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Lista de Abreviaturas

IRC: Insuficiéncia Renal Cronica

FMDUP: Faculdade de Medicina Dentéria da Universidade do Porto
CKD: Chronic Kidney Disease

NKF KDOQI: The National Kidney Disease Outcomes Quality Iniciative
TFG: Taxa de filtragdo glomerular

HD: Hemodialise

DP: Didlise Peritoneal

AGE’s: Advanced glycation end-products

Kt/Vureia: indice de remogéo de ureia durante a Dialise

NO;: Nitritos

NO: Oxido Nitrico

NADH: Nicotinamide adenine dinucleotide (forma reduzida)
NAD":Nicotinamide adenine dinucleotide (forma oxidada)

Cu (I): 130 cobre no primeiro estado de oxidacéo

Cu (I1): 180 cobre no segundo estado de oxidacao
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| - Resumo

Introducdo: Os pacientes com disfuncdo renal cronica tém muitas alteracdes fisiologicas
associadas que se refletem na composi¢édo sanguinea. A Insuficiéncia Renal Cronica (IRC) é uma
patologia caracterizada pela perda lenta, evolutiva e irreversivel da funcdo dos rins. A dialise é
uma terapia de suporte artificial aplicada em casos avancados de IRC. A saliva foi proposta
como meio de avaliacdo da eficicia da dialise, uma vez que as variacdes da composicdo do
plasma causadas por este tratamento se refletem no fluido salivar. Estabeleceram-se trés
metabolitos para avaliar a funcdo renal através da saliva, os nitritos, o &cido Urico e a ureia.
Objetivos: Avaliar se a eficacia da dialise pode ser analisada através de um estudo salivar dos
pacientes submetidos a dialise.

Material e Métodos: Foram utilizados estudos relacionados com o tema encontrados através dos
motores de busca PUBMED, e MEDLINE e da base de dados da biblioteca da FMDUP.
Desenvolvimento: Nos artigos utilizados sdo propostos varios processos enzimaticos e ndo-
enzimaticos para avaliar a quantidade de metabolitos na saliva. Estes métodos colorimétricos tém
como base a cromatografia de papel, em que pela intensidade da cor se pode avaliar a
concentracdo das substancias na saliva.

Conclusdes: As técnicas descritas na literatura podem ser usadas para monitorizar os valores dos

nitritos, acido Urico e ureia na saliva e correlacionar com a eficacia da dialise.

Palavras-Chave: IRC, Saliva, Dialise, Hemodialise, Dialise Peritoneal, Acido Urico, Ureia,
Nitritos.
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Il - Abstract

Introduction: Patients with chronic renal failure have biochemical changes that are reflected in
serum composition. Chronic Kidney Disease (CKD) is accompanied by slow, progressive and
irreversible alterations in kidney function. Dialysis is a renal replacement therapy applied in
advanced cases of CKD. The analysis of saliva has been proposed as a mean of assessing the
effectiveness of dialysis because variations in serum composition during this treatment are
reflected in the saliva. Most characteristic are the salivary changes occurring in the concentration
of nitrites, uric acid and urea.

Objectives: The aim of this present work is to review published data on the reliability of salivary
biochemical parameters to assess dialysis efficiency.

Material and Methods: Studies related to this issue were found through the search engines
PUBMED, MEDLINE and the FMDUP’s library database.

Development: In many revised papers various enzymatic and non-enzymatic methods are
recommended to assess the amount of nitrites, uric acid and urea in the saliva. These colorimetric
methods are based on chromatographic paper data and the color intensity reflects the
concentration of the substances in saliva.

Conclusions: The proposed techniques can be used to monitor the contents of different

metabolites in saliva and thus evaluate the results of dialysis.

Keywords: CKD, Saliva, Dialysis, Hemodialysis, Peritoneal Dialysis, Uric Acid, Urea, Nitrites.
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11 — Introducéao

A Insuficiéncia Renal Cronica (IRC) é uma patologia caracterizada pela perda lenta,
evolutiva e irreversivel da funcéo dos rins. A sua etiologia e evolugcdo devem-se principalmente a
diabetes mellitus, & hipertensdo arterial e & glomerulonefrite 2.

Apesar de uma grande controvérsia, foi estabelecido pela Kidney Disease Outcomes
Quality Initiative (NKF KDOQI) ¥ que sdo Insuficientes Renais Crénicos (IRC) todos os
individuos com lesdo renal estrutural ou funcional presente ha mais de trés meses e/ou cuja taxa
de filtracdo glomerular (TFG) é <60 mL/min/1.73m* h& mais de 3 meses. Posto esta definicao,

foram estabelecidos cinco estadios para esta condic&o patolégica !:

e Estadio 1: TFG > 90 mL/min/1.73m?

e Estadio 2: TFG 60 — 89 mL/min/1.73m?
e Estadio 3: TFG 30 — 59 mL/min/1.73m?
e Estadio 4: TFG 15 — 29 mL/min/1.73m?

e Estadio 5: TFG <15 mL/min/1.73m?ou insuficiéncia renal tratada por dialise

Com o decorrer do processo patologico, o nimero de unidades funcionais do rim
(nefronios) diminui, o0 que consequentemente provoca a diminuicdo da taxa de filtracdo
glomerular — volume de liquido filtrado para o espaco de Bowman por unidade de tempo. Como
resultado, hd& um aumento da quantidade de produtos toxicos do metabolismo presentes no
sangue, causando uremia »*®°!, Os pacientes urémicos para conseguirem manter a homeostasia
do corpo tém de fazer dialise, peritoneal ou hemodiélise, ou transplante renal . Segundo a
Sociedade Portuguesa de Nefrologia existem cerca de 14. 000 pacientes Portugueses em que a
doenga se encontra no estadio 5, estimando-se que em 2025 esta populacdo atinja os 25.000
pacientes .

