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RESUMO

A saliva é um fluido da cavidade oral composta por ions e macromoléculas
como proteinas e glicoproteinas, entre outras. A adsorcdo das proteinas da
saliva sobre a superficie eletronegativa da hidroxiapatita conduz a formacéo da
pelicula adquirida que protege a estrutura dental de componentes 4cidos da
dieta. Este trabalho visa avaliar o efeito do suco de uva na estrutura das
proteinas salivares e composicdo da pelicula dental adquirida do esmalte. A
saliva estimulada foi coletada e misturada in vitro com amostras de suco de uva
integral e suco de uva reconstituido em diferentes proporcdes. O pH e a acidez
titulavel de cada condicdo foi medido e alteragcdes no perfil do espectro
sincronizado de fluorescéncia e o espectro de emissao (excitacdo a 282 nm)
foram monitorados em de 300 a 800 nm. Alteracdes na composicao de
proteinas salivares nas diferentes condi¢des também foram analisadas em
eletroforese de SDS-PAGE. A pelicula dental adquirida do esmalte foi formada
in vitro sobre blocos de esmalte bovino e a composicdo desta pelicula
analisada por ATR-FTIR. Os resultados mostram quanto maior a proporgéo
suco/saliva menor o pH das amostra. Um deslocamento do espectro
sincronizado das proteinas salivares para comprimentos de ondas elevados
ocorre proporcionalmente a quantidade de suco adicionada as amostras,
concomitante as alteracdes do perfil proteico das amostras de suco:saliva. Os
espectros de emissdo (excitagdo a 282 nm) mostram que com a adi¢do de
pequenas quantidades de sucos o pico em 280 nm desaparece. As andlises
de ATR das peliculas dentais adquiridas do esmalte formadas em presenca
das misturas de suco: saliva mostram que componentes dos sucos,
provavelmente os polifendis, adsorvem a superficie do esmalte. Os resultados
sugerem que a adicao de sucos gera alteracdes conformacionais das proteinas
que levam a precipitacdo e alteragcdo da composicéo proteica da saliva e os
polifendis dos sucos parecem adsorver a hidroxiapatita.

Palavras-Chave: Polifendis; Vitis, Sucos; Saliva; Proteinas e Peptideos
Salivares.



ABSTRACT

Saliva is a fluid from oral cavity composed of ions and macromolecules such as
proteins and glycoproteins, and others. Adsorption of salivary proteins on the
electronegative surface of hydroxyapatite leads to the formation of this pellicle
that protects teeth from diet components. This study aims to assess the effect of
grape juice on salivary proteins structure and in the composition of the enamel
adquired pellicle. Stimulated saliva was collected and mixed with in vitro
samples of whole grape juice and reconstituted grape juice in different
proportions. Titratable acidity and pH of each condition was measured and
changes in fluorescence synchronized spectrum and the emission spectrum
(excitation at 282 nm) were monitored from 300 to 800 nm. Changes in the
composition of salivary proteins in the different conditions were analyzed by
SDS-PAGE electrophoresis. The enamel adquired pellicle was formed in vitro
onto bovine enamel blocks and the composition of this pellicle was analyzed by
ATR-FTIR spectra. Results showed that at higher juice:saliva proportion, lower
is the pH of the sample. Besides, a shift of the spectrum of synchronized
salivary proteins to high wave lengths proportionally the amount of juice added,
along with changes in protein profile of juice:saliva samples occurs. The
emission spectrum (excitation at 282 nm) showed that small amounts of juice
made the 280 nm peak disappear. The ATR measures of the enamel adquired
pellicle formed in the presence of juice:saliva mixtures, showed that juice
components, probably the polyphenol adsorbed to the enamel. Results
suggested that the juices leads to conformational changes of salivary proteins
that cause protein precipitation, changing protein salivary composition and the
juice polyphenols seems to adsorb onto hydroxyapatite.

Keywords: Polyphenols; Vitis; Juices; Saliva; Salivary Proteins and Peptides.
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1 INTRODUCAO

A céarie dental e a erosdo sdo doencas dos tecidos dentais duros
relacionadas aos habitos dietéticos dos individuos. Quando os individuos
aumentam a ingestdo de carboidratos fermentéveis, as bactérias do biofilme
metabolizam estes carboidratos a acidos que reduzem o pH no biofilme e
provocam desmineralizacdo dental. Nos estagios iniciais esta desmineralizacao
€ subsuperficial, mas com o avanco da doenca a superficie do esmalte é
comprometida. Ja a erosdo é uma desmineralizagcdo causada por &cidos de
origem nao bacteriana, em geral acidos provenientes da dieta do individuo.
Neste caso a desmineralizacdo ocorre na superficie do esmalte (AL MAJED et
al., 2002; HARA; ZERO, 2010; LUSSI et al., 2011; YANG et al., 2014).

A saliva humana que banha os tecidos bucais apresenta propriedades
protetoras contra céarie e erosdo. A saliva é produto das glandulas salivares
maiores e menores, do fluido gengival e da cavidade nasal. Ela é composta por
ions, como: bicarbonato, fosfato, calcio e flior e proteinas, glicoproteinas,
peptideos e enzimas (SCHENKELS et al., 1995; NIEW AMERONGEN et al.,
2004). Algumas macromoléculas salivares, principalmente as proteinas
adsorvem seletivamente as superficies dentais logo apos a higienizacéo,
formando a pelicula dental adquirida (revisado por HARA e ZERO, 2010;
WADE, 2010). Esta pelicula possui importantes funcdes de barreira,
protegendo as superficies bucais de desidratacdo, desmineralizacdo, além de
servir de ancora para adesdo de microrganismos e formacédo do biofilme
(RUPP, 2012).

Os componentes da dieta influenciam na composicédo e formacédo da
pelicula dental adquirida do esmalte (PDAE). Os efeitos de sucos de fruta,
acido citrico e bebidas gaseificadas na pelicula dental adquirida foram
estudados por AMAECHI et al., (1999); HANNIG; BALZ, (1999); FINKE et al.,
(2002); HANNIG et al., (2003); HANNIG et al., (2004); HARA et al., (2006);
HANNIG et al., (2009). O efeito de proteinas do leite humano e bovino, iogurte
e de bebidas probitdticas sobre a PDAE também j& foi avaliado (VACCA-
SMITH; BOWEN, 1994; VACCA-SMITH; BOWEN, 2000; DEVOLD et al., 2006;
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WERNERSSON et al., 2006; HAUKIOJA et al., 2008). TEIXEIRA et al., (2006;
2007) mostram a influéncia das lectinas na formacao da pelicula. O efeito dos
Oleos comestiveis foi descrito por HANNIG et al., (2012; 2013) e YAO et al.
(2012) estudaram a influéncia da fruta tropical Carica papaya sobre a PDAE.
Vérios autores mostraram a influéncia de bebidas polifendlicas, como: chas e
vinho na formacdo e composicdo da PDAE (JOINER et al., 2003; JOINER et
al., 2004; PROCTOR et al., 2005; JOINER et al., 2006; KHAN; MUKHTAR,
2007; HANNIG et al., 2008)

Os sucos de uva, que sédo ricos em polifendis e juntamente com outros
derivados de uva, excluindo o vinho, tiveram sua producdo e consumo
triplicado, de 2004 para 2011 (IBRAVIN/SEAPA/MAPA - RS, 2011, LAGO-
VANZELA et al., 2011). De acordo com dados oficiais da SisDeclara (Sistema
Integrado de declara¢bes das Vinicolas) o consumo de suco de uva integral
registrou um aumento médio de 400% de 2008 a 2013.0 aumento no consumo
do suco de uva integral, pode ser atribuido a inclusdo da bebida no cardapio da
merenda escolar na rede de ensino, pela aprovacdo do projeto de Lei N
13.247/2009, pela assembleia legislativa do Rio Grande do Sul e sancdo da
medida pelo governo do estado. O consumo de sucos de frutas
industrializados com adocantes € maior do que o consumo de suco de frutas
100% naturais, sem aditivos (PAPANDREOU et al., 2013), e esse consumo
pode ser fator de risco para erosdo dentaria (OKUNSERI et al., 2011), para
carie dentéaria (CATTEAU et al.,, 2012; PAPANDREOU et al., 2013; e para
obesidade (PAPANDREOU et al., 2013). GONCALVES et al. (2012)
observaram valores de pH variando de 2,9 e 3,5 para sucos de uva de
formulagdo em pd ou concentrados. O trabalho mostrou através de avaliagdes
de dureza e microdureza da superficie do esmalte dental submetido a desafios
erosivos com sucos de uva que o0s sucos avaliados apresentaram potencial

erosivo.

Neste contexto de aumento de consumo de bebidas pronta este
trabalho procurou avaliar os efeitos de sucos de uva integrais (100% uva) e
reconstituido (30% uva e com aditivos) na estrutura das proteinas salivares e

na composicdo da pelicula dental adquirida formada in vitro. Os resultados
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poderdo contribuir futuramente para compreender como 0s componentes da

dieta podem influenciar na susceptibilidade dos individuos a cérie e eroséo.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo € investigar o efeito dos sucos de uva
integral e suco de uva reconstituido sobre a estrutura das proteinas salivares e

as consequéncias na composi¢cao da PDAE.
Os especificos:

1) Avaliar as alteracdes de solubilidade e estruturais das proteinas
salivares quando adicionado sucos de uva integral ou reconstituido em
diferentes proporcdes a saliva

2) Avaliar as alteracdes de composicéao e estrutura das PDAE formadas em

presencas de mistura saliva: suco em diferentes proporgoes.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 SALIVA
3.1.1 Composicao

A saliva total € um fluido corporal Unico, que constantemente banha a
superficie da cavidade bucal, orofaringe e laringe. E uma mistura complexa
derivada da secrecdo das glandulas salivares, fluido gengival, mucosa da
cavidade nasal e faringe, bactérias orais ndo aderentes, restos alimentares,
células epiteliais descamadas e células sanguineas, bem como tracos de
medicacbes e produtos quimicos (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001;
CASTAGNOLA et al.,, 2011). A saliva tem origem nas glandulas salivares
maiores e menores. As glandulas salivares maiores incluem o par de glandulas
parétidas, que estdo localizadas proximo a regido dos primeiros molares
superiores, e as glandulas submandibulares e sublinguais que sé@o encontradas
no assoalho da cavidade oral (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001,
CASTAGNOLA et al., 2011).A porcdo organica da saliva é formada em sua
maior parte por proteinas, glicoproteinas, lipideos e carboidratos. Ja a parte
inorganica € representada por ions bicarbonato, fosfato, hidrogénio, célcio e
fldor. A concentracdo de proteinas na saliva € dependente da producdo na
glandula, hora do dia, género e estado de saude do individuo
(THYLSTRUP;FEJERSKOV, 1995 ; VITORINO et al., 2004). O principal
componente proteico encontrado no fluido salivar € a a-amilase, que representa
cerca de 60% do conteudo proteico total da saliva. Outras proteinas
encontradas na saliva sdo a lactoferrina, imunoglobulinas, anidrases
carbbnicas, albumina e uma grande variedade de peptideos que incluem
cistatinas, estaterina, lisozimas e uma ampla classe de peptideos tipicos, as
proteinas ricas em prolina (PRPs). Além disso, € possivel encontrar na saliva
pequenos peptideos devido a atividade proteolitica da saliva
(PERINPANAYAGAN et al., 1995; VITORINO et al., 2004).

