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RESUMO

O efeito do leite bovino e de bebida a base de soja na formacgéo da pelicula dental
adquirida (PDA) foi investigado in vivo. Seis voluntarias participaram deste estudo. A
pelicula dental adquirida foi formada em presenca apenas de saliva (controle), leite
bovino e bebida a base de soja. Apds 4 horas, as PDA foram coletadas, a analise da
composicéo protéica foi realizada em gel SDS-PAGE a 12% e corados com prata.
Os resultados mostraram que os perfis protéicos da saliva e da PDA de um mesmo
voluntario, coletados em diferentes dias, sdo semelhante e que a formacao da PDA
€ especifica. Mostram também que o perfil proteico da pelicula dental adquirida
controle formada apenas em presenga de saliva, difere do perfil protéico das
peliculas dentais adquiridas formadas em presencga de leite bovino e bebida a base
de soja, em todos os voluntarios. Uma proteina de aproximadamente 42 kDa (z
2,28) foi observada nas peliculas formadas em presenca de leite bovino e bebida a
base de soja e ndo foi detectada na pelicula controle. A partir dos resultados
conclui-se que o leite bovino e bebidas a base de soja interferem, especificamente,
na composi¢do das proteinas da PDA e que este efeito pode ser observado pelo
menos até 4 horas apds a ingestédo destas bebidas.

Palavras-chave: Pelicula dental. Proteinas salivares. Dieta. Leite de soja.
Substitutos do leite humano.



ABSTRACT

The effect of cow milk and soya drinks in the composition of acquired dental pellicle
(ADP) was investigated in vivo. Six female volunteers participated of this study. The
acquired dental pellicle was formed in the presence of saliva (control), cow milk and
soya drink. After 4 hour the rinse, the ADP were collected and the protein
composition analyzed by SDS-PAGE 12% gel and silver stained. The results showed
that the protein profiles The results showed that the protein profiles of saliva and the
ADP of a same subject, collected on different days, are similar and that the formation
of ADP is specific. Also show that the protein profile of ADP gained control only
formed in the presence of saliva, differs from the protein profile of ADP formed in the
presence of cow milk and soya drink, in all volunteers. A protein about 42 kDa (+
2.28) was observed in ADP formed in the presence of cow milk and soya drink and
was not detected in the pellicle control. From the results it is concluded that cow's
milk and soya drinks interfere specifically in the protein composition of the ADP, and
this effect can be observed at least 4 hours after ingestion of these beverages.

Keywords: Dental pellicle. Salivary proteins. Diet. Soy Milk. Breast-milk substitutes.
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1 INTRODUGCAO

A pelicula dental adquirida (PDA) € um filme organico, proteico, acelular, com
composicdo e propriedades unicas, formado pela adsorcdo seletiva de uma
variedade de proteinas e macromoléculas derivadas dos fluidos orais sobre a
superficie do esmalte dental, sendo distinta do biofiime bucal (HANNIG; JOINER,
2006; LENDMANN et al., 2000; SIQUEIRA et al., 2007; HARA; ZERO, 2010) que é
constituido pelas proteinas da pelicula, por células bacterianas e por matriz
intercelular (TEN CATE, 2006).

Dentre os principais componentes identificados estdo as proteinas e
glicoproteinas, mas também sado encontrados carboidratos, lipidios neutros,
fosfolipidios e glicolipidios (HANNIG; JOINER, 2006; HARA; ZERO, 2010).

Cada proteina desempenha uma determinada fun¢do na pelicula, sendo de
grande importancia a compreensao do papel deste filme organico, assim como a
identificacdo de seus biomarcadores para as doengas carie e periodontal (HANNIG;
JOINER, 2006; SIQUEIRA et al., 2007; VITORINO et al., 2007, HARA; ZERO,
2010). A pelicula dental adquirida forma uma interface protetora entre a superficie
dos dentes e a cavidade bucal, reduzindo a friccdo e abrasao, agindo como uma
barreira semi-permeavel que controla o0s processos de mineralizacao/
desmineralizagdo, modulando a precipitacdo mineral e a aderéncia de
microrganismos a superficie dental (LENDMANN et al., 2000; HANNIG; JOINER,
2006). Os primeiros colonizadores aderem a superficie dental através de interagbes
especificas entre as bactérias e as proteinas da PDA (HANNIG; JOINER, 2006,
KOLENBRANDER et al., 2006; GARCIA-GODQY:; HICKS, 2008).

As proteinas precursoras da pelicula derivam de secre¢des glandulares
(glandulas menores, parétidas, submandibulares e linguais) e nao glandulares
(fluido crevicular, secre¢des da cavidade nasal, sangue, mucosa e epitélio) que
compbéem a saliva total (NIEW AMERONGEN et al., 2004). Os componentes
dietéticos podem interferir na composi¢cdo e fungdes da pelicula modificando seu
papel fisiolégico (VACCA SMITH; BOWEN, 2000a; VACCA SMITH; BOWEN, 2000b;
VAN DER MEI et al., 2002; JOINER et al., 2003; JOINER et al., 2004; PROCTOR et
al., 2005; JOINER et al., 2006; DEVOLD et al.,, 2006; TEIXEIRA et al., 2006;
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WERNERSON et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007; HANNIG et al., 2008; HAUKIOJA
et al., 2008; DANIELSSON et al., 2009).

As férmulas infantis a base de soja possuem maior potencial cariogénico que
as formulas a base de leite bovino (BHAT; DUBEY, 2006; DANCHAIVIJITR et al,,
2006; PAPA et al., 2010). Alguns estudos mostram os efeitos protetores do leite em
relacédo a carie (VACCA SMITH; BOWEN, 1994; NESSER et al., 1994; VACCA
SMITH; BOWEN, 1995). Entretanto, nenhum estudo investigou as razbes do
elevado potencial cariogénico das bebidas a base de soja. Assim, este estudo
verificou o efeito do leite bovino e a bebida a base de soja na formacéo de pelicula

dental adquirida.

1.1 OBJETIVO

Esta pesquisa estudou in vivo as mudangas ocorridas na composi¢c&o proteica

da pelicula dental adquirida por interferéncia do leite bovino e bebida a base de soja.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SALIVA

2.1.1 Composicao e Fungbes

A saliva € um fluido dindmico, existente na cavidade bucal, formado pelo
produto das glandulas salivares maiores (parétida, submandibular e sublingual) e
salivares menores, assim como pelo liquido proveniente do fluido gengival e da
cavidade nasal (SCHENKELS et al. ,1995; NIEW AMERONGEN et al., 2004;
HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007). E composta por uma parte inorganica
formada pelos ions bicarbonato, fosfato, calcio e fluor, e uma parte organica
formada por proteinas, glicoproteinas, peptideos, enzimas (SCHENKELS et al.,
1995; NIEW AMERONGEN et al., 2004).

A principal agdo dos componentes inorganicos € a manutengdo da
integridade do esmalte. Os componentes orgéanicos exercem uma diversidade de
funcbes associadas a microbiota (atividade antifungica, antiviral e antimicrobiana), a
alimentacao (digestao, paladar, degluticao), bem como auxiliam na manutencdo da
integridade do dente (processo de remineralizacdo, inibicdo da desmineralizaco,
lubrificag@o, protecéo) (NIEW AMERONGEN et al., 2004; HARA; ZERO, 2010).

As proteinas salivares interagem entre si formado complexos distintos, que
diferem ndo somente em estrutura, mas também em funcdo bioldgica
(HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007). Os componentes salivares podem interagir
com a dieta e modificar a estrutura e composicéo da saliva (PROCTOR et al., 2005).

A producio proteica varia conforme a glandula em que sdo secretadas.
Mucinas (MG1 e MG2), imunoglobulinas, lactoferrina, catelecina e defensinas
originam-se da saliva total. Da glandula pardtida originam-se as proteinas
glicoproteina rica em prolina (PRPg), Histatina, aglutinina, lisozima e
lactoperoxidase. Da glandula submandibular as proteinas cistatina, histatina,
aglutinina, lisozima e lactoperoxidase. Cistatina, aglutinina e lisozima s&o também

provenientes das glandulas sublinguais. Em relacdo aos fatores individuais
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relacionados a fluxo salivar, quantidade de fluxo e ritmo circadiano (NIEW
AMERONGEN et al., 2004).

Essa producgéo também varia segundo a idade e o género (CABRAS et al.,

2009; CASTAGNOLA et al., 2010; FLEISSING et al., 2010; SCARANO et al., 2010).

Os niveis de proteina rica em prolina (PRP) aumentam com a idade, sendo
0s niveis de proteina rica em prolina basica (PRPb) praticamente indetectaveis em
criangas, chegando a niveis semelhantes ao adulto durante a adolescéncia. Os
autores sugerem que niveis minimos de proteina rica em prolina acida (PRPa) no
grupo de 6-9 anos podem estar associados a transicdo da denticdo decidua para a
denticdo permanente (denticdo mista) onde o processo de esfoliagao pode diminuir
0s niveis destas proteinas. Os niveis de histatina-1, histatina-2 e cistatina S foram
detectaveis a partir dos 3 anos de idade (CABRAS et al., 2009).