A didlise causa desequilibrios entre o numero de substancias pré-oxidantes e
antioxidantes, levando a uma exposicao continua dos pacientes ao stress oxidativo - a formacéao
de produtos de oxidacéo é superior & capacidade antioxidante celular &7,

Atualmente ha um grande interesse em obter um método fiavel, indolor, ndo invasivo e
rapido de obter informacéo acerca da eficacia da dialise, isto é, de verificar se a terapia aplicada
a cada paciente estd a ser efetiva na remo¢do dos metabolitos toxicos como a ureia, creatinina,
bicarbonato, 4cido rico, calcio, fésforo, sédio e potassio . Como o estudo destes parametros

7
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na atualidade é maioritariamente realizado através do exame sanguineo, a sua concentracdo €
facil de mensurar. A verificacdo destes dados clinicos permite avaliar a qualidade da dialise e
proporciona informacéo clinica importante sobre a eficacia da técnica usada neste tratamento
[11,12]

A saliva foi proposta por varios autores como sendo um fluido onde se poderia avaliar a
eficicia da dialise, uma vez que as variagdes da composicdo do plasma causadas por este
tratamento se refletem no fluido salivar. As concentracBes salivares dos biomarcadores
diminuem durante a dialise o que sugere que os testes salivares podem ser usados para avaliar a
eficacia do tratamento %,

Apos a realizacéo de varios estudos desde os anos 60, estabeleceram-se trés metabolitos
para avaliar a funcdo renal através da saliva, 0s nitritos, o acido Urico e a ureia [9.10]

Esta dissertacdo tem como objetivo avaliar se a eficacia da dialise pode ser analisada

através de um estudo salivar dos pacientes submetidos a esta terapia.
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IV - Materiais e Métodos

Para a realizagdo deste artigo foram utilizados estudos relacionados com o tema
encontrados através dos motores de busca PUBMED, MEDLINE e da base de dados da
biblioteca da FMDUP.

Foram excluidos artigos cuja populacdo estudada era inferior a 12 individuos. Também

foram recusados os artigos que incluiam populacao pediatrica.

Tabela I; Estudos utilizados diretamente relacionados com o tema abordado.

Artigo Ano do estudo Pacientes
Shannon IL et al 1977 12 em Hemodialise
Akai T et al 1983 15 em Hemodialise
Sein K et al 1987 50 em Hemodialise
Kho H, et al 1999 82 em Hemodialise
Bots C et al 2007 94 em Hemodialise
Walt D et al 2007 19 em Hemodialise
Blicharz T et al 2008 43 em Hemodialise
Bibi G et al 2008 12 em Dialise Peritoneal
11 em Hemodialise
Tomas | et al 2008 50 em Hemodialise
Cardoso E et al 2009 154 em CRF
Klasner S et al 2010 Estudo laboratorial
Bahaa A et al 2011 60 em Hemodialise
Raimann J et al 2011 33 em Hemodiélise

1 em Diédlise Peritoneal

10
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V - Desenvolvimento

1. Disfuncéo renal

Os pacientes com disfuncdo renal cronica tém muitas alteracOes fisioldgicas associadas
que se refletem na composi¢do sanguinea (11221 Os individuos tém em circulacdo concentragOes
elevadas de produtos de degradacdo de proteinas, de compostos nitrogenados e hormonas
polipeptidicas. Em termos gerais os pacientes com IRC tém alteragdes a nivel enddcrino,
hematol6gico, dermatoldgico, imunolégico, cardiovascular, neuromuscular e gastrointestinal
5911 Em termos orais, cerca de 90% dos pacientes com IRC sofre de uma ou mais alteragdes
nos tecidos duros e moles da cavidade oral *!. As alteraces podem ser hipossialia, alteracdes
de paladar, halito urémico, inflamacdo e/ou equimoses na mucosa, doenca periodontal,
ulceracdes orais e hipoplasia do esmalte [+*#.

Os desequilibrios na homeostasia corporal aumentam o risco para patologias de origem
cardiovascular o que consequentemente aumenta a taxa de morbilidade e de mortalidade inerente
a estes pacientes 4.

As terapias aplicadas para a estabilizacdo da insuficiéncia renal sdo por isso
determinantes na qualidade de vida dos pacientes. Assim, é de extrema importancia a aplicacéo

de um tratamento adequado e individualizado.

2. Didlise

A dialise é uma terapia de suporte artificial aplicada em casos avancados de insuficiéncia
renal. Os objetivos do seu uso sdo a diminuicdo da concentracdo de substancias tdxicas
acumuladas por défice da funcdo renal e eliminacdo do excesso de fluidos corporais. Desta forma
tenta-se restaurar a homeostasia corporal do paciente 14,

Na hemodialise (HD) o stress oxidativo é atribuido a varios fatores. Uma das causas é a
producéo de espécies reativas de oxigénio na membrana de dialise pela ativacdo dos leucdcitos
polimorfonucleares, sendo a sua intensidade determinada por varios fatores como o tempo de
duracdo da terapia, a causa primaria da faléncia renal, a intensidade da inflamac&o cronica, o tipo

s [5,7,8,9]

de dieta e toxinas ambientai . Outras origens para o problema sdo a promocao da

peroxidacao lipidica e a reducdo da quantidade de antioxidantes no plasma, como a vitamina E e

C e 0 4cido Urico, e ainda a reducéo da capacidade antioxidante total ™!,

12
Porto|2012



PORTO Avaliacdo da eficdcia da didlise através de testes salivares

FACULDADE DE
@ leoicina venaria
UNIVERSIDADE DO PORTO

Na diélise peritoneal (DP), o aumento do stress oxidativo € resultado da combinagéo de
dois fatores: a acumulacdo de glicose no fluido dialitico peritoneal (PDF) e o aumento dos
produtos finais da glicacdo (AGE’s) resultantes da degradacdo das proteinas ndo enzimaticas. Os
AGE’s possuem estruturas complexas e tém capacidade de estabelecer ligacGes com
polipeptideos. Estas ligacbes aumentam a atividade oxidativa e promovem a acumulagdo de
proteinas plasmaticas ou intersticiais ndo glicosiladas, o que agrava o risco do desenvolvimento
de aterosclerose . A progressiva degradacio da permeabilidade da membrana peritoneal induz
também a producéo de radicais oxidativos ™.