A composicdo e o volume de fluxo salivar podem modificar a
susceptibilidade do hospedeiro a carie dental uma vez que auxiliam na diluicdo

de alimentos, neutralizam e tamponam acidos orgéanicos (HARA; ZERO, 2010).
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A porcdo organica da saliva contém agentes antimicrobianos como a
imunoglobulina A (IgA), lisozima, lactoferrina e peroxidases. A lisozima pode
levar a bacteriélise por quebrar a parede das células. A lactoferrina liga-se ao
ferro, interferindo no crescimento bacteriano de espécies ferro-dependentes e
mecanismos independentes. As estaterinas, as proteinas ricas em prolina
(PRPs), as histatinas e as cistatinas mostram ter uma alta afinidade a
superficie do esmalte e estdo potencialmente envolvidas no processo de
remineralizacdo por suportar um ambiente favoravel ao calcio e ao fosfato
(THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1995; HARA; ZERO, 2010). Além disso, 0s
componentes organicos da saliva também auxiliam na lubrificagdo, digestéo,

degluticéo e paladar.

Uma consideravel porcdo das proteinas da saliva deriva da corrente
sanguinea, entrando por difuséo, filtracdo ou transporte ativo através do fluido
crevicular gengival. Por si so, este fato poderia indicar que a saliva pode ser
considerada um “espelho” do corpo humano; todavia, a imagem deste espelho
pode ser distorcida, uma vez que a saliva tem uma composicdo variavel
(ZOLOTUKHIN, 2013; MILLER et al., 2010).

A principal acdo dos componentes inorganicos € a manutencdo da
integridade do esmalte. O bicarbonato, como componente organico,
desempenha importante papel na capacidade de tampdo da saliva. O
bicarbonato age aceitando ions de hidrogénio para formar o acido carbénico,
diminuindo a concentragcéo de didxido de carbono na saliva e fazendo com que
mais bicarbonatos se liguem a ions hidrogénio (THYLSTRUP; FEJERSKOV,
1995; NIEW AMEROGEN, 2004; HARA; ZERO, 2010;). O calcio origina-se na
saliva a partir da secrecdo pelos acinos e participa do equilibrio entre os
fosfatos de calcio do tecido dentario duro. O fosfato inorgéanico da saliva
funciona como solvente de fosfatos de calcio e tem papel também na
capacidade de tamponamento da saliva. O fluoreto, cujo papel nos processos
de remineralizagdo e desmineralizacéo ja foi amplamente discutido na literatura
pode estar presente em grandes concentracbes na saliva, mesmo que
pequenas quantidades de fluoretos se dissolvam no baixo volume residual da
saliva (THYLSTRUP; FEJERSKOQOV, 1995).
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A interacdo entre proteinas salivares pode fazer com que haja modificacdo
em sua estrutura e funcdo bioldgica, e sua interacdo com componentes da
dieta pode modificar a estrutura e composicdo de proteinas da saliva (NIEW
AMEROGEN, 2004; PROCTOR et al., 2005; OPPENHEIM et al., 2007;;
KOSCIELNIAK et al., 2012).

A composicdo da saliva € dinamica e pode ser influenciada por uma
série de fatores fisioldgicos que podem incluir o volume de fluxo salivar, o tipo e
o tamanho da glandula salivar que secretou a saliva, duragcdo e origem do
estimulo, dieta, idade, género, tipo sanguineo e estado fisioldgico do individuo
(SCHIPPER et al., 2007; ZOLOTUKHIN, 2013).

VariacGes na composicéo e o volume de fluxo salivar podem modificar a
susceptibilidade do hospedeiro a céarie dental uma vez que auxiliam na diluicdo

de alimentos, neutralizam e tamponam &cidos organicos (HARA; ZERO, 2010).
3.1.2 Fungdes da saliva

A saliva € composta por uma variedade de eletrdlitos, incluindo sodio,
potéssio, célcio, magnésio, bicarbonato e fosfatos. Também sdo encontradas
na saliva imunoglobulinas, proteinas, enzimas, mucinas e produtos
nitrogenados, como ureia e aménia (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001) As

funcdes destes componentes sao descritas na Tabela 1.



18

TABELA 1. Componentes da saliva e suas respectivas funcdes

Componentes Funcdes

Bicarbonatos, Fosfatos e Modulacdo do pH e da capacidade
Uréia de tamponamento da saliva
Proteinas e Mucinas Limpeza, agregacdo e/ou adesao
de micro-organismos; contribuicéo
no metabolismo da biofilme
Célcio, Fosfato e Proteinas Acdo  sinergistica dos @ trés
componentes como fator de anti-
solubilizacéo; e fatores
moduladores de remineralizacao e
desmineralizagé&o.
Imunoglobulinas, Proteinas Acao Antibacteriana, Antifungica e

e Enzimas Antiviral

A saliva também pode incentivar a reparacdo de tecidos moles,
reduzindo o tempo de coagulacdo e acelerando a cicatrizacdo da ferida. A
funcdo protetora da saliva € resultado da manutencdo do equilibrio ecolégico
na cavidade oral através de desbridamento/lavagem; atividade antibacteriana e
antifingica, agregacdo e aderéncia diminuidas por meios imunoldgicos e nao-
imunologicos e atividade antibacteriana direta. A manutencéo da integridade do
dente pela saliva decorre da limpeza mecanica, desembaraco dos hidratos de
carbono e da maturacdo pdés-eruptiva do esmalte. que desempenham papéis

nos processos de remineralizacéo, inibicdo da desmineralizacdo, protecdo e
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lubrificacdo da superficie do esmalte (MANDEL, 1987; NIEW AMEROGEN,
2004).

3.2 PELICULA DENTAL ADQUIRIDA DO ESMALTE

3.2.1 Composicao da pelicula dental adquirida do esmalte (PDAE)

A PDAE é um filme proteico fino e acelular que se forma na superficie
dentaria em funcdo de exposicdo ao ambiente oral. Consiste
predominantemente de proteinas salivares, mas também inclui proteinas nao
derivadas da saliva, carboidratos e lipidios (SIQUEIRA et al., 2012; JAGER et
al., 2013). A pelicula confere protecdo contra acidos, formando uma barreira
contra fons H*, evitando a dissolucéo da hidroxiapatita (JAGER et al., 2013). As
proteinas da pelicula dental adquirida do esmalte podem atuar como tampdes,
ligando fons H*, e a pelicula pode atuar como barreira de permeabilidade
seletiva, de forma a retardar o movimento de ions carregados positivamente
como Ca®**, e a0 mesmo tempo restringindo a abordagem de fons H*
(ZAHRADNIK et al., 1976; WHITE et al., 2010; JAGER et al., 2013;).

A composicao e estrutura da pelicula dental adquirida tem sido estudada
por microscopia (SCHUPBACH et al., 2001) andlise de aminoacidos
(MAYHALL, 1975; RYKKE et al., 1990), gel-filtracdo e cromatografia de troca
iOnica, eletroforese e imunoblotting (EGGEN & ROLLA, 1982; EGGEN &
ROLLA, 1983; LEE et al., 2013).

Segundo Lee et al. (2013), a maior limitagédo para os estudos com PDAE
consiste na dificuldade em obter quantidades suficientes de material para
caracterizagdo bioquimica. Entretanto, o desenvolvimento de metodologias
para estudos de protedmica possibilitaram estes autores superar esta
dificuldade e mostrar que a composicdo de aminoacidos de peliculas de

diferentes sujeitos € similar.
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Diversos estudos foram realizados para determinar a composicao
proteica da pelicula dental adquirida e 130 proteinas foram identificadas por
analise protedmica (NIEW; AMEROGEN, 2004; HANNIG; JOINER, 2006;
SIQUEIRA et al., 2007; HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007; SIQUEIRA et
al., 2012 ). Dentre as proteinas identificadas na pelicula, somente 14,4 %
derivam de glandulas salivares exdcrinas, 67,8% de células e 17,8% do soro
sanguineo chegam a saliva pelo fluido crevicular gengival (BUZALAF et al.,
2012). Algumas proteinas da pelicula dental adquirida incluem: aglutinina,
catelicidina (LL37), Cistatinas (VEGh), Defensinas, EP-GP, Histatinas,
Imunoglobulinas (IgA secretora, IgG/IgM), Lactoferrina, Lactoperoxidase,
Lisozima, MUC5B ( Mucina MG1), MUC7 (Mucina MGZ2), Glicoproteina rica em
prolina, Proteinas ricas em prolina (aPRP), Proteinas ricas em prolina (bPRP) e
estaterina (NIEW; AMEROGEN, 2004; HANNIG; JOINER, 2006; SIQUEIRA et
al., 2007; HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007; SIQUEIRA et al., 2012). A
Tabela 2 descreve as fung¢des das principais proteinas salivares.

TABELA 2. Principais proteinas da PDAE e suas fungoes.

Proteinas da Pelicula Funcdes

Aglutinina Agregacdo de bactérias

Catelicidina (LL37) Morte de bactérias de amplo espectro
Cistatinas (VEGh) Inibidor de protease

Defensinas Morte de bactérias de amplo espectro
EP-GP Desconhecidas

Histatinas Morte de bactérias de amplo espectro
Imunoglobulinas Inativacdo e agregacao de bactérias
Lactoferrina Propriedades antibacterianas
Lactoperoxidase Inibicdo de crescimento

Lisozima Morte celular
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MUC5B (Mucina MG1) Barreira de difusdo de prétons
MUC7 (Mucina MG2) Agregacao

Glicoproteina rica em Desconhecida (Agregacao?)
prolina

Proteinas ricas em prolina Aderéncia

(aPRP)

Proteinas ricas em prolina Desconhecida (Interfere na
(bPRP) membrana?)

