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RESUMO

A saliva & um fluido produzido pelas glandulas salivares maiores, menores, fluidos
gengivais e nasais, composta por proteinas e glicoproteinas. As proteinas salivares
adsorvem-se a superficie da hidroxiapatita logo ap6s a higiene bucal, formando a
pelicula dental adquirida do esmalte. A sua funcédo é proteger o esmalte contra
desmineralizacao e permitir a adsorgao de bactérias originando o biofilme dental. Os
microrganismos que compde o biofilme dental permanecem em equilibrio em
condigbes compativel com a saude. Entretanto, mudangas no comportamento do
hospedeiro, alteram o equilibrio do biofilme favorecendo o aparecimento da carie e
doenca periodontal. Os polifendis podem interagir com proteinas salivares e alterar
sua conformacao, modificando estrutura e funcado da pelicula dental adquirida do
esmalte. O objetivo deste trabalho foi verificar as interagdes dos polifendis
resveratrol, epigalocatequina-galato, epigalocatequina e acido galico com saliva
total. O pool de saliva estimulada coletado foi diluido e concentragbes crescentes de
cada um dos polifenois foram adicionados. Em seguida, o espectro emissdo de
fluorescéncia de 300 a 500 nm das amostras com excitagdo em 282 nm foram
obtidos. Os resultados mostraram que com o aumento da concentracdo dos
polifenois ocorreu diminuicdo da emissao de fluorescéncia do triptofano em 350 nm.
Esta reducdo foi maior para epigalocatequina-galato, seguido do resveratrol e
epigalocatequina. Acido gdlico ndo interagiu com as proteinas salivares nas
condicoes testadas. A epigalocatequina-galato interage com as proteinas salivares
por mecanismos dinamicos e estaticos, enquanto que os demais polifenois
interagem por mecanismo dindmico ou colisional. Além disso, todos os polifenois
foram capazes de reduzir a atividade da a—amilase salivar. Entretanto, as interacdes
dos polifenois e as proteinas da saliva total sé foi observada em concentracées
superiores as obtidas através da dieta. Assim, este estudo sugere que
provavelmente in vivo estes polifenois ndo seriam capazes de afetar a estrutura e
atividade dos complexos de proteinas salivares e manteriam a homeostase do

organismo.

Palavras chaves: Polifenois, Saliva, Proteinas e Peptidios salivares



ABSTRACT

Saliva is a fluid produced by the salivary major and minor glands, gingival and nasal
fluids, composed of proteins and glycoproteins. The salivary proteins adsorb to the
hydroxyapatite surface after oral hygiene, forming a dental film called the enamel
acquired pellicle. Its function is to protect against the enamel demineralization and
allow adsorption of bacteria forming the dental biofilm. Microorganisms in the biofilm
remain in equilibrium under conditions compatible with health, however, changes in
host behavior, alter the balance of the biofilm leading to caries and periodontal
disease. The polyphenols can interact with salivary proteins and change their
conformation by modifying the structure and function of dental enamel film acquired
accordingly. The aim of this study was to study the interactions of polyphenol
resveratrol, epigallocatechin gallate, epigallocatechin and gallic acid with total saliva.
The stimulated saliva was collected and the pool was diluted and increasing
concentrations of each polyphenol were added. Following, emission spectrums of the
fluorescence of the total saliva (300 to 500 nm) with excitation at 282 nm were
obtained. The results showed that with the increase of the polyphenols occurred a
decreased tryptophan fluorescence emission at 350nm. This reduction was major for
epigallocatechin-gallate, followed by resveratrol and epigallocatechin. Gallic acid did
no interacted to total saliva protein at this experimental condition. The
epigallocatechin-gallate interacts with salivary proteins by dynamic and static
mechanisms, while other polyphenols interact by dynamic mechanism or collisional.
Moreover, all polyphenols were able to reduce the activity of salivary a-amilase.
However, the polyphenols interactions with the total of salivary protein were observed
at concentration higher than those obtained by the diet. Thus, this study suggests
that probably in vivo these polyphenols are not able to alter the structure and activity

of the salivary protein complex and it would keep the organism homeostasis.

Key words: Polyphenols, Saliva, Proteins and Peptides salivary
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1. INTRODUCAO

A cavidade bucal é banhada pela saliva que é formada pelas secrec¢oes das
glandulas salivar maiores, menores, fluidos gengivais e nasais. Logo apds a higiene
bucal, as superficies dentais sdo recobertas por macromoléculas, principalmente
proteinas salivares que adsorvem a superficie da hidroxiapatita (HA)
especificamente, formando a pelicula dental adquirida do esmalte. Esta pelicula tem
funcéo protetora contra erosao e desmineralizagdo, além de servir como ancora para
a adesao bacteriana e formacao do biofilme dental (NYVAD e KIIAN, 1987; OPHIR e
GUTNICK, 1985).

O biofilme é um denso agregado de diversos microrganismos, embebido
numa matriz de  polissacarideos extracelulares (PEC) de  origem
bacteriana(CVITKOVITCH et al., 2003, MARSH, 2004). O padrao geral de formacao
do biofilme inclui a adesado inicial de microrganismos a uma superficie, a
multiplicagdo dos microrganismos, formagdo de microcolénias, producdo de uma
matriz de PEC e finalmente, a diferenciagdo em um biofilme tridimensional (LI &
BOWDEN, 1985; O'TOOLE et al., 2000).

Os nutrientes sao dissolvidos na saliva total e podem adsorver a superficie
dental e ao biofilme. Assim, parece possivel que constituintes da dieta possam
interagir com proteinas salivares, interferir na formagéao da pelicula dental adquirida
e na formagao do biofilme. Como a cérie e periodontite sdo doengas associadas ao
acumulo de biofilme na superficie dental, constituites da dieta poderiam alterar a
sucestibilidade a estas doencas.

Algumas substancias como os polifenois que sao encontrados no cacau, café,
chas, cervejas, linhaga, aveia, trigo, leguminosas, canola, centeio e uvas podem
auxiliar no controle de doencas como o cancer e doencgas cardiovasculares como é o
caso do cha verde que apresenta além desses beneficios, exercem efeitos na
reducao da atividade microbiana, na producao de biofilmes e na producao de acidos
produzidos por S. mutans (AMORIM, FERREIRA e NAVARRO, 2007; KHAN e
MUKHTAR, 2007; SHlet al., 2003,KOO et al.,2010; GIACAMAN, CONTZEN,
SANDOVAL-MUNOZ, 2014; MUHAMMAD et al., 2014; RIIHINEN et al., 2014).0s
polifendis interferem na adsor¢édo do S. mutans a superficie dental e possuem acao
antimicrobiana (FERRAZZANO et.al., 2009). Além disso, os polifendis interferem na



14

formacao na formacgao do biofilme dental (XU, ZHOU e WU, 2012; STAUDERet al.,
2010; KHAN e MUKHTAR, 2007; SHI et al., 2003,;KOO et al.,2010; GIACAMAN,
CONTZEN,SANDOVAL-MUNOZ, 2014; MUHAMMAD et al., 2014; RIIHINEN et al.,
2014; XU, ZHOU e WU, 2012).

Assim, este trabalho investiga se os polifendis interagem com proteinas da
saliva total o que poderia sugerir uma interferéncia na formacao da pelicula dental

adquirida e consequentemente na formagao do biofilme dental.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi verificar as interacdes de diferentespolifendis

com o pool de proteinas salivares.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Verificar as interagbes do resveratrol, epigalocatequina-galato,
epigalocatequina e acido galico com as proteinas da saliva total através
dos espectros de supressao de fluorescéncia do triptofano e eletroforese

desnaturante;
— Avaliar a atividade da a-amilase salivar na presenca destes polifendis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 COMPOSIGOES DA SALIVA

A saliva é formada por secregcbes das glandulas parétidas, submandibular,
sublingual e glandulas salivares menores, além de componentes comoalimentos,
microrganismo e secre¢cfes nasais. A saliva contém hormdnios, agua, eletrolitos,
proteina, acucares e lipidios. As fungdes especificas dos componentes salivares
relacionadas com a saude bucal estdo listadas no quadro 1. Além destas
caracteristicas funcionais, tém-se como outras atribuigdes bioldgicas da saliva, a
lubrificagdo, protegdo contra microrganismos, manutengdo da integridade e
hidratagdo da mucosa, auxilia na fala e na mastigagcéo, protege os dentes contra
desmineralizacédo e favorece a sua remineralizacdo. Apresenta enzimas capazes de
auxiliar no processo digestivo e protecado contra microrganismos (LOO et al., 2010,
KAUFMAN& LAMSTER, 2002).

As proteinas salivares, hormdnios, imunoglobulinas e proteinas
antimicrobianas sao marcadores biolégicos. A saliva apresenta quantidades
significativas de proteinas e &cidos nucléicos, que refletem o estado fisiol6gico do
individuo e, por ser de facil acesso para coleta e analises, auxiliam no diagnéstico de
doengas (VUKOSAVLJEVIC, CUSTODIO, SIQUEIRA,2011; LEE,H.Y.; WONG,T.D,
2009).

Dentre as proteinas encontrada na saliva estdo a a-amilase, a lactoferrina,
imunoglobulina, anidrase carbbnica, albumina, peptideos como a cistatinas,
estaterina, lisozimas e as proteinas ricas em prolina(PRPs)(PERINPANAYAGAN et
al., 1995; VITORINO et al., 2004). As proteinas salivares apresentam uma funcao
importante como um fator de protecao para a superficie dental evitando a erosao e a
desmineralizacdo do esmalte, as proteinas como a citoquinina, fatores de
crescimento de fibroblastos, auxiliam na proliferacdo das células da mucosa e na
sua diferenciagédo, as interleucinas e endotelial vascular e fator de crescimento,
ajudam na cicatrizagao de feridas e no controle de inflamacdes (LOO et al., 2010).

