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RESUMO 
 

A saliva é um fluído produzido pelas glândulas salivares maiores, menores, fluídos 

gengivais e nasais, composta por proteínas e glicoproteínas. As proteínas salivares 

adsorvem-se a superfície da hidroxiapatita logo após a higiene bucal, formando a 

película dental adquirida do esmalte. A sua função é proteger o esmalte contra 

desmineralização e permitir a adsorção de bactérias originando o biofilme dental. Os 

microrganismos que compõe o biofilme dental permanecem em equilíbrio em 

condições compatível com a saúde. Entretanto, mudanças no comportamento do 

hospedeiro, alteram o equilíbrio do biofilme favorecendo o aparecimento da cárie e 

doença periodontal. Os polifenóis podem interagir com proteínas salivares e alterar 

sua conformação, modificando estrutura e função da película dental adquirida do 

esmalte. O objetivo deste trabalho foi verificar as interações dos polifenóis 

resveratrol, epigalocatequina-galato, epigalocatequina e ácido gálico com saliva 

total. O pool de saliva estimulada coletado foi diluído e concentrações crescentes de 

cada um dos polifenois foram adicionados. Em seguida, o espectro emissão de 

fluorescência de 300 a 500 nm das amostras com excitação em 282 nm foram 

obtidos. Os resultados mostraram que com o aumento da concentração dos 

polifenois ocorreu diminuição da emissão de fluorescência do triptofano em 350 nm. 

Esta redução foi maior para epigalocatequina-galato, seguido do resveratrol e 

epigalocatequina. Ácido gálico não interagiu com as proteínas salivares nas 

condições testadas. A epigalocatequina-galato interage com as proteínas salivares 

por mecanismos dinâmicos e estáticos, enquanto que os demais polifenois 

interagem por mecanismo dinâmico ou colisional. Além disso, todos os polifenois 

foram capazes de reduzir a atividade da α−amilase salivar. Entretanto, as interações 

dos polifenois e as proteínas da saliva total só foi observada em concentrações 

superiores as obtidas através da dieta. Assim, este estudo sugere que 

provavelmente in vivo estes polifenois não seriam capazes de afetar a estrutura e 

atividade dos complexos de proteínas salivares e manteriam a homeostase do 

organismo. 

 

Palavras chaves: Polifenois, Saliva, Proteínas e Peptídios 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 α-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. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A cavidade bucal é banhada pela saliva que é formada pelas secreções das 

glândulas salivar maiores, menores, fluidos gengivais e nasais. Logo após a higiene 

bucal, as superfícies dentais são recobertas por macromoléculas, principalmente 

proteínas salivares que adsorvem a superfície da hidroxiapatita (HA) 

especificamente, formando a película dental adquirida do esmalte. Esta película tem 

função protetora contra erosão e desmineralização, além de servir como ancora para 

a adesão bacteriana e formação do biofilme dental (NYVAD e KIIAN, 1987; OPHIR e 

GUTNICK, 1985). 

O biofilme é um denso agregado de diversos microrganismos, embebido 

numa matriz de polissacarídeos extracelulares (PEC) de origem 

bacteriana(CVITKOVITCH et al., 2003, MARSH, 2004). O padrão geral de formação 

do biofilme inclui a adesão inicial de microrganismos a uma superfície, a 

multiplicação dos microrganismos, formação de microcolônias, produção de uma 

matriz de PEC e finalmente, a diferenciação em um biofilme tridimensional (LI & 

BOWDEN, 1985; O’TOOLE et al., 2000). 

Os nutrientes são dissolvidos na saliva total e podem adsorver a superfície 

dental e ao biofilme. Assim, parece possível que constituintes da dieta possam 

interagir com proteínas salivares, interferir na formação da película dental adquirida 

e na formação do biofilme. Como a cárie e periodontite são doenças associadas ao 

acúmulo de biofilme na superfície dental, constituites da dieta poderiam alterar a 

sucestibilidade a estas doenças. 

Algumas substâncias como os polifenois que são encontrados no cacau, café, 

chás, cervejas, linhaça, aveia, trigo, leguminosas, canola, centeio e uvas podem 

auxiliar no controle de doenças como o câncer e doenças cardiovasculares como é o 

caso do chá verde que apresenta além desses benefícios, exercem efeitos na 

redução da atividade microbiana, na produção de biofilmes e na produção de ácidos 

produzidos por S. mutans (AMORIM, FERREIRA e NAVARRO, 2007; KHAN e 

MUKHTAR, 2007; SHIet al., 2003;KOO et al.,2010; GIACAMAN, CONTZEN, 

SANDOVAL-MUÑOZ, 2014; MUHAMMAD et al., 2014; RIIHINEN et al., 2014).Os 

polifenóis interferem na adsorção do S. mutans a superfície dental e possuem ação 

antimicrobiana (FERRAZZANO et.al., 2009). Além disso, os polifenóis interferem na 
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formação na formação 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-MUÑOZ, 2014; MUHAMMAD et al., 2014; RIIHINEN et al., 

2014; XU, ZHOU e WU, 2012).  

Assim, este trabalho investiga se os polifenóis interagem com proteínas da 

saliva total o que poderia sugerir uma interferência na formação da película dental 

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

 

O objetivo geral deste estudo foi verificar as interações de diferentespolifenóis 

com o pool de proteínas salivares. 

 

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

− Verificar as interações do resveratrol, epigalocatequina-galato, 
epigalocatequina e ácido gálico com as proteínas da saliva total através 
dos espectros de supressão de fluorescência do triptofano e eletroforese 
desnaturante; 

− Avaliar a atividade da α-amilase salivar na presença destes polifenóis. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 COMPOSIÇÕES DA SALIVA 

 

A saliva é formada por secreções das glândulas parótidas, submandibular, 

sublingual e glândulas salivares menores, além de componentes comoalimentos, 

microrganismo e secreções nasais. A saliva contém hormônios, água, eletrólitos, 

proteína, açúcares e lipídios. As funções específicas dos componentes salivares 

relacionadas com a saúde bucal estão listadas no quadro 1. Além destas 

características funcionais, têm-se como outras atribuições biológicas da saliva, a 

lubrificação, proteção contra microrganismos, manutenção da integridade e 

hidratação da mucosa, auxilia na fala e na mastigação, protege os dentes contra 

desmineralização e favorece a sua remineralização. Apresenta enzimas capazes de 

auxiliar no processo digestivo e proteção contra microrganismos (LOO et al., 2010, 

KAUFMAN& LAMSTER, 2002). 

As proteínas salivares, hormônios, imunoglobulinas e proteínas 

antimicrobianas são marcadores biológicos. A saliva apresenta quantidades 

significativas de proteínas e ácidos nucléicos, que refletem o estado fisiológico do 

individuo e, por ser de fácil acesso para coleta e análises, auxiliam no diagnóstico de 

doenças (VUKOSAVLJEVIC, CUSTODIO, SIQUEIRA,2011; LEE,H.Y.; WONG,T.D, 

2009). 

Dentre as proteínas encontrada na saliva estão a α-amilase, a lactoferrina, 

imunoglobulina, anidrase carbônica, albumina, peptídeos como a cistatinas, 

estaterina, lisozimas e as proteínas ricas em prolina(PRPs)(PERINPANAYAGAN et 

al., 1995; VITORINO et al., 2004). As proteínas salivares apresentam uma função 

importante como um fator de proteção para a superfície dental evitando a erosão e a 

desmineralização do esmalte, as proteínas como a citoquinina, fatores de 

crescimento de fibroblastos, auxiliam na proliferação das células da mucosa e na 

sua diferenciação, as interleucinas e endotelial vascular e fator de crescimento, 

ajudam na cicatrização de feridas e no controle de inflamações (LOO et al., 2010). 