Estaterina Aderéncia

A a-amilase € uma proteina que é secretada principalmente pela
glandula parotida nas isoformas glicosilada e ndo glicosilada. Analise de
espectrometria de massa das varias isoformas da a-amilase salivar revelou que
a familia de proteinas da amilase contém mais espécies do que previamente
estimado (HARDT et al.,, 2005; HELMERHORST et al., 2007). Além de
funcionar como enzima digestiva, a a-amilase tem capacidade de se ligar a
alguns microrganismos, como o Streptococcus gordonii (antes chamado de
Streptococcus sanguis genétipo 1), Streptococcus mitis genoétipo 1l e
Streptococcus oralis. A o-amilase salivar também € constituinte da pelicula
adquirida do esmalte formada in vivo, e da pelicula da mucosa, na qual as
formas glicosiladas e nédo glicosiladas, respectivamente, predominam (AL-
HASHIMI; LEVINE, 1989; HELMERHORST et al., 2007).

A glicoproteina rica em prolina (GRP) é a proteina glicosilada mais
proeminente nas secre¢fes de saliva da glandula parétida, e esta presente na
saliva nas mais diversas isoformas, sendo as isoformas de 39 e 89 kDa as
mais frequentes (HELMERHORST et al.,, 2007). Assim como, as GRP, as
Proteinas ricas em Prolina (PRPs), estdo relacionadas a propriedade de
lubrificacdo, comum a todas as proteinas altamente glicosiladas (HATTON et
al., 1985; LEVINE et al., 1987; HELMERHORST et al., 2007).
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Mucinas salivares e outras glicoproteinas tem alta propenséo a formar
complexos homotipicos e heterotipicos com outras proteinas, como a a-
amilase, estaterina, IgA, entre outras. A MG2 (MUC7) forma complexos com a
slgA, a-amilase, PRP2 acida, PRP3 basica, estaterina, histatina 1, e
lactoferrina. Muitos dos complexos proteina-proteina ligam-se as bactérias
auxiiando na sua aglutinacdo e liberagdo destas da cavidade oral
(HELMERHORST et al., 2007).

3.2.2 Formacao da pelicula dental adquirida do esmalte

A formacdo da PDAE é um processo altamente seletivo e dinamico,
influenciado por diversos fatores, incluindo ciclo circadiano, composicao da
microflora oral, capacidade proteolitica do ambiente oral e propriedades fisicas
e quimicas das superficies dentarias (SIQUEIRA et al., 2012). A formacgéo da
pelicula dental adquirida inicia-se alguns minutos apos a exposi¢cdo a saliva
total e é caracterizada por um aumento na espessura da pelicula de 10 a 20
nm dentro de poucos minutos, mantendo-se estavel por aproximadamente 30
minutos (LENDENMANN et al., 2000; SIQUEIRA et al., 2012). Neste estagio
ocorrem interacOes eletrostaticas das proteinas salivares com a hidroxiapatita.
Estas proteinas sdo conhecidas como as proteinas precursoras da pelicula
(HAY et al., 1973; SIQUEIRA et al., 2012).

A saliva é supersaturada com relagdo a ions calcio e fosfato. ions
salivares podem influenciar na adsorcdo de proteinas e formacdo da PDAE
(MARTINS et al, 2013). A adsorcdo seletiva de ions salivares sobre a
superficie do esmalte resulta na formacdo da pelicula dental adquirida (;
HANNIG; JOINER, 2006; SIQUEIRA et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2012 ;
MARTINS et al.,, 2013). Tanto os ions calcio como os ions fosfato séo
importantes para protecdo da superficie dentaria contra a desmineralizacdo. A
carga negativa da superficie do esmalte € imediatamente neutralizada por uma
camada de ions com carga positiva. Estes ions, em especial os ions de calcio,

sao conhecidos como ions da camada de hidratacdo e auxiliam na adsorcéo de



23

proteinas/peptideos a superficie dental dando origem a pelicula dental
adquirida (HAY, 1973; MARTINS et al., 2013;).

O processo dinamico de formacdo da pelicula adquirida, que envolve
adsorcdo e dessorcao de proteinas leva aproximadamente 2 horas e envolve
proteinas de alto peso molecular (High Molecular Weight Proteins, HMW)
(CHEAIB; LUSSI, 2011). Proteinas salivares maiores, como a mucina,
substituem proteinas menores adsorvidas, como a estaterina e proteinas ricas
em prolina &cidas para se incorporarem a superficie da pelicula (CHEAIB;
LUSSI, 2011).

Alguns estudos in vitro mostraram que as proteinas aPRPs, estaterinas
e histatinas como sendo as primeiras a adsorverem a hidroxiapatita. Mucinas
(MUC5B e MUCY7), a-amilase, cistatina, lisozima e lactoferrina foram as
proteinas mais abundantes na PDAE formada in situ (JENSEN et al., 1992;
LAMKIN et al., 1996; SCHUPBACH et al., 2001).

3.2.3 Relacéo entre proteinas da saliva e proteinas da PDAE

Varios estudos mostraram a relacdo entre as proteinas presentes na
saliva e as da PDAE (JENSEN et al.,, 1992; SCHENKELS et al., 1995;
LENDENMANN, et al., 2000; YAO et al., 2001; YAO et al., 2003; HANNIG;
JOINER, 2006). Os componentes identificados na saliva total incluiram cistinas,
estaterinas, albumina, amilase e calgranulina A. Os componentes da pelicula
incluiram histatina, lisozima, estaterina, citoqueratina e calgranulina B (YAO et
al., 2003). Amilase, proteinas ricas em prolina (PRPs) acidas, estaterina e
histatina sdo provenientes da pelicula derivada da saliva da parétida (JENSEN
et al. 1992). As proteinas que compdem a pelicula derivada da saliva da
submandibular sdo similares daquelas derivada da parétida exceto pela
presenca de cistatina e auséncia de PRPs acidas (JENSEN et al. 1992). Ja a
pelicula derivada da saliva total € diferenca na composicdo, constituindo-se de
o-amilase, PRPs &cidas, cistatina e peptideos proteoliticos derivados (JENSEN

et al. 1992). A IgA secretora, mucina, lactoferrina, lisozima, albumina, anidrase
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carbbnica, complemento C3/C3c também foram encontradas na pelicula
(LENDENMANN et al., 2000).

A composicdo proteica da pelicula afeta significantemente sua funcdao,
incluindo sua capacidade potencial de transportar ions, a regulacdo do sistema
de cristalizacéo de calcio-fosfato, e a aderéncia bacteriana (HANNIG; JOINER,
2006; CHEAIB; LUSSI, 2011).

Maior quantidade de proteinas intactas foram detectadas na PDAE
formada in vitro do que nas formadas in vivo ou in situ. Provavelmente, iSso
ocorre devido aos processos de maturacdo da pelicula que acontecem durante
a formacdo da pelicula in vivo. Enzimas imobilizadas na pelicula, como a
transglutaminase, parecem estar envolvidas neste processo, com impacto nas

propriedades protetoras da pelicula (HANNIG et al., 2011).

3.2.4 FuncOes da Pelicula Dental Adquirida do Esmalte

A formacdo de uma interface protetora entre a superficie dentaria e o
ambiente oral é provida pela PDAE, que age como uma barreira seletiva de
permeabilidade, regulando os processos de mineralizagcdo/desmineralizagéo e
determina a composi¢do de microrganismos do biofilme que se forma sobre a
superficie dentaria (HANNIG; JOINER, 2006; MARTINS et al., 2013).

A pelicula dental adquirida serve como uma barreira protetora natural
contra o processo de erosdo dentaria, que consiste na perda de tecidos
mineralizados por acidos, sem a intervencdo de bactérias (CHEAIB; LUSSI,
2011). A PDAE funciona como uma barreira difusora que previne o contato
direto entre acidos e a superficie do esmalte (CHEAIB; LUSSI, 2011). Varias
proteinas salivares parecem estar envolvidas no processo de inibicdo da
desmineralizagdo do esmalte dentario, com um papel protetor que ¢é
dependente da adsorgéo seletiva dessas proteinas salivares sobre a superficie
do esmalte (SIQUEIRA et al., 2012).
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A colonizacdo do biofilme inicia-se com uma adesdo passiva das
bactérias salivares as proteinas da pelicula. As proteinas ricas em prolina
(PRPs) e a estaterina servem como receptores de ancoragem para OS
microrganismos que se prendem firmemente a superficie por meio de forcas
ibnicas, hidrofobicas, eletrostaticas e de Van der Waals. Apos a adesao dos
colonizadores iniciais, o biofilme comeca a aderir novas espécies, como bacilos
gram-negativos, alguns patogénicos (GARCIA-GODOY; HICKS, 2008). O
processo de amadurecimento do biofilme acontece através de coagregacao,
que € a interacdo ceélula-célula mediada por adesinas (ROSAN; LAMONT,
2000). Deste modo, a pelicula dental adquirida serve como substrato para a
adesdo bacteriana, iniciando a formacéo do biofilme; contando com o auxilio de
alguns componentes salivares no processo de adesdo bacteriana (GARCIA-
GODOY; HICKS, 2008).