Algumas destas proteinas apresentam 35 a 40% de prolina, na sua
composicao e sao designadas como proteinas ricas em prolina (PPR) e constituem
70% do conteudo total de proteinas salivares originadas da parétida humana,

enquantoa a-amilase corresponde30% das proteinas totais da saliva. Outras
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proteinas como lisozima, estaterina, lactoferrina, peroxidase e IgA secretora tem
recebido mais atengdo, embora sejam relativamente menor na composicdo em
relacdo as demais proteinas (DODDS e YEH, 2005). A estaterina € uma proteina
que auxilia na manutencao da saturacao dos sais de calcio e de fosfato (GIBBONS
et al.,1998),

A mucina é uma proteina produzida nas glandulas submandibular e sublingual
e, é, responsavel por manter a hidratagdo bucal e liga-se a toxinas, bactérias, e
células hospedeiras além de fazer parte da pelicula adquirida protegendo o esmalte
contra a erosdo (AMERONGEN, ODERKERK e DRIESSEN,1987).

A concentragdo de componentes como sodio, bicarbonato, fosfato, uréia e
proteinas, bem como o pH salivar podem variar de acordo com diversas situagdes
(DAWES e KUBIENIEC, 2004). Foi observado que exercicios fisicos levam ao
aumento da secrecao da saliva e proteinas como amilase, lisozima, MUC5B
(LIGTENBERG et al.,, 2015). O contrario é visto em exercicios acima de 2 horas
devido a desidratacdo, no qual se observa diminuicdo da secrecdo de saliva
(Ljungberg et al., 1997). Além dos exercicios fisicos, foi visto que a desnutricdo pode
levar também a diminuigdo da fluido na cavidade bucal (BATISTA E MOREIRA
2007).

COMPONENTES FUNGOES
Modulagdo do pH e da capacidade de

Bicarbonatos, Fosfatos e Uréia ]
tamponamento da saliva

Limpeza, agregacdo e/ou adesdao de
Proteinas e Mucinas microrganismos; contribuicdo no metabolismo

da biofilme

Agao sinergética dos trés componentes como
. ) fator de anti-solubilizagdo; e  fatores
Calcio, Fosfato e Proteinas ] L
moduladores de remineralizagao e

desmineralizagao.

Imunoglobulinas, Proteinas e Enzimas Acgao Antibacteriana, Antifungica e Antiviral

QUADRO1-COMPONENTES DA SALIVA E SUAS RESPECTIVAS FUNCOES
FONTE: ARCHETTI(2014)
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3.2. FORMAGCAO DE COMPLEXOS ENTRE PROTEINAS SALIVARES ESUA
ATIVIDADE BIOLOGICA

Na saliva as proteinas formamcomplexos (SOARES et al.,2003; BRUNO et
al., 2005; SIQUEIRA et al., 2012), cuja fungao bioldgica € proteger as proteinas da
protedlise e/ou encaminhar as proteinas salivares a diferentes locais da cavidade
bucal (MOFFA et al, 2015). A histatina 1 proteina relacionada a inibicdo da
desmineralizacao do esmalte é capaz de complexar a 43 proteinas salivares e além
das fungdes ja mencionadas acima, o complexo modula a atividade biolégica das
proteinas que o formam (SIQUEIRA et al.,2012). Ja histatina 5, apresenta atividade
anti-fungica contra Candida albicans (POLLOCK et al., 1984) um fungo oportunista
€ capaz de complexar a 52 proteinas salivares diferentes (MOFFA et al., 2015).As
mucinas salivares de alto e baixo peso molecular, mucina 5B (MG1) e mucina 7,
respectivamente, complexam com o-amilase, PRP 2 acidicas, PRP 3 basicas,
estaterina, SIgA, lactoferrina e histatina 1 (SOARES et al., 2003; BRUNO et al,,
2005).

Apesar do estudo de Moffa et al.(2015) nao ter identificado os locais de
formacao dos complexos de histatina 5 e outras proteinas salivares, estes autores
sugerem que estes complexos podem ser formados no interior das glandulas
salivares ou na cavidade bucal.

Nas glandulas salivares observa-se uma maior quantidade de proteina
salivares integras em relacdo a saliva coletada. A histatina, por exemplo, encontra-
se integra na glandula salivar, no entanto ao ser misturada a saliva total esta
proteina desaparece, isso se deve possivelmente a protedlises (Sun et al., 2009).
No entanto, quando histatina 1 presente na saliva total combinada a outras
proteinas salivares, esta ndo sofre degradacao (SIQUEIRA et al.,2008). Da mesma
forma quando a histatina 1 liga-se a hidroxiapatita do esmalte ha resisténcia a
protedlise (MCDONALD et al., 2011). Assim, a formacao de complexos proteicos e
a adsorcao das proteinas aos seus tecidos alvos aumenta o tempo de vida das
proteinas salivares na cavidade bucal. Os complexos também modulam a atividade
das proteinas salivares. Histatina 5 quando complexada a-amilase apresenta uma
reducao significativa da atividade antifugica.
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3.3. PELICULA DENTAL ADQUIRIDA

A pelicula dental adquirida € um filme que se forma sobre os dentes, isenta
de bactérias e composta por mucinas, glicoproteinas, proteinas e diversas enzimas
(HANNING &HANNING, 2005).Aproximadamente 130 proteinas diferentes foram
identificadas da pelicula dental adquirida humana formada in vivo, sendo 14.4%
derivadas de glandulas salivar, 67.8% de células e 17.8% originada de soro vindo
através de fluido crevicular (SIQUEIRA, ZHANG, HELMERHORST, 2007).0
esmalte dental tem uma composicéo distinta por ser uma superficie mineral. A
predominancia maior de proteinas na pelicula € de estaterina, proteinas ricas em
prolina, essenciais para remineralizagdo e desmineralizacdo do esmalte
(LENDEMANN, GROGAN e OPPENHEIM, 2000;HANNIG & HANNIG, 2005).

A estaterina é considerada uma proteina especifica da pelicula do esmalte,
por ligar-se facilmente ao Ca* da hidroxiapatita e liga-se com menor afinidade as
células da cavidade bucal (GIBBINSet al., 2014).

O processo de adsorcao de proteinas na superficie de ligagcdo é em geral
complexo devido a quantidade, tamanho e concentragdo das proteinas individuais.
Este processo ocorre devido as forgcas eletrostatica, pontes de hidrogénio, ligacoes
especificas e cross-linking. Outros fatores como composi¢édo iénica pode influenciar
na formagao da pelicula salivar, com o aumento ou diminuigao do nivel de interacao
eletrostatica (RAYNAL e HARDINGHAM, 2003).

O quadro 2 mostra algumas das proteinas da pelicula dentaria adquirida e
suas respectivas fungdes.A formacdo da pelicula dental adquirida inicia pela
adsorcao de proteinas salivares intactas e fragmentadas de diferentes fontes e sofre
influencia das modificacbes ambientais da cavidade bucal, como por exemplo ciclo
circadiano, composicao da flora microbiana bem como propriedades fisico-quimica
das superficies dos dentes. A fase inicial da formagédo da pelicula dental adquirida
ocorre dentro de segundos de exposigcdo a saliva e levando a um aumento na
espessura da pelicula para 10 a 20 nm em alguns minutos, e permanece assim em
estabilidade cerca de 30 minutos (LENDENMANN et al.,2000).

As proteinas que apresentam maior afinidade com a hidroxiapatita séao
conhecidas como “precursores de pelicula” iniciam este processo através de

interacdes eletroestaticas com a superficie do esmalte (HAY, 1973). As estaterina e
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histatinas sao consideradas precursoras, pelo fato de ser uma das primeiras a
absorver a hidroxiapatita (JENSEN et al., 1992 e LAMKIN et al., 1996).

Em relacdo a abundancia de proteinas na pelicula dental adquirida, estudos in
situ mostram que as MUC5B, MUC7, a—amilase, cistatinas, lisozima, lactoferrina
estdo presentes em maiores quantidades na pelicula dental adquirida segundo
Vacca, Smithe Bowen, 2000; Hanninge e Jonier, 2006 (apud SIQUEIRA,
CUSTODIOe MCDONALD 2012).

Estudos mostram que a pelicula dental adqurida formada insitu 3 minutos
aplds a exposicao a saliva protege os dentes contra erosdo provocada por &cidos.
Assim, a pelicula age como uma barreira evitando contato direto entre acidos e os

dentes (HANNING etal., 2004).

PROTEINAS DA PELICULA

FUNCOES

Aglutinina

Agregacéo de bactérias

Catelicidina (LL37)

Propriedadesantibacterianas de amploespectro

Cistatinas (VEGh)

Inibidor de protease

Defensinas Propriedadesantibacterianas de amploespectro
EP-GP Desconhecidas
Histatinas Propriedadesantibacterianas de amploespectro

Imunoglobulinas

Inativagao e agregagao de bactérias

Lactoferrina

Propriedades antibacterianas

Lactoperoxidase

Inibigdo de crescimento

Lisozima

Propriedades antimicrobianas

MUC5B (Mucina MG1)

Barreira de difusdo de protons

MUC?7 (Mucina MG2)

Agregagao

Glicoproteina ricaS em prolina

Desconhecida (Agregagao?)

Proteinas ricas em prolina (aPRP)

Aderéncia

Proteinas ricas em prolina (bPRP)

Desconhecida (Interfere na membrana?)