Algumas destas proteínas apresentam 35 a 40% de prolina, na sua 

composição e são designadas como proteínas ricas em prolina (PPR) e constituem 

70% do conteúdo total de proteínas salivares originadas da parótida humana, 

enquantoa α-amilase corresponde30% das proteínas totais da saliva. Outras 
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proteínas como lisozima, estaterina, lactoferrina, peroxidase e IgA secretora tem 

recebido mais atenção, embora sejam relativamente menor na composição em 

relação as demais proteínas (DODDS e YEH, 2005). A estaterina é uma proteína 

que auxilia na manutenção da saturação dos sais de cálcio e de fosfato (GIBBONS 

et al.,1998),   

A mucina é uma proteína produzida nas glândulas submandibular e sublingual 

e, é, responsável por manter a hidratação bucal e liga-se a toxinas, bactérias, e 

células hospedeiras além de fazer parte da película adquirida protegendo o esmalte 

contra a erosão (AMERONGEN, ODERKERK e DRIESSEN,1987). 

A concentração de componentes como sódio, bicarbonato, fosfato, uréia e 

proteínas, bem como o pH salivar podem variar de acordo com diversas situações 

(DAWES e KUBIENIEC, 2004). Foi observado que exercícios físicos levam ao 

aumento da secreção da saliva e proteínas como amilase, lisozima, MUC5B 

(LIGTENBERG et al., 2015). O contrário é visto em exercícios acima de 2 horas 

devido à desidratação, no qual se observa diminuição da secreção de saliva 

(Ljungberg et al., 1997). Além dos exercícios físicos, foi visto que a desnutrição pode 

levar também a diminuição da fluído na cavidade bucal (BATISTA E MOREIRA 

2007). 

 

COMPONENTES FUNÇÕES 

Bicarbonatos, Fosfatos e Uréia 
Modulação do pH e da capacidade de 

tamponamento da saliva 

Proteínas e Mucinas 

Limpeza, agregação e/ou adesão de 

microrganismos; contribuição no metabolismo 

da biofilme 

Cálcio, Fosfato e Proteínas 

Ação sinergética dos três componentes como 

fator de anti-solubilização; e fatores 

moduladores de remineralização e 

desmineralização. 

Imunoglobulinas, Proteínas e Enzimas Ação Antibacteriana, Antifúngica e Antiviral 

QUADRO1–COMPONENTES DA SALIVA E SUAS RESPECTIVAS FUNÇÕES 

FONTE: ARCHETTI(2014) 
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3.2. FORMAÇÃO DE COMPLEXOS ENTRE PROTEÍNAS SALIVARES ESUA 

ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

Na saliva as proteínas formamcomplexos (SOARES et al.,2003; BRUNO et 

al., 2005; SIQUEIRA et al., 2012), cuja função biológica é proteger as proteínas da 

proteólise e/ou encaminhar as proteínas salivares a diferentes locais da cavidade 

bucal (MOFFA et al., 2015). A histatina 1 proteina relacionada a inibição da 

desmineralização do esmalte é capaz de complexar a 43 proteínas salivares e além 

das funções já mencionadas acima, o complexo modula a atividade biológica das 

proteínas que o formam (SIQUEIRA et al.,2012). Já histatina 5, apresenta atividade 

anti-fungica contra Candida albicans (POLLOCK et al., 1984) um fungo oportunista 

é capaz de complexar a 52 proteínas salivares diferentes (MOFFA et al., 2015).As 

mucinas salivares de alto e baixo peso molecular, mucina 5B (MG1) e mucina 7, 

respectivamente, complexam com α-amilase, PRP 2 acídicas, PRP 3 básicas, 

estaterina, SIgA, lactoferrina e histatina 1 (SOARES et al., 2003; BRUNO et al., 

2005). 

Apesar do estudo de Moffa et al.(2015) não ter identificado os locais de 

formação dos complexos de histatina 5 e outras proteínas salivares, estes autores 

sugerem que estes complexos podem ser formados no interior das glándulas 

salivares ou na cavidade bucal. 

Nas glândulas salivares observa-se uma maior quantidade de proteína 

salivares integras em relação à saliva coletada. A histatina, por exemplo, encontra-

se integra na glândula salivar, no entanto ao ser misturada a saliva total esta 

proteína desaparece, isso se deve possivelmente a proteólises (Sun et al., 2009). 

No entanto, quando histatina 1 presente na saliva total combinada a outras 

proteínas salivares, esta não sofre degradação (SIQUEIRA et al.,2008). Da mesma 

forma quando a histatina 1 liga-se a hidroxiapatita do esmalte há resistência a 

proteólise (MCDONALD et al., 2011). Assim, a formação de complexos proteicos e 

a adsorção 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 α-amilase apresenta uma 

redução significativa da atividade antifúgica. 
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3.3. PELÍCULA DENTAL ADQUIRIDA 

 

A película dental adquirida é um filme que se forma sobre os dentes, isenta 

de bactérias e composta por mucinas, glicoproteínas, proteínas e diversas enzimas 

(HANNING &HANNING, 2005).Aproximadamente 130 proteínas diferentes foram 

identificadas da película dental adquirida humana formada in vivo, sendo 14.4% 

derivadas de glândulas salivar, 67.8% de células e 17.8% originada de soro vindo 

através de fluido crevicular (SIQUEIRA, ZHANG, HELMERHORST, 2007).O 

esmalte dental tem uma composição distinta por ser uma superfície mineral. A 

predominância maior de proteínas na película é de estaterina, proteínas ricas em 

prolina, essenciais para remineralização e desmineralização do esmalte 

(LENDEMANN, GROGAN e OPPENHEIM, 2000;HANNIG & HANNIG, 2005). 

 A estaterina é considerada uma proteína específica da película do esmalte, 

por ligar-se facilmente ao Ca+2 da hidroxiapatita e liga-se com menor afinidade as 

células da cavidade bucal (GIBBINSet al., 2014).  

O processo de adsorção de proteínas na superfície de ligação é em geral 

complexo devido à quantidade, tamanho e concentração das proteínas individuais. 

Este processo ocorre devido as forças eletrostática, pontes de hidrogênio, ligações 

especificas e cross-linking. Outros fatores como composição iônica pode influenciar 

na formação da película salivar, com o aumento ou diminuição do nível de interação 

eletrostática (RAYNAL e HARDINGHAM, 2003). 

O quadro 2 mostra algumas das proteínas da película dentária adquirida e 

suas respectivas funções.A formação da película dental adquirida inicia pela 

adsorção de proteínas salivares intactas e fragmentadas de diferentes fontes e sofre 

influencia das modificações ambientais da cavidade bucal, como por exemplo ciclo 

circadiano, composição da flora microbiana bem como propriedades físico-química 

das superfícies dos dentes. A fase inicial da formação da película dental adquirida 

ocorre dentro de segundos de exposição à saliva e levando a um aumento na 

espessura da película para 10 a 20 nm em alguns minutos, e permanece assim em 

estabilidade cerca de 30 minutos (LENDENMANN et al.,2000).   

As proteínas que apresentam maior afinidade com a hidroxiapatita são 

conhecidas como “precursores de película” iniciam este processo através de 

interações eletroestáticas com a superfície do esmalte (HAY, 1973). As estaterina e 
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histatinas são consideradas precursoras, pelo fato de ser uma das primeiras a 

absorver a hidroxiapatita (JENSEN et al., 1992 e LAMKIN et al., 1996). 

Em relação à abundância de proteínas na película dental adquirida, estudos in 

situ mostram que as MUC5B, MUC7, α−amilase, cistatinas, lisozima, lactoferrina 

estão presentes em maiores quantidades na película dental adquirida segundo 

Vacca, Smithe Bowen, 2000; Hanninge e Jonier, 2006 (apud SIQUEIRA, 

CUSTÓDIOe MCDONALD 2012). 

Estudos mostram que a película dental adqurida formada insitu 3 minutos 

após a exposição à saliva protege os dentes contra erosão provocada por ácidos. 

Assim, a película age como uma barreira evitando contato direto entre ácidos e os 

dentes (HANNING etal., 2004). 

 

PROTEÍNAS DA PELÍCULA FUNÇÕES 

Aglutinina Agregação de bactérias 

Catelicidina (LL37) Propriedadesantibacterianas de amploespectro 

Cistatinas (VEGh) Inibidor de protease 

Defensinas Propriedadesantibacterianas de amploespectro 

EP-GP Desconhecidas 

Histatinas Propriedadesantibacterianas de amploespectro 

Imunoglobulinas Inativação e agregação de bactérias 

Lactoferrina Propriedades antibacterianas 

Lactoperoxidase Inibição de crescimento 

Lisozima Propriedades antimicrobianas 

MUC5B (Mucina MG1) Barreira de difusão de protons 

MUC7 (Mucina MG2) Agregação 

Glicoproteína ricaS em prolina Desconhecida (Agregação?) 