3.2.5 Interferéncia da dieta na PDAE

Apos a formacdo da pelicula e com o decorrer do tempo, a pelicula
passa por mudancas (JOINER et al., 2004). A dieta tem papel importante no
processo de modificacdo da composicao da pelicula (VACCA; BOWEN, 2000;
JOINER et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2012). O Quadro 4 resume o efeito dos

componentes da dieta sobre a composicao e atividade da PDAE
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QUADRO 1. Resumo dos estudos de interferéncia de componentes da dieta na

PDAE.
Tipo de Objetivo Resultado
Estudo
Amaechi et in situ Avaliar relacdo entre Dieta influenciou na
al.,1999 espessura da pelicula espessura da pelicula.
e susceptibilidade a Pelicula é um fator
erosao com suco de protetor contra erosao
laranja;
Finke et al., in situ Investigar a influéncia O consumo de certas
2002. do tempo de bebidas aumentou a
exposicdo de bebidas espessura da pelicula
gaseificadas na
espessura e
morfologia da
pelicula.
Hannig, in vivo Investigar efeito Pelicula protegeu
Balz et al, protetor da pelicula contra erosdo causada
1999 contra o acido citrico  por aplicacdo de acido
citrico
Hannig et in situ Influéncia do tempo A resisténcia acida da
al., 2003 de formacdo da pelicula aumenta como
pelicula na aumento do tempo de
desmineralizagdo do formacao
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esmalte

Hemingway in vitro Investigar efeito da Caseina e ovoalbumina
et al.,2010 caseina e se mostram
ovoalbumina na promissoras como
erosao do esmalte in aditivos anti-erosivos
vitro para bebidas
Hannig et in situ Investigar o efeito Pelicula formada em 3
al., 2004 protetor de peliculas minutos pode reduzir a
formadas em curto influéncia erosiva do
periodo de tempo acido citrico,mas néao
inibir
Hara et in situ Investigar se uma Pelicula mostrou efeito
al.,2006 pelicula de  2hs protetor, em situacdes
protege contra o de menor desafio
efeito do acido citrico  erosivo
Khan e Revisdo Revisar achados Os chas mostraram um
Mukhtar, recentes sobre efeito cariostético
2007 propriedades
medicinais e
beneficios dos chas
Proctor et invitro  Avaliar a interacdo de Polifendis do cha preto
al., 2005 proteinas da saliva interagem com a

com polifendis do cha

preto

pelicula mudando sua

estrutura e funcéo
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Hannig et in situ

al., 2008

Avaliagdo do efeito
do cha do género
cistus na formacao
inicial do biofilme oral
ap0s bochecho por
10’

Bochecho com o cha
diminuiu a atividade de

peroxidase na pelicula

Joiner et al., in vitro
2003, 2004

e 2006

Avaliacao da acéo de

polifendis na pelicula

Componentes do cha e
do vinho se ligaram

fortemente a proteinas

da pelicula,
aumentando sua
espessura.

Vacca- in vitro

Smith, 1994

Determinar se a
caseina adere a
hidroxiapatita na
presenca de saliva ou
leite e como estas
proteinas afetam a
aderéncia do S.

mutans

As q, B e k-caseinas do
leite bovino competem
com as proteinas da
saliva para ligacdo a

hidroxiapatita

Vacca- in situ
Smith &
Bowen,

2000

Investigar o efeito do
leite e da kappa-
caseina na pelicula
salivar formada em

discos de HA in situ

O leite bovino e k-
caseina interagem com
HA e

atividade da

reduzem a

glucosiltransferase

adsovida a HA

Devold et in vitro

al., 2006

Avaliar as
propriedades de
adsorcao de

proteinas do leite e

do iogurte em

Proteinas do iogurte
nao foram capazes de
adsorver ao esmalte;
Incubacdo em saliva

nao inibiu formacéao de
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pelicula formada no

esmalte in vitro

pelicula com leite;

Haukioja et in vitro

al., 2008

Avaliar in vitro se
bactérias probidticas
usadas em produtos
comerciais afetam a
composicdo proteica
de peliculas salivares
e a aderéncia de

outras bactérias

Bactérias  probioticas

podem afetar a
ecologia por prevenir a
aderéncia de bactérias
e modificando a

composicao da pelicula

Wernersson in vivo

et al., 2006

Avaliar se o leite
humano previne ou
promove adesdo de
a HA

coberta por saliva

S. mutans

Algumas proteinas do
leite humano aderem a
HA  (IgA
BSSL

estimulada

secretora,
-lipase
por
saisbiliares,
lactoferrina, albumina,

B-caseina e lisozima)

Teixeira et in vitro
al., 2006;

2007

Avaliar o potencial de
duas lectinas de alga
a inibir a aderéncia
de cinco espécies de

Streptococos

As lectinas das algas
adsorvem na pelicula e
sado capazes de inibir a
aderéncia de

Streptococos

Van der invitroe
Mei, 2010

in vivo

Influéncia de
dentifricios e
componentes da
dieta em

propriedades da

Leite e Oleo de salada:
aumentou

hidrofobicidade da
pelicula; Solucdo de

acucar: maior
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saliva

hidrofilicidade

Hannig, in situ Efeito do o6leo de Pelicula sozinha
Wagenschw girassol nas reduziu o potencial
anz et propriedades da erosivo; oleo de
al.,2012 pelicula salivar girassol reduziu efeito
formada in situ protetor

Hannig et in situ Efeito de  Oleos Bochechos com 6leos
al.,2012 comestiveis na n&o mudaram o padréo
colonizacédo inicial da de colonizacéo

superficie do esmalte bacteriana em 8h
Siqueira et invitro  Verificar a influéncia A concentracdo de
al., do fldor na formacdo importantes proteinas
2012 da pelicula dental salivares presentes na
adquirida pelicula diminuiu com a

presenca de Fluor
Yao et al., in situ Efeito da fruta tropical As peliculas formadas
2012. Carica Papaya no foram removidas
pH, forca ibnica e completamente ou

hidrélise da Pelicula
Adquirida.

foram deformadas na

presenca da fruta.
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Hannig et in situ Investigar alteracbes Sucos sao  menos
al.,2009 e propriedades da danosos que
pelicula durante o refrigerantes de baixo
consumo de bebidas pH. Proteinas séo

acidas primordiais no des-re

3.2.6 Polifendis

Entre os componentes da dieta que interagem com componentes da
saliva e da PDAE estdo os polifendis. Estes compostos estdo presentes em
cereais e legumes (centeio, milho, nozes, aveia, arroz, sorgo, trigo, feijao),
oleaginosas (colza, canola, semente de linhaca, semente de azeitona) frutas,
vegetais e bebidas (sucos de frutas, chas, café, cacau, cervejas e vinhos) (SHI
et al., 2003). Macas, peras e uvas contem acido cafeico e cumarico. Além
disso, enquanto as magas e peras sao ricas em acido clorogénico as uvas sao
ricas em acido galico (SHI et al., 2003).

Os polifendis apresentam propriedades antioxidantes, anticancerigenas,
anti-inflamatoérias, antimicrobianas e anti-cariogénicas (revisado por
FERRAZZANO et al ., 2011).

Os compostos fendlicos sao o0s mais abundantes metabdlitos
secundarios de plantas (SHI et al., 2003). Eles sédo produzidos como
mecanismo de defesa a agressao fisica e microrganismos. Em alimentos e
bebidas sdo associados com as sensagfes de amargo, adstringéncia e cor
(revisado por GOLLUCKE, 2010). As substancias fenodlicas ou polifenois
incluem compostos que variam de acidos fendlicos coloridos como as
antocianinas, flavondéides simples a flavonoides complexos, sendo que todos os
compostos fendlicos contém um anel aromatico e uma ou mais hidroxilas

(Figura 1) (revisado SHI et al.,, 2003). Os polifen6is de maior interesse
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nutricional sdo os acidos fenolicos, flavondides e estilbeno (revisado por
GOLLUCKE, 2010).

O consumo e producdo de sucos de uva, bebidas ricas em polifendis,
triplicou de 2004 para 2011 (IBRAVIN/SEAPA/MAPA - RS, 2011, LAGO-
VANZELA et al., 2011). O consumo de sucos de frutas industrializados com
adocantes € maior do que o consumo de suco de frutas 100% naturais
(PAPANDREOU et al., 2013), e esse consumo pode ser fator de risco para
erosdo dentaria (OKUNSERI et al., 2011), para carie dentaria (CATTEAU et al.,
2012; PAPANDREOQU et al., 2013) e para obesidade (PAPANDREOU et al.,
2013. Assim, este trabalho estudara o efeito do suco de uva sobre as proteinas

salivares e da PDAE.

FIGURA 1. Classificacéo dos polifendis

Polifendis

Acidos Fenolicos

Lignanas
Eilhenos a2 AlcooisFenadlicos
~. = (@uties
Chalconas
Antocianinas Flavonas
Grupo de pigmentos soluveis Flavonois .
em agua encontrados em y G OH
varias frutas, vegetais e flores / | - M
{ semente de uva, cergja...) - ‘I e ~_ HO o |
Monémeros Qutros m oH
. "fJO,_
P Taninas o
Ho -»rf\, O Sy Galato de Epigalocatequina
S vy OH { Fonte principal: Cha Verde)
OH
Catequina{ Fonte principal: Chocolate) @/m
HO O
OH

OH
Tanina (Fonte Principal: Vinho Tinto; Feijdo; Café; Cha)

Fonte: O Autor (Adaptado de FERRAZZANO et al., 2011)
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3.2.7 Composicao da uva

O suco de uva tem altos valores de acucar, glucose e frutose. O agucar
é formado como reserva na planta e sintetizado nas folhas pela acdo da luz
solar no periodo de maturacdo das bagas (POMMER, 2003; SANTANA et al.,
2008). A acidez do suco é consequéncia da presenca dos &acidos citrico,
tartarico e malico, cujas concentracdes variam de acordo com condicbes
climaticas, condi¢cdes de cultivo, entre outras. Esses acidos organicos conferem
ao suco de uva baixo pH e um equilibrio entre os gostos doce e &cido
(SANTANA et al., 2008). Além disso, 0s sucos de uva organico e convencionais
apresentam alto contetdo de polifendis (MACHADO et al., 2011).

Os compostos fenodlicos da uva e seus produtos como sucos e vinhos
podem ser divididos em dois grupos: a) acidos fendlicos e compostos
relacionados e b) flavondides. Os acidos fendlicos mais comuns na uva sao 0s
acidos cinaminicos: acido cumario, cafeico, ferulico, clorogénico e
neoclorogénico e acidos benzdicos: p-hidroxibenzodico, protocatecdico, valico e
galico. Os flavondides incluem as flavona-3-ols incolores, como as catecinas,
epicatecinas e seus ésteres formados com glucose e acido galactico e as
flavonas coloridas como a queracetina, flavona mais abundante nos alimentos

e as antocianinas vermelhas e azuis (revisado SHI et al., 2003).