Estaterina

Inibe a precipitacdo de calico

QUADRO 2-PRINCIPAIS PROTEINAS DA PELICULA DENTAL ADQUIRIDA DO ESMALTE E SUAS
FUNGOES.
FONTE: VACCA, SMITH E BOWEN(2000)
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3.4. BIOFILME

As proteinas que compde a pelicula dental adquirida adsorvida a HA, sofrem
alteracdes conformacionais expondo sitios adequados para a ligacdo dos
colonizadores  primarios:  Streptococcusgordonni,  Streptococcussanguis e
Streptococcusparasanguis, 0s quais constituem de 60 a 80% da populacao
bacteriana inicial (NYVAD & KIIAN, 1987; OPHIR & GUTNICK, 1985). Os
colonizadores primarios possuem receptores superficiais que sao reconhecidos
pelas adesinas dos colonizadores secunddrios iniciando o processo de sucessao
bacteriana. Posteriormente, as adesinas dos colonizadores tardios ligam-se aos
receptores dos colonizadores secundarios formando a comunidade climax do
biofiime(KOLENBRANDER & LONDON, 1993; BOS et al., 1985; KOLENBRANDER,
1998; KOLENBRANDER et al., 2000).

Neste caso, o biofime é considerado um denso agregado de diversos
microrganismos, embebido numa matriz de polissacarideos extracelulares (PEC) de
origem bacteriana e polimeros provenientes do hospedeiro (CVITKOVITCH et al.,
2003; MARSH, 2004). O padrao geral de formacao do biofilme inclui a adesao inicial
de microrganismos a uma superficie, a multiplicacdo, formagdo de microcoldnias,
producdo de uma matriz de PEC e finalmente, a diferenciacdo em um biofilme
tridimensional (LI & BOWDEN, 1985; O'TOOLE et al., 2000). Uma vez estabelecido
na superficie dentéria, o biofilme mantém sua composicao microbiana relativamente
constante, apesar da exposicdo dos microrganismos a uma variedade de
perturbacdes ambientais, tais como: ingestdo de alimentos e bebidas, mudancas
hormonais, higiene bucal entre outras. A adaptagcdo microbiana ao ambiente bucal
resulta de um balango nas tensdes dindmicas que surgem das interagdes sinérgicas
e antagbnicas entre diferentes organismos (MARSH, 1985; MARSH, 1995).

Estas bactérias presentes na cavidade bucal permanecem em homeostase no
biofilme. A composicdo microbiana do biofilme, apresenta certa estabilidade
principalmente em condi¢ées no qual o pH bucal é neutro. Além disto, sobre
condicoes de saude, o biofilme dental desempenha um papel importante no que se
refere aos mecanismos de defesa natural do hospedeiro. No entanto, o desequilibrio
do biofilme devido a mudanc¢a do estilo de vida do individuo causa cérie e doenga
periodontal. As bactérias presentes no biofilme, quando expostas a situacées que

confltam com um estado de saude compativel, como tabagismo, praticas
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inadequadas de higiene,processo de envelhecimento, consumo frequente de acucar
estimulam a microbiota associada a um estado de doenca (JENKINSON e LAMONT,
2005; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005; MARSH, 2006).

Com o aumento da ingestdo de carboidratos fermentaveis pelo hospedeiro,
aumenta a produgdo de acidos que reduzem o pH no biofilme favorecendo o
crescimento de microrganismos acidogénicos e aciduricos que produzem mais
acidos que provocam a desmineralizagdo da hidroxiapatita originando a carie dental
(MARSH, 2003)

Na presenca de sacarose, alguns microrganismos como S. mutans, produzem
glicoltransferase (GtfB, GtfC e GtfD) s&o adsorvidas as superficies dentais e/ou
bacterianas podendo produzir glucanos insoluveis em agua (VENKITARAMAN et al.,
1995; VACCA E SMITH-BOWEN, 1998; BOWEN E KOO, 2011).Além disso, na
presenca deste dissacarideo S. mutans também secreta frutosiltransferase (Ftf) que
produz frutanos que participam da formagdo do biofilme e ligagdo de bactérias
cariogénicas favorecendo seu acumulo (ROZEN et al., 2001, 2004).

Portanto, a ingestao de alimentos ricos em carboidratos fermentaveis auxiliam
na reducao do pH bucal favorecendo a predominancia de bactérias acidogénicas e
sua aderéncia na superficie do dente contribuindo com a formagao do biofilme, que
nesta condigcdes aumentam a suscetibilidade a carie e doenca periodontal.

O desequilibrio do biofilme dental também pode causar doenga periodontal. A
periodontitie € uma doenca crbénica causada pela inflamacao do tecido periodontal,
que leva a destruicdo dos ligamentos e reabsor¢cdo éssea devido ao aumento do
biofiime dental (KODOVAZENITIS et al., 2011). A periodontite pode afetar outras
partes do corpo, especialmente o coragdo (MARUYAMA E SATO, 2016; SHIHEIDO
et al., 2016). O estilo de vida e habitos do individuo podem agravar o estado da
doenca (JANG et al., 2016; MARUYAMA E SATO, 2016). O aumento do biofilme
dental provocado principalmente pelo estilo de vida do individuo inicia 0o processo
inflamatorio que modifica as condicées do meio favorecendo a predominancia de
bactérias Gram-negativas agravando a doeng¢a (MARCH, 2003).

O desequilibrio do biolfime dental é causado pelo estilo de vida do indiduo
que conduz a condi¢des favoraveis para desenvolvimento da carie e da doenga
periodontal. O biofilme sacarose independente em equilibrio protege ao hospedeiro.
SOCRANKY e HAFFAJEE (2000 citado por Nunes et al., 2007, p 55-61).
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A alimentacdo depende do estilo de vida do individuo e pode interferir na

formacao da pelicula dental como descrito a seguir.

3.5. DIETA E PELICULA DENTARIA

A alimentacao pode influenciar sobre a formagéo da pelicula dental adquirida,
alterando sua composicao. O efeito da dieta sobre a composicao da pelicula dental
adquirida foi primeiramenteobservado por Rykke e Sonju (1991). Neste estudo, a
composicao quimica das peliculas formadas invivo, ap6s 24h de jejum e 2h sem
consumo de alimentos e bebidas foram semelhantes.Entretanto, a composicéo da
pelicula formada 24h apdés uma dieta normal foi diferente, indicandoque a dieta
contribuia para formacao da pelicula. Mudangas no peso molecular € no niumero de
proteinas que se depositam na pelicula dentéria foram observadas ap6s enxague
bucal com o leite ou com a kappa-caseina (VACCA SMITH e BOWEN,2000). Neste
sentido, o potencial da erosao dentaria pode diminuir com a adicdo de caseina a
solugdes acidas e refrigerantes (HEMINGWAY e PARKER, 2010).

As proteinas do iogurte ndo foram capazes de adsorver ao esmalte (DEVOLD
et al,2006). Ja as bactérias probidticas podem afetar a ecologia por prevenir
aderéncia de bactérias e modificando a composicao da pelicula dentaria (HAUKIOJA
et al.,, 2008). Algumas proteinas do leite humanocomo: IgA secretora, BSSL-lipase
estimulada por sais biliares, lactoferrina, aloumina, p-caseinaelisozima aderem a HA
(WERNERSSON et al., 2006). TEIXEIRA et al. (2006, 2007) mostram que as
lectinasde algas adsorvem junto a pelicula e sdo capazes de inibir a adsor¢ao de
Streptococcus no biofilme.Finke et al.(2002) mostraram em estudo in situ que o
consumo de certas bebidas gaseificadas aumentou a espessura da pelicula.
Hemingway et al(2010) com objetivo de investigar os efeitos da caseina e
ovoalbumina na erosdo do esmalte in vitro, observou que esses componentes
apresentam efeitos anti-erosivos, Van der Mei, (2010) verificou em experimentos in
vitro e in vivo que leite e 6leo de salada aumentaram a hidrofobidade da pelicula e
solugbes com acgucar, aumentaram a hidrofilicidade. Hanning et al. (2009) em uma
investigacao de alteracbes e propriedades da pelicula durante o consumo de
bebidas acidas, verificou que sucos sdo menos danosos que refrigerantes de baixo

pH. Duarte et al. (2006) constatou que antocianinas, flavondis e proantocianidinas



24

presentes no cranberry conseguiam inibir a glicosiltransferase, reduziam a producao
de &cido por S. mutans e influenciaram o desenvolvimento do biofilme, Koo et al.
(2010) mostraram que sementes de uva sao capazes de reduzir a formacédo do
biofilme por S. mutans. Os 6leos comestiveis reduzem o efeito protetor da pelicula
contra a erosao dental e ndo afetam o perfilde colonizagao do biofilme (HANNIG et
al., 2012; 2013).

Em presenca de Caricapapaya a pelicula é desestruturada e/ou é
completamente removida (YAO et al.,, 2012). Componentes dos chas e do vinho
ligam-se fortemente a proteinas da pelicula, aumentando sua espessura(JOINER et
al., 2003; JOINER et al., 2004; JOINER et al., 2006). Os polifenois do chas preto
interagem com a pelicula mudando sua estrutura e fungao (PROCTOR et al., 2005).
Bochecho com os chas diminuiu a atividade de peroxidasena pelicula (HANNIG et
al., 2008). Uma revisao de literatura mostrou que os polifenois de chas apresentam
um efeito cariostatico(KHAN e MUKHTAR, 2007).Recentemente, Archetti (2014)
mostrou que sucos de uva integral e reconstituido sdo capazes de interagir com as
proteinas salivares e, que, alguns componentes dentre eles polifenois podem ligar-

se a pelicula dental adquirida.