Proteínas ricas em prolina (aPRP) Aderência 

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

Estaterina Inibe a precipitação de calico 

QUADRO 2–PRINCIPAIS PROTEÍNAS DA PELÍCULA DENTAL ADQUIRIDA DO ESMALTE E SUAS 

FUNÇÕES. 

FONTE: VACCA, SMITH E BOWEN(2000) 
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3.4. BIOFILME 

 

As proteínas que compõe a película dental adquirida adsorvida a HA, sofrem 

alterações conformacionais expondo sítios adequados para a ligação dos 

colonizadores primários: Streptococcusgordonni, Streptococcussanguis e 

Streptococcusparasanguis, os quais constituem de 60 a 80% da população 

bacteriana inicial (NYVAD & KIIAN, 1987; OPHIR & GUTNICK, 1985). Os 

colonizadores primários possuem receptores superfíciais que são reconhecidos 

pelas adesinas dos colonizadores secundários iniciando o processo de sucessão 

bacteriana. Posteriormente, as adesinas dos colonizadores tardios ligam-se aos 

receptores dos colonizadores secundários formando a comunidade clímax do 

biofilme(KOLENBRANDER & LONDON, 1993; BOS et al., 1985; KOLENBRANDER, 

1998; KOLENBRANDER et al., 2000). 

Neste caso, o biofilme é considerado um denso agregado de diversos 

microrganismos, embebido numa matriz de polissacarídeos extracelulares (PEC) de 

origem bacteriana e polímeros provenientes do hospedeiro (CVITKOVITCH et al., 

2003; MARSH, 2004). O padrão geral de formação do biofilme inclui a adesão inicial 

de microrganismos a uma superfície, a multiplicação, formação de microcolônias, 

produção de uma matriz de PEC e finalmente, a diferenciação em um biofilme 

tridimensional (LI & BOWDEN, 1985; O’TOOLE et al., 2000). Uma vez estabelecido 

na superfície dentária, o biofilme mantém sua composição microbiana relativamente 

constante, apesar da exposição dos microrganismos a uma variedade de 

perturbações ambientais, tais como: ingestão de alimentos e bebidas, mudanças 

hormonais, higiene bucal entre outras. A adaptação microbiana ao ambiente bucal 

resulta de um balanço nas tensões dinâmicas que surgem das interações sinérgicas 

e antagônicas entre diferentes organismos (MARSH, 1985; MARSH, 1995). 

Estas bactérias presentes na cavidade bucal permanecem em homeostase no 

biofilme. A composição microbiana do biofilme, apresenta certa estabilidade 

principalmente em condições no qual o pH bucal é neutro. Além disto, sobre 

condições de saúde, o biofilme dental desempenha um papel importante no que se 

refere aos mecanismos de defesa natural do hospedeiro. No entanto, o desequilíbrio 

do biofilme devido a mudança do estilo de vida do indivíduo causa cárie e doença 

periodontal. As bactérias presentes no biofilme, quando expostas a situações que 

conflitam com um estado de saúde compatível, como tabagismo, práticas 
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inadequadas de higiene,processo de envelhecimento, consumo frequente de açúcar 

estimulam a microbiota associada a um estado de doença (JENKINSON e LAMONT, 

2005; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005; MARSH, 2006).  

Com o aumento da ingestão de carboidratos fermentáveis pelo hospedeiro, 

aumenta a produção de ácidos que reduzem o pH no biofilme favorecendo o 

crescimento de microrganismos acidogênicos e acidúricos que produzem mais 

ácidos que provocam a desmineralização da hidroxiapatita originando a cárie dental  

(MARSH, 2003) 

Na presença de sacarose, alguns microrganismos como S. mutans, produzem 

glicoltransferase (GtfB, GtfC e GtfD) são adsorvidas as superfícies dentais e/ou 

bacterianas podendo produzir glucanos insolúveis em água (VENKITARAMAN et al., 

1995; VACCA E SMITH-BOWEN, 1998; BOWEN E KOO, 2011).Além disso, na 

presença deste dissacarídeo S. mutans também secreta frutosiltransferase (Ftf) que 

produz frutanos que participam da formação do biofilme e ligação de bactérias 

cariogênicas favorecendo seu acúmulo (ROZEN et al., 2001, 2004).  

Portanto, a ingestão de alimentos ricos em carboidratos fermentáveis auxiliam 

na redução do pH bucal favorecendo a predominância de bactérias acidogênicas e 

sua aderência na superfície do dente contribuindo com a formação do biofilme, que 

nesta condições aumentam a suscetibilidade a cárie e doença periodontal. 

O desequilíbrio do biofilme dental também pode causar doença periodontal. A 

periodontitie é uma doença crônica causada pela inflamação do tecido periodontal, 

que leva a destruição dos ligamentos e reabsorção óssea devido ao aumento do 

biofilme dental (KODOVAZENITIS et al., 2011). A periodontite pode afetar outras 

partes do corpo, especialmente o coração (MARUYAMA E SATO, 2016; SHIHEIDO 

et al., 2016). O estilo de vida e hábitos do indivíduo podem agravar o estado da 

doença (JANG et al., 2016; MARUYAMA E SATO, 2016). O aumento do biofilme 

dental provocado principalmente pelo estilo de vida do indivíduo inicia o processo 

inflamatório que modifica as condições do meio favorecendo a predominância de 

bactérias Gram-negativas agravando a doença (MARCH, 2003).  

O desequilíbrio do biolfime dental é causado pelo estilo de vida do indíduo 

que conduz a condições favoráveis para desenvolvimento da cárie e da doença 

periodontal. O biofilme sacarose independente em equilíbrio protege ao hospedeiro. 

SOCRANKY e HAFFAJEE (2000 citado por Nunes et al., 2007, p 55-61). 
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A alimentação depende do estilo de vida do indivíduo e pode interferir na 

formação da película dental como descrito a seguir. 

 

 

3.5. DIETA E PELÍCULA DENTÁRIA 

 

A alimentação pode influenciar sobre a formação da película dental adquirida, 

alterando sua composição. O efeito da dieta sobre a composição da película dental 

adquirida foi primeiramenteobservado por Rykke e Sonju (1991). Neste estudo, a 

composição química das películas formadas invivo, após 24h de jejum e 2h sem 

consumo de alimentos e bebidas foram semelhantes.Entretanto, a composição da 

película formada 24h após uma dieta normal foi diferente, indicandoque a dieta 

contribuía para formação da película. Mudanças no peso molecular e no número de 

proteínas que se depositam na película dentária foram observadas após enxague 

bucal com o leite ou com a kappa-caseina (VACCA SMITH e BOWEN,2000). Neste 

sentido, o potencial da erosão dentária pode diminuir com a adição de caseína a 

soluções ácidas e refrigerantes (HEMINGWAY e PARKER, 2010). 

As proteínas do iogurte não foram capazes de adsorver ao esmalte (DEVOLD 

et al.,2006). Já as bactérias probióticas podem afetar a ecologia por prevenir 

aderência de bactérias e modificando a composição da película dentária (HAUKIOJA 

et al., 2008). Algumas proteínas do leite humanocomo: IgA secretora, BSSL-lipase 

estimulada por sais biliares, lactoferrina, albumina, β-caseinaelisozima aderem a HA 

(WERNERSSON et al., 2006). TEIXEIRA et al.(2006, 2007) mostram que as 

lectinasde algas adsorvem junto a película e são capazes de inibir a adsorção de 

Streptococcus no biofilme.Finke et al.(2002) mostraram em estudo in situ  que o 

consumo de certas bebidas gaseificadas aumentou a espessura da película. 