Na HD, o decréscimo das substancias toxicas é causado pela filtracdo do sangue através
de uma membrana artificial ™, enquanto na DP o fluido sanguineo é filtrado através de uma

[17,18]

membrana fisioldégica, a membrana peritoneal Ambas as modalidades podem ser

instituidas continuamente ou de forma intermitente, sendo a dose ajustada de acordo com as
caracteristicas do paciente e o tipo de terapia a realizar "],

A HD ¢ um tratamento mais efetivo na remocao de pequenas moléculas ao contrério da
DP que € mais efetiva na remoc¢édo de moléculas de alto peso molecular [20]

As duas vertentes deste tipo de tratamento devem ser monitorizadas, e como tal, desde
cedo se tentou desenvolver o método mais fiavel para a realizacdo desta tarefa. O conceito
tedrico da eficacia da diélise é baseado no balanco da quantidade de solutos durante a sessdo de
tratamento 2. O indice mais utilizado a nivel mundial para avaliar a terapia de substituicdo
renal é a dose da dialise que se define por remocdo de solutos (K) durante um determinado
tempo (t) 2. Gotch F 2 desenvolveu um método de quantificacdo da dialise baseado na
ureia, que permitia adequar a dose da dialise a cada paciente e avaliar 0 seu impacto nos
resultados do tratamento ?2. Esta forma de quantificacdo era realizada em laboratério através de

amostras sanguineas onde se determinava a eficacia da dialise tendo em conta valores tabelados:

e Kt/Vureia < 0.8: Insucesso terapia

e Kit/Vureia> 0.9: Sucesso terapia

Atualmente preconiza-se que um Kt/Vureia entre 1 e 1,2 é aceitavel e so pacientes que se
encontram dentro deste intervalo tém a sua taxa de morbilidade reduzida 2.

Este método de avaliacdo da didlise esta no entanto dependente da recolha de amostras
sanguineas, 0 que para muitos pacientes ndo colaborantes, como criangas e idosos, € causa de
grande transtorno emocional 1?2 As anemias, que contribuem muito para a morbilidade destes

13
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pacientes, podem ser agravadas pelo aumento de colheitas sanguineas, o que também se revela
uma desvantagem para a anélise do sangue %?>% Conscientes destas realidades varios autores

ao longo dos anos foram sugerindo outros métodos para a avaliacdo da eficacia da dialise.

3. Saliva

A saliva foi um dos fluidos corporais proposto como meio para monitorizacdo da terapia
artificial de substituicdo renal ®4. Ao longo dos anos a saliva foi ganhando importancia como
meio de avaliacdo da homeostasia corporal, sendo para verificar a existéncia de patologias
sistémicas, para monitorizar o resultado de tratamentos administrados ou para avaliar a
progressao de doencas sistémicas. Isto pois € um fluido cujo método de recolha é facil, ndo-
invasivo, rapido e indolor [0 22 23, 24.25, 2627

A saliva é um fluido exdcrino heterogéneo excretado pelas glandulas salivares 102,
Nestas glandulas encontram-se diferentes tipos de células, as células acinares, as células do
sistema ductal e as células mioepiteliais, que exercem funcdes diferentes. As células acinares
excretam a saliva, sendo por isso responsaveis pelo tipo de saliva secretado em cada glandula. As
células ductais sdo classificadas em trés tipos: intercalares, estriadas e secretoras. As células
intercalares ndo participam na secrecdo salivar ao contrério das estriadas e secretoras que
modificam a concentracdo dos diferentes eletrolitos na saliva. As células mioepiteliais, quando
estimuladas, contraem provocando a saida do fluido salivar para a cavidade oral 22222829,

As glandulas pardtidas sdo constituidas por células acinares serosas, as glandulas
sublinguais e minor tém células acinares mucosas que produzem muco e imunoglobulinas. Por
altimo, as glandulas submandibulares tém na sua composi¢do células acinares serosas € mucosas
[28,29].

Os agregados de diferentes células vao criando ductos estriados que formam a glandula.
E ao longo destes ductos que a composicdo da saliva vai sendo alterada pela absorcdo de cloreto
de sodio, potassio, proteinas e fatores de crescimento provenientes do plasma 0282,

A heterogeneidade da composicao salivar deve-se as diferentes moléculas que a compde,
nomeadamente, proteinas (como as imunoglobulinas), glicoproteinas, pequenas moléculas
organicas (como a ureia e acido Urico), eletrélitos (como o sodio, o potassio, os fosfatos e o
bicarbonato) e compostos transportados do sangue. Em condi¢des ndo-patoldgicas, cada uma

destas substancias é expressa em baixas concentracdes e tem funcdes especificas 22293031 A

agua é o principal composto da saliva, representando cerca de 99% da sua composi¢do [28.29]

14
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O fluido salivar total é constituido por fluidos provenientes da mucosa orofaringea,
componentes do fluido crevicular e restos alimentares 821 O fluido crevicular, segundo
Chiappin S et al ) ¢ considerado um transudado do plasma, pois nele sdo secretados varios
produtos contidos no plasma sanguineo #3233,

A concentracdo salivar das diferentes substancias é dependente da quantidade de fluido
excretado, ndo sendo a saliva considerada um ultrafiltrado sanguineo 4]

No plasma sanguineo, as concentracfes dos diferentes compostos associados a alteracdes
patoldgicas estdo bem determinadas. O mesmo ndo acontece na saliva uma vez que a quantidade
e 0 tipo de substancias implicadas numa desordem sistémica tém uma expressao muito variavel
decorrente de variacdes fisioldgicas [10.18] Consequentemente ndo se estabeleceram até entdo
valores de referéncia para a composicdo salivar de individuos saudaveis, encontrando-se na
literatura valores muito dispares das mesmas substancias em estudos clinicos semelhantes.