O perfil protéico da saliva de recém nascidos prematuros também apresenta
composicdo diferente em relacdo a saliva de adultos. Recém nascidos prematuros
apresentam quantidades elevadas de proteinas da familia S100 (diferentes
isoformas. Proteina relacionada a ligagcédo do calcio), PRP-3, Cistatina 1 (A e B),
antileucoproteinase, TR4 e TR10 (timosina), histona, lisozima, a e B globulina
(CASTAGNOLA et al., 2010).

No género feminino, 6 proteinas sdo sintetizadas em altos niveis, sendo
calgranulina A e transferrina as duas principais. Com o0 aumento da idade a sintese
das proteinas cistatina SN e enolase diminuiu enquanto ocorre um aumento na
sintese das proteinas B-actina, transferrina, complemento C3, anidrase carbdnica.
Entretanto, no género masculino 8 proteinas apresentaram sintese diminuida com o
aumento da idade: B-actina, prolactina, calgranulina B, cistatina SN, fosfogluconato
desidrogenase, anidrase carbdnica, Ig- k cadeia leve (FLEISSING et al., 2010).

Algumas das familias de proteinas que compdem a saliva e suas fungdes
especificas na cavidade bucal estdo listadas no QUADRO 1. Entre as principais
proteinas encontradas na saliva estdo a PRPb (1I-2 IB-1), mucinas, amilase, PRPa
(trifosforilada, monofosforilada e n&o-fosforilada), cistatina (S, S1, S2, SA, SN),
histatina e algumas proteinas provenientes do fluido crevicular (albumina, o-
defensina, cistatina A, estaterina e B-timosina) (SCARANO et al., 2010).
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% DAS FAMILIAS FAMILIAS DE FUNCAO NA CAVIDADE ORAL
DE PROTEINAS PROTEINAS
SALIVARES SALIVARES
20% Mucinas Barreira de difuséo de prétons na pelicula /
agregacéo bacteriana/ lubrificacdo /
viscoelasticidade / inibe desmineralizacéo /
antimicrobiano
20% Amilases Digestao do amido
PRP
o 20% e PRPD Remineralizacdo
12% ¢ PRPa Adeséo bacteriana / remineralizacdo
o 5% ¢ PRPg
Cistatinas Inibidor de protease / antibacteriano / antiviral
o 8% o Cistatina S
6% Soro Albumina Humana -
(HSA)
Imunoglobulinas Inativa e agrega bactérias / antifingico e antiviral
o 3% o IgA
o 2% e 1IgG
1% Estaterinas Adeséo de bactérias / remineralizacdo
1% Histatinas Antibacteriana
Defensinas Antibacteriana
Todas as demais Lactoferrinas Inibe crescimento bacteriano / antibacteriano
(>1200) . . . . . .
correspondem a Lacto_perc_mdases Inibe crescimento _bacterl_ano/ antibacteriano
2% do total Lisozimas Antibacteriano
° Aglutininas Agregacao de bactérias / antibacteriano
Demais familias de
proteinas

QUADRO 1 — COMPOSICAO PROTEICA DA SALIVA E SUAS FUNCOES.
FONTE: NIEW AMEROGEN et al., 2004; HELMERHOST; OPPENHEIM, 2007; SCARANO et al,,

2010.
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2.2 PELICULA DENTAL ADQUIRIDA

2.2.1 Composicao e Fungbes

A pelicula dental adquirida € uma camada organica, acelular, formada pela
adsorcdo de proteinas intactas das secre¢des glandulares e dos fragmentos
proteoliticos resultantes da saliva total. Diversas proteinas degradadas na saliva
total tém afinidade pela hidroxiapatita (JENSEN et al., 1992; YAO et al., 2001; YAO
et al., 2003).

Varios estudos de protebmica foram realizados para determinar a
composicdo da pelicula dental adquirida. Estes estudos identificaram também
proteinas salivares (QUADRO 2) e comprovam a origem proteica da pelicula como
sendo glandular e n&o glandular. As familias de proteinas da pelicula identificadas
incluem PRP, histatina, estaterina, cistatina, albumina, lisozima, mucinas, ao-
amilase, slgA, 1gG, IgM, anidrase carbdnica, lactoferrina, calgranulina B,
citoqueratina (JENSEN et al.,, 1992; SCHUPBACH et al., 2001; YAO et al., 2001;
YAO et al., 2003, VITORINO et al., 2004; VITORINO et al., 2007; LI et al., 2003; LI
et al, 2004; HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007; SIQUEIRA et al.,, 2007;
SIQUEIRA et al., 2009).



21

Familia de Saliva Total Pelicula da saliva total Pelicula Pelicula da
Proteinas da
parotid | submandibular
Cistatina () (9) (12) (1 @ (3) ) () @) (10) (13) (1
Estaterina @O0 | @B @ET)E)11)13) (1 (1
Albumina 4) 3 ®) (8) (10) (13)
A -AMILASE 4) (3 (9) (12) (1) (3) 6) (7) (8) (10) (13) (1 (1
Calgranulina b 4) @ () 8 (10)
Histatina b)) 9 (12 @@ ® @ 0ana3 Q) Q)
Lisozima 5) 3 @) ®) @ @6 (10)
Citoqueratina 4) (10) (13)
Prp () (9) (12) (1) (2 3) ) (7) (8) (11) (13) (1
IgM / igG ® @ Aan
IgA Secretora ®) (7) (8) (10)
Mucina b)) 9 (12 (8) (10) (13)
Lactoferrina 5) 3 ®) (8) (10) (13)
Anidrase ®) () (8
carbdnica
C3/c3c 6) (10)
Fibronectina 10)

QUADRO 2 — COMPOSIGAO PROTEICA DA SALIVA TOTAL E PELICULA DENTAL ADQUIRIDA
FORMADA A PARTIR DA SECREGAO DAS GLANDULAS PAROTIDA E SUBMANDIBULAR E DA
SALIVA TOTAL.

FONTES: (1) JENSEN et al., 1992; (2) LAMKIN et al., 1996; (3) YAO et al., 2001; (4) YAO et al.,
2003; (5) NIEW AMEROGEN et al., 2004; (6) LI et al., 2004; (7) VITORINO et al., 2004; (8) HANNIG
e JOINER, 2006; (9) HELMERHORST e OPPENHEIM, 2007; (10) SIQUEIRA et al., 2007; (11)
VITORINO et al., 2007 (12) DAWES et al., 2008; (13) SIQUEIRA et al., 2009.

A pelicula dental adquirida tem func¢&o lubrificante da superficie dental, na
reducao da friccdo entre os dentes e entre estes e a mucosa bucal, agindo como
uma membrana semipermeavel, tendo influéncia no processo de
des/remineralizacdo, participacdo na adesdo bacteriana, sendo muito importante na
manutencdo da integridade do dente, controlando a dissolugdo dindmica da
superficie do esmalte e conferindo certa resisténcia e estabilidade as dissolucdes
quimicas e ao ataque por agentes acidos (LENDENMANN et al., 2000; HANNIG;
JOINER, 2006; HARA; ZERO, 2010). O QUADRO 3, resume a fun¢do das proteinas

identificadas na pelicula e sua relacido com a formacgao de biofilme.
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FAMILIAS DE PAPEL FISIOLOGICO MICRORGANISMOS
PROTEINAS ADERIDOS
a- amilase Digestao do amido Streptococcus gordonni

Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguis

Aglutinina salivar

Aglutinacdo de bactérias

Streptococcus gordonni

Albumina

Regulacéo pressdo osmética

Anidrase carb6nica

Neutralizacdo de acidos

Calgranulina B

Ligacdo de calcio

Cistatina

Propriedade antibacteriana e antiviral

Citoqueratina

Proteina celular

Complemento C3

Ativacdo do sistema complemento

Estaterina Inibidor de precipitacdo de célcio Actinomyces viscosus
Fusobacterium nucleatum
Fibrinogenio Fator 1 da coagulacéo Actinomyces naeslundii

Fusobacterium nucleatum
Porphyromonas gingivalis
Streptococcus gordonni
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguis

Fibronectina

Proteina estrutural

Actinomyces naeslundii
Fusobacterium nucleatum
Porphyromonas gingivalis

Histatina Efeito antimicrobiano -
Imunoglobulinas Resposta imune Actinomyces naeslundii
slgA / slgM / slgG (IgA reage a mutans) Fusobacterium nucleatum

Porphyromonas gingivalis
Streptococcus sanquis
Lactoferrina Glicoproteina antibacteriana com -
propriedades ferro obrigatérias
Lisozima Efeito antibacteriano Streptococcus sanguis
Lise bacteriana
Streptococcus gordonni
Mucina Lubrificacio Streptococcus mitis
MG1/MG2 Streptococcus mutans
Streptococcus oralis
Strepfococcus sanguiniss
Actinomyces naeslundii
PRP Precursor da pelicula Actinomyces viscosus

Streptococcus gordonni
Streptococcus mitis
Streptococcus mutans
Streptococcus oralis

QUADRO 3 — PROTEINAS DA PDA, FUNCOES E RELACAO COM AS BACTERIAS DO BIOFILME.
FONTE: HANNIG E JOINER, 2006; KOLENBRANDER et al., 2006; HARA et al., 2010.
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De acordo com o quadro anterior, a presenga simultdnea de componentes
que promovem a adesdo de microrganismo € de componentes inibitorios, indicam a
funcdo da pelicula na formacédo do biofime e no seu controle, 0 que mostra a
importancia de conhecer a composicido da PDA e identificar seus biomarcadores
para as doenc¢as bucais.