Hemingway et al.(2010) com objetivo de investigar os efeitos da caseína e 

ovoalbumina na erosão 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 óleo de salada aumentaram a hidrofobidade da película e 

soluções com açúcar, aumentaram a hidrofilicidade. Hanning et al. (2009) em uma 

investigação de alterações e propriedades da película durante o consumo de 

bebidas ácidas, verificou que sucos são menos danosos que refrigerantes de baixo 

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



24 

presentes no cranberry conseguiam inibir a glicosiltransferase,  reduziam a produção 

de ácido por S. mutans e influenciaram o desenvolvimento do biofilme, Koo et al. 

(2010) mostraram que sementes de uva são capazes de reduzir a formação do 

biofilme por S. mutans. Os óleos comestíveis reduzem o efeito protetor da película 

contra a erosão dental e não afetam o perfilde colonização do biofilme (HANNIG et 

al., 2012; 2013). 

Em presença de Caricapapaya a película é desestruturada e/ou é 

completamente removida (YAO et al., 2012). Componentes dos chás e do vinho 

ligam-se fortemente a proteínas da película, aumentando sua espessura(JOINER et 

al., 2003; JOINER et al., 2004; JOINER et al., 2006). Os polifenois do chás preto 

interagem com a película mudando sua estrutura e função (PROCTOR et al., 2005). 

Bochecho com os chás diminuiu a atividade de peroxidasena película (HANNIG et 

al., 2008). Uma revisão de literatura mostrou que os polifenois de chás apresentam 

um efeito cariostatico(KHAN e MUKHTAR, 2007).Recentemente, Archetti (2014) 

mostrou que sucos de uva integral e reconstituído são capazes de interagir com as 

proteínas salivares e, que, alguns componentes dentre eles polifenois podem ligar-

se a película dental adquirida.  

 

 

3.6. INTERAÇÃO PROTEÍNAS SALIVARES E POLIFENÓIS 

 

A adstringência sentida após o consumo de alimentos ricos em polifenois é 

atribuído principalmente devido à interação entre taninos e proteínas salivares. 

Proteínas ricas em prolinas (PRP), histatinas e estaterinas as proteínas mais 

reativas nesta interação (GREGORIO, MATHEUS e FREITAS, 2014). Após as 

observações de Hagerman e Butler (1981) em que proteínas salivares de ratos 

mostraram afinidades para taninos, outros estudos foram desenvolvidos com intuito 

de investigar a natureza destas interações (BENNICK, 2002). Mehansho et al., 

(1985) avaliaram a afinidade de PRP básico e PPRs de saliva de ratos. Lu e Bennick 

(1998) avaliaram a capacidade das PRP humana purificada em formar complexos 

insolúveis com taninos. Yan e Bennick (1995) mostraram que moléculas com alto 

peso molecular e maior concentração de prolina não necessariamente favorecem a 

interação entre proteínas salivares e taninos, uma vez que estes mesmo autores 

constataram que a histatina, um peptídeo desprovido de prolina foi capaz de 
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precipitar na presença de taninos.Naurato et al. (1999) demonstraram que histatinas 

3 e 5 compartilham a mesma região de ligação ao tanino. Soares, Mateus e Freitas 

(2007) observaram a interação entre polifenois como catequina, epicatequina, 

eipigalocatequina-galato, malvidina-3-glucosideo, taninos ácidos, procianidina B2 

galato e procianidina comα-amilase salivar em relação a adstringência. Estes 

autores concluíram que as estruturas dos polifenois tem interferência na capacidade 

de supressão da fluorescência e, que, proteínas diferentes interagem de forma 

diferente com os mesmos polifenoisdevido a diferentes estruturas tridimensionais 

das proteínas salivares. Wroblewski et al. (2001) identificaram que o 

epigalocatequina-galato (EGCG), interage com resíduos básicos e aromáticos em 

proteínas com a histatina 5. 

Esta capacidade de proteínas 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 tolerância e adaptação a dietas á base de frutas, e com isso pareciam ter maior 

capacidade em neutralizar os taninos contidos na dieta e, primatas como os 

macacos a presença de histatinas está 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 presença elevada de histatinas e proteínas ricas em prolina em 

hominídeos são consideradas um ponto chave no processo evolutivo da 

alimentação, que permitu o homem em especial, ingerir vários alimentos que em 

outras situações, não seriam permitidos devido ao elevado teor de taninos. A dieta 

de hominídeos era constituída principalmente de legumes, nozes e frutas 

aproximadamente a 4,5 quilogramas, para atender suas necessidades energéticas 

diárias. Assim,a ingestão de quantidades elevadas de plantas criou-se a 

necessidade dos nossos ancestrais em neutralizar esses taninos presentes na dieta. 

Isso pode explicar a elevada concentração de proteínas que ligam a taninosna saliva 

humana (JENKINS et al., 2001). 

. 
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3.7. POLIFENÓIS 

 

Compostos fenólicos são estruturas que quimicamente apresentam hidroxilas 

e anéis aromáticos, podendo estar dispostos na forma simples ou de polímero que 

possuem efeito antioxidante. Podem ser encontrados em forma natural em vegetais 

ou sintéticos, podendo estar também livres ou complexados a açúcares e proteínas. 

Exemplos de grupos fenólicos são os flavonóides, os ácidos fenólicos, os taninos e 

os tocoferóis (ANGELO e JORGE, 2007). Os polifenois estão presentes em diversos 

alimentos, como, legumes, cereais, frutas, chás vinho tinto e café também são fontes 

de polifenois (Figura 1). 

 

 

FIGURA 1–CLASSIFICAÇÃO DOS POLIFENOIS 
FONTE: Adaptado de FERRAZZANO et al,(2011) 

 

A concentração de polifenois nos alimentos pode variar com fatores 

ambientais, fatores genéticos e outras tecnologias que podem melhorar a 

concentração deste componente fenólico. Os polifenóis são componentes 

importantes para a saúde humana e seu beneficio depende da quantidade ingerida e 

do tipo de polifenol. A proantocianidinas, por exemplo, possui baixa absorção e sua 

ação no organismo ocorre no intestino. As antocianinas parecem ter as mesmas 

características quanto à absorção (MANACH et al.,2004). 
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O efeito antioxidante dos polifenois, na prevenção do envelhecimento e 

doenças crônicas e degenerativas como as cardiovasculares e da diabetes tem sido 

estudados. Pesquisas mostram reduções no risco de doenças cardiovasculares e 

câncer e em culturas de células em animais mostrando benefícios do consumo do 

chá em fases específicas com I e II nas enzimas hepáticas, gene de transcrição, 

proliferação das células e outras funções em níveis moleculares (KHAN e 

MUKHATAR, 2007). 

A epigalocatequina-galato, um polifenol presente no chá verde, apresenta 

capacidade de diminuir atividade bacteriana, desenvolvimento de cânceres e 

doenças cardiovascular. Estes benefícios são devido a presença de flavonóides, 

catequinas e outros grupos fenólicos que possuem capacidade de inibir a ação dos 

radicais livres existentes no organismo. Aproximadamente três bilhões de 

quilogramas deste chá são produzidos por ano, através defolhas não fermentadas e 

não oxidadas de Camelliasinensis, da família Theaceae, que possui diversos grupos 

fenólicos, que representam aproximadamente 30% do peso seco, das folhas frescas. 

Os flavonóides em maior quantidade nestas folhas são epicatequina, galocatequina, 

epicatequina-galato (EGCG). Este último é considerada a catequina mais ativa 

(AMORIM, FERREIRA e NAVARRO, 2007).  

Com o aumento do interesse desta substância na promoção de saúde, os 

chás em especial o chá verde, tem sido incluído na alimentação e considerado 

alimento funcional (ROCCARO et. al., 2004, HIGDON & FREI, 2003; MORAIS et al., 

2009). Em relação à saúde bucal, foi visto queepigalocatequina-galato (EGCG) é 

capaz de diminuir a produção de ácido 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 proteínas salivares. Após o EGCG 

entrar em contato com a saliva, proteínas salivares como ᾳ-amilase, S100 e 

cistatinas foram precipitadas. As mucinas MUC5B e MUC7 sofreram alterações de 

suas propriedades e sedimentaram rapidamente com o aumento da concentração de 

MUC5B (DAVIES et al., 2014). Além deste resultado, foi observado que o EGCG 

também inibe a função da α-amilase por inibição não competitiva. Essa inibição é 

importante na prevenção da formação de carboidratosfermentáveis que quando 
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metabolizados pelo micro-organismo  do biofilme produzem ácidos que contribuem 

para o desenvolvimento da cárie dental (HARA et al.,2012). 

