surface of airways, pancreatic ducts and
sweat ducts [12]. The channel is normally closed, but opens when phosphorylated by
protein kinase A and when ATP is present. In CF, the ion channel in the cell membrane for
chloride is not present or open correctly, even when stimulated by cAMP. Pancreatic acinar
cells secrete has a fluid rich in sodium and chloride which provides the vehicle for the
transport of digestive enzymes of the lobes into the duodenum lumen. Chloride enters the
lumen acinar via chloride channels in the apical plasma membrane of the cells and acinar
epithelial cells. In CF, this decreased transport of chloride impairs the transport of water
and electrolytes, causing obstruction of the pancreatic duct by mucus [28].

In our sample, the level of chloride (89 mmol/L) was greater than that of potassium (25
mmol/L) and sodium (48 mmol/L); however the level of chloride showed greater variance
in the data distribution. Chloride is used as marker for the CF diagnosis, which is
recognized as gold standard for CF diagnostic. However, in saliva, we can also notice
altered values, although no reference in the scientific literature for the values of chloride in
saliva as a potential CF diagnostic method can be found.

The patients” age in our study was lower in G2 group (p=0.031). When the analysis
included only patients without mutation F508del allele for any such modification, were
older (p=0.012). All CFTR mutations identified are Classes I, II and III. In patients with
severe mutations, early clinical manifestations are identified, which can be seen in the

results of this study.
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We found for the grouping (GO + G1) versus (G2) in association with the patients” age,
older age group is described in (GO + G1) (mean age=14.67 years) than in group (G2)
(mean age=10.73 years) (p=0.008). The same was observed for the F508del homozygotes
(mean age 10.19 years) versus F508del/- and -/- (mean age of 13.95 years), together
(p=0.005). Just as previously mentioned, there was no association with the values of ion
concentration on patients’ saliva.

In the analysis of clusters [(GO, G1 and G2) and (F508del/F508del, F508del/- and -/-)] in
relation to the amount of sodium, potassium and chloride in the saliva of patients with CF
there was no association. The values of the ions in the saliva evaluated are dependent on the
activity of CFTR protein present in the salivary ducts plasma membrane and undergo
changes in their value depending on the presence or absence of the expressed protein and/or
functional gland. Knowing that, independent of this mutation in the CFTR gene, the CF
patient will present this abnormal protein in the membrane, which will result in altered
expression for the ions, concerning the weighted factor as possible patient diagnosis, also
through values ions in saliva. Because this is the first study to evaluate the relationship
between salivary and genetic parameters, it was not possible to compare our data with the
results of other authors, which reinforces the need for development of other works in this

line of research, which enable this relationship better.

In conclusion, we observed that all patients have CF saliva parameters similar. In this
context, the mutation is important in clinical severity and variability, but not as a principal
tool diagnostic as the sweat test. We should consider that all test performed has costs, and
the genetic screening is not available, actually, to all patients, and we depend of other

diagnostic methods, as sweat and saliva ion concentration dosage. The saliva has easy
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access and low cost, when compared with sweat test. In our study, we observed similar
values to chloride and sodium in all patients, in this context, the data provide extra
information to consider the saliva analyze as a diagnostic tool. We consider that new
studies should be performed, with a representative population of patients of around world;

and we need to create a normal curve to CF diagnostic.
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Table 1. Descriptive analysis of CF patients for age and concentration of ions obtained from blood gas

analysis of saliva.

.. ) Mean
Variables N Minimum Maxmllum Values gtapdgrd Variance
(mmol/L) (mmol/L) Standard error eviation
(mmol/L)
Age 83 34 12.77 0.761 6.936 48.105
Na 84 8 48 19.94 1.004 9.200 84.635
K 79 11 25 19.26 0.357 3.170 10.048
Cl 84 12 89 27.80 1.453 13.317 177.344

(N) — Number of patients; (Na) - Sodium; (K) - Potassium, (Cl) - chlorite; (mmol/L) -

millimole per liter.
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Table 2. The CFTR mutation identified and patients” groups for statistical analysis.

Distribution of patients according to genotype Frequency Percentage (%)
-/- 15 17.9
F508del/- 24 28.6
F508del/F508del 26 31.0
F508del/G542X 10 11.9
F508del/R1162X 2 24
F508del/R553X 1 1.2
G542X/- 4 4.8
R1162X/- 1 1.2
R1162X/R1162X 1 1.2
Total 84 100.0
Grouping for the CFTR genotype Frequency Percentage (%)
MI/MI 40 47.6
MI/MNI 29 34.5
MNI/MNI 15 17.9
Total 84 100.0
Grouping for the F508del genotype Frequency Percentage (%)
F508del/ F508del 26 31.0
F508del/- 37 44.0

-/- 21 25.0
Total 84 100.0

(%) - Percentage; (MI) - mutation identified; (MNI) - unidentified mutation, (-) - no

mutations identified for the CFTR gene.
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Table 3. Age and variables from blood gas analysis of the saliva of CF patients in relation to CFTR genotype.