Estudos de protebmica salivar mostram biomarcadores salivares ja
identificados como o0s biomarcadores de estresse (cortisol), os possiveis
biomarcadores para carie (estaterina, cistatina S, a proteina salivar CSP-1 e a
glicoproteina GP340) e de doenca periodontal (metaloproteinases MMP-2, MMP-8 e
MMP-9; interleucina-1).

Esse estudos relacionam a importancia da identificacdo desse biomarcadores
para um melhor controle das doencgas bucais e a busca de indicadores de risco para
essas doencgas. A analise salivar pode ser de grande importancia par o diagnoéstico
de doencas sistémicas e tem a vantagem de ser um método pouco invasivo
(KAUFMAN; LAMSTER, 2002; MILLER et al., 2006; RAI et al., 2008; HELLHAMMER
et al., 2009; RUDNEY et al., 2009; AMBATIPUDI et al., 2010).
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2.2.2 Padrao de Formacéo da Pelicula Dental Adquirida

A pelicula dental adquirida origina-se apds a erup¢éo dos dentes, e minutos
apos a exposicdo do dente ao meio bucal pode-se detecta-la na superficie do
esmalte (LENDMANN et al., 2000). A adsorcéo de biopolimeros na interface dente-
saliva € um processo rapido, que in vivo come¢a em segundos (HANNIG; JOINER,
2006). O mecanismo geral para sua formacéo envolve interacbes eletrostaticas
entre as proteinas salivares € os grupos carboxila/fosfato da superficie do esmalte,
além de interagdes de van der Walls e hidrofdbicas entre proteinas, contribuindo na
formacdo de varias camadas (HANNIG; JOINER, 2006; VITORINO et al., 2007,
HARA; ZERO, 2010).

A formacdo da pelicula dental adquirida € caracterizada por estagios
(FIGURA 1), sendo o primeiro a adsor¢gdo espontanea das proteinas da saliva na
superficie dental. Os ions caélcio dos cristais de esmalte, em contato com a saliva
total, tendem a dissolver. Como resultado, os ions fosfato restantes conferem carga
negativa a esta superficie que € entéo revestida por uma camada de carga positiva
dos ions calcio dissolvidos. Assim, esta superficie eletropositiva interage com as
proteinas eletronegativas (HANNIG; JOINER, 2006). Nessa etapa adsorvem
instantaneamente as fosfoproteinas com alta afinidade PRP-3, PRP-4 e estaterina,
capazes de reagir com os ions calcio e fosfato do esmalte. Ocorrem interagbes
ibnicas, de van der Walls e hidrofobicas. Na segunda etapa ocorre uma interacéo
mais lenta com a HA e as proteinas que participam desta etapa s&o a a-amilase,
PRPg e cistatina (LAMKIN et al., 1996; HANNIG; JOINER, 2006). Na terceira etapa
ocorre uma continua adsor¢c&o de biopolimeros da saliva (ocorrendo interagdo entre
as proteinas salivares e as proteinas precursoras da pelicula primaria), sendo esta
uma fase mais complexa, de adsorc¢do rapida, seguida de uma fase mais lenta. As
proteinas que participam dessa ultima etapa sdo PRP-1, PRP-2 e histatina (LAMKIN
et al.,, 1996, HANNIG; JOINER, 2006). Estudos sugerem que essa fase nao atinge
seu auge em 2 horas, mostrando que a formagao da pelicula denta adquirida ndo se
completa neste tempo (LAMKIN et al., 1996; HANNIG; JOINER, 2006). O equilibrio
ocorre préximo a 2 horas de formacido da pelicula e bactérias podem ser
encontradas apenas apos 4 horas (LENDMANN et al., 2000; HANNIG; JOINER,
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2006; HARA; ZERO, 2010). Apdés a remogd&o quimica ou mecanica da pelicula

dental adquirida, esta volta a ser formada instantaneamente.

estégio 2

estagio 3.1

\..“ '

FIGURA 1 — ESTAGIOS DE FORMAGAO DA PELICULA DENTAL ADQUIRIDA
FONTE: O AUTOR

A ultra-estrutura da pelicula foi visualizada sendo composta por uma camada
basica, homogénea, fina e granular, na pelicula inicial e uma camada densa,
globular, contendo estruturas em forma de micelas, na pelicula madura
(LENDENMANN et al., 2000; SCHUPBACH et al., 2001; HANNIG; JOINER, 2006;
HARA et al., 2010). A aparéncia ultra-estrutural e espessura da pelicula dental
adquirida dependem do local intra-oral e da superficie onde € formada (HANNIG et
al., 1999; HANNIG; JOINER, 2006; DEIMLING et al., 2007).




26

2.2.3 Padrao Inicial de Formacgéao do Biofilme

O biofilme bucal possui propriedades similares a dos demais biofiimes
encontrados no corpo humano, sendo uma estrutura heterogénea, composta por
aproximadamente 1000 variedades bacterianas aderidas as proteinas da pelicula
dental adquirida e interposta por uma matriz extracelular de polissacarideos (TEN
CATE, 2006)

A pelicula dental adquirida serve de base para o desenvolvimento do biofilme
bucal. A colonizac&o inicial ocorre pela adesdo passiva entre as bactérias salivares
e proteinas da pelicula. A estaterina e PRP servem como receptores de ancoragem
para 0s microorganismos que se prendem firmemente a superficie através de
forcas idnicas, hidrofobicas, eletrostaticas e de van der Walls (GARCIA-GODOY;
HICKS, 2008).

A colonizacédo inicial é entdo proporcionada pela ades&o as proteinas da
pelicula dental adquirida, FIGURA 2 (KOLENBRANDER et al., 2006). Apds a
ades&o dos colonizadores iniciais, compostos basicamente por cocos, a placa evolui
e comega a aderir novas espécies, em maior propor¢do sao os bacilos Gram-
negativos, muitos deles patdogenos (ROSAN; LAMONT, 2000). Esse processo de
amadurecimento do biofilme ocorre através da co-agregagcdo existente entre os
colonizadores iniciais e tardios, permitindo a diversidade bacteriana do biofilme
(GARCIA-GODOQY; HICKS, 2008). A coagregacao € a interagdo célula-célula e
mediada por adesinas (ROSAN; LAMONT, 2000). Na TABELA 1 estao relacionas
proteinas da pelicula dental adquirida e a relacdo com os colonizadores iniciais e
tardios do biofilme dental.

A pelicula dental adquirida serve entdo como substrato para a adesao
bacteriana, iniciando a formagéo do biofilme. Desta forma alguns componentes
salivares s&o responsaveis pela adesdo bacteriana e por controlar o crescimento
deste biofime (QUADRO 3), aumentando ou nao seu potencial deletério para os
tecidos bucais (GARCIA-GODOQY:; HICKS, 2008).
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Adhesin Receptor

Late
Colonizers

Early
Colonizers

-

S. oralis S. oralis
S. mitis ordonu S. sanguinis gordonii

| II

Acquired Pellicle
Tooth Surface

FIGURA 2- PADRAO DE FORMACAO E MATURACAO DO BIOFILME BUCAL
FONTE: KOLENBRANDER ET AL, 2006
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TABELA 1 - RELAGAO ENTRE PROTEINAS DA PDA, COLONIZADORES DO BIOFILME INICIAIS
E TARDIOS.