O EGCG, também pode influenciar na inibição na formação de biofilmes 

maduros por S. mutans, através da supressão do gene gtfao nível da transcrição, 

sendo considerado um polifenol que interfere na virulência das bactérias 

responsáveis pela cárie, entretanto, esses mecanismos não estão complemente 

esclarecidos (XU, ZHOU e WU, 2012). Comparando EGCG com 

clorexidinedigluconato comumente utilizados como um agente desinfectantes bucais, 

EGCG não teve o mesmo efeito na eliminação do S. mutans relacionadasa lesões 

de cáries de dentinas nas concentrações citadas no estudo (ASSIS et al., 2015). 

Em uvas bordo o ácido gálico esta presentes nas cascasem maior quantidade 

de Miriquetina 3-glucosideo esta presente tanto em cascas com em polpas da uva. 

Ácido hidroxicinâmicose os seus derivados provenientes do ácido cafeico estão 

presentes em quantidades nas cascas de uvas. O resveratrol estápresente em uvas 

bordô em maior proporção 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 produção de ácidos por S. mutans (KOO et 

al.,2010). 

Em sementes de uvas, morangos, mirtilos, hamamélis, chás e vinho tinto, 

encontramos outro fotoquímico, o ácido gálico (LÓPEZ et al., 2011). É um composto 

fenólico com efeitos antioxidantes, antiviral, oferece proteção cardiovasculares, 

anticancro, anti-inflamatório. E tem apresentado bons resultados nos tratamentos 

com efeito antioxidantes nos tratamentos de hepatite C, com diminuição de espécies 

reativas de oxigênio (SALAS et al., 2016). Alguns estudos usando ácido gálico foram 

usados para promoção de saúde bucal, foi verificado que ácido gálico tem papel 

importante no fortalecimento de células acinares da saliva humana, após exposição 

ao raio X acidental, ou com aplicação médica (SHANMUGAM et al., 2015). 

Outra classe conhecidas de polifenóis com carga negativa são os ácidos 

fenólicos (benzóico e ácidos hidroxiciâmicos), derivados dos estilbeno (resveratrol), 

flavan-3 óis (catequina, epicatequina), flavonóis (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 fenólicos. Os polifenois presentes na uva 



29 

contêm compostos simples chamados de monômeros e substâncias do tipo tanino 

complexos (oligômeros e polímeros).  

O resveratrol é um composto classificado como polifenólico não flavonóide 

sendo considerada uma fitoalexina. Nas plantas são encontradas em duas formas 

isômeras: 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 

presença de luz visível está associada aos benefícios á saúde (XI CHU et al., 

2015).O resveratrol apresenta diversas ações biológicas importantes para prevenção 

de doenças como diabetes, antioxidantes, antiinflamatória, anti-tumoral e 

cardioprotetor (BALATA et al., 2010). 

Devido aos benefícios da uva para saúde, o consumo de suco de uva 

aumentou no Brasil. Em 2014 foram comercializado aproximadamente 90 milhões de 

litros de suco de uva, 13,5% acima do ano anterior (CANAL RURAL, 2015).  

Com o aumento do consumo desta bebida, oInstituto Brasileiro do vinho 

(Ibravin) encomendou um estudo sobre o mercado consumidor de suco de uva 

integral através de dados coletados nas praças de Porto Alegre, São Paulo, Rio de 

Janeiro e Recife em 2015, e o resultado obtido foi que os motivos que levam a 

população ao consumir este suco é o interesse pelo consumidor por alimentos 

saudáveis (CANAL RURAL, 2015).Este aumento do consumo pode suco de uva 

pode também provocar alterações na composição das proteínas salivares e 

conseguintemente da película dental adquirida do esmalte alterando a 

suscetibilidade individual a doenças bucais. 

As interações de polifenóis e proteínas salivares vêem sendo estudas e serão 

descritas a seguir. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. DELINEAMENTO GERAL DO ESTUDO 

A saliva total estimulada foi coletada de voluntários da pesquisa que foram 

recrutados de acordo com os critérios de inclusão. As salivas foram agrupadas 

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

 

4.2.ASPÉCTOS ÉTICOS 

 

 Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética Universidade Federal do 

Paraná com o parecer número 888.649 18/11/2014 (Anexo 1). 

 

4.3.SELEÇÃO DOS PARTICOPANTES 

 

Os objetivos da pesquisa foram esclarecidos aos participantes via e-mail para 

recrutamento e pessoalmente após a seleção. Cinco participantes com idade entre 

23 a 32 anos foram selecionados, entre os alunos de graduação e pós-graduação 

que realizavam atividades de pesquisa no Depto de Bioquímica e Biologia 

Molecular-UFPR e que não estivessem usando medicamentos. As eventuais dúvidas 

foram esclarecidas pessoalmente pela equipe da pesquisa. Após 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 pedaço 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 4oC e 

em seguida o sobrenadante foi coletado e armazenado a -4º 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. INTERAÇÃO DOS POLIFENOIS COM PROTEÍNAS SALIVARES EM 

SOLUÇÃO 

 

4.6.1. Determinação de alterações dos perfis proteícos do pool salivar em 

presença dos polifenois 

 

O pool de saliva foi incubado por 2 minutos a 37oC com 500 µg/µL 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 µL de 

água e foi aplicado juntamente com o sobrenadante em SDS-PAGE 12% para 

avaliar o perfil proteico do poolsalivar na ausência e presença dos polifenóis 

 

4.6.2. Efeito dos polifenois na estrutura das proteínas salivares 

 

O pool de saliva foi diluída 1:5 com tampão fostato de sódio 10 mmol/LpH 7,0 

e 25 mmol/Lde NaCL (3 mL)  e em seguida misturada com concentrações 

crescentes de cada um dos polifenois. A cada adição de polifenol o espectro 

emissão de fluorescência de 300 a 500 nm das proteínas salivares com excitação 

em 282 nm foram coletados. Os espectros analisados e o efeito dos polifenois na 

supressão da fluorescência do triptofano e o tipo de interação dos polifenois com as 

proteínas salivares foram determinadas a partir do gráfico de Stern-Volmer 

(SOARES, MATEUS e FREITAS, 2007; XIAO et al., 2011) 

 

4.6.3. Efeito dos polifenois na atividade α-amilase salivar 

 

Para a avaliação da atividade da α-amilase salivar foi usado o Kit Labtest e 

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

instruções do fabricante. A diminuição da intensidade da cor azul, após a adição do 
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iodo foi comparada com o controle e é proporcional a atividade da α-amilase. Os 

polifenois foram adicionados ao substrato e amostras de saliva nasconcentrações 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 óptico foi usada para mensuração da absorbância em 

660nm, após incubação de 7 minutos e 30 segundo cronometrados. Os cálculos de 

atividade foram realizados conforme as especificações do fabricante. 

 

4.7. MÉTODOS GERAIS 

 

4.7.1. Dosagem de Proteínas 

 

A concentração de proteína das amostras de salivafoi determinada pelo 

método de BRADFORD (1976). O padrão de proteína utilizado foi soro albumina 

bovina. 

 

4.7.2. Eletroforese de proteínas sob condições desnaturantes 

 

 As condições de eletroforese desnaturante (SDS – PAGE) foram realizadas 

como descritas por LAEMMLI (1970). A coloração do gel foi realizada com comassie 

blue (BRADFORD, 1976), com prata ou com Coomassie R-250 coloidal, conforme 

descrito por Chaves (2004). 

 

 4.8.  SUPRESSÃO DA FLUORESCÊNCIA 

 

 Os espectros de fluorescência foram obtidos por Jasco fluorímetro FP-6500. 