LAGO-VANZELA et al, (2011) observaram que as uvas bordo
apresentam altas quantidades de compostos fendlicos, como &cido galico na
cascas. As antocianinas localizadas na casca mais abundantes (90% do total)
foram as derivadas do grupo 3,5-diglucosideo com altas concentracbes de
malvidina 3,5 — diglucosideo e o seu derivado p-coumaroil. Os flavonodides
foram encontrados principalmente na casca e a miriquetina 3-glucosideo foi o
principal derivado detectanto tanto na casca como na polva da uva. Os acidos
hidroxicinamicos e os seus derivados provenientes principalmente do acido
cafeico foram observados na casca em quantidades dez vezes superiores as
observadas na polpa. O resveratrol e seu 3-glucosideo (piceido) foram
encontrados apenas na casca da uva bordd, sendo esta uva considera uma

alta produtora deste polifenol.
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O extrato da semente da uva € uma fonte rica de proantocianidina (PA),
substancia naturalmente presente em frutas, vegetais, nozes, sementes, flores
e cascas. A PA é um polifenol capaz de fortalecer tecidos colagenosos. A PA
presente no cranberry também é capaz de inibir a atividade das
glucosiltransferases adsorvidas, a produgéo de acidos por S. mutans, além de
aumentar a sintese de colageno. O extrato de semente de uvas também é
capaz de inibir ou de paralisar céarie radicular e reduz a formacéo de biofilmes
por S. mutans (KOO et al., 2010)

A uva passa € uma fonte rica de polifendis, flavonoides, ferro, sédio,
minerais, potassio, calcio e algumas vitaminas B que contribuem em geral para
a saude humana (DUARTE et al., 2006; WU, 2009). Polifendis interagem com
proteinas, polissacarideos, acidos nucleicos e alguns alcaloides. Os polifenos
tem a capacidade de precipitar proteinas de solu¢des aquosas (WROBLEWSKI
et al.,, 2001). Alguns estudos mostram que os polifenois interagem com as
Proteinas Ricas em Prolina (PRPs) (KALITHRAKA et al.,2001; SCHWARTZ ;
HOFMANN, 2008; LEE et al., 2012). A interacdo entre polifendis e proteinas
pode ser influenciada por diversos fatores, como peso molecular, conformacao
molecular, proporcdo molecular entre polifenois e proteinas, pH e conteudo de
acidos inorganicos (SHI; DI, 2000). A saliva tem uma alta proporcado de
proteinas ricas em prolina (PRPs). PRPs acidas, juntamente com histatinas e
estaterinas, tem uma alta afinidade por hidroxiapatita, e sdo componentes que
se destacam na composicdo da PDAE. PRPs, em especial PRPs basicas e as
histatinas tem afinidade alta por polifenois da dieta (HAGERMAN; BUTLER,
1981; BENNICK ;YAN, 1995; PROCTOR et al., 2005). As interacdes
acontecem entre por reacdes dos anéis de prolina e os polifenois
(WROBLEWSKI et al., 2001; PROCTOR et al., 2005). O desaparecimento de
certas proteinas ricas em prolina e histatinas de perfis eletroforéticos em
presenca de polifendis pode ser explicado pela formacdo de complexos
proteina-polifenol altamente sollUveis que precedam essa eventual precipitacao.
Ainda, a eletroforese das mesmas proteinas em condi¢cdes de reducdo mostrou
um perfil normal das proteinas salivares, sugerindo que o desaparecimento de
certas proteinas salivares ndo estava relacionado com degradacgéo proteolitica
(WILLIAMSON, 1994; PROCTOR et al., 2005).
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Proteinas salivares especificas aderem a superficie da hidroxiapatita e
esta pelicula de proteinas salivares € um agente protetor que mantém a
integridade do esmalte por reduzir a abrasdo mecanica e a dissolucdo de
mineral. No entanto, a adesdo de proteinas associadas aos polifendis é fator

potencial para causar manchamento (PROCTOR et al., 2005).

3.2.8 Acidos em alimentos e bebidas

O &cido citrico,0s sais sodio, potassio e célcio sdo comumente aplicados
como conservantes de alimentos, em especial nas bebidas industrializadas.
Eles sdo geralmente usados para inibir crescimento de fungos, também sendo
efetivos contra um amplo espectro de bactérias. Esses compostos sdo mais
ativos em alimentos com valores baixos de pH e sédo essencialmente néo

efetivos em alimentos com pH neutro (ARAUJO et al., 2011).

Como um aditivo, o &cido citrico é utilizado como agente de sabor e
conservante em alimentos e bebidas, principalmente em sucos. O acido citrico
estd presente em sucos de uva (RIZZON; MIELE, 1995). A composicéo
guimica da uva pode variar largamente por influéncia de fatores climaticos,
geoldgicos, cultivacionais, relativos a variedade da uva, dentre outros (SOYER
et al., 2003). A presenca dos acidos tartarico, malico e citrico nos sucos de uva
€ 0 gque determina a acidez da bebida. Esses acidos organicos Ihe conferem
um baixo pH, equilibrando o paladar entre doce e acido (RIZZON; MIELE,
1995; PINHEIRO et al., 2009).

Acidos organicos tem importantes efeitos no sabor caracteristico da fruta
e tem papel importante em critérios de qualidade tais como estabilidade, cor e
sabor (ROMERO; MUNOZ, 1993; SOYER et al., 2003.).



36

Em frutas, o conteddo total de acido geralmente alcanca um maximo
durante o crescimento e diminui durante o amadurecimento. O clima € fator
critico na concentracdo total de acido. Uvas com o mesmo genétipo criadas
em ambientes com climas diferentes tem concentracfes de acido diferentes.
Condicdes de temperatura aumentada durante o amadurecimento da uva
resultam em um conteudo de acido menor em sua maturidade, devido ao
desencadeamento do aumento da degradacdo de &cido malico (KANELLIS;
ROUBELAKIS-ANGELAKIS, 1993; FULEKI et al., 1993, SOYER et al., 2003).

A presenca de &acido citrico nas bebidas esta associada com o seu
potencial erosivo (MAGALHAES et al., 2010; BORGES et al., 2014). Com o
abaixamento do pH causado pela bebida, ocorre a desmineralizagao superficial
da hidroxiapatita. Em geral o efeito do pH destas bebidas sobre o esmalte sé&o
amplamente relatadas (KITCHENS; OWENS, 2007; SALES-PERES et al.,
2007; MAGALHAES et al., 2010; BORGES et al., 2014; Entretanto, o pH
também tem efeito desnaturante de proteinas e como tal pode mudar a
composicdo organica da saliva e da pelicula dental adquirida. Além disso, o

suco de uva € uma bebida rica em polifendis que também precipitam proteinas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos Eticos

Este trabalho foi submetido a apreciacdo e aprovado no comité de ética
do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parand, (Parecer
178.743) em 2012.

4.1.1 Consentimento informado e esclarecido

Os objetivos da pesquisa foram explicados pessoalmente aos
voluntarios, e apds concordarem em participar, assinaram o termo de
consentimento informado e esclarecido. As eventuais duvidas foram

esclarecidas pessoalmente pela equipe de pesquisa.

4.1.2 Voluntarios
Este estudo contou com a participacdo de 13 voluntarios, 8 do sexo
feminino, e 5 do sexo masculino, com idades entre 20 e 43 anos, com saude

bucal (sem cérie ou doenca periodontal).

4.2 Coleta da saliva dos voluntarios

Para a coleta de saliva, os voluntarios realizaram a higiene oral prévia e
permaneceram sem ingerir alimentos e bebidas por pelo menos 60 minutos

previos a coleta de saliva.

A coleta de saliva estimulada foi realizada pelo método do spitting, até
as 10:00 da manha, horéario coincidente com maior concentracado de proteinas
na saliva (DAWES, 1972). Cada voluntario, coletou aproximadamente 10 mL de
saliva em frascos universais estéreis e as amostras foram mantidas em gelo

durante todo o processo.

A saliva foi centrifugada a 14.000 rpm, a 4° C, por 10 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi aliquotado em tubos falcon estéreis para a

realizagéo dos experimentos.
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A estimativa da concentracdo de proteinas do pool de saliva foi realizada
pelo método colorimétrico de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando BSA
(Soro-Albumina Bovina) como padrao para os célculos. A amostra de saliva foi
destinada para as diferentes analises: pH, analise da estrutura das proteinas
na saliva por fluorescéncia, analise do perfil de proteinas por SDS-PAGE e

formacdo in vitro da pelicula dental adquirida do esmalte (Figura 2)

FIGURA 2. Sequéncia dos experimentos realizados

Voluntarios

TCLE assinado

Coleta de saliva estimulada

|

Centrifugacao do pool de saliva

(14.000RPM,4°C,10°) Dosagem de Proteinas
| (Bradford, 1976)
Mistura de Saliva: Suco em diferentes

Proporgoes
| | | | |
Determinacaoda Espectrofluorimetria Centrifugacao Formacio de
Capacidade de (Remocdo de ptn insollveis) Pelicula
Tamponamento !
e do pH. Eletroforese de SDS-PAGE Extiac‘a“o

do sobrenadante ]

Analise por ATR

4.3 Selecao das bebidas

Amostras de sucos de uva (uva bordd, Vitis labrusca) integrais (100%
uva, sem adicdo de A&gua, adocgantes, corantes ou aromatizantes) e
reconstituido (30% uva, com adicdo de 4&gua, aclcar, corantes e
aromatizantes), e agua mineral foram adquiridas das marcas comerciais
selecionadas: Suco de Uva Tinto Integral Alianca, Refresco Del Valle Sabor
Uva Agua Mineral Ouro Fino de acordo os critérios de inclusdo. A selecéo
visava encontrar dois sucos de caracteristicas diferentes integral ( sem adicdo

de agua ou sacarose) e € constituido de 100% de uva e o reconstituido
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(refresco), contém apenas 30% de uva em sua formulacdo. A marca Alianca
foi a mais comumente encontrada nos mercados para a versao integral e por
isso foi selecionada. O suco de uva reconstituido selecionado foi escolhido por
ser a marca mais barata disponivel no comércio em Curitiba — PR podendo ser
a mais acessivel para a populacdo. Na aquisicdo do produto foram observadas
as normas técnicas de sua conservagdo, a saber: prazo de validade,
temperatura de armazenagem, acondicionamento e integridade das

embalagens.

4.4 Avaliagcédo de parametros salivares durante a exposi¢do aos sucos

4.4.1 Determinacao do pH da mistura saliva: suco

As amostras de bebidas selecionadas foram abertas apenas no
momento em que 0s experimentos foram realizados, e misturadas aos sucos

nas proporcdes estabelecidas.

O efeito da adicdo de sucos reconstituidos ou integrais de uva no pH da
saliva foram determinados misturando o suco e saliva nas propor¢oes: 10:1;
1:1; 1:10; 1:20; 1:50 e 1:100. As proporcdes foram estabelecidas para simular
0 que acontece na cavidade bucal desde o momento em que 0 suco € ingerido
(aproximadamente 10 mL/gole) até que seja completamente removido da
cavidade bucal pela capacidade de lavagem da saliva. O volume final das
reacoes foi 3 mL. Em seguida, as amostras foram incubadas por 10 minutos a
37° C e o pH das misturas foi determinado em potenciémetro (Orion Research
Co., Model 9609, Cambridge, MA, EUA) com eletrodo ion seletivo. Os valores
foram registrados. As analises foram realizadas em trés experimentos

independentes.