Standard Standard

Confidential interval

; Minimum Maximum F
Variables Groups N Mean deviation  €TTOr 5% 95% P
MNI/MNI 14 15.21 7.668 2.049 10.79 19.64 5 31
MI/MNI 29 14.41 8.671 1.610 11.12 17.71 2 34
Age 3.643 0.031
MI/MI 40 10.73 4.374 0.692 9.33 12.12 3 21
Total 83 12.77 6.936 0.761 11.26 14.29 2 34
MNI/MNI 15 19.40 8.879 2.292 14.48 24.32 8 41
MI/MNI 29 18.66 10.321 1.917 14.73 22.58 8 47
Na 0.607 0.547
MI/MI 40 21.08 8.526 1.348 18.35 23.80 10 48
Total 84 19.94 9.200 1.004 17.94 21.94 8 48
MNI/MNI 15 19.79 2.581 0.666 18.36 21.22 15 24
MI/MNI 26 19.30 3.447 0.676 17.91 20.70 11 25
K 0.315 0.731
MI/MI 38 19.02 3.234 0.525 17.96 20.09 13 25
Total 79 19.26 3.170 0.357 18.55 19.97 11 25
MNI/MNI 15 23.53 8.847 2.284 18.63 28.43 12 42
MI/MNI 29 31.10 18.561 3.447 24.04 38.16 12 89
Cl 1.766 0.177
MI/MI 40 27.00 9.285 1.468 24.03 29.97 13 52
Total 84 27.80 13.317 1.453 2491 30.69 12 89
-/- 20 16.25 8.233 1.841 12.40 20.10 4 31
F508del/- 37 12.70 7.098 1.167 10.34 15.07 2 34 4705 0.012
Age F508del/F508del 26 10.19 4.138 0.811 8.52 11.86 3 20 ) )
Total 83 12.77 6.936 0.761 11.26 14.29 2 34
-/- 21 20.05 9.474 2.067 15.74 24.36 8 41
F508del/- 37 18.78 9.363 1.539 15.66 21.91 8 47
Na 0.662 0.519
F508del/F508del 26 21.50 8.856 1.737 17.92 25.08 10 48
Total 84 19.94 9.200 1.004 17.94 21.94 8 48
-/- 21 19.83 3.133 0.684 18.40 21.25 14 25
F508del/- 34 19.18 2.993 0.513 18.14 20.22 11 24
K 0.512 0.601
F508del/F508del 24 18.88 3.498 0.714 17.41 20.36 13 25
Total 79 19.26 3.170 0.357 18.55 19.97 11 25
CI -/- 21 24.86 10.641 2.322 20.01 29.70 12 52 0.761 0.470
F508del/- 37 29.35 17.160 2.821 23.63 35.07 12 89
F508del/F508del 26 27.96 7.957 1.561 24.75 31.18 16 46
Total 84 27.80 13.317 1.453 2491 30.69 12 89

(N) — Number of patients, (Na) - Sodium, (K) - Potassium, (CI) - Chlorite; (MI) - mutation
identified; (MNI) - unidentified mutation, (-) - no mutations identified to CFTR gene.
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Table 4. Age and data from blood gas analysis of the saliva of CF patients in relation to CFTR genotype.

Confidential interval

. Standard

Variables Groups N Mean deviation 5% 95% P

Age MNI/MNI e MI/MNI 43 14.67 8.274 1.076 6.823 2.745 0.008
MI/MI 40 10.73 4374

Na MNI/MNI e MI/MNI 44 18.91 9.755 -6.160 1.828 -1.079 0.284
MI/MI 40 21.08 8.526

K MNI/MNI e MI/MNI 41 19.48 3.133 -.967 1.886 641 0.523
MI/MI 38 19.02 3234

Cl MNI/MNI e MI/MNI 44 28.52 16.217 4.165 7211 0.534 0.595
MI/MI 40 27.00 9.285

Age delF508/- e -/- 57 13.95 7.635 1.174 6.336 2.896 0.005
delF508/delF508 26 10.19 4138

Na delF508/- e -/- 58 19.24 9.340 -6.576 2.059 -1.062 0.293
delF508/delF508 26 21.50 8 856

K delF508/- e -/- 55 19.43 3.035 -1.005 2.093 0.661 0.513
delF508/delF508 24 18 88 3498

cl delF508/- e -/- 58 27.72 15.181 -5.275 4.801 _075 0.940
delF508/delF508 26 27.96 7.957

(N) - sample size, (Na) - Sodium, (K) - Potassium, (CI) - Chloride; (MI) - mutation
identified; (MNI) - unidentified mutation, (-) - no mutations identified to CFTR gene.
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Table 5. Age and data obtained from blood gas analysis of the saliva of CF patients.

Confidential interval

Variables Sex N  Mean Stafld.ard
deviation 5%

F 44  12.11 6.406

Age -4.437
M 39 1351 7.504
F 44 18.66 8.726

na -6.670
M 40 2135 9.606
F 43 19.27 3.258

e -1.413
M 36 1925 3.107

Cl F 44 26.57 12.698 0 377
M 40 29.15 14.003 e

T
95% P
1.639 0916 0.362
1.288 1345 0.182
1.457 0031 .976
3213 055 0378
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