3.6. INTERACAO PROTEINAS SALIVARES E POLIFENOIS

A adstringéncia sentida ap6s o consumo de alimentos ricos em polifenois €
atribuido principalmente devido a interacdo entre taninos e proteinas salivares.
Proteinas ricas em prolinas (PRP), histatinas e estaterinas as proteinas mais
reativas nesta interacdo (GREGORIO, MATHEUS e FREITAS, 2014). Apos as
observacbes de Hagerman e Butler (1981) em que proteinas salivares de ratos
mostraram afinidades para taninos, outros estudos foram desenvolvidos com intuito
de investigar a natureza destas interacbes (BENNICK, 2002). Mehansho et al.,
(1985) avaliaram a afinidade de PRP bésico e PPRs de saliva de ratos. Lu e Bennick
(1998) avaliaram a capacidade das PRP humana purificada em formar complexos
insoluveis com taninos. Yan e Bennick (1995) mostraram que moléculas com alto
peso molecular e maior concentracdo de prolina ndo necessariamente favorecem a
interacao entre proteinas salivares e taninos, uma vez que estes mesmo autores

constataram que a histatina, um peptideo desprovido de prolina foi capaz de
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precipitar na presenca de taninos.Naurato et al. (1999) demonstraram que histatinas
3 e 5 compartilham a mesma regido de ligacao ao tanino. Soares, Mateus e Freitas
(2007) observaram a interacdo entre polifenois como catequina, epicatequina,
eipigalocatequina-galato, malvidina-3-glucosideo, taninos &cidos, procianidina B2
galato e procianidina coma-amilase salivar em relagdo a adstringéncia. Estes
autores concluiram que as estruturas dos polifenois tem interferéncia na capacidade
de supressdo da fluorescéncia e, que, proteinas diferentes interagem de forma
diferente com os mesmos polifenoisdevido a diferentes estruturas tridimensionais
das proteinas salivares. Wroblewski et al. (2001) identificaram que o
epigalocatequina-galato (EGCG), interage com residuos basicos e arométicos em
proteinas com a histatina 5.

Esta capacidade de proteinas salivares interagirem com taninos se deve
principalmente pela necessidade em neutralizar os taninos contidos na dieta.
Andrews e Martin (1991) relatam que ancestrais dos humanos atuais apresentavam
mais tolerancia e adaptacao a dietas & base de frutas, e com isso pareciam ter maior
capacidade em neutralizar os taninos contidos na dieta e, primatas como o0s
macacos a presenca de histatinas esta relacionada com a dieta.

A histatina também esta presente na saliva do mico e esquilo que além de
ingerirem insetos possuem também uma dieta a base de frutas e plantas (AZEN et
al., 1978). A presenca elevada de histatinas e proteinas ricas em prolina em
hominideos sdo consideradas um ponto chave no processo evolutivo da
alimentagéo, que permitu o homem em especial, ingerir varios alimentos que em
outras situacdes, ndo seriam permitidos devido ao elevado teor de taninos. A dieta
de hominideos era constituida principalmente de legumes, nozes e frutas
aproximadamente a 4,5 quilogramas, para atender suas necessidades energéticas
didrias. Assim,a ingestdo de quantidades elevadas de plantas criou-se a
necessidade dos nossos ancestrais em neutralizar esses taninos presentes na dieta.
Isso pode explicar a elevada concentracdo de proteinas que ligam a taninosna saliva
humana (JENKINS et al., 2001).
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3.7. POLIFENOIS

Compostos fendlicos sao estruturas que quimicamente apresentam hidroxilas
e anéis aromaticos, podendo estar dispostos na forma simples ou de polimero que
possuem efeito antioxidante. Podem ser encontrados em forma natural em vegetais
ou sintéticos, podendo estar também livres ou complexados a agucares e proteinas.
Exemplos de grupos fendlicos s&o os flavondides, os &cidos fendlicos, os taninos e
os tocoferois (ANGELO e JORGE, 2007). Os polifenois estao presentes em diversos
alimentos, como, legumes, cereais, frutas, chas vinho tinto e café também s&o fontes

de polifenois (Figura 1).

Polifenois
Chalconas
‘/ \

Lignanas /
Acidos fendlicos

Estilbeno f
Flavonoides Q. .
Acido galico
‘ Flavonas
‘ Trans-resveratrol ‘
/ Flavonol
‘ Epigalocatequina-gallato ‘ / \
Mondmeros QOutros
Taninos
Polimeros Oligomeros

FIGURA 1-CLASSIFICAGCAO DOS POLIFENOIS
FONTE: Adaptado de FERRAZZANO et al,(2011)

A concentracdo de polifenois nos alimentos pode variar com fatores
ambientais, fatores genéticos e outras tecnologias que podem melhorar a
concentracdo deste componente fendlico. Os polifendis sdo componentes
importantes para a saude humana e seu beneficio depende da quantidade ingerida e
do tipo de polifenol. A proantocianidinas, por exemplo, possui baixa absor¢éo e sua
acao no organismo ocorre no intestino. As antocianinas parecem ter as mesmas

caracteristicas quanto a absorcao (MANACH et al.,2004).
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O efeito antioxidante dos polifenois, na prevencdao do envelhecimento e
doencas crbnicas e degenerativas como as cardiovasculares e da diabetes tem sido
estudados. Pesquisas mostram reducdes no risco de doencas cardiovasculares e
cancer e em culturas de células em animais mostrando beneficios do consumo do
cha em fases especificas com | e Il nas enzimas hepaticas, gene de transcrigao,
proliferacdo das células e outras fungdes em niveis moleculares (KHAN e
MUKHATAR, 2007).

A epigalocatequina-galato, um polifenol presente no cha verde, apresenta
capacidade de diminuir atividade bacteriana, desenvolvimento de cénceres e
doencas cardiovascular. Estes beneficios sdo devido a presenca de flavondides,
catequinas e outros grupos fendlicos que possuem capacidade de inibir a agdo dos
radicais livres existentes no organismo. Aproximadamente trés bilhdes de
quilogramas deste cha sdo produzidos por ano, através defolhas ndo fermentadas e
nao oxidadas de Camelliasinensis, da familia Theaceae, que possui diversos grupos
fendlicos, que representam aproximadamente 30% do peso seco, das folhas frescas.
Os flavonéides em maior quantidade nestas folhas sao epicatequina, galocatequina,
epicatequina-galato (EGCG). Este ultimo é considerada a catequina mais ativa
(AMORIM, FERREIRA e NAVARRO, 2007).

Com o aumento do interesse desta substancia na promocao de salde, os
chas em especial o cha verde, tem sido incluido na alimentagdo e considerado
alimento funcional (ROCCARO et. al., 2004, HIGDON & FREI, 2003; MORAIS et al.,
2009). Em relacdo a saude bucal, foi visto queepigalocatequina-galato (EGCG) é
capaz de diminuir a producao de acido pelo biofilme dental e também por S mutans,
além de reduzir o biofilme dental (HIRASAWAM.; TAKADAK e OTAKES, 2006; DU et
al., 2012; XU, ZHOU e WU, 2011; 2012)

Este polifenol também interage com as proteinas salivares. Apdés o EGCG
entrar em contato com a saliva, proteinas salivares como q-amilase, S100 e
cistatinas foram precipitadas. As mucinas MUC5B e MUC7 sofreram alteracbes de
suas propriedades e sedimentaram rapidamente com o aumento da concentragao de
MUCS5B (DAVIES et al., 2014). Além deste resultado, foi observado que o EGCG
também inibe a funcdo da a-amilase por inibicdo ndo competitiva. Essa inibicdo é

importante na prevencao da formagdo de carboidratosfermentaveis que quando



28

metabolizados pelo micro-organismo do biofilme produzem &cidos que contribuem
para o desenvolvimento da carie dental (HARA et al.,2012).

O EGCG, também pode influenciar na inibicdo na formagdo de biofilmes
maduros por S. mutans, através da supressao do gene gtfao nivel da transcricao,
sendo considerado um polifenol que interfere na viruléncia das bactérias
responsaveis pela carie, entretanto, esses mecanismos nao estdo complemente
esclarecidos (XU, ZHOU e WU, 2012). Comparando EGCG com
clorexidinedigluconato comumente utilizados como um agente desinfectantes bucais,
EGCG nao teve o mesmo efeito na eliminagdo do S. mutans relacionadasa lesbes
de caries de dentinas nas concentragdes citadas no estudo (ASSIS et al., 2015).

Em uvas bordo o 4cido galico esta presentes nas cascasem maior quantidade
de Miriquetina 3-glucosideo esta presente tanto em cascas com em polpas da uva.
Acido hidroxicinamicose os seus derivados provenientes do &cido cafeico estdo
presentes em quantidades nas cascas de uvas. O resveratrol estapresente em uvas
bord6 em maior proporcdo nas cascas desta fruta. Nas sementes de uva
encontramos a proantocianidina (PA), este é um polifenol que garante fortalecimento
de tecidos colagenosos. Em cranberry, pode inibir a atividade das
glucosiltransferase adsorvidas, e a producdo de acidos por S. mutans (KOO et
al.,2010).

Em sementes de uvas, morangos, mirtilos, hamamélis, chas e vinho tinto,
encontramos outro fotoquimico, o &cido galico (LOPEZ et al., 2011). E um composto
fendlico com efeitos antioxidantes, antiviral, oferece protegdo cardiovasculares,
anticancro, anti-inflamatério. E tem apresentado bons resultados nos tratamentos
com efeito antioxidantes nos tratamentos de hepatite C, com diminuicdo de espécies
reativas de oxigénio (SALAS et al., 2016). Alguns estudos usando acido galico foram
usados para promogado de saude bucal, foi verificado que acido gélico tem papel
importante no fortalecimento de células acinares da saliva humana, ap6s exposicao
ao raio X acidental, ou com aplicacdo médica (SHANMUGAM et al., 2015).