O efeito da adicdo de pequenas quantidades das bebidas sobre o pH
final da mistura suco:saliva, também foram analisados. Neste caso, foram
utilizados 3 mL de saliva e as bebidas foram adicionadas em incrementos de

10 pL ou 50 uL e o pH foi mensurado,como mencionado anteriormente.
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4.4.2 Curva de titulacdo dos sucos e das misturas suco: saliva

A curva de titulacdo das bebidas foi realizada adicionando-se NaOH
0,1M as bebidas. O volume adicionado e o pH final de cada adicdo foram

registrados para constru¢ao da curva de titulagéo.

O volume de base adicionado as misturas de diferentes proporcdes de
suco: saliva para que estas atingissem o pH 7,0 foram registrados.

4.4.3 Efeito da solucdo suco:saliva sobre a estrutura das proteinas

salivares

Apés a determinacdo dos pHs das misturas suco: saliva, estas foram
mantidas em gelo. Em seguida, os perfis dos espectros de fluorescéncia foram
monitorados por espectrofluorimetria (Espectrofluorimetro Shimadzu RF5301-
PC, Téquio, Japao, Software RF-PC) em espectros sincronizados de emissao e
excitacao para comprimentos de onda de 300 a 800 nm.

Além disso, para observar o efeito da adicdo de incrementos de suco
sobre a estrutura as proteinas salivares foram realizados espectros de
fluorescéncia com excitacdo a 282 nm e emissdao de 200 a 800 nm em
espectrometro de dicroismo circular (Espectrometro JASCO, J-815 CD, Toquio,

Japao, Software Spectra Manager).
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4.4.4 Determinacdo do perfil de proteinas soluveis das amostras

suco:saliva

O efeito da alteracao do perfil proteico da saliva pela adicdo de sucos
reconstituido ou integral foi observado através de eletroforese SDS-PAGE
15%. Para estes experimentos as amostras foram misturadas conforme
descrito no item 4.4.1. e apds a incubagdo de 10 minutos a 37° C foram
centrifugadas por 30 minutos a 14.000 RPM (16.434,6 G-force) a 4°C. O
sobrenadante foi coletado em novo tubo e aliqguotas contendo 9 nug de
proteinas foram aplicadas em gel SDS-PAGE 15%. A corrida foi realizada em
tampao Laemmli 1x (LAEMMLI, 1970), a 200 mV, por aproximadamente 80
minutos. Para visualizacdo das proteinas os géis foram corados com Comassie
Brillant Blue G-250 (BRADFORD, 1976).

4.5 Avaliacdo do efeito dos sucos na formacéo da pelicula dental adquirida do

esmalte in vitro
4.5.1 Formagéo in vitro da pelicula dental adquirida do esmalte

Estes experimentos foram realizados utilizando um pool de saliva
coletada conforme descrito no item 4.2 O pool de saliva foi centrifugado em
centrifuga refrigerada a 14.000 RPM a 4°C por 10 minutos e em seguida
incubado em shaker a 37°C com os sucos para verificar o efeito dos sucos no
perfil proteico da saliva . A pelicula dental adquirida foi formada in vitro sobre
blocos de incisivos bovinos doados por frigorifico local, de animais previamente
abatidos para consumo no comércio local (Frigorifico ARGUS — Sao José dos
Pinhais, Parana). Os dentes passaram por limpeza manual com curetas e
profilaxia com pedra pomes e agua destilada e foram armazenados em
ambiente umido e refrigerado (potes individuais contendo gaze umedecida em
solucéo de timol a 0,1%, em geladeira). Dentes que apresentaram ao exame
visual com auxilio de lupa fraturas ou trincas foram excluidos. Os dentes foram

cortados em blocos de 5x5x1mm.
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Para o experimento in vitro de formacdo de pelicula sobre a superficie
do esmalte amostras suco:saliva foram misturadas na propor¢cdo 1:1, com

volume total de 4 mL para cada grupo.

A formacédo de pelicula dental adquirida in vitro foi realizada pela
incubacédo de cinco blocos de incisivos bovinos com a mistura suco: saliva na
proporcao 1:1, conforme descrito no item 4.4.1. Os espécimes foram imersos
nas solucdes e incubados em estufa a 37° C por 1 hora para formacao de
pelicula.

4.5.2 Extragdo da pelicula dental adquirida

A pelicula dental adquirida foi extraida dos espécimes com a utilizagéo
de membrana para ligacdo de proteinas (Hybond, GE Healthcare, Pittsburgh,
PA, EUA), estéril, previamente embebida em solucdo de NaHCOj3; (Bicarbonato
de Saodio) 0,5M e pH 8,0). As membranas foram armazenadas em placas de
Petri para secar anteriormente as analises de espectroscopia das proteinas por

reflectancia total atenuada (ATR).

4.5.3 Andlise Espectroscépica das proteinas formadas in vitro por
Espectroscopia de Infravermelho por Tranformada de Fourier / Reflectancia
Total Atenuada (FTI-R/ATR)

Um dispositivo de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) ,
operando a técnica de reflectancia total atenuada (ATR) (Vertex 70, Briker,
Billerica, MA, EUA) foi utilizado para analise dos espectros da pelicula formada
in situ nas diferentes condicbes estabelecidas para o estudo in situ. As
amostras de pelicula extraidas com membranas Hybond para ligacdo de
proteinas (GE Healthcare, Pittsburgh, PA, EUA) foram acondicionadas
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previamente as analises em placa de petri, com uso de luvas e pinca. Os

espectros obtidos foram analisados a partir do software OriginPro 8.0.

O dispositivo de ATR opera mensurando as mudangas que ocorrem em
um total de raios infravermelhos que refletem internamente quando o feixe
cOnico entra em contato com uma amostra. Um feixe de infra-vermelho é
dirigido para um cristal opticamente denso, com um indice de refracdo elevado
a um certo angulo. Esta reflexdo interna cria uma onda evanescente que se
estende para além da superficie do cristal na amostra mantida em contato com
o cristal. A energia atenuada de cada onda evanescente retorna para o feixe
infra-vermelho, que entdo termina no lado oposto do cristal e passa pelo
detector no espectrometro do infra-vermelho. As curvas geradas pelo
dispositivo foram analisadas pelo software Opus 6.5 (Bruker, Billerica, MA,
EUA) e OriginPro 8.0 (Massachussets, EUA).
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5 RESULTADOS

A tabela 3 mostra os valores de pH para as diferentes proporcfes de
suco:saliva. Os resultados mostram que nas proporc¢des de suco:saliva 10:1 e
1:1, onde a quantidade de bebida € maior ou igual a de saliva, os pHs séo
menores. Quando a quantidade de saliva é superior a das bebidas o pH das
amostra comeca a elevar-se. O pH inicial do suco reconstituido é maior do que
o do suco integral, entretanto, quando as proporcdes de saliva passam a ser
maiores que a das bebidas, observa-se que os pHs para as amostras de suco

reconstituido séo ligeiramente menores que os do suco integral.

TABELA 3: Variagéo do pH das misturas suco:saliva

AMOSTRAS Suco Reconstituido Suco Integral

pH (£ DP) pH(x DP)

Suco 2,90 (+0,16) 3,42 (+0,29)
Proporcéao 10:1 3,01 (+0,20) 3,35 (x£0,15)
Proporgéo 1:1 3,70 (x0,40) 3,65 (0,26)
Proporcéao 1:10 5,79 (x0,20) 4,90 (+0,15)
Proporc¢éao 1:20 6,67 (x0,42) 6,04 (£0,72)
Proporcgéo 1:40 6,94 (x0,10) 6,55 (x£0,32)
Proporc¢éao 1:50 7,03 (x0,05) 6,84 (+0,00)

Proporcgéo 1:100 7,29 (x0,05) 7,06 (£0,11)

Saliva 7,46 (x£0,17) 7,12 (£0,41)

Amostras: a proporgao corresponde a razdo suco:saliva

A medida dos pHs das amostras foi realizada em triplicata, e cada valor
expresso corresponde a uma media de pelo menos trés medidas
independentes. Os valores entre parénteses correspondem ao desvio padrao
das medidas

A titulacdo das bebidas foi realizada atravées da adi¢do gradual de NaOH
0,1 mol/L. Trés medidas independentes foram realizadas e a média foi
registrada. Enquanto os sucos artificiais precisaram em média de 23,5 mL
(x0,71) de base para atingir pH 7,0, os sucos integrais precisaram de 36
(+1,41).
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FIGURA 3: Curva de Titulagao das bebidas

A tabela 4 mostra o volume de NaOH 0,1 mol/L utilizado para neutralizar
3 mL das misturas saliva:suco. As amostras que obtiveram pH maior ou igual a
7,0 ndo foram tituladas. As amostras de suco integral precisaram de maior
guantidade de base para serem neutralizadas com relagdo as de suco

reconstituido.

TABELA 4: Capacidade de tamponamento das misturas saliva:suco

AMOSTRAS pH (integral) Volume 1  pH(reconstituido) Volume 2

Suco
Proporcéao 10:1
Proporcéao 1:1

Proporcao 1:10
Proporc¢éao 1:20
Proporcéao
1:100
SEUNE!

Amostras: a proporgao corresponde a razdo suco:saliva

Volume 1: volume em mL de NaOH 0,1 mol/L utilizado para titular as amostras
de suco integral; Volume 2: volume em mL de NaOH 0,1 mol/L utilizado para
titular as amostras de suco reconstituido.
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O efeito da adicdo das bebidas sobre a saliva foi analisado
acompanhando a fluorescéncia do triptofano (282nm), que € utilizado para
verificar desnaturacdo de proteinas. Os espectros foram realizados com
excitacdo a 282 nm e emissao de 200 a 800 nm. A figura 4 mostra que com a
adicdo de pequenas guantidades dos sucos a emissdao em 282 nm diminui de
intensidade até desaparecer. Na amostra de suco integral o sinal do triptofano
desaparece com a adicdo de 150 pL de suco, enquanto que para O SucoO
reconstituido somente apos a adi¢cdo de 500 pL o sinal desaparece. Ja para o
suco integral diluido para 30% foi necessario adicionar 340uL para o sinal
desaparece. O sinal do triptofano ndo desaparece com a adigdo de 4gua pois
a agua pura tem um pico de emissao em aproximadamente 280 nm e este pico

aumenta de intensidade pela adicdo de agua.