Proteinas PDA Colonizadores iniciais Colonizadores tardios

ESTATERINA -Fusobacterium nucleatum - P. gingivalis

PRP - S. oralis - A. naeslundii, C. albicans
- S. mitis - P. gingivalis, S. mutans,
- S. gordonii - A. naeslundii, C. albicans, S. oralis, A. naeslundii,

Streptococcus spp

MUCINAS - 8. oralis - A. naeslundii, C. albicans
- S. mitis - P. gingivalis, S. mutans,
- S. gordonii - A. naeslundii, C. albicans, S. oralis, A. naeslundii,
- S. sanguinis Streptococcus spp

- A. naeslundii, C. albicans

AGLUTININAS - S. gordonii - A. naeslundii, C. albicans, S. oralis, A. naeslundii,
Streptococcus spp

a-AMILASE - S. gordonii - A. naeslundii, C. albicans, S. oralis, A. naeslundii,
Streptococcus spp

FONTE: KOLENBRANDER et al, 2006; ROSAN e LAMONT, 2000
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2.24 Fatores que Interferem na Composicdo e Formacdo da Pelicula Dental
Adquirida

Varios autores relacionam a variagdo da espessura e composi¢cao da pelicula
dental adquirida em func&o da localizagdo na cavidade bucal (AMAECHI et al.,
1999; HANNIG; BALZ, 1999; HANNIG; JOINER, 2006; DEIMLING et al., 2007),
entre individuos (JENSEN et al., 1992; YAO et al., 2001; FINKE et al., 2002; BRUVO
et al., 2009), em relacédo ao tempo de formagéo (RYKKE; SONJU, 1991; LAMKIN et
al., 1996, AMAECHI et al., 1999; HANNIG; BALZ, 1999; HANNIG et al., 2003;
DEIMLING et al.,, 2007;) e em relagdo a dieta (RYKKE; SONJU, 1991, VACCA
SMITH; BOWEN, 2000a; VACCA SMITH; BOWEN, 2000b; VAN DER MEI et al.,
2002; JOINER et al., 2003; JOINER et al., 2004; PROCTOR et al., 2005; JOINER et
al., 2006; DEVOLD et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006; WERNERSSON et al., 2006;
TEIXEIRA et al., 2007; HANNIG et al., 2008; HAUKIOJA et al., 2008; DANIELSSON
et al., 2009).

Fluxo salivar, estimulo e duracdo da estimulacdo da saliva também estéo
relacionados a formacédo da PDA (JENSEN et al., 1992; BRUVO et al., 2009).
Entretanto, estudos de identificag&o proteica, in vivo, verificaram que o perfil proteico
da PDA obtido de um mesmo individuo e em trés momentos diferentes foram
idénticos e reprodutivel em quatro individuos, indicando que a formacéo da pelicula
dental adquirida consiste em um processo biolégico especifico (YAO et al., 2001;
SIQUEIRA et al., 2007).

Tanto a composi¢do da saliva como a da pelicula podem sofrer mudancas
provocadas por variacdes nas condi¢cdes bucais (FINKE et al., 2002; SIQUEIRA et
al., 2007). A espessura da pelicula varia significativamente nas diferentes regides
dos arcos dentais (sendo mais grossa na superficie lingual posterior inferior € mais
fina na superficie palatina superior anterior) e entre os individuos. A espessura da
camada de pelicula dental adquirida pode ser alterada por bebidas acidas (FINKE et
al., 2002; HANNIG et al., 2003; HARA et al., 2006), podendo ser responsavel pelo
local especifico da erosdo dental. Esses dados mostram a fungdo protetora da
pelicula em relacéo a erosado (FINKE et al., 2002; HARA et al., 2006).
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2241 Interferéncia da Dieta na formacdo e Composicdo da Pelicula Dental

Adaquirida

Varios estudos relacionam o fator protetor da pelicula dental adquirida e os
efeitos erosivos de componentes da dieta (HANNIG; BALZ, 1999; FINKE et al.,
2002; NEKRASHEVYCH; STROSSER, 2003; HANNIG et al, 2004,
NEKRASHEVYCH et al., 2004; HARA et al., 2006, HANNIG et al., 2007; HANNIG et
al., 2009). No QUADRO 4 estdo descritos estudos que relacionam pelicula dental

adquirida, dieta e processos erosivos.

Tipo de estudo Dieta Alteracdo na Referéncia
PDA
in situ acido citrico X HANNIG e BALZ, 1999
in situ Groselha X FINKE et al, 2002
Suco laranja X

in situ acido citrico X HANNIG et al, 2003
in vitro acido citrico NEKRASHEVYCH et al, 2003
in situ acido citrico X HANNIG et al, 2004
in vitro acido citrico NEKRASHEVYCH et al, 2004
in situ Suco laranja X HARA et al, 2006
in situ acido cloridrico HANNIG et al, 2007
in situ Sprite ligth X HANNIG et al, 2009

Coca-cola ligth X

Suco de laranja X

QUADRO 4 - ESTUDOS QUE RELACIONAM PELICULA DENTAL ADQUIRIDA, DIETA E
PROCESSOS EROSIVOS.
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Um dos primeiros estudos a sugerir os efeitos dos componentes da dieta na
composicéo da pelicula foi o estudo, in vivo, realizado por Rykke e Sonju (1991).
Nesse estudo a PDA coletada apos 24h, sem a ingestdo de alimentos, apresentava
uma composicdo semelhante a formada em 2 horas. No entanto, a PDA coletada
ap6s 24 horas em presenca de dieta normal apresentou caracteristicas distintas.
Essas peliculas apresentaram um aumento na quantidade de aminoacidos acidos €
neutros, serina, acido glutdmico e glicina, indicando que a dieta contribui na
formacdo da PDA. No entanto, nenhum aminoacido de origem bacteriana foi
detectado.

A dieta pode interferir na composicdo da PDA e alterar o seu papel fisioldgico,
podendo influenciar na sucesséo ecoldgica do biofiime dental (VACCA SMITH,;
BOWEN, 2000a; VACCA SMITH; BOWEN, 2000b; VAN DER MEI et al., 2002,
FINKE et al., 2002; LI et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2006; WERNERSSON et al,,
2006; TEIXEIRA et al., 2007; HAUKIOJA et al., 2008, DANIELSSON et al., 2009)
aumentando ou diminuindo a susceptibilidade a carie, doengas periodontais €
erosao (FINKE et al., 2002).

Como pode ser observado no QUADRO 5 a maioria dos estudos que
relacionam alteracées da composicdo da pelicula em fungdo de fatores da dieta séo
estudos in vitro e in situ (VACCA SMITH; BOWEN, 2000a; VACCA SMITH; BOWEN,
2000b; VAN DER MEI et al.,, 2002; JOINER et al., 2003; JOINER et al., 2004;
PROCTOR et al., 2005; JOINER et al., 2006; DEVOLD et al., 2006; TEIXEIRA et al.,
2006; WERNERSSON et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007, HANNIG et al., 2008;
HAUKIOJA et al., 2008; DANIELSSON et al., 2009) e apenas o estudo de Rikke e
Sonju (1991) foi realizado in vivo.

Comparando estudos de analise de composi¢cdes de aminoacidos entre as
peliculas formadas in vitro e in vivo podem ser observadas diferengas entre a
composicdo de proteinas. A principal diferengca encontrada entre esses estudos
mostra a auséncia de PRP e menor quantidade de prolina na composicdo de
aminoacidos nas peliculas in vivo. Muitas das principais proteinas identificadas na
pelicula in vitro sdo, na verdade, proteinas salivares intactas e sugere-se que a
pelicula in vivo € uma entidade formada com componentes submetidos a
transformagdes enzimaticas. Portanto, a formagdo de pelicula in vitro ndo é
completamente idéntica da que ocorre na boca in vivo (YAO et al., 2001; YAO et al.,
2003).



Componentes Delineamento Fonte de saliva Tempo de | Tempo de exposicao Efeito do estudo Referéncias
dietéticos experimental formacao | aos componentes da
dieta
Dieta normal In vivo Saliva total 2-24 24 horas Composicdo da Rikke e Sonju, (1991)
horas pelicula
Leite Bovino e in situ Saliva total 30s - 20 30s Composicéo, atividade | Vacca smith e Bowen,
Kk-casein min e estrutura da pelicula (2000a)
Sacarose, in situ Saliva total 30s - 20 30s Composicdo da Vacca smith e Bowen,
Sorbitol, Xilitol e min pelicula (2000b)
Tampéo fosfato
Aclcar, Oleo de | in vitro e in vivo Saliva total 16h 2 min Polaridade da Van der mei et al.,
salada e Leite pelicula (2002)
Bovino
Cha Preto, In vitro Saliva total 1h 1h Adsorcéo da pelicula Joiner et al., (2003)
Vinho Tinto
(polifenéis)
Chéa preto In vitro Saliva total 1h 30 min Adsorcéo da pelicula Joiner et al., (2004)
(polifenéis)
Polifenéis in vitro Saliva da parotid 1h 1h Composicéo e Proctor et al., (2005)
atividade da pelicula
Leite Bovino e in vitro Saliva total 2h 2h Composicdo da Devold et al., (2006)
logurte pelicula
Cha preto e CLX In vitro Saliva total 1h 1h Adsorcdo da pelicula Joiner et al., (2006)
Leite Humano in vitro Saliva da parotid 1h 1h Adsorcéo da pelicula Wenersson et al,,
(2006)
Lectinas de In vitro Saliva Total 1h 1h Composicdo da Teixeira et al., (2006)
plantas pelicula
Lectinas de In vitro Saliva Total 1h 1h Composicdo da Teixeira et al., (2007)
algas pelicula
Cha Cistus In situ Saliva total 2h 10 min Composicéo e Hannig et al., (2008)
(polifenéis) atividade da pelicula
Probiético In vitro Saliva da parotida 1h 1h Composicdo da Haukioja et al., (2008)
pelicula
Leite Humano in vitro Saliva da parotida 1h 1h Adsorcéo da pelicula | Danielson et al, (2009)