Outra classe conhecidas de polifendis com carga negativa sdo os acidos
fendlicos (benzobico e acidos hidroxiciamicos), derivados dos estilbeno (resveratrol),
flavan-3 0Ois (catequina, epicatequina), flavondis (campferol,quercetina, miricetina),
antocianinas entre outros (OLIVEIRA et al., 2013). O resveratrol esta presente
principalmente em uvas e produtos derivados desta fruta. Uvas pretas (Vitis vinifera)

possuem grandes fontes de compostos fendlicos. Os polifenois presentes na uva
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contém compostos simples chamados de monémeros e substancias do tipo tanino
complexos (oligbmeros e polimeros).

O resveratrol é um composto classificado como polifenélico nao flavonéide
sendo considerada uma fitoalexina. Nas plantas sdo encontradas em duas formas
isbmeras: trans-resveratrol (3,5,4 -trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4 -
trihidroxiestilbeno). A forma trans além de ser convertida para cis-resveratrol na
presenca de luz visivel estd associada aos beneficios & saude (XI CHU et al.,
2015).0 resveratrol apresenta diversas acoes bioldgicas importantes para prevencao
de doencas como diabetes, antioxidantes, antiinflamatéria, anti-tumoral e
cardioprotetor (BALATA et al., 2010).

Devido aos beneficios da uva para saude, o consumo de suco de uva
aumentou no Brasil. Em 2014 foram comercializado aproximadamente 90 milhdes de
litros de suco de uva, 13,5% acima do ano anterior (CANAL RURAL, 2015).

Com o aumento do consumo desta bebida, olnstituto Brasileiro do vinho
(Ioravin) encomendou um estudo sobre o mercado consumidor de suco de uva
integral através de dados coletados nas pracas de Porto Alegre, Sado Paulo, Rio de
Janeiro e Recife em 2015, e o resultado obtido foi que os motivos que levam a
populacdo ao consumir este suco é o interesse pelo consumidor por alimentos
saudaveis (CANAL RURAL, 2015).Este aumento do consumo pode suco de uva
pode também provocar alteracbes na composicdo das proteinas salivares e
conseguintemente da pelicula dental adquirida do esmalte alterando a
suscetibilidade individual a doengas bucais.

As interagdes de polifendis e proteinas salivares véem sendo estudas e serao

descritas a seguir.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. DELINEAMENTO GERAL DO ESTUDO

A saliva total estimulada foi coletada de voluntarios da pesquisa que foram
recrutados de acordo com os critérios de inclusdo. As salivas foram agrupadas

formando um pool de saliva total que foi utilizada para os experimentos.
4.2.ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética Universidade Federal do
Parana com o parecer numero 888.649 18/11/2014 (Anexo 1).

4.3.SELEGAO DOS PARTICOPANTES

Os objetivos da pesquisa foram esclarecidos aos participantes via e-mail para
recrutamento e pessoalmente apds a selecdo. Cinco participantes com idade entre
23 a 32 anos foram selecionados, entre os alunos de graduacdo e pos-graduacao
que realizavam atividades de pesquisa no Depto de Bioquimica e Biologia
Molecular-UFPR e que nao estivessem usando medicamentos. As eventuais duvidas
foram esclarecidas pessoalmente pela equipe da pesquisa. Apdés concordarem em
participar do estudo, os participantes assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido.
4.4. COLETA SALIVA TOTAL

A coleta de saliva estimulada foi realizada pelo método de splitting. Os
participantes receberam um pedacgo de parafina para mastigar. A saliva formada no
primeiro minuto foi descartada. Em seguida, os participantes coletaram de 10 a 20
mL de saliva. O pool de saliva foi centrifugado por 10 minutos a 14000rpm a 4°C e
em seguida o sobrenadante foi coletado e armazenado a -4° C.

4.5. POLIFENOIS SELECIONADOS
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As amostras dos polifenois foram adquiridas comercialmente da SIGMA ou
Chromadex. Os polifenois utilizados neste estudo foram: (-) epicatequina; (-)

epigalocatequina; galato (-) epigalocatequina e resveratrol.

4.6. INTERACAO DOS POLIFENOIS COM PROTEINAS SALIVARES EM
SOLUCAO

4.6.1. Determinacao de alteracbes dos perfis proteicos do pool salivar em
presenca dos polifenois

O pool de saliva foi incubado por 2 minutos a 37°C com 500 ug/uL dos
polifenois selecionados conforme descrito por HARA et al., (2012). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante foi
separado do precipitado. Posteriormente, o precipitado foi ressuspenso em 20 uL de
agua e foi aplicado juntamente com o sobrenadante em SDS-PAGE 12% para
avaliar o perfil proteico do poolsalivar na auséncia e presenca dos polifendis

4.6.2. Efeito dos polifenois na estrutura das proteinas salivares

O pool de saliva foi diluida 1:5 com tampao fostato de sdédio 10 mmol/LpH 7,0
e 25 mmol/Lde NaCL (8 mL) e em seguida misturada com concentracoes
crescentes de cada um dos polifenois. A cada adicdo de polifenol o espectro
emissao de fluorescéncia de 300 a 500 nm das proteinas salivares com excitacao
em 282 nm foram coletados. Os espectros analisados e o efeito dos polifenois na
supressao da fluorescéncia do triptofano e o tipo de interacao dos polifenois com as
proteinas salivares foram determinadas a partir do grafico de Stern-Volmer
(SOARES, MATEUS e FREITAS, 2007; XIAO et al., 2011)

4.6.3. Efeito dos polifenois na atividade a-amilase salivar
Para a avaliacdo da atividade da a-amilase salivar foi usado o Kit Labtest e

100 pyL do pool de saliva foram misturados com oamido (substrato), conforme as

instrucdes do fabricante. A diminuicao da intensidade da cor azul, apés a adicdo do
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iodo foi comparada com o controle e é proporcional a atividade da a-amilase. Os
polifenois foram adicionados ao substrato e amostras de saliva nasconcentracdes de
0,4; 0,8; 1,2 e 1,6 mmol/L para avaliar o efeitos destes compostos sobre a atividade
da enzima. Cubeta de 1cm Optico foi usada para mensuracao da absorbancia em
660nm, apos incubagédo de 7 minutos e 30 segundo cronometrados. Os célculos de
atividade foram realizados conforme as especificagbes do fabricante.

4.7. METODOS GERAIS

4.7.1. Dosagem de Proteinas

A concentragcdo de proteina das amostras de salivafoi determinada pelo
método de BRADFORD (1976). O padrao de proteina utilizado foi soro albumina

bovina.

4.7.2. Eletroforese de proteinas sob condi¢cdes desnaturantes

As condicdes de eletroforese desnaturante (SDS — PAGE) foram realizadas
como descritas por LAEMMLI (1970). A coloragéo do gel foi realizada com comassie
blue (BRADFORD, 1976), com prata ou com Coomassie R-250 coloidal, conforme
descrito por Chaves (2004).

4.8. SUPRESSAO DA FLUORESCENCIA

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos por Jasco fluorimetro FP-6500.
Opool de saliva foi transferido para uma cubeta de quartzo de 1cm de caminho
optico usado para mensuracdo. A supressao da fluorescéncia foi plotada como
intensidade de fluorescéncia relativa expressa por (RFI=F/Fox100), no qual as
intensidades de emissbes das amostras contendo concentracbes crescentes de
polifendis foram divididas pela intensidade de emissdo da amostra controle
multiplicada por 100, contra as concentragdes de polifenol. Para o calculo da
constante de supressao, os dados plotados foram com um plot de Stern-Volmer
expresso por Fo/F, em que a intensidade da emissdo da amostra controle € dividida

pelas intensidades das emissbes do pool com concentracdes crescentes dos
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polifendis contra concentracdo dos polifenois. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

A supressao da fluorescéncia foi descrita pela equacao de Stern-Volmer:

1;_0 =1+ kqgto[Q] = 1 + kSV[Q]

Onde, Fo e F sao representados como fluorescéncia antes e depois da adicao
dos polifenois respectivamente, Kq representa a constante biomolecular e 7o é o
tempo de meia vida do fluoroforo na auséncia do supressor, [Q] é definido como
concentracao de polifenol e Ksv é a constante de Stern-Volmer obtida por regressao
linear do plot Fo/F contra concentragcdo de polifeno. Quando um plot linear é
observado, geralmente indica que os fluoréforos foram acessiveis ao supressor. Em
alguns casos, o fluoréforo pode sofrer supressao por cinética dinamica ou colisional
e, neste caso, ocorre somente colisdo entre fluoréforo e supressor sem formacéao de
complexos. O mecanismo estatico € aquele em que ha formacdo de complexos
entre os dois elementos. Outra possibilidade é a presenca de ambos 0s mecanismos
no processo de supressao. Neste tipo de cinética, ao plotar o grafico de Stern-
Volmer, observa-se uma curvatura céncava em direcao ao eixo y do grafico contra a
concentracao de polifenois (Figura 2). Nestas condigdes F/Fo contra [Q] é expresso
pela férmula de Stern-Volmer modificada:

22 =1+KD[QJ(1 +ks)[Q]