Opool de saliva foi transferido para uma cubeta de quartzo de 1cm de caminho 

óptico usado para mensuração. A supressão da fluorescência foi plotada como 

intensidade de fluorescência relativa expressa por (RFI=F/Fox100), no qual as 

intensidades de emissões das amostras contendo concentrações crescentes de 

polifenóis foram divididas pela intensidade de emissão da amostra controle 

multiplicada por 100, contra as concentrações de polifenol. Para o cálculo da 

constante de supressão, os dados plotados foram com um plot de Stern-Volmer 

expresso por Fo/F, em que a intensidade da emissão da amostra controle é dividida 

pelas intensidades das emissões do pool com concentrações crescentes dos 
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polifenóis contra concentração dos polifenois. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 A supressão da fluorescência foi descrita pela equação de Stern-Volmer: 

 

��

�
= 1 + ��τo
Q� = 1 + kSV
Q� 

 Onde, Fo e F são representados como fluorescência antes e depois da adição 

dos polifenois respectivamente, Kq representa a constante biomolecular e �o é o 

tempo de meia vida do fluoroforo na ausência do supressor, [Q] é definido como 

concentração de polifenol e Ksv é a constante de Stern-Volmer obtida por regressão 

linear do plot Fo/F contra concentração de polifeno. Quando um plot linear é 

observado, geralmente indica que os fluoróforos foram acessíveis ao supressor. Em 

alguns casos, o fluoróforo pode sofrer supressão por cinética dinâmica ou colisional 

e, neste caso, ocorre somente colisão entre fluoróforo e supressor sem formação de 

complexos. O mecanismo estático é aquele em que há formação de complexos 

entre os dois elementos. Outra possibilidade é a presença de ambos os mecanismos 

no processo de supressão. Neste tipo de cinética, ao plotar o gráfico de Stern-

Volmer, observa-se uma curvatura côncava em direção ao eixo y do gráfico contra a 

concentração de polifenois (Figura 2). Nestas condições F/Fo contra [Q] é expresso 

pela fórmula de Stern-Volmer modificada: 

 

��

�
= 1 + ��
Q�(1 + ks)
Q� 

KD representa constate de supressão dinâmica e Ks estático (PAPADOPOULOU, 

GREEN e FRAZIER, 2005). 
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FIGURA 2 – CINÈTICAS ENCONTRADAS NO PLOT DE STERN-VOLMER 
FONTE: ADAPTADO DE XIAO, J. et al.,(2011) 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. EFEITO DOS POLIFENOIS SOBRE PROTEÍNAS SALIVARES 

 

Neste trabalho o efeito dos polifenóis resveratrol, epigalocatequina-galato, 

epigalocatequina e ácido gálico sobre as proteínas salivares foram estudados. 

Inicialmente, os polifenóis 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 interação dos polifenóise proteínas 

salivares, conforme descrito por Hara et al. (2012). 

 

 

FIGURA 3 – PERFIL ELETROFORESE DAS FRAÇÕES DE INTERAÇÕES DE PROTEÍNAS 
SALIVARES E POLIFENOIS: Linha 1 - saliva; Linha 2 - precipitado saliva:etanol/água 
(controle) – Linha 3 - sobrenadante – saliva:etanol/água; 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 ácido gálico; Linha 12-sobrenadante saliva:ácido gálico. 

 

A figura 3 mostra o perfil protéico do precipitado e do sobrenadante das 

misturas saliva e polifenois. Como observado a maior parte das proteínas 

permaneceram no sobrenadante. O perfil proteico da saliva total (controle) e saliva 

total em presença de polifenóis foram semelhantes sugerindo que SDS-PAGE não 

foi sensível o suficiente para detectar este tipo de interação. Entretanto, a 

97 

66 

45 

30 

20.1 
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coloraçãodo gel com comassie coloidal ou prata também não mostrou aumento no 

numero de bandas. 

Um experimento usando epigalocatequina-galato dissolvida em água pH 2,7, 

foi realizado para procurar reproduzir os resultados observados por Hara et al. 

(2012) que observaram maior quantidade de proteínas salivares precipitadas em 

presença de epigalocatequina-galato dissolvida neste sistema. 

 

 

FIGURA 4 – PERFIL ELETROFORESE DAS FRAÇÕES DE INTERAÇÕES DE PROTEÍNAS 
SALIVARES E POLIFENOIS.Linha 1 - precipitado água (controle) – Linha 2- 
sobrenadante – saliva:etanol/água; - 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 água pH 2,7 para dissolver a 

epigalocatequina-galato proteínas da saliva total (controle) precipitam. Estes 

resultados diferem dos observados por HARA et al. (2012) mas mesmas condições. 

Assim, passamos a utilizar a supressão da fluorescencia do triptofano para 

avaliar a interação dos polifenois e as proteínas salivares. 

As Figura 5 A, B, C e D mostram os espectros de emissão da fluorescência na 

região de 300 a 500 nm, com excitação em 282 nm das amostras de pool de saliva 

total (2,0 mg/mL de proteínas) em presença de concentrações crescentes de 

polifenois. O perfil de emissão do ácido gálico não foi alterado com o aumento da 

concentração deste polifenol (Figura 5 D). Já em presença de resveratrol, 

epigalocatequina-galato e epigalocatequina houve um descrésimo da intensidade da 

fluorescência emitida pelo triptofano (Figura 5 A, B e C). Além disso, foi observado 

20.1 
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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). 

  

 
 

FIGURA 5 – ESPECTROS DE EMISSÃO DO TRIPTOFANO COM EXCITAÇÃO DE 282 nm NA 
PRESENÇA DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE POLIFENOIS. (a) resveratrol, (b) 
epigalocatequina-gallato, (c) epigalocatequina e (d) ácido gálico (n = 3). 

 

A origem do pico em 404 nm observado em presença de altas concentrações 

de resveratrol foi investigada. Um novo experimento foi realizado titulando o tampão 

com as mesmas concentrações de resveratrol (espectros controle) utilizadas nos 

experimentos de interação com o pool de saliva total. Os espectros de emissão 

controle foram subtraidos dos espectros de interação saliva e resveratrol (Figura 6). 

Os resultados mostraram que o pico em 404 nm desapareceu, sugerindo que este 

pico é devido a emissão do resveratrol. 

Assim, para determinação dos demais parâmetros para as amostras de saliva 

em presença de resveratrol os espectros de subtração foram utilizados. Conforme 

observado na figura 6 após subtração dos espectros apenas o efeito do resveratrol 

A B

C D 
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FIGURA 6– ESPECTRO DA SUBTRAÇÃO DE EMISSÃO DO TRIPTOFANO DAS PROTEINAIS 
SALIVARES EM PRESENÇA DE RESVERATROL. Os espectros foram obtidos pela 
subtração espectro de emissão do triptofano em excitação de 282 nm do controle 
(tampão e resveratrol) e saliva-resveratrol. Os espectro apresentados correspondem a 
média de triplicatas. 

 

5.2. SUPRESSÃO FLUORESCÊNCIA DO TRIPTOFANO PROTEÍNAS 

SALIVARES 

 

A Figura 7 mostra a supressão da fluorescência do triptofano com a adição 

dos polifenois resveratrol, epigalocatequina-galato, epigalocatequina e ácido gálico. 

A epigaliocatequina-galato apresentou supressão da emissão do triptofano de 

65,68%. Já resveratrol e epigalocatequina apresentaram 38,15% e 17,89% na 

concentração de 150 mmol/L de polifenol e em presença de ácido gálico não foram 

observadas alterações no espectro de emissão do triptofano.  

sobre o pico de emissão do triptofano é visualizado. 
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Diferenças na capacidade de supressão entre os polifenois mostram que o 

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

quadro 3 mostra a diferenças estruturais entre esses polifenois. 