QUADRO 5 — RESUMO DOS ESTUDOS SOBRE EFEITO DE COMPONENTES DA DIETA NA COMPOSICAO E FORMAGAO DA PELICULA

FONTE: O AUTOR
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2.24.1.1 Efeito dos Componentes da Dieta na Polaridade da Pelicula Dental

Adquirida

A colonizacéo inicial de microrganismos da superficie do esmalte € mediada
pela interacdo entre as adesinas dos microrganismos e proteinas adsorvidas a
pelicula. Essas interacdes especificas podem ser hidrofébicas ou eletrostaticas e
mudancas da polaridade superficial dos dentes podem favorecer ou ndo a interagéo
de algumas espécies de microorganismo (HANNIG;, JOINER, 2006,
KOLENBRANDER et al., 2006; GARCIA-GODOQY:; HICKS, 2008). Os componentes
da dieta podem alterar a polaridade da pelicula. Van der Mei e outros (2002)
estudaram o efeito de dentifricios e componentes da dieta na polaridade da pelicula
formada in vitro e in vivo. Inicialmente, os autores avaliaram a polaridade do esmalte
in vivo e in vitro apds a escovagao. Os resultados mostraram que a pelicula in vivo
foi mais hidrofdbica que a pelicula formada in vitro. Para avaliar se os componentes
da dieta interferiram neste efeito, as peliculas in vitro formadas em presenca de
dentifricios foram expostas ao leite, agucar e dleo de salada. O leite bovino e 0 Oleo
de salada aumentaram a hidrofobicidade das peliculas in vitro e com a solugéo de
acucar houve diminuicdo. Apds 6h de exposicdo adicional a saliva, os efeitos do
leite bovino e agucar desapareceram, embora a pelicula exposta ao 6leo de salada
continuou hidrofébica. A pelicula in vitro formada a partir da saliva, adicionada a
0,4% de leite bovino diminuiu a ades&o de S. oralis em relagdo as peliculas

formadas na auséncia dos componentes do leite bovino.

2.2.4.1.2 Efeitos do Leite Bovino e Seus Derivados na Formacdo e Composicdo da

Pelicula Dental Adquirida

Os efeitos anti-cariogénicos e cariostaticos do leite bovino foram descritos por
Bowen e outros (1991) e Warner e outros (2001). Esses efeitos s&o atribuidos a alta
capacidade tampé&o, as altas concentragcbes de calcio e fosfato, assim como a
presenca de algumas proteinas (a e k-caseina) que reduzem a adesdo do S.
mutans e a atividade da glucosiltransferase (Gtf) (VACCA SMITH; BOWEN, 1998).
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No entanto, a, B e k—caseinas competem com as proteinas da saliva
adsorvidas a HA (VACCA SMITH et al.,, 1994). Essas proteinas adsorvem a
superficie dental simultaneamente a adsorcéo das proteinas salivares. A auséncia
de bactérias sugere que o leite bovino desempenha um papel importante na inibicdo
da aderéncia de microrganismos, explicando em partes o efeito protetor do leite
frente aos desafios cariogénicos (VACCA SMITH; BOWEN, 1994; NESSER et al,,
1994; VACCA SMITH; BOWEN, 1995).

Um estudo in situ, observou o efeito do leite bovino e k-caseina, em relacéo
ao controle com agua, na formacédo da pelicula dental adquirida, em diferentes
tempos (30s, 1, 5, 10 e 20min). Esse estudo analisou o perfil proteico, das amostras
formadas nas diferentes condi¢ées, por SDS-PAGE 10%. Observou a ultraestrutura
da pelicula por microscopia eletrénica de varredura (SEM) e determinou a atividade
da glicosiltransferase (Gtf). Este estudo mostrou em seus resultados que a pelicula
formada em presencga de leite, em relacdo ao controle com agua, apresentou uma
quantidade maior de proteinas conforme o tempo de formagdo e que algumas
destas eram de peso molecular diferente aos da pelicula controle, demonstrando um
perfil protéico diferente em presencga do leite bovino. Os resultados em presencga da
kappa-caseina apresentaram um perfil protéico também diferente, porém a
quantidade das proteinas mostrou-se constante em fungéo do tempo. Os resultados
para a atividade da Gtf em presenca de leite e x-caseina apresentaram uma
diminuicdo da atividade na presenca desses compostos, sendo que em presenca de
leite houve reducdo de 45% e em presenca da k-caseina 67%. Portanto, o consumo
de leite pode alterar a composicdo e formacédo da pelicula dental adquirida e a
reducdo da atividade da Gtf pode alterar a formagédo do biofilme dental (VACCA
SMITH; BOWEN, 2000a).

Em 2006, Devold e outros, realizaram um estudo in vitro para identificar as
proteinas do leite bovino e iogurte adsorvidas sobre o esmalte dental. Para tanto,
“peliculas das proteinas do leite” foram formadas com amostras de esmalte dental,
obtidas de terceiros molares, incubadas com os produtos do leite bovino: leite
desnatado, leite desnatado acidificado (pH 4.6), iogurte comercial e iogurte
neutralizado (pH 6.7). Foram obtidos grupos pré-incubados em saliva e grupos
incubados apenas nos tratamentos. As incubacbes prévias em saliva foram

realizadas em 2h e posteriormente em 2h nas soluc¢des. E as incubacdes apenas
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com os tratamentos durante 2h. Para a identificacdo das proteinas realizaram-se
analises por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) e posteriormente identificacbes
por espectrometria de massa (MALDI MS). Os resultados obtidos mostraram a
presenca de caseina como proteina mais abundante na pelicula formada em
presenca de leite desnatado, porém esta proteina ndo foi detectada quando em
presenca do leite desnatado acidificado (pH 4.6). As proteinas mais abundantes na
pelicula do leite desnatado acidificado foram as proteinas a-lactoalbumina e B-
lactoglobulina. O perfil proteico obtido das amostras incubadas com iogurte foi
marcadamente diferente do iogurte neutralizado e dos leites, porém néo foi possivel
a identificacdo das proteinas do iogurte compondo a pelicula. Isso pode em parte
ser explicado pela desnaturacédo da Albumina do Soro Bovina (BSA) e Lactoferrina
durante o tratamento térmico normalmente empregado na fabricagc&o do iogurte. No
entanto, esse tratamento térmico ndo afetou a adsor¢do de caseinas no iogurte
neutralizado. A pelicula do iogurte neutralizado mostrou um perfil protéico
semelhante ao da pelicula do leite desnatado. A formacéo de PDA em presenca do
leite demonstra ser um processo seletivo de adsor¢do dependente da dieta e 0 pH
parece ser um fator determinante da adsor¢ao. A presenca de pelicula pré-formada
nao alterou a adsor¢ao de proteinas do leite ao esmalte dental, 0 que sugere que as
mudancas apresentadas por estes estudos in vitro e in situ podem também simular
as condigdes in vivo. Estes resultados confirmam que a dieta teve influéncia sobre a
adsorcao de proteinas ao esmalte dental.

O estudo de Haukioja e outros (2008), investigou, in vitro, se as bactérias
presentes nos probidticos comerciais poderiam afetar a composigcdo da pelicula e a
aderéncia de bactérias. Os pesquisadores utilizaram quatro diferentes probidticos no
estudo ( L. rhamnosus GG, Lactobacillus casei Shirota, L. reuteri e Bifidobacterium
lactis) e dois controles (L. casei e Lacfococcus lactis). Os efeitos na adesdo de
estreptococos a pelicula foram analisados em presenca dos probioticos. Todas as
cepas estudadas apresentaram efeito significativo sobre a composi¢céo protéica da
pelicula dental adquirida. A incubagdo da saliva com grandes quantidades de
bactérias, principalmente L. reuterii e B. lactis, proporcionou a visualizagdo de novas
bandas nos géis. Com as cepas de L. Jactis houve diminuicdo da banda
correspondente a aglutinina salivares. Houve valor reduzido também para a
peroxidase salivar, nas peliculas formadas em presenca de probidticos. Com as

mudangas ocorridas na pelicula houve redugcdo de adesdo de alguns
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microrganismos. A aderéncia do S. mutans reduziu significantemente, enquanto a

do S. gordonii foi menos afetada.

2.2.4.1.3 Evidéncias do Efeito do Leite Materno Humano nas Func¢bes da Pelicula
Dental Adquirida

Wernersson e outros (2006), analisaram em um estudo in vitro, a adesdo do
S. mutans a HA, em presenca de leite materno. As proteinas do leite capazes de
aderir a HA incluem IgA secretora, BSSL (lipase estimulada por sais biliares),
lactoferrina, albumina, B-caseina e lisozima. A adesado de S. mutans foi analisada
em presenca de HA revestida por saliva da Parétida e em presenca de leite
materno. Os resultados apresentados mostraram ocorrer inibicdo de mais de 40%
na adesao S. mutans, quando pelicula foi formada em presenca de leite materno e
saliva simultaneamente. Os autores sugerem que o leite materno interfere na
composicdo da pelicula dental adquirida.