Kb representa constate de supressao dinamica e Ks estatico (PAPADOPOULOU,
GREEN e FRAZIER, 2005).
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FIGURA 2 — CINETICAS ENCONTRADAS NO PLOT DE STERN-VOLMER
FONTE: ADAPTADO DE XIAQO, J. et al.,(2011)
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5. RESULTADOS

5.1. EFEITO DOS POLIFENOIS SOBRE PROTEINAS SALIVARES

Neste trabalho o efeito dos polifendis resveratrol, epigalocatequina-galato,
epigalocatequina e &cido galico sobre as proteinas salivares foram estudados.
Inicialmente, os polifendis foram individualmente incubados com saliva e em
seguida, a amostra foi centrifugada para verificar através do perfil protéico do
precipitado e do sobrenadante a possibilidade de interacao dos polifenoise proteinas
salivares, conforme descrito por Hara et al. (2012).

i1 2 32 4 5 6 F & 9 10 11 12
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FIGURA 3 — PERFIL ELETROFORESE DAS FRACOES DE INTERAGOES DE PROTEINAS
SALIVARES E POLIFENOIS: Linha 1 - saliva; Linha 2 - precipitado saliva:etanol/agua
(controle) — Linha 3 - sobrenadante — saliva:etanol/agua; Linha 4 - precipitado -
saliva:epigalocatequina; - Linha 5 - sobrenadante -saliva:epigalocatequina; Linha 6 -
precipitado — saliva:epigalocatequina-galato; Linha 7 - sobrenadante —
saliva:epigalocatequina-galato; Linha 8- Marcador baixo peso molecular;Linha 9 -
Precipitado saliva:resveratrol;Linha 10-sobrenadante saliva:resveratrol; Linha 11-
precipitado saliva 4cido galico; Linha 12-sobrenadante saliva:acido gélico.

A figura 3 mostra o perfil protéico do precipitado e do sobrenadante das
misturas saliva e polifenois. Como observado a maior parte das proteinas
permaneceram no sobrenadante. O perfil proteico da saliva total (controle) e saliva

total em presenca de polifendis foram semelhantes sugerindo que SDS-PAGE néao
foi sensivel o suficiente para detectar este tipo de interacdo. Entretanto, a



36

coloracdodo gel com comassie coloidal ou prata também nao mostrou aumento no
numero de bandas.

Um experimento usando epigalocatequina-galato dissolvida em agua pH 2,7,
foi realizado para procurar reproduzir os resultados observados por Hara et al.
(2012) que observaram maior quantidade de proteinas salivares precipitadas em
presenca de epigalocatequina-galato dissolvida neste sistema.

FIGURA 4 — PERFIL ELETROFORESE DAS FRACOES DE INTERAGOES DE PROTEINAS
SALIVARES E POLIFENOIS.Linha 1 - precipitado &gua (controle) — Linha 2-
sobrenadante — saliva:etanol/agua; - Linha 3- Marcador baixo peso molecular; Linha 4 -
precipitado saliva:EGCG; Linha 5- sobrenadante -saliva:EGCG; Linha 6 — Saliva.

A figura 4 mostra que utilizando agua pH 2,7 para dissolver a
epigalocatequina-galato proteinas da saliva total (controle) precipitam. Estes
resultados diferem dos observados por HARA et al. (2012) mas mesmas condicoes.

Assim, passamos a utilizar a supressdo da fluorescencia do triptofano para
avaliar a interacao dos polifenois e as proteinas salivares.

As Figura 5 A, B, C e D mostram os espectros de emissao da fluorescéncia na
regidao de 300 a 500 nm, com excitacdo em 282 nm das amostras de pool de saliva
total (2,0 mg/mL de proteinas) em presenca de concentragées crescentes de
polifenois. O perfil de emissdo do &cido galico ndo foi alterado com o aumento da
concentracao deste polifenol (Figura 5 D). Ja em presenca de resveratrol,
epigalocatequina-galato e epigalocatequina houve um descrésimo da intensidade da
fluorescéncia emitida pelo triptofano (Figura 5 A, B e C). Além disso, foi observado
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deslocamento das curvas para o vermelho a partir de 53 mM de resveratrol com o

surgimento de um novo pico em 404 nm (figura 5A).
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>
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—0,44mmol/L =—4,44mmol/L 8,8mmol/L 53mmol/L 75mmol/L 150mmol/L
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FIGURA 5 — ESPECTROS DE EMISSAO DO TRIPTOFANO COM EXCITACAO DE 282 nm NA
PRESENCA DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE POLIFENOIS. (a) resveratrol, (b)
epigalocatequina-gallato, (c) epigalocatequina e (d) acido galico (n = 3).

A origem do pico em 404 nm observado em presenca de altas concentracdes
de resveratrol foi investigada. Um novo experimento foi realizado titulando o tampéao
com as mesmas concentracbes de resveratrol (espectros controle) utilizadas nos
experimentos de interacdo com o pool de saliva total. Os espectros de emissao
controle foram subtraidos dos espectros de interagédo saliva e resveratrol (Figura 6).
Os resultados mostraram que o pico em 404 nm desapareceu, sugerindo que este
pico é devido a emiss&o do resveratrol.

Assim, para determinacdo dos demais parametros para as amostras de saliva
em presenga de resveratrol os espectros de subtracdo foram utilizados. Conforme
observado na figura 6 apds subtracdo dos espectros apenas o efeito do resveratrol
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sobre o pico de emissao do triptofano é visualizado.

RESVERATROL
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FIGURA 6— ESPECTRO DA SUBTRACAO DE EMISSAO DO TRIPTOFANO DAS PROTEINAIS
SALIVARES EM PRESENGCA DE RESVERATROL. Os espectros foram obtidos pela
subtragao espectro de emissao do triptofano em excitagdo de 282 nm do controle
(tampéo e resveratrol) e saliva-resveratrol. Os espectro apresentados correspondem a
média de triplicatas.

5.2. SUPRESSAO FLUORESCENCIA DO TRIPTOFANO PROTEINAS
SALIVARES

A Figura 7 mostra a supressao da fluorescéncia do triptofano com a adicao
dos polifenois resveratrol, epigalocatequina-galato, epigalocatequina e acido galico.
A epigaliocatequina-galato apresentou supressao da emissdo do triptofano de
65,68%. Ja resveratrol e epigalocatequina apresentaram 38,15% e 17,89% na
concentracao de 150 mmol/L de polifenol e em presenca de acido galico ndo foram

observadas alteracdes no espectro de emissao do triptofano.
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Diferencas na capacidade de supressao entre os polifenois mostram que o

ambiente do triptofano pode sofrer alteracées conforme a estrutura do polifenol. O

quadro 3 mostra a diferencas estruturais entre esses polifenois.
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FIGURA 7— INTENSIDADE RELATIVA DA FLUORESCENCIA (RFIl) EMITIDA PELO TRIPTOFANO

PARA O POOL DE SALIVA NA PRESENCA DE CONCENTRAGCOES CRESCENTES DE
POLIFENOIS. (RFI=F/Fox100) contra concentracdes de polifenois resveratrol. A
intensidade da emissao da fluorescéncia do triptofano foi obtida em excitagdo de 282nm
e emissdo maxima em 350nm (n = 3).



SUBCLASSE POLIFENOL SUBSTITUICAO
OH OCH3 Outros
Flavanonol | | | 3 galato
O EGCG (2,3)CiS 573,45  |-—-e-
0H
OH o
m o | EGC(23)cis |3,573,45
Estilbeno Resveratrol 354 ||
Acido galico Acido gdlico |- |- R=H
O_OH
HO OH
OH

QUADRO 3—- REPRESENTACAO DAS ESTRUTURAS QUIMICAS DOS POLIFENOIS
FONTE: ADAPTADO DE XIAO, J. et al, ( 2011); LAMARAO e FIALHO, (2009)

5.3. INTERAGOES DAS PROTEINAS SALIVARES E POLIFENOIS

40

A analise do grafico de Stern-Volmer para resveratrol, epigalocatequina-

galato, epigalocatequina e acido galico (Figura8) sugerem que epigalocatequina-

galato apresentaram caracteristica de supressdo dindmica e estatica, devido ao

aumento da linearidade em dire¢do ao eixo y com a adicdo de maiores

concentragcbes de epigalocatequina-gallato. Assim, estes polifenois colidem e

complexam com as proteinas salivares. Enquanto, resveratrol, epigalocatequina e
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acido galico apresentam caracteristicas lineares, sugerindo que supressor e

fluoréforo somente colidiram, sem formagéo de complexos.

STERN VOLMER
3,5

3 /.
2,5

FolF

1,5 m

0,5

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentragao de polifenois mmol/L

+ Resveratrol B FEpigalocatequina gallato Epigalocatequina
> acido galico ——Linear (Resveratrol) ——Linear (Epigalocatequina gallato)
—— Linear (Epigalocatequina) ——Linear (acido galico)

FIGURA 8- GRAFICOS DE STERN-VOLMER DO POOL SALIVAR EM PRESENCA DE
CONCENTRAGCOES CRESCENTES DE POLIFENOIS. Plot obtido através da diviséo
das médias das intensidades de emissdo da amostra controle (Fo) pelas médias das
intensidades de emissao das amostras de pool salivar com polifendis (F), (n = 3).