Fisiologicamente os eletrélitos passam da via sanguinea para a saliva 02%2% 550 é
proporcionado pela alta permeabilidade dos vasos sanguineos que circundam as glandulas
salivares permitindo que as moléculas atravessem as membranas basais das células com
facilidade 1042331 As membranas existentes entre a circulagdo sanguinea e o interior das
células dos ductos estriados permitem a passagem das substancias do plasma para a saliva por

trés meios 2329

1. Transporte paracelular através de juncGes comunicantes entre células secretoras.

Nestes casos as substancias transportadas sdo de baixo peso molecular e
encontram-se em concentragdes muito baixas na saliva comparativamente as do
plasma;

2. Transudacdo de compostos plasmaticos para o fluido crevicular;

3. Transporte seletivo através das membranas celulares: difusdo passiva de

moléculas lipofilicas ou difusdo ativa através dos canais proteicos.

As alteracdes da homeostasia corporal refletem-se na composicdo do sangue que por sua
vez influencia a constituicao salivar. A concentracdo de diferentes substancias na saliva é sempre
proporcional a concentracdo sanguinea das mesmas em estado livre ou ndo-ligado. Em algumas
situacbes a concentragdo salivar dos componentes € superior a sanguinea mas a

[24,27,29]

proporcionalidade mantém-se Foi com base neste conhecimento da fisiologia das

glandulas salivares que propuseram a saliva como meio de avalia¢do da eficacia da dialise.

15
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As alterac@es bioquimicas e os parametros imunolégicos inerentes a IRC sdo refletidos na
saliva, e havendo uma correlacdo positiva alta (0.8 < r <I) entre os valores encontrados no
sangue e no fluido salivar pode-se instituir uma analise fiavel para avaliagdo do estado

fisiolégico de um individuo [%1023:25.27:32.34.35]

4. Comparacao entre os parametros salivares e plasmaticos nos dialisados

Nos pacientes urémicos hd um sem ndmero de substancias cuja concentracdo sanguinea

(236791014 £ yma condicdo patolégica muito

esta alterada por inadequagdo de depuracéo renal
associada a evolucéo da patologia do rim.

A dialise agrava este quadro uma vez que O sangue ao atravessar as membranas
biocompativeis gera uma forca de cisalhamento que origina e aumenta a quantidade de produtos
oxidativos ™. Ao longo dos anos foram surgindo diferentes tipos de membranas cuja
compatibilidade ¢ maior, ndo se conseguindo no entanto eliminar por completo a formacao
destes produtos "7,

Durante o tratamento de dialise, ocorrem muitas modificacbes na composicdo e
quantidade de fluido salivar. Os nitritos, o &cido drico e a ureia sdo trés metabolitos cujas

concentracdes estéo alteradas nos pacientes com IRC 1422361

4.1.  Nitritos (NO)

O oxido nitrico (NO) é um gas soltvel, responsavel pelo controlo do ténus muscular,
produzido pelas células endoteliais, macréfagos e neurénios B, Contribui para o stress oxidativo
uma vez que é produzido pelo aumento do fluxo sanguineo e pelo aumento do stress de
cisalhamento na HD ¥, Em individuos que estdo a fazer este tipo de tratamento, para além desta
via de producdo de NO, ha que considerar a ingestdo de produtos com esta substancia. O NO é
uma molécula altamente instavel na presenca de oxigénio, e em locais como na cavidade oral,

reage formando diéxido de azoto, nitratos e nitritos =73

. A quantidade de nitritos varia
diretamente com o a quantidade da sua ingestiao 273949 Os nitratos séo absorvidos no trato
gastrointestinal, concentrados no plasma e secretados na saliva através das glandulas salivares

major (parétida, sub-mandibular e sub-lingual) e minor B744

. Esta secrecdo é realizada por
transporte ativo 3%2. Os niveis de nitritos na saliva sdo 10 a 20 vezes superiores aos detetados
no plasma. Em pacientes dialisados, os niveis de nitritos sdo superiores aos fisiologicos. Apesar
de todas as implicacGes clinicas que esta situacdo possa traduzir, os niveis elevados de nitritos
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sdo benéficos em termos orais pois diminuem a suscetibilidade a infecdes nos tecidos moles e

duros 91,

4.2.  Acido Urico

O 4cido Urico, produto final da degradago das purinas, é um é4cido organico fraco 243,

E um fator de risco para a evolucdo da patologia do rim na populacdo em geral e faz parte da
primeira linha de defesa nos fluidos extracelulares contra o stress oxidativo 4. Bahaa A et al B¢
acrescentam que em pacientes com IRC a diminui¢do da concentragdo de acido Urico no plasma
¢ um indicador de diminuicdo de dano renal. Sendo um antioxidante, quando estd presente no
plasma a concentragdo de nitritos e nitratos diminui 2. O acido drico é um metabolito endégeno
excretado pelo rim ou eliminado pela maquina de dialise. Estes metabolitos das purinas sao
responsaveis por distdrbios no metabolismo da Vitamina D e Calcitriol, que contribuem para o
estado de imunossupressdo encontrado em pacientes hemodialisados. Além disto, ha relatos de
associacdo entre o acido urico, a falta de apetite e a perda de peso em pacientes no estado final
de progressdo da doenca renal B¢,

A concentragdo de acido Urico varia inversamente com a quantidade de saliva produzida e
é excretado em diferentes concentracdes pelas glandulas salivares: glandula parétida: 1.7 — 4.0
mg/100 mL; glandulas submandibulares: 1.3 — 3.3 mg/100 mL . O seu transporte para estas

glandulas da-se por difuséo passiva, ou seja, a favor do gradiente de concentragio 016201,