Danielsson e outros (2009) analisaram a ac&o de proteinas do leite materno
na prevengao da adeséo de S. mutans a HA. A PDA foi formada em presenca de
saliva e da glicoproteina GP-340, que é o principal receptor para adesdo do S.
mutans presente na saliva. Os resultados mostraram que as proteinas caseina e IgA
secretora inibem S. mutans e a lactoferrina humana inibe a adeséo e agregacao de
S. mutans estirpe Ingbritt. Os autores ndo investigaram a composi¢céo da pelicula
formada na presenca de leite humano, no entanto os resultados sugerem efeito
inibitdério da adeséo de S. mutans a pelicula mediada pela ligacdo da GP340 da

pelicula aos componentes do leite.

2.2.4.1.4 Efeito dos Polifendis na Composicdo e Atividade da Pelicula Dental
Adquirida

Os polifendis s&o metabdlitos secundarios de plantas, formados por um grupo

diverso de compostos fendlicos soluveis em agua e com grande afinidade por
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proteinas. Eles estdo divididos em flavondides, taninos condensados e hidrolisaveis
(BENNICK, 2002; SHIMADA, 20086). Os polifendis tém propriedades antibacterianas
e antioxidantes (LUCZAJ; SKRZYDLEWSKA, 2005; KHAN; MUKHTAR, 2007)

Estudos sugerem que componentes da dieta ricos em polifendis como o cha e
vinho tinto podem causar 0 manchamento dos dentes. Sendo assim, alguns estudos
avaliaram o efeito dos polifendis na formacdo da pelicula e sua relagdo com a
coloracdo dentaria e adesao bacteriana (LUCZAJ; SKRZYDLEWSKA, 2005; KHAN;
MUKHTAR, 2007).

Um estudo conduzido in vitro, por Proctor e outros (2005) avaliou a interac&o
de proteinas da saliva com polifendis presentes no cha preto. Saliva foi incubada
com cha, em diferentes volumes, durante 1 hora a 37° C. Realizaram também
interacbes de uma combinacdo de saliva e HA, incubadas com cha, utilizando o
mesmo protocolo. As amostras resultantes desta interacado foram analisadas por
eletroforese. Os resultados demonstraram a interagdo de proteinas da saliva com
polifendis do cha preto. A mesma interacdo pode ser observada quando em
presenca de HA, formando pelicula dental adquirida. Com este resultado
evidenciou-se que os polifendis do cha preto interagem com as proteinas da saliva,
mudando nd&o apenas sua composicdo e conformagdo, mas podendo também
interagir com a pelicula dental adquirida, mudando sua estrutura e fungéo.

O objetivo do estudo in situ realizado por Hannig e outros (2008), foi verificar
a influéncia dos polifendis do cha Cistus na pelicula e formacéo inicial do biofiime no
periodo de 120 minutos. Para a analise da atividade enzimatica da amilase,
lisozima, peroxidase e glucosiltransferase, formaram pelicula dental adquirida nos
tempos de 15, 20 e 40 minutos. Para cada um dos tempos, foram analisadas as
atividades das enzimas em um grupo controle (apenas com pelicula) e no grupo
teste onde foi realizado bochecho com o cha durante 10 minutos posteriormente a
formacgao da pelicula. Apdés um periodo mais prolongado, analisaram a presenca de
bactérias formando o biofilme nos grupos controle e teste, através de técnica de
contagem de bactérias (DAPI) e da técnica de Fish (método de microscopia
fluorescente). Os resultados apresentaram uma pequena reduc¢do na aderéncia de
bactérias apds o uso do cha contendo polifendis, o que demonstra um efeito
antibacteriano deste composto sobre o biofilme. A atividade enzimatica da amilase,
lisozima e glucosiliransferase n&o foram reduzidas, indicando que a pelicula

mantém suas propriedades, apesar do efeito antibacteriano. Porém, a atividade da
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peroxidase apresentou significante redugdo apdés o0 enxagle com cha,
demonstrando haver alteracbes na pelicula dental adquirida em presenca desta
solucéo.

Outros estudos utilizando técnica de elipsometria avaliaram a ac&o de
polifendis na pelicula (JOINER et al., 2003; JOINER et al., 2004; JOINER et al.,
2006). No ano de 2003, Joiner e outros, realizaram um estudo in vifro, utilizando
esta técnica, para acompanhar a formacéo da pelicula em presenca de polifendis do
cha preto e do vinho tinto, investigando as caracteristicas de adsorcdo destes
componentes. Procuraram avaliar também os posteriores processos de adsorcéo e
desadssor¢ao das proteinas salivares na maturacéo da pelicula. Formaram PDA por
um periodo de 1 hora. Para a analise por elipsometria, um grupo controle composto
por discos HA com pelicula formada a partir de saliva total ndo estimulada e um
grupo teste onde os discos com pelicula foram posteriormente imersos por 1 hora
em cha preto. Em seguida, lavaram os discos com tampé&o e entdo repetiram as
etapas de formacéo de pelicula imersa em saliva e posterior imersdo em cha por
mais um momento. Realizaram um experimento analogo com vinho tinto, compondo
o segundo grupo teste. Os resultados mostraram uma forte ligagcdo dos
componentes do cha e do vinho com as proteinas da pelicula, aumentando sua
camada, em espessura. Portanto, estes componentes podem modificar a
composicdo da pelicula dental adquirida em um tempo exagerado de 1 hora de
exposicao.

Os mesmos autores, no ano de 2004, realizaram outro estudo in vifro com
elipsometria, avaliando a adsor¢cdo de polifendis do cha e outros polifendis
purificados (epicatequina-3-galato, epigalocatequina-3-galato e teaflavina) e tanino a
PDA. Empregaram a mesma metodologia utilizada no estudo anterior (JOINER et
al., 2003) para este estudo utilizando cha preto e os polifendis purificados, formando
entdo 4 grupos teste. Os resultados do tratamento da pelicula com cha preto
aumentaram o efeito de adsorgcao das proteinas, mostrando que esta solu¢do possui
um profundo efeito sobre as caracteristicas fisicas da pelicula in vitro. Com a adigéo
do epigalocatequina-3-galato também houve aumento da adsorcdo. Esta
modificagdo foi semelhante, porém em menor escala do que no cha. A adsorgao da
teaflavina na pelicula é imediata e com a epicatequina-3-galato e epigalocatequina-
3-galato a adsor¢cdo mostrou-se em menor grau. Porém todos possuem efeito na

eluicdo da pelicula, indicando que podem ser adsorvidos individualmente a pelicula,
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mudando suas interagdes. Os resultados para o tanino também foram os mesmos,
mostrando que este também adsorve individualmente a pelicula mudando sua
composicéo (JOINER et al., 2004).

Dois anos mais tarde, esses mesmos autores, utilizando a mesma linha de
pesquisa com técnica de elipsometria, objetivaram avaliar a adsor¢do de
componentes do Cha preto e clorexidine a HA e seus efeitos na maturacéo da
pelicula, tendo como consequéncia 0 manchamento dos dentes. Nos resultados a
presenca da CLX aumentou a quantidade adsorvida, porém quando lavada com
tampé&o a adsorcao voltou ao normal, diferente do observado pelos outros estudos
com os polifendis onde os compostos permaneciam ligados mesmo apods a lavagem
com tampdes (JOINER et al. 2003 e JOINER et al., 2004). A adsor¢cédo dos
compostos do cha preto aumenta quando ocorre uma pré-incubagdo com CLX,
explicada pelo fato do aumento das intera¢des eletrostaticas entre a CLX catibnica e
0s compostos do cha preto carregados negativamente. No entanto, a pré-incubacéo
com cha preto n&do modificou a interagdo da CLX. Este estudo demonstra que a CLX
aumenta a afinidade do cha preto na pelicula e que ela pode alterar também a

composigéo desta camada orgénica (JOINER et al., 2006).

2.24.1.5 Evidencias para o Efeito da Lectina na Fungdo da Pelicula Dental
Adquirida

A lectina é definida como uma proteina que interage de forma nao-covalente
com porgdes de carboidratos, exibindo alta afinidade e especificidade ara seus
ligantes (RAMOS et al., 2000).

Estudos in vifro, com lecitina de plantas e lectina de algas, mostraram que
estas substancias se ligam com diferentes afinidades a pelicula. Os resultados
mostram também que estes compostos possuem um efeito inibitorio para algumas
bactérias que formam o biofilme. As seis espécies de lectina de plantas (Canavalia
ensiformis, Canavalia brasiliensis, Dioclea violacea, Dioclea grandiflora, Cratylia
floribunda) assim como as duas espécies de lectina de alga estudadas
(Bryothamnion triquetrum e Bryothamnion seaforthii) inibem a ades&o dos

colonizadores primarios do biofilme (S. oralis, S. sanguis e S. mitis) e de espécies
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cariogénicas (S. mutans e S. sobrius) (TEIXEIRA et al., 2006; TEIXEIRA et al.,
2007).