5.4. EFEITO DOS POLIFENOIS NA ATIVIDADE DA o-AMILASE SALIVAR

A figura 9 mostra que a atividade de o-amilase salivar na presenca de

concentracdes crescentes de diferentes polifenois diminui.
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ABSORBANCIA

CONTROLE 0,4 0,8 1,2 1,6

CONCENTRAGAO DE POLIFENOIS (mmol/L)

B RESVERATROL MEGCG m EPIGALOCATEQUINA  mACIDO GALICO

FIGURA 9- ATIVIDADE DA a-AMILASE SALIVAR NA PRESENCA DE CONCENTRAGOES
CRESCENTES DOS POLIFENOIS. O efeito dos polifenéis foi avaliado através da adigdo
dos polifendis (0,4; 0,8; 1,2 e 1,6 mmol/L) ao pool de saliva total (n = 3).
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6. DISCUSSAO

Este trabalho visava avaliar a interacdo de proteinas salivares e polifenois.
Para isso foram escolhidos o resveratrol um polifenol comum em uvas e
epigalocatequina galato (EGCG) presente em chés. A epigalocatequina seria um
percussor ndo modificado de EGCG e o acido galico um polifenol de baixa massa
molecular.

Inicialmente, o método utilizado para investigar a possibilidade de interagdes
foi a incubagao de polifendis e o0 pool de saliva total coletada conforme descrito por
Hara et al. (2012).0 perfil eletroforético do precipitado e sobrenanante corado com
comassie blue, comassie coloidal ou prata indicou que ndo ocorreu interagdo entre
proteinas salivares e polifendis ou estas interagbes existem e ndo foram detectadas
pela baixa sensibilidade dos métodos de coloracdo. Estes resultados foram diferente
dos resultados encontrados por Hara et al. (2012) que mesmo utilizando coloragéao
com comassie blue obteveram bandas visiveis utilizando a mesma quantidade de
proteinas do pool salivar (30 pug) e polifenois (5 mg/mL).Uma provavel explicacao
para este resultado seria que Hara et al. (2012) diluiu o epicalocatequina galato,
unico polifenol estudado por ele, em agua pH 2,7. No presente trabalho foram
utilizados diferentes polifendis e o resveratrol foi o que apresentoumenor
solubilidade em agua. Assim, o etanol 50% foi utilizado como veiculo para diluicdo
dos polifenois. Os autores que estudaram interacao do resveratrol e outras proteinas
na maioria das vezes utilizaram DMSO (PAPADOPOULO, GREEN E FRAZIER,
2005; ZYCOVAet al., 2008; XIONGet al., 2015), outros metanol (SOARES, MATEUS
E FREITAS 2007; XIAOet al, 2011; Nair, 2015), etanol (JOYEet al, 2015;
MOHAMMADI E MOEENI, 2015; ZARYCHTA, GIANOPOULOS E PINKERTON,
2016) ou etanol 50% em 10 mM Tris/HCL pH 7,4(BOURASSA et al., 2010). A
solubilidade do resveratrol é¢ 0,000003mg/mL em agua e 50 mg/L em etanol
(NEMEN e SENNA, 2011), do acido galico é 0,5 g/100ml em agua (EMBRAPA,
2009) e da EGCG é 5 mg/ml em agua (SHIXIAN et al., 2006).

Hara et al. (2012) utilizaram agua pH 2,7 para solubilizar EGCG e nestas
condi¢des observaram a formacao de precipitado ao incubarem o polifenol e saliva.
A fim de reproduzir estes resultados, o0 mesmo experimento utilizando agua com pH
2,7 como solvente de epigalocatequina-galato foi realizado. Entretanto, ocorreu a
formacdo de precipitado na amostra controle, diferente do observado por Hara et
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al.(2012). Neste estudo opHfinal das misturas de pool salivar e epigalocatequina-
galato em agua pH 2,7 foi 7, o que nao justificaria a formacao de precipitado pela
variacdo do pH.

Assim, devido as dificuldades de estudar a interacao saliva polifendis
observando o perfil proteico por SDS-PAGE, a técnica de supressdo de
fluorescéncia do triptofano foi usada. Estes estudos sdo importantes para a
determinar o tipo de interagédo entre fluoréfo e supressor.

A andlise do perfil de emissdo do triptofano do pool/ de saliva total em
presencga dos diferentes polifenois mostrou que o acido galico nao interfere no perfil
de emisséao do triptofano sugerindo que este polifenol ndo forma complexos com as
proteinas salivares. A estrutura do polifenol parece determinar o nivel de interacao
entre polifenol e proteinas salivares. Xiao et al. (2011) observaram que a constante
de afinidade de polifenois com as proteinas comuns do plasma humano é fortemente
influenciada pelas diferengas estruturais dos plifenois da dieta. Epigalocatequina-
galato e epigalocatequina sédo polifenois da subclasse dos flavanonol. Entretanto, a
presenca do galato aumenta a capacidade do polifenol de interferir no perfil de
emissao do triptofano e muda a cinética de interacao para estatica sugerindo que
epigalocatequina-galato forma complexos com o pool de proteinas salivares. Ja
epigalocatequina e resveratrol interferem menos no perfil de emisséo do triptofano e
apresentaram cinética dinamica, sugerindo que as interacdes destes polifenois e
proteinas salivares seriam apenas colisionais.

No espectro de fluorescéncia das proteinas salivares em presenca de altas
concentracdes de resveratrol foi observado o aparecimento de um pico de emissao
na regiao de 404 nm. Este pico é atribuido a emissao do resveratrol e apareceu com
0 aumento da concentracdo de resveratrol no sistema Este fenébmeno ocorre pela
associacao de moléculas de resveratrol da solucao pela interacdo hidrofébica dos
anéis fendlicos. O pico de emissao do resveratrol aparece no inicio do processo e a
auto supressao aparece no fim do processo devido a associagdo das moléculas de
resveratrol (ZHANG ., 2012). Para omitir da emiss&o do resveratrol nestes espectros
foi realizada a subtracdo dos espectros das amostras de saliva-resveratrol dos
espectros obtidos para tampéao-resveratrol (controle).

O efeito do resveratrol sobre o pool de proteinas salivares ou proteinas
salivares isoladas ainda n&o havia sido investigado. Em soro albumina bovina foi

observada uma diminui¢cdo da intensidade de emissao de fluorescéncia do triptofano
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em presenca do resveratrol evidendiciado pelo deslocamento do espectro para o
vermelho com o aumento das concentragcdes de resveratrol (10 a 100umol/L) e
reducdo na quantidade de a-hélice e um aumento da folha B na proteina
(BOURASSA et al.,, 2010). Nair (2015) verificou que o resveratrol apresentou
mecanismo estatico de supressdo da emissao do triptofano do soro albumina
bovino. Latrufe et al.(2014) também verificaram que varios polifenois interagem com
soro albumina bovina entre eles resveratrol e epigalocatequina. Entretanto, o
resveratrol foi o Unico que apresentou dois sitios de ligacdo a proteina e provocou
pequenas alteragdes conformacionais. As interagdes entre trans-resveratrol com q-
lactoalbumina bovina também sao fortes, sugerindo que e a incorporagao do
resveratrol no leite pode ser uma fonte nutritiva deste polifenol (MOHAMMADI e
MOEENI, 2015). O resveratrol interagem com proteinas do trigo, como zeina e
gliadina de forma diferente. Com a zeina ainteracdo ocorre por ligacdes de
hidrogénio e por mecanismo dindminco e com gliadina através de interagdes
hidrofébicas por mecanismos estaticos e dinamicos (JOYEet al., 2015). No presente
trabalho, a andlise da cinética de Stern-Volmer mostrou que o resveratrol alterou o
perfil de emissdao do triptofano por colidir com proteinas salivares, sem formar
complexo com estas proteinas. Estes resultados diferem dos obtidos pelos autores
acima citados provavelmente porque aqueles trabalharam com proteinas pura para
avaliar interacdo do resveratrol-proteina, o que pode facilitar a acessibilidade da
molécula do polifenol a proteina. Enquanto que na saliva total ha um mistura de
proteinas que poderia dificultar a interagdo entre polifenois e proteinas salivares.

A epigalocatequina-galato foi capaz de suprimir em 20 a 30% o sinal de
emissao do triptofano da a-amilase salivar (SOARES, MATEUS e FREITAS, 2007).
Neste estudo, apesar de trabalharmos com pool salivar a epigalocatequina galato
foi capaz de atenuar em 65% o sinal de emissdo do triptofano. Como aqueles
autores realizaram os experimentos em pH 5, isso pode ter interferido no perfil de
supresséao do sinal de emiss&o do triptofano.

Proteinas do sangue humano como hemoglobina e albumina sérica
tambéminteragem com epigalocatequina-galato (OZYURT, LUNA e ESTEVEZ,
2015) promovendo redugdo na intensidade de fluorescéncia do triptofano
observadas foram 63% e 80% para hemoglobina e albumina sérica,

respectivamente.
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YAOQet al. (2011) utilizaram saliva total e a saliva da paroétida para verificar a
interacdo de proteinas e EGCG e observaram reducao da fluorescéncia em 55%,
cinética estatica e auséncia de deslocamentopara ambas as amostras de saliva.

Maiti, Ghosh e Dasgupta (2006) observaram que concentracdo de 460 pmol/L
de epigalocatequina provocavam alteragcées conformacionais da soro albumina
humana, com reducao de a-helice de 61% para 49% e a aumento da proporiido de
folhas B de 29 para 39%.

A epigalocatequina foi capaz de suprimir de 20 a 30% o sinal de emissao do
triptofano da soro albumina bovina e ndo provocou alteragdes conformacionais na
proteina (PAPADOPOULOU et al, 2005).Estes resultados de supressdo séo
semelhantes aos obtidos neste trabalho com epigalocatequina e o pool de proteinas
salivares.

Zhang et al. (2008) observaram que a soro albumina humana pura e acido
gélico interagem e ocorrem modificagdes conformacionais com a reducdes de 54 a
56% a-helices com concentracdes entre 1,71 a 9,33 umoL/L. Neste estudo, nao
observamos interacdo entre acido galico e as proteinas salivares provavelmente
pela utilizacao do pool de proteinas que dificulta a acessibilildade dos polifenois as
proteinas salivares.