4.3. Ureia

A ureia, principal produto final da degradagdo das proteinas, € uma substancia com
elevado interesse clinico uma vez que representa um pardmetro para a avaliacdo do
funcionamento renal. Além disto, da informacdo sobre o estado nutricional dos pacientes em
dialise. VariacBes muito grandes nos niveis de ureia sdo indicadoras de ma nutricio “*. A
concentracdo salivar de ureia em individuos saudaveis é de 3.3 mmol/L e 2.2 mmol/L para saliva
ndo-estimulada e estimulada, respetivamente 8],

A passagem da ureia plasmatica para as glandulas salivares é realizada através de difusao
passiva B%374 A concentracdo deste metabolito na glandula é independente do fluxo salivar,

mas esté, segundo Cardoso E et al ?®) aproximadamente igual & concentracéo plasmatica °!.
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5. Aplicacéo de testes salivares para avaliacdo da eficacia da diélise

Com a descoberta de diferentes formas de avaliacdo de substancias a nivel salivar,
verificou-se a oportunidade de avaliar se € possivel detetar a evolugdo da doenca renal através de
marcadores na saliva. Isto porque o fenétipo da doenca é bem conhecido, assim como os efeitos
dos marcadores sanguineos Bl Assim, alguns autores decidiram por em préatica varias pesquisas
para determinar a eficacia destes testes salivares na avaliacdo da progressdo da doenca renal
crénica [9,10,15,16,25,27,33,34,46].

Walt D et al ®! decidiram verificar quais as substancias mais fidveis para realizar a
monitorizagdo da doenca renal através da saliva 25 No seu estudo incluiram diversas proteinas,
iBes, acidos nucleicos, enzimas e consideraram ainda o pH. Recolheram saliva antes e apos a
dialise e correlacionaram os valores de cada substancia estudada. Concluiram que o &cido Urico e
0s nitritos seriam as substancias que apresentavam melhor consisténcia para avaliar o éxito do
tratamento, uma vez que de todas as estudadas eram as que apresentavam um maior decréscimo
da concentracdo ao longo do processo ®°!. Walt D et al ' alegam que a analise combinada do
acido urico e os nitritos é suficiente para detetar a necessidade de tratamento por dialise em
doentes renais crénicos. No mesmo estudo concluem que a monitorizagcdo dos pacientes atraves
destes testes é segura ). Noutro estudo realizado por Blicharz T et al ™ verificaram-se
resultados concordantes com os anteriormente obtidos ™. Na investigacdo utilizaram 43
amostras de saliva de pacientes em Hemodilise regular. Concluiram que através do método que
desenvolveram conseguiram obter um método semi-qualitativo que permitia avaliar a eficacia da
dialise através da medic&o em simultaneo da concentracéo de nitritos e acido trico M.

O acido urico esta em concentragdo superior no plasma em individuos com insuficiéncia
renal cronica pois como é um antioxidante contrabalanca o estado pro-oxidativo gerado pela IRC
(Tabela I1). Esta substancia ndo apresenta uma concentracdo salivar e plasmatica igual, mas
ambas encontram-se correlacionadas positivamente (r=0.86 segundo Bahha T et al) !,

A concentragdo de nitratos existente na cavidade oral é dependente da quantidade de
produto existente na circulagdo sanguinea, mas sobretudo da quantidade de nitratos ingeridos
[394142] " Estima-se que cerca de 25% dos nitratos de origem exdgena seja expresso na saliva
através da sua passagem para as glandulas salivares *%. Na cavidade oral os nitratos ingeridos
sdo transformados em nitritos pelas bactérias orais **?*1. Em 1987 Spiegelhalder B et al 1*
consideraram que a medi¢do dos nitratos salivares podiam providenciar um indice vélido

convencional para estudos epidemiolégicos 3%,
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Tabela 1l: Concentracdo de &cido Urico no plasma e na saliva de pacientes
saudaveis e com IRC

Pacientes Saudaveis Pacientes com IRC
Saliva néo Plasma Saliva néo Plasma
estimulada sanguineo estimulada sanguineo
Bahha Aetal®  1.24+0.38umol/L  2.58+0.76umol  1.63+0.51umol/L  3.33+0.39umol
/L /L
Blicha[rl%)]T et al 160umol/L * 202 pmol/L *
Bem-Zvi | et al * * 2.98umol/L 6.24pumol/L

[16]

* O estudo ndo contemplava este valor.

Vérios autores relatam diferentes valores para a concentragdo de nitritos na saliva de
individuos saudaveis, dependentes do tipo de dieta alimentar que cada populacdo efetua (Tabela
).

Tabela I11: Concentracdo de nitritos na saliva em individuos saudaveis

Blicharz T etal ™! 75.2umol/L
Tenovuo J et al 2 30-210 pmol/L
Ferguson D et al 1* 70.7umol/L

Na dialise, tanto os nitratos como o0s nitritos sdao removidos do sangue, pelo que se
preconiza que a avaliacdo dos NO, seja um marcador seguro para avaliar a eficcia do
tratamento imposto (11 Isto porque apds o tratamento, a quantidade de NO; salivar desce
bruscamente para valores entre 1 e 40 umol/L, ou seja para valores inferiores aos registados em
alguns estudos para a populacdo saudavel (Tabela I11) .

Outro marcador que tem sido utilizado para avaliagdo da eficacia da dialise é a ureia. Este
produto de degradacdo das proteinas desde sempre foi usado para avaliar em meio sanguineo a
eficacia da dialise. Epstein et al ™, num estudo realizado em 1980, concluiram que a maior
producéo de tartaro em pacientes com insuficiéncia renal cronica era decorrente 0 aumento da
concentracdo de potassio, fosfato, calcio e ureia no sangue e na saliva ™.