 

 
FIGURA 7– INTENSIDADE RELATIVA DA FLUORESCÊNCIA (RFI) EMITIDA PELO TRIPTOFANO 

PARA O POOL DE SALIVA NA PRESENÇA DE CONCENTRAÇÕES CRESCENTES DE 
POLIFENÓIS. (RFI=F/Fox100) contra concentrações de polifenois resveratrol. A 
intensidade da emissão da fluorescência do triptofano foi obtida em excitação de 282nm 
e emissão máxima em 350nm (n = 3). 
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SUBCLASSE POLIFENOL SUBSTITUIÇÃO 

 

OH 

 

 

OCH3 

 

 

Outros 

Flavanonol 

 

 

 

 

 

 

EGCG (2,3)cis 

 

 

 

 

  EGC (2,3) cis 

 

 

5,7,3´,4´,5´ 

 

 

 

 

3,5,7,3´,4´,5´ 

------------ 

 

------------ 

3 galato 

Estilbeno 

 

Resveratrol 3,5,4´ ------- --------- 

Ácido gálico 

 

Ácido gálico ------- -------- R=H 

QUADRO 3– REPRESENTAÇÃO DAS ESTRUTURAS QUÍMICAS DOS POLIFENOIS 

FONTE: ADAPTADO DE XIAO, J. et al, ( 2011); LAMARÃO e FIALHO, (2009) 

 

5.3.  INTERAÇÕES DAS PROTEÍNAS SALIVARES E POLIFENOIS 

 

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

galato, epigalocatequina e ácido gálico (Figura8) sugerem que epigalocatequina-

galato apresentaram característica de supressão dinâmica e estática, devido ao 

aumento da linearidade em direção ao eixo y com a adição de maiores 

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

complexam com as proteínas salivares. Enquanto, resveratrol, epigalocatequina e 
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ácido gálico apresentam características lineares, sugerindo que supressor e 

fluoróforo somente colidiram, sem formação de complexos.  

 

 
FIGURA 8– GRÁFICOS DE STERN-VOLMER DO POOL SALIVAR EM PRESENÇA DE 

CONCENTRAÇÕES CRESCENTES DE POLIFENOIS. Plot obtido através da divisão 
das médias das intensidades de emissão da amostra controle (Fo) pelas médias das 
intensidades de emissão das amostras de pool salivar com polifenóis (F), (n = 3). 

 

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

 

A figura 9 mostra que a atividade de α-amilase salivar na presença de 

concentrações crescentes de diferentes polifenois diminui.  
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FIGURA 9– ATIVIDADE DA α-AMILASE SALIVAR NA PRESENÇA DE CONCENTRAÇÕES 

CRESCENTES DOS POLIFENOIS. O efeito dos polifenóis foi avaliado através da adição 
dos polifenóis (0,4; 0,8; 1,2 e 1,6 mmol/L) ao pool de saliva total (n = 3). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Este trabalho visava avaliar a interação de proteínas salivares e polifenois.  

Para isso foram escolhidos o resveratrol um polifenol comum em uvas e 

epigalocatequina galato (EGCG) presente em chás. A epigalocatequina seria um 

percussor não modificado de EGCG e o ácido gálico um polifenol de baixa massa 

molecular. 

Inicialmente, o método utilizado para investigar a possibilidade de interações 

foi a incubação de polifenóis e o pool de saliva total coletada conforme descrito por 

Hara et al. (2012).O perfil eletroforético do precipitado e sobrenanante corado com 

comassie blue, comassie coloidal ou prata indicou que não ocorreu interação entre 

proteínas salivares e polifenóis ou estas interações existem e não foram detectadas 

pela baixa sensibilidade dos métodos de coloração. Estes resultados foram diferente 

dos resultados encontrados por Hara et al. (2012) que mesmo utilizando coloração 

com comassie blue obteveram bandas visíveis utilizando a mesma quantidade de 

proteínas do pool salivar (30 µg) e polifenois (5 mg/mL).Uma provável explicação 

para este resultado seria que Hara et al. (2012) diluiu o epicalocatequina galato, 

único polifenol estudado por ele, em água pH 2,7. No presente trabalho foram 

utilizados diferentes polifenóis e o resveratrol foi o que apresentoumenor 

solubilidade em água. Assim, o etanol 50% foi utilizado como veículo para diluição 

dos polifenois. Os autores que estudaram interação do resveratrol e outras proteínas 

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 água e 50 mg/L em etanol 

(NEMEN e SENNA, 2011), do ácido gálico é 0,5 g/100ml em água (EMBRAPA, 

2009) e da EGCG é 5 mg/ml em água (SHIXIAN et al., 2006).  

Hara et al. (2012) utilizaram água pH 2,7 para solubilizar EGCG e nestas 

condições observaram a formação de precipitado ao incubarem o polifenol e saliva. 

A fim de reproduzir estes resultados, o mesmo experimento utilizando água com pH 

2,7 como solvente de epigalocatequina-galato foi realizado. Entretanto, ocorreu a 

formação 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 água pH 2,7 foi 7, o que não justificaria a formação de precipitado pela 

variação do pH. 

Assim, devido as dificuldades de estudar a interação saliva polifenóis 

observando o perfil proteico por SDS-PAGE, a técnica de supressão de 

fluorescência do triptofano foi usada. Estes estudos são importantes para a 

determinar o tipo de interação entre fluorófo e supressor. 

A análise do perfil de emissão do triptofano do pool de saliva total em 

presença dos diferentes polifenois mostrou que o ácido gálico não interfere no perfil 

de emissão do triptofano sugerindo que este polifenol não forma complexos com as 

proteínas salivares. A estrutura do polifenol parece determinar o nível de interação 

entre polifenol e proteínas salivares. Xiao et al. (2011) observaram que a constante 

de afinidade de polifenois com as proteínas comuns do plasma humano é fortemente 

influenciada pelas diferenças estruturais dos plifenois da dieta. Epigalocatequina-

galato e epigalocatequina são polifenois da subclasse dos flavanonol. Entretanto, a 

presença do galato aumenta a capacidade do polifenol de interferir no perfil de 

emissão do triptofano e muda a cinética de interação para estática sugerindo que 

epigalocatequina-galato forma complexos com o pool de proteínas salivares. Já 

epigalocatequina e resveratrol interferem menos no perfil de emissão do triptofano e 

apresentaram cinética dinâmica, sugerindo que as interações destes polifenois e 

proteínas salivares seriam apenas colisionais. 

No espectro de fluorescência das proteínas salivares em presença de altas 

concentrações de resveratrol foi observado o aparecimento de um pico de emissão 

na região de 404 nm. Este pico é atribuído à emissão do resveratrol e apareceu com 

o aumento da concentração de resveratrol no sistema Este fenômeno ocorre pela 

associação de moléculas de resveratrol da solução pela interação hidrofóbica dos 

anéis fenólicos. O pico de emissão do resveratrol aparece no início do processo e a 

auto supressão aparece no fim do processo devido a associação das moléculas de 

resveratrol (ZHANG ., 2012). Para omitir da emissão do resveratrol nestes espectros 

foi realizada a subtração dos espectros das amostras de saliva-resveratrol dos 

espectros obtidos para tampão-resveratrol (controle). 

O efeito do resveratrol sobre o pool de proteínas salivares ou proteínas 

salivares isoladas ainda não havia sido investigado. Em soro albumina bovina foi 

observada uma diminuição da intensidade de emissão de fluorescência do triptofano 
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em presença do resveratrol evidendiciado pelo deslocamento do espectro para o 

vermelho com o aumento das concentrações de resveratrol (10 a 100µmol/L) e 

redução na quantidade de α-hélice e um aumento da folha β na proteína 

(BOURASSA et al., 2010). Nair (2015) verificou que o resveratrol apresentou 

mecanismo estático de supressão da emissão do triptofano do soro albumina 

bovino. Latrufe et al.(2014) também verificaram que vários polifenois interagem com 

soro albumina bovina entre eles resveratrol e epigalocatequina. Entretanto, o 

resveratrol foi o único que apresentou dois sítios de ligação à proteína e provocou 

pequenas alterações conformacionais. As interações entre trans-resveratrol com ᾳ-

lactoalbumina bovina também são fortes, sugerindo que e a incorporação do 

resveratrol no leite pode ser uma fonte nutritiva deste polifenol (MOHAMMADI e 

MOEENI, 2015). O resveratrol interagem com proteínas do trigo, como zeína e 

gliadina de forma diferente. Com a zeína ainteração ocorre por ligações de 

hidrogênio e por mecanismo dinâminco e com gliadina através de interações 

hidrofóbicas por mecanismos estáticos e dinâmicos (JOYEet al., 2015). No presente 

trabalho, a análise da cinética de Stern-Volmer mostrou que o resveratrol alterou o 

perfil de emissão do triptofano por colidir com proteínas salivares, sem formar 

complexo com estas proteínas. Estes resultados diferem dos obtidos pelos autores 

acima citados provavelmente porque aqueles trabalharam com proteínas pura para 

avaliar interação do resveratrol-proteína, o que pode facilitar a acessibilidade da 

molécula do polifenol à proteína. Enquanto que na saliva total há um mistura de 

proteínas que poderia dificultar a interação entre polifenois e proteínas salivares. 