O quadro 2 mostra a relacdo dos volumes de bebida adicionados a 3 mL
de saliva e o pH para cada situacdo. Estes resultados mostram que o pH em
que a saliva deixa de emitir a 280 nm (desnatura) foi 5,94 para o suco integral
100%; 6,58 para o suco integral 30% e 5,6 para o suco reconstituido. O pH
saliva praticamente n&o sofreu alteracdes pela adi¢do de agua. E interessante
notar que diluindo o suco integral para 30%, o conteddo de acidos também foi
diluido e esperava-se que seria necessario um volume de aproximadamente
500 pL para o desaparecimento do sinal a 280 nm, se o efeito fosse somente
da diminuicdo do pH. Além disso, com suco reconstituido o pH de

desnaturacao das proteinas foi inferior ao do sulco integral.

A figura 5 mostram os espectros de fluorescéncia sincronizado das
mistura suco:saliva em diferentes propor¢cdes. Os espectros mostram que
quando a proporcdo de suco integral é maior que a de saliva (10:1), o sinal
observado para saliva pura é reduzido e deslocado para direita (Figura 5B).
Quando a quantidade de saliva passa a ser superior a de suco integral os picos
comecam a deslocar para esquerda até a propor¢cao de suco integral:saliva de
1:100, cujo espectro apresenta um perfil semelhante a da saliva pura. Na
proporcao 1:50 de suco integral 30%:saliva, o perfil observado € semelhante a
saliva pura (Figura 5D). Os espectros das amostras de suco reconstituido
mostram que em maior proporcdo de suco os espectros deslocam para direita

e quando a quantidade de saliva é igual a de suco (1:1), 0 espectro recupera o
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perfil da saliva pura. A agua ndo desloca os espectros para direita, sendo

apenas capaz de diminuir o sinal das amostras até a propor¢éo de 1:1.

Ta | 8
1
N4
12+ Il' I|II
3 P
Ic To

(11 wer

(L]

4
1

{1}

L a
400 “

FIGURA 4. . Espectros de emissdo de fluorescéncia (excitacdo 282 nm) do
pool de saliva antes (1) e apos a adicdo das bebidas (2). (A) Saliva: suco
integral ((2)=150uL); (B) Saliva: suco reconstituido ((2)=500 pL); (C) Saliva:
Suco Integral 30% ((2)=340uL); (D) Saliva: Agua Mineral ((2)=200 pL).
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QUADRO 2. Relacgéo volume de bebida adicionado a saliva e o pH final

Volume Suco Integral Suco Integral 30% Suco Agua Mineral
Adicionado Reconstituido
de bebida
Saliva 3 mL 7,41 7,30 7,33 7,60
10 uL 7,25 7,27 7,24 7,43
10 uL 7,18 7,19 7,19 7,45
10 uL 7,04 7,17 7,17 7,42
10 uL 6,98 7,16 7,11 7,48
10 uL 6,80 7,15 7,08 7,52
10 uL 6,71 7,16 7,05 7,51
10 uL 6,64 7,01 7,01 7,57
10 uL 6,57 6,98 6,97 7,54
10 uL 6,49 7,03 6,91 7,59
10 uL 6,39 7,01 6,86 7,62
50 uL 5,94 6,86 6,67 7,65
50 pL 5,55 6,77 6,50 7,68
50 pL 4,99 6,67 6,33 7,70
50 plL 4,71 6,63 6,17 7,68
50 pL 4,51 6,58 5,99 7,70
50 pL 4,36 6,50 5,83 7,73
50 plL 4,22 6,43 5,70 7,76
50 pL 4,13 6,38 5,61 7,77
350uL - 4,49 -
900uL 4,55 -

O perfil de proteinas soluveis das misturas bebida: saliva foi visualizado
por eletroforeses SDS-PAGE e pode ser analisado na figura 6. No total foram
realizados trés experimentos independentes, que apresentaram perfil
semelhante e um dos resultados é apresentado na figura 6. Nas linhas 1 e 2 de
cada gel, onde havia maior proporcédo de bebida era maior ou igual a de saliva
observamos perda de proteinas. Nas amostras com suco integral a perda das
proteinas foi maior do que nas amostras com suco reconstituido. Nas linhas 1

e 2 também corresponde aos menores valores de pH das amostras.

Para verificar o efeito dos sobre sucos sobre a composi¢édo da pelicula
dental adquirida, a pelicula foi formada in vitro em presenca das misturas
suco:saliva em diferentes proporcfes. Apds a extracdo das peliculas sua
composicao foi analisada por FTIR/ATR. Os resultados mostraram que as
PDAE formadas em presenca de saliva e suco integral ou reconstituido

apresentam um perfil de espectro semelhante ao dos sucos na regidao dos
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comprimentos de onda de 1750 a 1000. Estes resultados mostram que 0s

componentes dos sucos sao incorporados a PDAE formada in vitro (Figura 7A

e B). A pelicula formada em presenca de agua:saliva mostra um carater

hibrido, com a regido de 1700 a 1100 semelhante ao espectro da agua e a

regido de 1100 a 600 semelhante a da saliva. Estes resultados sugerem que a

pelicula formada nesta situagéo

componentes da saliva.
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FIGURA 6: Perfil das proteinas soliveis das misturas bebida: saliva em
diferentes proporc¢oes.

(A) Mistura agua mineral: saliva. 1 - agua: saliva 10:1; 2 - agua: saliva 1:1; 3 - agua: saliva
1:9; 4 - 4gua: saliva 1:19; 5 - agua: saliva 1:39; 6 - Marcador de massa molecular (LMW - GE);
7- agua: saliva 1:49; 8 - agua: saliva 1:99; 9 - agua e 10 - saliva. (B) Mistura suco integral:
saliva. 1 - suco integral: saliva 10:1; 2 - suco integral:saliva 1:1; 3 - suco integral:saliva 1:9; 4 -
suco integral:saliva 1:19; 5 - suco integral:saliva 1:39; 6 - Marcador de massa molecular (LMW
- GE); 7- suco integral:saliva 1:49; 8 - suco integral:saliva 1:99; 9 - suco integral e 10 - saliva.
(C) Mistura suco reconstituido: saliva. 1 -suco reconstituido :saliva 10:1; 2 -suco
reconstituido:saliva 1:1; 3 - suco reconstituido:saliva 1:9; 4 - suco reconstituido:saliva 1:19; 5 -
suco reconstituido:saliva 1:39; 6 - Marcador de massa molecular (LMW - GE); 7-suco
reconstituido:saliva 1:49; 8 - suco reconstituido :saliva 1:99; 9 - suco reconstituido e 10 - saliva.
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6 DISCUSSAO

Variados estudos mostraram através de experimentos in situ ou in vitro
que componentes da dieta provocam alteragcdes na pelicula dental adquirida
(HANNIG; BALZ, 1999; VACCA; BOWEN, 2000; WROBLEWSKI et al., 2001;
FINKE et al., 2002; HANNIG et al., 2003; HANNIG et al., 2004; PROCTOR et
al., 2005; HARA et al., 2006; HANNIG et al., 2008; HANNIG et al., 2009;
SIQUEIRA et al., 2012; YAO et al., 2012). Estas altera¢cdes na composi¢cado da
PDAE podem ser oriundas de mudancas na composicdo e estrutura das
proteinas salivares. Assim, neste trabalho foi avaliado o efeito dos sucos
reconstituido e integral de uva sobre a estrutura das proteinas salivares e

composicao da PDAE.

Os sucos foram misturados com a saliva em diferentes proporcdes para
simular a variagdo na quantidade disponivel de sucos na cavidade bucal ao
longo do tempo. Maiores quantidades de suco seriam observadas logo apds a
sua ingestdo e com o tempo a capacidade de lavagem da saliva reduziria esta
quantidade. Os sucos de uva reconstituido ou integral teriam pelo menos dois
efeitos sobre as proteinas salivares e da PDAE: efeito do pH que causaria a
desnaturacdo de proteinas e a interacdo dos polifendis presentes no suco com

as proteinas salivares que provocam a sua precipitacao.

Neste estudo, observamos que na proporcéo 1:1 suco:saliva, o pH final
da mistura foi menor que o pH critico para a dissolucdo do esmalte dental (5,5)
e que aumentaria o risco a erosao dental. A variacdo estrutural das proteinas
salivares nas diferentes propor¢ao suco:saliva foi analisada por fluorescéncia.
Nos espectros sincronizados, em baixos pH o0s picos de emissao de
fluorescéncia deslocam para comprimentos de ondas superiores a 400 nm,
sugerindo que as proteinas presentes estdo sofrendo desnaturacdo. Esta
desnaturacao poderia interferir na composicao da pelicula dental adquirida para
diminuicdo da adsorcdo de proteinas salivares a pelicula ou pela dessor¢céo

das proteinas da pelicula. Hannig e Balz (1999), mostraram que a presenca de
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pelicula formada in vivo preveniu a completa dissolugcdo de os cristais de
hidroxiapatita dos blocos de esmalte. Em contraste a completa dissolucéo
desses cristais ocorreu apds curto tempo de exposicdo a solugdo de acido
citrico 0,1% em espécimes sem pelicula. Além disso, a diminui¢cdo 0,1%, na
concentracdo das proteinas da saliva pode alterar a capacidade de
tamponamento de uma solucdo (LAMANDA et al., 2007). As variacdes de pH
gue acometem a cavidade bucal geram diferentes perfis proteicos, que por sua
vez, podem estar relacionados a diferencas na dieta (LAMY et al., 2010).
Assim, as alteracbes no perfil proteico salivar podem alterar a capacidade
tampdo da saliva e composicdo da pelicula dental adquirida, aumentando a

susceptibilidade a erosao e cérie dental.