Desde os anos 20 que varios autores propGem a correlacdo entre a concentracdo de ureia
salivar e sanguinea uma vez que no sio iguais nos dois fluidos (Tabela V) “°. Sein K et al 8

correlacionaram positivamente as concentracGes salivares e sanguineas de ureia antes e depois
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Tabela IV: Concentracdo de ureia na saliva e no plasma de pacientes saudaveis e pacientes com IRC

Paciente Saudaveis Pacientes com IRC
Saliva ndo- Plasma Saliva ndo- Plasma
estimulada sanguineo estimulada sanguineo
Battin[c;z!\/l etal 40-240 pumol/L * * =
Cardoso E et al 5.36+1.43mmol/L 5.53+1.40 17.86+5.98mmol/L 19.00+6.61
[26] mmol/L mmol/L
Tomas letal ®  7.56+3.93 umol/L 5.51+1.04 17.03+18.48 pmol/L 18.8+17.88
mmol/L mmol/L
Bots CP et al 1! 5.7 mmol/L 5.0 mmol/L * *
Bibi G et al ™ * * * 193.1+18.3
umol/L

*Q estudo ndo contemplava este valor.

das sessOes de Hemodialise (Tabela V), entrando em concordancia com os resultados obtidos por
Akai T et al . No plasma a quantidade de ureia presente é proporcional & quantidade de
proteinas existentes (%6111 Como na IRC a guantidade de proteinas no plasma €é superior
decorrente da menor excrecdo de urina, a concentracdo salivar de ureia também é superior

relativamente aos individuos saudaveis (Tabela VI).

Tabela V: Correlacdo entre a concentracdo de ureia no plasma e na saliva

Estudo Correlacéo obtida (r)
Cardoso E et al *° 0.91
Shannon IL et al 1*®! 0.95
Raimann J et al 1#"! 0.63

Akai T et al 4*! 0.93
Sein K et al 1*®! 0.99

A ureia salivar, assim como a ureia sanguinea, € um indicador irrefutavel da funcédo
renal. No entanto, hd uma desvantagem quando se usa este indicador para avaliar a funcdo dos
rins. Na cavidade oral, ocorre a degradacdo de ureia por via enzimética originada pelas bactérias
orais produtoras de urease (maioritariamente Streptococcus) 2627,

Tomas | et al ! num estudo realizado em 28 individuos, concluiram que a concentracéo
de ureia ap6s uma sessdo de hemodiélise decresce até cerca de 60% relativamente a
concentracdo pré-dialitica (Tabela VI). A eficacia deste tratamento pode segundo estes autores
ser determinada através de testes salivares uma vez que a ureia passa proporcionalmente da

circulagdo sanguinea para as glandulas salivares por difusio passiva .
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Tabela VI: Concentracdo salivar de ureia antes e apds sessfes de Hemodialise

Pré- Dialitica Pos-Dialitica
Ben-Zvi | et al 1*®! 9.34umol/L 1.38umol/L
Bots C et al ' 24.7+7.0 mmol/L 10.5+3.4 mmol/L
Shannon IL et al 1*! 99.55 pmol/L 52.94 pmol/L

6. Meétodos de avaliacdo das substancias na saliva

Diferentes autores propdem métodos de detecdo das substancias na saliva. Consoante o
composto a analisar e 0 objetivo da sua utilizacdo s&o indicados pelos cientistas distintas formas
de dispositivos.

Em vérias investigacdes clinicas, que testaram a capacidade de avaliar a eficacia da
didlise através de amostras salivares, foram usadas técnicas com base em métodos
colorimétricos. A analise do &cido Urico neste sistema é semi-quantitativa uma vez que o
resultado da reag¢do quimica é lido no espectrofotémetro a um comprimento de onda de 546nm, o
gue nos permite posteriormente calcular a concentracdo de acido urico na saliva. O &cido Urico é
transformado pela uricase em alantoina e peroxido de hidrogénio, que por sua vez oxida o
cromogeneo (4 aminofenazona/ESPT) dando origem a um composto vermelho. A intensidade da
cor é proporcional & concentracdo de 4cido Grico presente na amostra 160,

Walt D et al *® desenvolveram um método de avaliagdo do acido Grico também baseado
na cromatografia de papel através do método do quelato bicinconinato de sédio. Neste processo
0 contacto do &cido Urico com a tira de teste, promove a reducgédo do Cu (1) a Cu (I) que forma o
quelato bicinconinato de sodio. Forma-se entdo um precipitado de coloragdo violeta que
consoante a intensidade de cor reflete uma concentragéo diferente. Estas fitas de papel ttm uma
escala de cor padronizada que faz a ligacdo entre uma determinada concentracdo de acido Urico e
um dos tons da escala ). Blicharz T et al ™ utilizaram este mesmo método para avaliar a
eficacia da dialise através da medicdo da concentracéo de &cido drico ™.

Foi também desenvolvido por Walt D et al ) um método de avaliacéo da concentracéo
de nitritos que posteriormente foi implementado por Blicharz T et al ™ no seu estudo. Usou-se a
Cromatografia de papel tendo com base a reacdo de Griess. Nesta reacdo quando uma amostra de
NO," entra em contacto com o papel reage com o &cido citrico impregnado transformando os
nitritos em &cido nitroso. Este reage com a sulfanilamida formando um diazoto composto que
por sua vez reage com cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina. Ocorre entdo a produgdo de uma
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substancia vermelho, cuja intensidade varia consoante a concentracdo de nitritos que se encontra
na amostra.