A epigalocatequina-galato foi capaz de suprimir em 20 a 30% o sinal de 

emissão do triptofano da α-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 emissão do triptofano. Como aqueles 

autores realizaram os experimentos em pH 5, isso pode ter interferido no perfil de 

supressão do sinal de emissão do triptofano. 

Proteínas do sangue humano como hemoglobina e albumina sérica 

tambéminteragem com epigalocatequina-galato (OZYURT, LUNA e ESTÉVEZ, 

2015) promovendo redução na intensidade de fluorescência do triptofano 

observadas foram 63% e 80% para hemoglobina e albumina sérica, 

respectivamente. 
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YAOet al. (2011) utilizaram saliva total e a saliva da parótida para verificar a 

interação de proteínas e EGCG e observaram redução da fluorescência em 55%, 

cinética estática e ausência de deslocamentopara ambas as amostras de saliva.  

Maiti, Ghosh e Dasgupta (2006) observaram que concentração de 460 µmol/L 

de epigalocatequina provocavam alterações conformacionais da soro albumina 

humana, com redução de α-helice de 61% para 49% e a aumento da proporñáo de 

folhas β de 29 para 39%.  

A epigalocatequina foi capaz de suprimir de 20 a 30% o sinal de emissão do 

triptofano da soro albumina bovina e não provocou alterações conformacionais na 

proteina (PAPADOPOULOU et al., 2005).Estes resultados de supressão são 

semelhantes aos obtidos neste trabalho com epigalocatequina e o pool de proteínas 

salivares. 

Zhang et al. (2008) observaram que a soro albumina humana pura e ácido 

gálico interagem e ocorrem modificações conformacionais com a reduções de 54 a 

56% α-helices  com concentrações entre 1,71 a 9,33 µmoL/L. Neste estudo, não 

observamos interação entre ácido gálico e as proteinas salivares provavelmente 

pela utilização do pool de proteínas que dificulta a acessibilildade dos polifenois as 

proteínas salivares. 

Em Archetti (2014) observou que adição de suco integral e reconstituído de 

uva a saliva provocou diminuição do espectro de emissão do triptofano, sugerindo 

que componentes dos sucosinteragem com o pool de proteínas salivares. Como o 

resveratrol é um dos polifenois encontrados no suco de uva, ele pode ter 

contribuído para o efeito observado. 

Neste estudo as concentrações de polifenois variaram de 0,04 a 150 mmol/L 

que são superiores ao utilizado na maioria da literatura relacionada. Entretanto, a 

maioria dos autores trabalhou com proteínas puras na concentração de µmol. 

Papadopoulou et al.(2005) ao estudarem interação da BSA e rutina, quercetina e 

epigalocatequinautilizaram concentrações que variaram de 0,1 a 38 µmol. Já as 

concentração de tanino ácido, maldivina-3-glucosil e catequina variaram de 0-25 µm 

em estudos que analisaram a interação destes polifenois com BSA e α – amilase 

salivar (SOARES, MATEUS e FREITAS, 2007). Com o aumento da concentração 

de EGCG (0,2 a 0,21 µmol/L) maior concentração de agregados foram observadas 

em proteínas ricas em prolina (CANON et al.,2013). Narotzki et al.(2012) 

observaram um aumento da atividade de peroxidase de 280% pela adição de 
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cháverde, infusões de chá preto (50 µL/mL) e EGCG (50 µmol/L) à saliva. Somente 

Yao et al.(2010) utilizaram saliva total para verificar a adstringência provocada pelo 

EGCG e neste caso as concentrações (2 mmol/L e 24 mmol/L) foram superiores a 

utilizadas por autores que trabalharam com proteínas puras. 

Neste estudo observamos que na presença de diferentes concentrações dos 

polifenois houve redução da atividade de α-amilase salivar. Harshadrai et al. (2006) 

observaram redução da atividade daα-amilase salivar quando incubaram a saliva  

com concentrações crescentes de taninos que variaram de 0,12 a 1,2 mg/mL. Hara 

et al. (2012) e Fei et al.(2014) também observaram redução da atividade daα-

amilase salivar ao incubar a enzima pura com polifenois como epigalocatequina-

galato e epigalocatequina. Zhang et al. (1998) verificaram que chá verde e preto 

também reduzem a atividade daα-amilase salivar.A atividade da α-amilase 

pancreática de porcos também foi fortemente inibida por flavonoides (TADERA et 

al., 2006). Um flavonóide proveniente da acerola também foi capaz de inibir a 

atividade daα-amilase salivar humana purificada (KAWAGUCH et al., 2007). 

Entretanto, como a α-amilase salivar é uma proteina que liga cálcio (SANTOS et al., 

2012) e os taninos formam complexos insolúveis com o cálcio (CALIXTO et al., 

1986), pode ser que a redução da atividade observada ocorreu pela baixa 

disponibilidade de cálcio no sistema e não devido a possíveis alterações 

conformacionais das proteínas salivares causada pela interação destas proteinas e 

polifenois. 

Ao comparar os resultados com os dados da literatura alguns pontos 

importantes precisam ser considerados. A maioria dos estudos utilizou proteínas 

puras em concentrações inferiores ao pool de saliva utilizado neste trabalho. O pool 

de saliva é uma amostra heterogênea de proteínas e por isso foram utilizadas 

maiores concentrações de proteínas e proporcionalmente maiores concentrações 

de polifenois. in vivo a primeira frente de contato com os polifenois são as proteínas 

salivares. Entretanto, na saliva estas proteínas formamcomplexos(SOARES et 

al.,2003; BRUNO et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2012). Estes complexosprotegem 

as proteínas da proteólise para encaminá-las a diferentes locais da cavidade bucal 

e modulam a atividade biológica das proteínas (MOFFA et al., 2015; SIQUEIRA et 

al.,2012).  
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Assim, a existência destes complexos proteicos na saliva podem ter protegido 

a interação e precipitação das proteínas salivares pelos polifenois investigados. Os 

resultados mostraram que acido gálico foi incapaz de interagir com as proteínas 

salivares, resveratrol e epicalocatequina apenas colidem com as moleculas de 

proteínas e apenas epigalocatequina-galato pareceu ser capaz de formar 

complexos com as proteinas salivares em concentrações 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 concentrações. Os polifenois estudados estão 

presentes na dieta em pequenas concentrações. Em suco de uva integral as 

concentrações de resveratrol variam de 0,8 a 3,9 µmol/L e em chá verde a 

concentração de epigalocatequina-galato é de aproximadamente 2,18 µmol/L 

(SAUTTER et al., 2005; HASLER, 1998). Como estes valores são inferiores as 

concentrações utilizadas neste estudo, pode ser que in vivo estes polifenois não 

sejam capazes que afetar a estrutura e atividade os complexos de proteinas 

salivares e provavelmente não interferem nos processos de transporte e ligação 

destas proteinas aos seus alvos.  

Biologicamente, estes resultados são importantes pois sugerem que a 

homeostase é mantida independente da dieta do indivíduo. Se considerarmos que 

as proteinas da saliva são as precusoras da película e que esta é responsável pela 

adsorção de microrganismos em condições sacarose independente, o mecanismo 

de complexação das proteinas salivares é resistente à ação de componentes da 

dieta, como polifenois, garantindo a adsorção dos microrganismos residentes do 

biofilme que mantém a homeostase do organismo. 

 

 

  



49 

7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste trabalho permitem concluir que nas condições estudas: 

- o ácido gálico não interage com as proteínas salivares 

- os polifenois resveratrol e epigalocatequina interagem com as proteínas salivares 

apenas por colisão 

- epigalocatequina galato interage com as proteínas salivares por mecanismos 

dinâmicos (colisões) e estáticos (formação de complexos) 

- a presença dos polifenois reduz a atividade de α-amilase salivar 
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