Em Archetti (2014) observou que adicao de suco integral e reconstituido de
uva a saliva provocou diminuicdo do espectro de emissao do triptofano, sugerindo
que componentes dos sucosinteragem com o pool de proteinas salivares. Como o
resveratrol € um dos polifenois encontrados no suco de uva, ele pode ter
contribuido para o efeito observado.

Neste estudo as concentragdes de polifenois variaram de 0,04 a 150 mmol/L
que sao superiores ao utilizado na maioria da literatura relacionada. Entretanto, a
maioria dos autores trabalhou com proteinas puras na concentracdo de pmol.
Papadopoulou et al.(2005) ao estudarem interacdo da BSA e rutina, quercetina e
epigalocatequinautilizaram concentragdes que variaram de 0,1 a 38 umol. J4 as
concentracao de tanino acido, maldivina-3-glucosil e catequina variaram de 0-25 pum
em estudos que analisaram a interacdo destes polifenois com BSA e a — amilase
salivar (SOARES, MATEUS e FREITAS, 2007). Com o aumento da concentragédo
de EGCG (0,2 a 0,21 umol/L) maior concentracdo de agregados foram observadas
em proteinas ricas em prolina (CANON et al,2013). Narotzki et al.(2012)
observaram um aumento da atividade de peroxidase de 280% pela adicdo de
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chaverde, infusdes de cha preto (50 uL/mL) e EGCG (50 umol/L) a saliva. Somente
Yao et al.(2010) utilizaram saliva total para verificar a adstringéncia provocada pelo
EGCG e neste caso as concentracdes (2 mmol/L e 24 mmol/L) foram superiores a
utilizadas por autores que trabalharam com proteinas puras.

Neste estudo observamos que na presenca de diferentes concentragcdes dos
polifenois houve reducdo da atividade de a-amilase salivar. Harshadrai et al. (2006)
observaram reducdo da atividade daca-amilase salivar quando incubaram a saliva
com concentracdes crescentes de taninos que variaram de 0,12 a 1,2 mg/mL. Hara
et al. (2012) e Fei et al.(2014) também observaram reducdo da atividade dac-
amilase salivar ao incubar a enzima pura com polifenois como epigalocatequina-
galato e epigalocatequina. Zhang et al. (1998) verificaram que cha verde e preto
também reduzem a atividade dao-amilase salivar.A atividade da o-amilase
pancredtica de porcos também foi fortemente inibida por flavonoides (TADERA et
al., 2006). Um flavonoide proveniente da acerola também foi capaz de inibir a
atividade daoa-amilase salivar humana purificada (KAWAGUCH et al., 2007).
Entretanto, como a a-amilase salivar é uma proteina que liga célcio (SANTOS et al.,
2012) e os taninos formam complexos insoluveis com o célcio (CALIXTO et al.,
1986), pode ser que a reducdo da atividade observada ocorreu pela baixa
disponibilidade de calcio no sistema e nao devido a possiveis alteragdes
conformacionais das proteinas salivares causada pela interacao destas proteinas e
polifenois.

Ao comparar os resultados com os dados da literatura alguns pontos
importantes precisam ser considerados. A maioria dos estudos utilizou proteinas
puras em concentragdes inferiores ao pool de saliva utilizado neste trabalho. O poo/
de saliva é uma amostra heterogénea de proteinas e por isso foram utilizadas
maiores concentragbes de proteinas e proporcionalmente maiores concentragbes
de polifenois. in vivo a primeira frente de contato com os polifenois séo as proteinas
salivares. Entretanto, na saliva estas proteinas formamcomplexos(SOARES et
al.,2003; BRUNO et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2012). Estes complexosprotegem
as proteinas da protedlise para encamina-las a diferentes locais da cavidade bucal
e modulam a atividade biolégica das proteinas (MOFFA et al., 2015; SIQUEIRA et
al.,2012).
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Assim, a existéncia destes complexos proteicos na saliva podem ter protegido
a interagdo e precipitacao das proteinas salivares pelos polifenois investigados. Os
resultados mostraram que acido gdlico foi incapaz de interagir com as proteinas
salivares, resveratrol e epicalocatequina apenas colidem com as moleculas de
proteinas e apenas epigalocatequina-galato pareceu ser capaz de formar
complexos com as proteinas salivares em concentracbes de polifenois
aproximadamente 1000 vezes superiores as utilizadas por autores que trabalharam
com proteinas puras. Estes resultados mostraram que de uma forma geral, os
polifenois analisados neste estudo interagiram de foram branda com as proteinas
salivares mesmo quando em altas concentragdes. Os polifenois estudados estao
presentes na dieta em pequenas concentracées. Em suco de uva integral as
concentracées de resveratrol variam de 0,8 a 3,9 umol/L e em cha verde a
concentracdo de epigalocatequina-galato € de aproximadamente 2,18 umol/L
(SAUTTER et al., 2005; HASLER, 1998). Como estes valores sado inferiores as
concentracoes utilizadas neste estudo, pode ser que in vivo estes polifenois nao
sejam capazes que afetar a estrutura e atividade os complexos de proteinas
salivares e provavelmente ndo interferem nos processos de transporte e ligacao
destas proteinas aos seus alvos.

Biologicamente, estes resultados sdo importantes pois sugerem que a
homeostase é mantida independente da dieta do individuo. Se considerarmos que
as proteinas da saliva sdo as precusoras da pelicula e que esta é responsavel pela
adsorcao de microrganismos em condicdes sacarose independente, o mecanismo
de complexacdo das proteinas salivares é resistente a acdo de componentes da
dieta, como polifenois, garantindo a adsor¢cao dos microrganismos residentes do

biofilme que mantém a homeostase do organismo.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho permitem concluir que nas condicdes estudas:
- 0 acido galico nao interage com as proteinas salivares
- os polifenois resveratrol e epigalocatequina interagem com as proteinas salivares
apenas por colisdo
- epigalocatequina galato interage com as proteinas salivares por mecanismos
dindmicos (colisdes) e estaticos (formacao de complexos)

- a presencga dos polifenois reduz a atividade de a-amilase salivar
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Objetivo da Pesquisa:

Geral: Verificar as interagées de polifendis com as proteinas da saliva na formagéo da pelicula dental
adquirida do esmalte.

Especificos:

- Purificar algumas proteinas salivares

- Estudar a interacdo das proteinas salivares purificadas com diferentes polifendis em solugdo

- Estudar o efeito dos polifendis na composigdo da pelicula adquirida in vitro em pé de hidroxiapatita e
esmalte dental bovino.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Segundo as pesquisadoras, os riscos da metodologia sdo associados ao constrangimento dos individuos
durante a coleta de saliva. Assim, estas serdo realizadas de forma individualizada e o
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pesquisador utilizara luvas descartaveis e material autoclavado para evitar contaminagéo. Os beneficios
com este estudo é auxiliar no desenvolvimento de dentifricios que contenham estes aditivos. Quanto aos
participantes, sera determinado o fluxo salivar estimulado que indica a sua propensdo a desenvolver caries.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A partir da saliva coletada dos participantes do estudo algumas proteinas salivares serdo purificadas e suas
interagdes em solugdo com os polifendis serdo estudadas. Posteriormente, serdo realizados experimentos
de formacgdo de pelicula adquirida sobre p6 de hidroxiapatita e esmalte dental bovino para analisar a
interferéncia dos polifendis na composigdo da pelicula formada in vitro. A coleta de saliva estimulada sera
feita pelo método de splitting em que os participantes receberdo um pedago de parafina para mastigar. A
saliva formada no primeiro minuto sera descartada e, em seguida, os participantes coletardo de 10 a 20 mL
de saliva. As pesquisadoras destacam que o material coletado sera utilizado especificamente para os
propositos desta pesquisa. As amostras dos polifenois serdo adquiridas comercialmente da SIGMA ou
Chromadex. As tecnicas experimentais para a purificagdo das proteinas salivares, sua interagcdo com os
polifendis, bem como a anélise da interferéncia desta interag&o na formag&o da pelicula dental adquirida do
esmalte formada sobre p6 de hidroxiapatita e sobre dentes bovinos estdo descritas no projeto. Os dentes
bovinos serdo coletados em abatedouros de Curitiba apés a concordancia dos mesmos.

O recrutamento dos participantes deste estudo, estimado de 10 a 15 voluntarios, sera realizado via email
enderecado aos alunos de graduagdo e pos-graduagdo que realizam atividades de pesquisa no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR. Neste email estardo esclarecidos os objetivos
do estudo, a participagédo dos voluntarios com a coleta de saliva e a necessidade de assinarem o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Consideragées sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Todos os termos foram apresentados, inclusive a aprovagdo do projeto no Programa de Pés-graduacgéo
correspondente.

Recomendacgdes:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais e final, sobre 0 andamento da
pesquisa, bem como informagdes relativas as modificagbes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo:
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NOTIFICAGAQ. Demais alteragdes e prorrogagéo de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA.

Lembrando que o cronograma de execugdo da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil
antes de enviar solicitagdo de prorrogagéo de prazo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

As pendéncias foram atendidas e sou favoravel a aprovagéo do protocolo. No entanto, solicito que a
pesquisadora insira NO TCLE o destino das amostras de saliva apds o término da pesquisa (esta inferéncia
foi feita somente no corpo do projeto).

E obrigatdrio retirar na secretaria do CEP/SD uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constara data de aprovagéo por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma copia ficara com o participante da
pesquisa (Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS).

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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