Cardoso VF et al ®Y desenvolveram ainda um microdispositivo biolégico que mede a
concentracdo de acido Urico na saliva instantaneamente. Estes autores propuseram apesar de nao
terem comprovado no estudo que o dispositivo também podia ser usado na medicao de ureia na
saliva *Y. E um dispositivo baseado no método de detecdo colorimétrica pela absorgdo Gtica da
mistura entre as amostras salivares e o reagente para o acido Grico ®Y. Este protétipo é composto
por duas matrizes, uma fluidica e outra elétrica, conjugadas num Unico chip. Para a medicao do
acido Urico, coloca-se o dispositivo em contacto com a amostra de saliva depois de esta ser
misturada com um reagente adequado para o metabolito. Este método baseia-se nas medicdes do
espectrofotdbmetro Otico e incorpora um sistema de mistura com base na corrente acustica, que
aumenta a reacao dos liquidos, devido ao aquecimento e agitacdo das particulas. Os fluidos
absorvem as ondas acusticas geradas pelo material piezoelétrico, que provoca agitacao do fluido.
A corrente acustica é fornecida por uma pelicula de PVDF B-piezoelétrico depositado sob a
matriz fluidica. Além disso, nesta matriz estdo incorporados componentes eletronicos para a
detecéo, leitura e processamento do sinal .

Ao longo dos anos foram desenvolvidas técnicas para a medi¢do da ureia na saliva. Em
1977, Shannon IL et al ¥ mediram a concentragdo de ureia na saliva através do método
colorimétrico diacetil-monoxima. Neste forma-se o cromogéneo designado diazina (purpura) que
é doseado através do espectrofotometro, dando assim os valores da ureia na saliva. Porém, este
método pode dar falsos resultados uma vez que sofre reagdes com outros compostos
nitrogenados da saliva M®. Assim, o método enzimatico usado por Akai T et al ! em 1983
revela-se mais especifico. Estes autores aplicaram a cromatografia de papel para medi¢do da
ureia na saliva. O papel tem urease que cliva a ureia em amdnia e didxido de carbono. A amonia
reage com a agua convertendo-se num composto de hidroxido de aménio que aumenta o pH da
solucdo. A alteracdo do pH leva a uma alteracdo de cor da solugcdo que é dependente da
concentracdo de ureia na saliva [*!. Em 2011, Raimann JG et al " aplicaram este teste para a
doenca cronica renal e obteve resultados significativos 7.

Outros autores ™8 propuseram ainda outro método enzimatico para a medicdo deste
eletrdlito. Para isso usaram a enzima urease acoplada ao glutamato desidrogenase. Nesta reacéo,
a ureia degrada-se em amonio e dioxido de carbono. Por sua vez a amonia reage com o -
cetoglutarato para oxidar o NADH a NAD". A diminuicdo da concentracdo de NADH, que é

obtida por medigdes no espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 340 nm, é proporcional

22
Porto|2012



(I PORTO

FACULDADE DE
@ leoicivaventAria
UNIVERSIDADE DO PORTO

Avaliacdo da eficdcia da didlise através de testes salivares

a concentracdo de ureia na amostra. Segundo os autores, esta forma de avaliagdo da ureia na

saliva € melhor gque as outras pois elimina as interferéncias causadas pelas desidrogenases e pela

amonia presentes nas amostras 48],
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V1 - Discussao

Varios autores [920:27354648491 qemonstraram ao longo dos anos que a correlagdo entre as
concentragOes de ureia, &cido Urico e nitritos no plasma e na saliva € positiva e alta (0.8 <r <1),
0 que permite a aplicabilidade de testes salivares na monitorizacdo dos tratamentos de dialise.

A utilizacdo de medicdes das concentracGes de determinados metabolitos para avaliar a
eficdcia da hemodialise estd bem documentada, especialmente com o uso da ureia como fator de
mensuracdo. Apesar da quantidade de individuos utilizados em cada estudo ser muito dispar,
pode-se verificar que ha evidéncia cientifica suficiente para concluir que os testes salivares sao
efetivos e um bom indicador do estado fisiologico de cada paciente.

Pelo contrario, a determinacdo da eficacia da dialise peritoneal através da saliva esta
pouco descrita. O primeiro estudo em que se avaliaram as alteracdes salivares oxidativas em
pacientes em DP foi em 2008. Apesar de a amostra ser pequena, 0S autores sugeriram que a
monitorizacdo do acido urico salivar € suficiente para avaliar estado oxidativo dos pacientes com
IRC e pacientes em diélise peritoneal 1*°!.

A saliva utilizada para realizar os testes nos diferentes estudos apresentados é a saliva
total composta, uma vez que é de facil coleta e nesta, como também na recolhida do fluido
crevicular, sdo expressas 0s metabolitos provenientes do sangue.

Apesar de haver marcadas alteragdes no nivel proteico salivar apos a HD, estas ndo séo
decorrentes de funcdo anormal das glandulas salivares, uma vez que a excregdo de albumina e
IgA na saliva mantém-se dentro dos parametros normais ™.

Os métodos testados em laboratério e em amostras populacionais mostram que ha fatos
cientificos comprovados para usar os testes colorimétricos como meio de avaliagdo da eficacia
da dialise, tanto durante o tratamento como apés o mesmo. Raimann J et al " acrescentam
ainda que a aplicacdo das tiras de papel para medicdo da ureia é eficaz na confirmagéo de casos
de suspeita de doenca renal ). Akai T et al [*!, em 1983, foram os pioneiros na implementagéo
deste método. Do seu estudo concluiram que o procedimento é simples podendo por isso ser
aplicado de forma rotineira para detetar anormalidades na funcgéo dos rins. Isto porque durante a
experimentacdo que realizaram encontraram uma correlagdo de 0.93 entre a concentragio
plasmatica e salivar de ureia. Este parametro é muito importante pois s6 assim se pode garantir a
fiabilidade dos resultados dos testes ¥, Outros autores obtiveram resultados semelhantes ao
longo dos anos >3448 0 método enzimatico proposto por Sein K et al “® e posteriormente

usado por Bots CP et al ! ¢, segundo os mesmos, mais fiavel pois ndo é influenciado pelas
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condigOes das amostras. De qualquer forma, independentemente do teste utilizado obtiveram-se
resultados semelhantes.