Os espectros de emissdo com comprimento de excitagdo fixo em 282
nm foram realizados e 0s sucos e agua foram adicionados a saliva para
verificar o volume da bebida necessario para causar a desnaturacdo completa
e/ou mudancas conformacionais das proteinas salivares. Os resultados
mostram que quando o suco integral estd diluido com a saliva em uma
proporcdo 1:20 (suco:saliva) ainda exerce efeito desnaturante e/ou cause
mudancas conformacionais sobre as proteinas salivares, enquanto que no suco
reconstituido, o efeito maximo foi observado na propor¢cédo de 1:6, sugerindo
que sdo necessarias menores quantidades de suco integral para causar a
desnaturacdo e/ou mudancas conformacionais. A desnaturacdo de proteinas,
altera a solubilidade das proteinas causando sua precipitacdo. Este efeito foi
avaliado pela analise do perfil de proteinas solUveis das misturas suco:saliva
por SDS-PAGE. Quando as proporgdes de suco foram maiores ou iguais a de
saliva praticamente ndo foram observadas proteinas nas mistura suco integral:
saliva e quantidades reduzidas foram observadas para o suco reconstituido.
Rinaldi et al. (2012) observaram reducdo da precipitacdo de proteinas salivares
com o aumento do pH. Como os pH das misturas suco:saliva nas diferentes
proporcdes sdo proximos nos experimentos realizados com suco integral e
reconstituido, as diferencas no perfil de precipitacdo e dos espectros de
florescéncia sugerem que outro fator, além do acido que reduziria o pH, possa
estar contribuindo para a precipitagdo das proteinas. Com a adi¢cédo de agua a

saliva a intensidade dos picos a 280 nm aumentam. Souza Sierra et al. (1996)
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mostraram que 0S espectros de emissdo de amostras de agua apresentam
picos na regiao de 230 a 300 nm, o que contribuiu para o aumento do sinal
observado nos espectros de emissdo com excitacdo a 282 nm. Embora, a 4gua
apresente este perfil, estes espectros mostram que 0s resultados observados
pela adicdo de sucos a saliva parecem nao ser resultados de alteracéo de forca

idbnica do meio.

As uvas estdo entre as frutas mais consumidas do mundo, e s&o
importante fonte de componentes fendlicos essenciais para a saude humana. A
variedade de uva do suco integral utilizada neste estudo foi a Vitis lambrusca,
variedade Bordo (LAGO-VANZELA et al, 2011). Os componentes mais
abundantes das uvas sao carboidratos, acidos organicos e polifendis. Os
taninos sdo polifendis derivados de plantas e tem a capacidade de precipitar
certas proteinas salivares, causando uma sensacdo de adstringéncia na
cavidade oral (WROBLEWSKI et al., 2001; PAPADOPOLOU; FRAZIER, 2004;
HARA et al., 2012). Os taninos interagem com as proteinas ricas em prolina na
saliva modificando a viscosidade e capacidade de lubrificacdo da saliva na
cavidade oral (SOARES et al., 2011; KOSCIELNIAK et al., 2012).

Como o suco integral € rico em polifendis, a presenca destas
substancias pode ter influenciado na diferenca do perfil de proteinas solaveis e
espectro de fluorescéncia das misturas suco:saliva do suco integral e
reconstituido. A presenca dos polifendis poderia contribuir para alteragcdes no
perfil proteico da saliva e da composicdo da pelicula dental adquirida. Os
efeitos dos polifendis foram investigados por diversos autores (WROBLEWSKI
et al., 2001; BENNICK, 2002; PROCTOR et al., 2005; HANNIG et al., 2008;
FERRAZZANO et al., 2009; HARA et al., 2012; GINSBURG et al., 2013). A
maioria dos autores destacou a propriedade das taninas, como polifendis, em
precipitar proteinas da saliva. Hara et al., (2012) observaram que os polifendis
de chas eram responsaveis por precipitar proteinas da saliva, incluindo a a-
amilase. Outros autores também obtiveram resultados semelhantes
(BERGMANN, 1995; LU, 1998). Hannig e colaboradores (2008), que avaliou a
influéncia do cha de Cistus, bebida rica em polifendlica na colonizacéo
bacteriana e atividade enzimatica in situ. Os resultados mostram que a bebida,

reduziu a aderéncia de bactérias na pelicula, e a atividade da peroxidase. Os
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polifendis do cacau, café e cha podem ter papel na prevencdo de moléstias
orais, por reduzir a formacao de biofilme e formacdo de acido por S. mutans e
S. sanguinis (HANNIG et al., 2008) Estudos in vitro e in situ, com acido citrico e
acido cloridrico, ndo mostraram alteragcbes na pelicula dental adquirida
desencadeadas pelos componentes da dieta testados (NEKRASHEVYCH et
al., 2003; NEKRASHEVYCH et al., 2004 HANNIG et al., 2007).

Nos experimentos de precipitacdo de proteinas insolUveis também
observamos que em presenca de &gua mineral pH 7 nas proporgcdes
agua:saliva 10:1 e 1:1, a quantidade de proteina sollveis diminuiu. Os
espectros de fluorescéncia sincronizados da mistura saliva:agua mostram que
quando a proporcao de agua € igual o superior a da saliva. A emissdo da saliva
diminui de intensidade, sugerindo desnaturacdo e/ou mudancas
conformacionais. Assim, provavelmente a reducdo da forca ibnica da saliva

pela adicdo de agua pode ter causado diminuicdo da solubilidade das proteinas

Os espectros de ATR mostram que 0s sucos de uva tem alto contetudo
de polifendis, cujos espectros se sobrepdem as regides das proteinas
salivares. Khaustova et al. (2010) analisou amostras de saliva por ATR e
Derenne et al. (2013) polifendis, os espectros obtidos por ambos autores sao
sobreponiveis. Tanto as proteinas salivares como os polifendis apresentam
picos nas regides de 3600 a 2500 e 1750 a 1000 em ATR. Assim, é dificil
assinalar picos especificos para proteinas salivares e polifendis nas amostras
de PDAE formadas neste estudo. Entretanto, fica claro pela comparacéo dos
espectros de ATR que PDAE formada em presenca de suco:saliva apresenta
espectro semelhante a da PDAE formada em presenca de suco. As PDAE
formadas em presenca dos sucos apresentaram picos na regido caracteristica
de polifendis, que também sdo observados nas PDAE formadas em presenca
de suco: saliva. Estes resultados sugerem que estas moléculas estédo
adsorvendo a superficie do esmalte. Os efeitos dos polifendis ha composicao e
atividade da PDAE tem sido descritos na literatura. JOINER et al. (2003, 2004,
2006) mostraram que os polifendis purificados de cha preto (epicatecina-3-
gallato (ECG), epigallocatecina- 3-gallato (EGCG) e teaflavina) e componentes
do vinho tinto adsorvem fortemente a pelicula formada in vitro sobre discos de

hidroxiapatita e aumentaram a adsorcédo de proteinas salivares. Proctor et al.,
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(2005) observaram in vitro que a ligagcado do pequeno polifenol, epigalocatecina
a hidroxiapatita ndo foi afetada pela presenca de saliva ou pelicula mesmo
guando proteinas e este polifenol foram adicionados simultaneamente.
Entretanto, a quantidade de pelicula cobrindo a hidroxiapatita aumentou com
adicdo de antocianina, um polifenol derivado da casca da uva e o maior
polifenol do cha preto. Segundo os autores as diferenca observadas no perfil
de ligacdo esta relacionada as diferencas estruturais dos polifendis, ja que
epigalocatecina é pequena e neutral e a antocianina é pequena e carregada e
os outro polifendis do cha sdo mais polares. O Cistus, um cha rico em
polifendis também interfere na atividade da pelicula e a formacéao de biofilme in
situ (HANNIG et al., 2008). A pelicula dental adquirida formada in vitro com
polifendis por Joiner et al. (2004), a partir de um pool de saliva mostrou que os

polifendis adsorvem a pelicula.

Bebidas como cha, café, vinho tinto e outros alimentos ricos em
polifendis sdo responsaveis por pigmentar a superficie dentéria. A ocorréncia
disso pode estar ligada ao fato de histatinas de baixo peso molecular e outras
proteinas salivares terem capacidade de se ligar a polifendis dentaria.
(PROCTOR et al., 2005)

Além disso, neste estudo o0s sucos reconstituido e integral foram
titulados com NaOH. O suco integral de uva, sem adicdo de agua, sacarose ou
conservantes, apesar de pH inicial levemente mais basico em relagdo ao
reconstituido, necessitou de maior quantidade de base para ser neutralizado. O
mesmo foi observado para as misturas suco :saliva com suco integral. Estes
resultados sugerem que o suco integral pode apresentar uma acidez maior que
0 suco reconstituido. Os sucos integrais de uva em geral apresentam &acido
citrico (pKal=3.15, pKa2=4.77, pKa3=6.40), acido malico (pKal = 3.4, pKa2 =
5.13) e acido tartarico (pKal=3.03) (EMBRAPA, 1998) e as informacfes
encontradas no rotulo do suco de uva Del Valle apenas menciona que este
suco contém acido citrico. Assim, o suco integral teria uma maior capacidade

tampao por conter diferentes acidos.

Como o0s sucos de uva apresentam baixo pH a maior preocupacao

quanto ao seu consumo seria 0 desenvolvimento de erosdo dental e carie
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dental devido a presenca de acucar. Entretanto, estudos com Galla chinesis
uma planta medicinal chinesa, rica em polifendis, mostram que o extrato desta
planta é capaz de inibir a desmineralizacdo e estimular a remineralizacdo de
lesbBes céarie de esmalte e dentina radicular (CHU et al. 2007; LIAN-HUANG et
al., 2012; ZHANG et al., 2009; ZOU et al., 2008). O acido galico é um dos
componentes fendlicos desta planta que parece ser o responsavel pela
reducdo da desmineralizacdo (LIAN-HUANG et al., 2012). O efeito protetor
sobre os dentes pode estar relacionado a capacidade dos taninos em formar
complexos insoluveis com o calcio (CALIXTO; NICOLAU, 1986).

Embora, o presente estudo n&o tenha verificado o efeito dos sucos sobre
a des e remineralizacdo do esmalte ou dentina, o efeito observado de
desnaturacao e precipitacdo de proteinas da saliva e alteracdo da composicéo
da pelicula, aliados ao baixo pH destas bebidas podem conduzir a concluséo
gue estes sucos poderiam danificar os tecidos dentais. Entretanto, dada a
complexidade da composicdo dos sucos e a presenca de polifendis, séo
necessarios mais estudos para compreender o papel destes sucos na etiologia

ou protecao dos tecidos dentais em relacao a céarie e erosao.
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CONCLUSOES

Os resultados mostram que:

- Os sucos integral e reconstituido de uva sdo capazes de causar desnaturacéo
e/ ou mudancas conformacionais das proteinas salivares

- Componentes do suco de uva, provavelmente os polifendis sdo incorporados
a pelicula dental adquirida do esmalte.

- Os resultados sugerem que componentes do suco de uva integral apresentam
um efeito maior na conformacgéo das proteinas salivares quando comparado ao
suco reconstituido
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