2.2.4.1.6 Efeito dos Carboidratos na Composicado da Pelicula Dental Adquirida

O estudo in situ, realizado no mesmo ano de 2000b, por Vacca Smith e
Bowen, determinou a atividade enzimatica durante os primeiros minutos de
formacdo da pelicula e também o efeito da dieta em sua formacdo. Para o
experimento discos de HA foram fixados em diferentes regides intra-bucais. Apds
realizaram enxagles com sacarose, sorbitol, xilitol, tampé&o fosfato e agua (como
controle). PE foi formada durante os tempos 30s, 1, 5, 10 e 20min e o efeito das
solugbes na PE determinado a partir do numero de bandas protéicas detectadas
através de imunorreatividade (Western blots). Nao houve avaliagdo da densidade
das bandas. Os autores determinaram também atividade enzimatica da amilase,
lisozima e glucosiltransferase. Os resultados da detec¢do das bandas protéicas
mostraram perfis diferentes para cada solu¢do. No controle com agua as proteinas
lactoferrina e amilase apresentaram imunorreativas em grandes quantidades, bem
como carbono anidrase | e Il, glicoproteina mucina, cistatina, histatina, estaterina.
PRP nao foi detectada no grupo controle. A presenca da sacarose, sorbitol, xilitol e
tampé&o fosfato tiveram efeito na formacao da PE, diferindo da PE controle. Na
presenca de sacarose observou-se auséncia de carbono anidrase | e glicoproteina
mucina, além de diminuicdo da expressdo das proteinas PRP e cistatina com
auséncia de deteccdo apds 1 min. Em presenca de sorbitol houve auséncia de
cistatina SN e mucinas, diminuicdo da cistatina S com auséncia apds 1 minuto e
presenca de PRP. Em relagdo ao xilitol auséncia de lisozima, amilase, carbono
anidrase | e ll, mucinas, PRP, histatina e presenca de lactoferrina apds 1 min. E com
tampao fosfato auséncia de lisozima, amilase, carbono anidrase Il, mucina e PRP. O
resultado da atividade enzimatica mostrou que a amilase e a lisozima saturam a
superficie do esmalte apés 5 min. Em relagdo a glucosiltransferase ocorre um
decréscimo da atividade apds exposicdo a cavidade bucal. Este estudo pode
demonstrar uma deposi¢cdo distinta das proteinas sobre a superficie do esmalte

apos a presenca destes componentes. Houve auséncia e aumento de expressao de
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algumas proteinas, modificando o perfil protéico da PDA na presenca dos diferentes

constituintes da dieta o que pode influenciar também a sucess&o microbiana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 VOLUNTARIOS

O estudo contou com a participagdo de 6 voluntarias, todas do género

feminino.

3.1.1 Critérios de incluséo

Individuos saudaveis, com saude bucal (sem carie e doencga periodontal),
idade entre 20-30 anos, que consentiram voluntariamente com a participacéo na

pesquisa.

3.1.2 Critérios de excluséo

Uso de enxaguatério bucal, medicamentos, drogas ou tabaco.

3.2 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de
Ciéncias da Saude da UFPR (Projeto 0070.0.091.000-08) e o consentimento
informado foi obtido de cada participante.

Todo instrumental utilizado na pesquisa foi previamente esterilizado e
armazenado conforme as normas de controle de infec¢cdo, sendo o material de

consumo descartado.
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3.3 BEBIDAS

Neste estudo testou-se os efeitos das bebidas a base de soja (Ades®
Original) e leite bovino UHT integral (Tirol®). Para a analise das bebidas em gel de
eletroforese, uma amostra de 1mL de cada bebida foi coletada, adicionado inibidor
de protease (Protease Inhibtor Cocktail, SIGMA-ALDRICH) e armazenada a —20°C,
até a utilizagdo. Nao foi adicionado inibidor de protease nas amostras das bebidas

(10 mL) utilizadas no bochecho.

3.3.1 Critérios de incluséo

Produgdo no territério brasileiro, disponibilidade em Curitbba - PR,
considerando sua armazenagem e validade dentro do tempo de utilizacdo na

pesquisa e pH (proximo ao neutro).

3.3.2 Critérios de excluséo

Armazenagem inadequada e prazo de validade incompativel com a execugao

do experimento.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A pelicula dental adquirida foi coletada de cada voluntario em trés situacbes
diferentes: pelicula de esmalte formada apenas na presenca de saliva (G1 - grupo
controle); PE formada na presencga de bebida a base de soja - Ades® Original (G2)
e PE formada na presenca de leite bovino (G3). As 6 voluntarias participaram em
todos os grupos (G1, G2 e G3).
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3.5 FORMAGAO DE PELICULA DENTAL ADQUIRIDA

Em cada experimento uma profilaxia dental com taca de borracha e pedra-
pomes foi realizada nos voluntarios. Em seguida, uma amostra de saliva foi coletada
(item 3.6). Nos grupos teste (G2 e G3) imediatamente apds a coleta de saliva, foi
realizado bochecho com 10 mL da bebida selecionada (bebida a base de soja ou
leite bovino), 2 vezes por 1 minuto. No grupo controle (G1) foi realizado bochecho
com 10 mL de agua. PDA foi formada nestas condi¢des, durante 4 horas e o0s
participantes privaram-se de comida e bebida durante este periodo. Para cada
condicdo de formagado de pelicula foram realizados no minimo 2 experimentos

independentes e as coletas realizadas sempre no mesmo horario.

3.6 COLETA DE SALIVA

A saliva total ndo estimulada (1 mL) foi coletada por cuspidela. As amostras
foram mantidas em gelo durante todo o procedimento de coleta e inibidor de
protease (Protease Inhibtor Cocktail, SIGMA-ALDRICH) foi adicionado.

3.7 PREPARO DAS AMOSTRAS DE SALIVA

Logo apds a coleta, as amostras foram centrifugadas a 14000 x g, por 20
minutos, em microcentrifuga, a 4°C, para remo¢éo de materiais insoluveis e restos
celulares. O sobrenadante de cada amostra foi coletado e as amostras foram

mantidas a - 20 ° C até sua utilizagéo.



45

3.8 COLETA DA PELICULA DENTAL ADQUIRIDA in vivo

O procedimento de coleta de PE, in vivo, foi realizado conforme descrito por
Yao e outros (2003). Apds a formacido de pelicula (4 horas), os dentes foram
isolados com rolos de algodao. A coleta foi realizada com membrana de fluoreto de
polivinilideno (Millipore), embebida em 0,5 M tampéo bicarbonato de sddio pH 9,
friccionando os dois ter¢os oclusal e incisal, das superficies vestibular e lingual, de
incisivo central ao primeiro molar de cada quadrante. Trés coletas sucessivas foram
feitas na superficie do mesmo dente e as membranas foram colocadas em um
mesmo tubo eppendorff de 1,5mL (YAO et al., 2003).

3.9 PREPARO DAS AMOSTRAS DA PELICULA DENTAL ADQUIRIDA

As proteinas da pelicula foram recuperadas das membranas Durapore PVDF
(Millipore) em 1 ml solugdo A (50mM Tris-HCI pH 8, 50mM NaCl e inibidor de
protease). A extracdo das proteinas foi realizada por agitacdo da amostra em
homogenizador do tipo vortex por 60s, seguido de sonicagdo 5 ciclos de 30 s,
alternados com ciclos de 30 s de descanso (Ultrasonic Processor, Cole-Parmer). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas durante 3 minutos a 4°C, os
sobrenadantes transferidos para outro tubo e armazenados a -20°C. Estas amostras

foram liofilizadas e posteriormente ressuspensas em solugéo A.

3.10 PREPARO DAS AMOSTRAS DE SALIVA E PELICULA DENTAL ADQUIRIDA
E ESTIMATIVA DA QUANTIDADE DE PROTEINAS

As amostras de Saliva e Peliculas (G1, G2 e G3) foram tratadas com o SDS-
PAGE Clean-Up Kit (GE-Healthcare Bio Science Corp). As amostras foram
ressuspensas em agua MilliQ e a quantidade de proteinas totais foi determinada
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). A quantificacdo protéica das bebidas
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(bebida a base de soja e leite bovino) também foi realizada pelo método de
Bradford.

3.11 DETERMINACAO DO PERFIL PROTEICO DAS PELICULAS ADQUIRIDAS,
SALIVA E BEBIDAS

O perfil protéico das amostras de salivas totais, bebidas selecionadas e
peliculas adquiridas formadas em diferentes condigbes experimentais foi
determinado por SDS-PAGE 12%, a 200V e tempo de corrida 80 min. As proteinas

contidas nos géis foram reveladas usando coloracio com prata.