A Cromatografia de papel pode também ser aplicada as outras duas substancias
estudadas: os nitritos e o cido Urico.

Walt D et al ®em 2007 desenvolveram uma forma de avaliar a concentragdo de nitritos.
Através dos testes desenvolvidos concluiu que os mesmos eram efetivos na sua fungdo e podiam
ser usados (ainda que em conjunto com a avaliacdo da concentracdo de acido Urico) para

monitorizar o tratamento implementado a cada paciente 1,

No ano seguinte um estudo
laboratorial e em humanos foi feito para testar este método de medicdo da concentragdo de
metabolitos. Neste estudo Blicharz T et al "% determinaram gue 0s nitritos seriam bons
candidatos para monitorizar a eficacia da dialise uma vez que durante o processo terapéutico o0s
nitritos e nitratos sio totalmente removidos da corrente sanguinea *°!. Em 2010, Klasner SA et al
331 fizeram um estudo experimental onde utilizaram saliva artificial. Nestas amostras avaliaram o
método da cromatografia de papel, concluindo que este procedimento é Util para avaliar a
concentragédo de nitritos em alguns fluidos corporais como a urina e a saliva B3] Ha no entanto
um sendo associado a este tipo de método que esta relacionado com a diferenca de concentragdes
pré-dialiticas de nitritos na saliva. Este fato prende-se com varios fatores do quotidiano de cada
individuo e da prdpria condi¢cdo da doenca renal. No entanto verifica-se que a reducdo na
concentracdo pos-dialitica deste eletrolito é representada por uma regressao linear. Dai ser
possivel estabelecer uma fiabilidade para a aplicacéo destes testes 2.

A saliva nos individuos com patologia renal tem concentracfes altas de acido drico. Em
individuos que estdo em tratamento através de hemodialise os niveis de acido Urico diminuem
apos as sessdes, 0 que é em termos clinicos desejavel pois diminui o risco de desenvolvimento de
patologias cardiovasculares. A cromatografia de papel foi testada para este metabolito P15

As fitas de papel incluem na sua composi¢cdo quimicos que detetam o &cido Urico
providenciando um formato ideal para satisfazer os requisitos dos testes de diagndstico. Este
novo teste diagndstico é til para reduzir o nimero de analises sanguineas em pacientes com
anemias e pacientes pediatricos. Para além de monitorizar o tratamento da dialise, avaliando se
as concentracdes de metabolitos estdo dentro dos valores padrdo para o decorrer do tratamento
num tempo determinado, a cromatografia de papel é ainda util para avaliar a evolucdo da doenga
renal progressiva dos estadios 1 a 4 da classificacdo NKF KDOQI . Segundo Blicharz T et al
[0 este teste de diagndstico ¢ uma ferramenta valida quando avaliado em conjunto com a

cromatografia de papel dos nitritos, pois bastam dois metabolitos analisados para avaliar a
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necessidade de tratamento do individuo. Estes autores preconizam ainda que o método em que se
baseou este teste é tdo eficaz como o método enzimatico pela uricase porque apesar do
bicinconinato néo ser tdo especifico, as interferéncias a nivel salivar ndo sio significativas *.
Bahaa A et al ® no ano de 2011 implementaram o método anteriormente descrito para medicdes
qualitativas de &cido Urico e concluiram que as suas alteragdes ao longo da didlise podem ser
monitorizadas na saliva .

O teste de diagnostico através da Cromatografia de papel permite uma medicdo semi-
quantitativa da concentracdo dos diferentes metabolitos analisados. E um método n&o-invasivo,
rapido e seguro [0 2% 232425 26271 ‘para além disso, permite aos pacientes em IRC que fazem
diélise peritoneal e aos que estdo no estadio 4 da classificagdo de NKF KDOQI [ fazerem a
monitorizacdo dos seus niveis de nitritos, acido Urico e ureia em casa (151 Isto permite controlar a
necessidade de tratamento assim como determinar a implementacdo da terapia de dilise.
Também durante a terapia de dialise pode realizar-se a monitorizacdo pela saliva, facilitando o
controlo do tratamento *%*,

A desvantagem deste método de avaliacdo sdo os fatores locais salivares, como a
atividade enzimatica da urease, que podem adulterar os resultados expressos pela tira de papel,
levando 4 existéncia de falsos positivos 71,

Em 2009, Cardoso VF et al P propuseram um método diferente para avaliar a
quantidade de acido urico nos fluidos corporais. No sistema testado verificou-se que, ao
contrario da cromatografia de papel, as medi¢6es ndo influenciam os fluidos utilizados na
amostra. Os autores referem que é um método facil, de rapida execucdo e com resultados fiaveis
B E um método promissor para avaliar as quantidades de acido Grico e ureia, apesar de o
trabalho nao ter sido desenvolvido no sentido de quantificar a concentraco de ureia .
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VII - Concluséao

Ao longo das ultimas décadas tem sido defendida afincadamente a possibilidade de
avaliar a eficicia da terapia de substituicdo renal através de amostras salivares. Apesar de haver
estudos que indicam que esta hipOtese é coerente e possivel de ser verdadeira, ainda ndo ha
estudos suficientes para poder concluir a sua efetividade quanto a DP.

Posto isto, propde-se a realizacdo de novas experimentacdes em humanos com amostras
maiores (n>30) para verificar se os resultados obtidos sdo estatisticamente significativos. Isto
aplica-se principalmente a individuos que realizem dialise peritoneal pois o nimero de estudos
realizados até entdo € muito reduzido.

No entanto, as técnicas utilizadas através da cromatografia de papel podem ser usadas
para monitorizar os valores dos diferentes metabolitos e aferir assim a eficécia da dialise assim

como a necessidade de realizar exames auxiliares de diagndstico mais especificos.
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