3.12 CALCULO DA MOBILIDADE RELATIVA (Rs) DAS PROTEINAS SEPARADAS
POR SDS-PAGE

O Ry foi calculado conforme instrugbes do fabricante (Amersham Low
Molecular Weight Calibration Kit for SDS Electrophoresis - GE Healthcare Bio

Science Corp).

Rf =d/D, onde o “d” corresponde a distancia do inicio da corrida até a banda em

questao e “D” distancia do inicio até o fronte.

Apds calculado o Rf para as bandas do marcador, foi obtida uma curva de
calibracdo e a partir da equacgéo da curva, obtida a massa molecular aproximada,

referente ao Ry encontrado para a banda desejada.
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4 RESULTADOS

41 PERFIL PROTEICO SALIVAR E DA PELICULA DENTAL ADQUIRIDA

O perfil proteico da saliva (FIGURA 3) e da pelicula (FIGURA 4) de um
mesmo voluntario, coletados em diferentes dias. Os resultados mostram que ambos

os perfis sdo semelhante e que a formacéao da pelicula € especifica.

FIGURA 3 PERFIL PROTEICO DA SALIVA DE UM FIGURA 4 PERFIL PROTEICO DA PDA
MESMO VOLUNTARIO, EM DIAS DIFERENTES. FORMADA EM DIAS DIFERENTES, PARA
UM MESMO VOLUNTARIO.

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
= nat 00
97.0—> et
66.0 —> <« T76.0
<« 53.0
$B0—
30.0—>
01— —
Linha 1 — marcador LMW (GE Heathcare); Linha 1 — marcador LMW (GE Heathcare);
Linha 2 - Saliva voluntario 1, momento 1; Linha 2 — G1, voluntario 1, momento 1;
Linha 3 - Saliva voluntario 1, momento 2 ; Linha 3 — G1, voluntario 1, momento 2;
Linha 4 - Saliva voluntario 1, momento 3; Linha 4 — G1, voluntario 1, momento 3;

Linha 5 - marcador HMW (GE Heathcare). Linha 5 - marcador HMW (GE Heathcare).
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42 FORMACAO DA PELICULA DENTAL ADQUIRIDA EM DIFERENTES
CONDICOES

Os resultados mostram que o perfil proteico da pelicula controle formada
apenas em presenca de saliva, difere do perfil protéico das peliculas formadas em
presenca de leite bovino e bebida a base de soja, em todos os voluntarios (FIGURA
5). Uma banda de aproximadamente 42.72 KDa (QUADRO 6) apareceu nas
amostras de peliculas do grupo G2 e G3, sendo ausente na pelicula G1. Esta banda
nao apareceu na pelicula formada em presenca apenas de saliva, em todos os
voluntarios. Na figura 5d, linha PL observamos que a banda de 42.72 kDa nao é
observada. Entretanto, a baixa quantidade desta proteina e alargamento da amostra
desta linha durante a corrida podem ter contribuido para este resultado.

Os valores de Ry encontradas para a banda controle foram os mesmos, 67.19
(+4.8), nas diferentes condi¢cdes (G1), (G2) e (G3), mostrando que variagdes
ocorrem entre 0s géis, para uma mesma proteina em todas as amostras. Entretanto,
em um mesmo gel os valores calculados para cada banda foram os mesmos. Como
o calculo do Rf é uma aproximagao, o fato das proteinas adicionais encontradas e

G2 e G3 serem semelhantes, ndo significa que possuam a mesma massa.

Voluntério Rf (G2) Rf (G3) R; de uma mesma banda controle

R (G1) R (G2) R: (G3)
A1 42.65 42.65 58.88 58.88 58.88
A2 43.65 43.65 70.79 70.79 70.79
A3 43.65 43.65 64.56 64.56 64.56
B 44.66 44.66 61.65 61.65 61.65
C 39.08 39.08 67.60 67.60 67.60
D 44.66 44.66 70.79 70.79 70.79
E 44.66 44.66 69.18 69.18 69.18
F 39.81 39.81 7413 74.13 74.13

Média (+DP) 42.72 (2.28) 4272 (2.28) 67.19 (4.8) 67.19 (4.8) 67.19 (4.8)

QUADRO 6 — MOBILIDADE RELATIVA (Rr) DAS PROTEINAS ADICIONALMENTE ENCONTRADAS
NAS PELICULAS DE BEBIDAS A BASE DE SOJA E LEITE BOVINO
FONTE: O AUTOR

G1 (pelicula de saliva); G2 (pelicula de bebida a base de soja); G3 (pelicula de leite)
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Para cada condicdo de formacéo de pelicula foram realizados no minimo 2
experimentos independentes (FIGURA 6). Nesta figura podemos observar que o
perfil proteico da pelicula controle formada em presenca de saliva € semelhante em
todos os voluntarios, mostrando que o perfil proteico das peliculas formadas em
uma mesma condicdo é reprodutivel, em dias diferentes. Além disso, o perfil
proteico das peliculas formadas em presenca de leite bovino e bebida a base de
soja em todos os voluntarios foram semelhantes entre si e diferem do perfil proteico
da pelicula controle (FIGURA 5). Estes resultados mostram que n&o sé a pelicula
formada na presenca de saliva, porém as formadas em presenca das bebidas

selecionadas foram depositadas de forma especifica sobre a superficie do esmalte.
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FIGURA 5 PERFIL PROTEICO DAS PELICULAS DENTAIS ADQUIRIDAS FORMADAS EM DIFERENTES CONDICOES.

LW S8 PS A PA L PL HW

Lw PS PA PL S A LW PS PA PL HW s A L
220.0
170.0

116.0

97.0—> 76.0

66.0—>
€«53.0

144 —>

LW PS PA PL HW s A

|:> A seta indica as bandas distintas que aparecem nas peliculas de bebida a base de soja e leite bovino e que ndo aparecem na pelicula controle;

LW = marcador LMW (GE Healthcare); HW = marcador HMW (GE Healthcare); S = saliva; PS = pelicula de saliva;
A = bebida a base de soja; PA = pelicula bebida a base de soja; L= leite bovino; PL = pelicula de leite bovino;

A) Voluntario1; B) Voluntario2; C) Voluntario3; D) Voluntario 4; E) Voluntério 5; F) Voluntario 6.
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Na Figura 6 pode-se observar que o0s resultados repetem-se em um mesmo voluntario em trés experimentos
independentes.

FIGURA 6 PERFIL PBOTEICO DAS PELICULAS DENTAIS ADQUIRIDAS FORMADAS EM DIFERENTES CONDICOES PARA UM MESMO
VOLUNTARIO EM TRES EXPERIMENTOS INDEPENDENTES.

IW S PS A PA L PL HW LW PS PA PL HW § A L LW PS PA PL HW S A
220.0
170.0
116.0
97.0—>
97.0— 76.0
66.0—> 66.0—>
<530
45.0 —>
45.0—>
30.0
30.0—>
144 —> 144
c

I:> A seta indica as bandas distintas que aparecem nas peliculas de bebidas a base de soja e leite bovino e que n&o aparece na pelicula controle.

LW = marcador LMW (GE Healthcare); HW= marcador HMW (GE Healthcare); S = saliva; PS = pelicula de saliva;
A= bebida a base de soja; PA = pelicula de bebida a base de soja; L= leite bovino; PL = pelicula de leite bovino.

A) Experimento 1, B) Experimento 2; C) Experimento 3.
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5 DISCUSSAO

E de grande importancia a compreensdo da composicdo e estrutura da
pelicula dental adquirida, bem como as alteracées ocorridas frente aos diversos
fatores como a localizacdo na cavidade bucal (AMAECHI et al., 1999; HANNIG;
BALZ, 1999; HANNIG; JOINER, 2006; DEIMLING et al., 2007), em relagdo ao tempo
de formacédo (RYKKE; SONJU, 1991; LAMKIN et al., 1996; AMAECHI et al., 1999;
HANNIG; BALZ, 1999; HANNIG et al., 2003; DEIMLING et al., 2007;) e em relagéo a
dieta (RYKKE; SONJU, 1991; VACCA SMITH; BOWEN, 2000a; VACCA SMITH,;
BOWEN, 2000b; VAN DER MEI et al., 2002; JOINER et al., 2003; JOINER et al,,
2004; PROCTOR et al., 2005; JOINER et al., 2006; DEVOLD et al., 2006; TEIXEIRA
et al.,, 2006; WERNERSSON et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007; HANNIG et al.,
2008; HAUKIOJA et al.,, 2008; DANIELSSON et al., 2009). Suas fung¢bes estao
relacionadas a composicdo proteica e cada proteina desempenha uma funcéo
especifica na PDA (HANNIG; JOINER, 2006; SIQUEIRA et al., 2007; VITORINO et
al., 2007; HARA; ZERO, 2010)

Uma das principais fun¢des da PDA esta relacionada a formagéo do biofilme,
servindo de base para a adesao dos colonizadores iniciais. Mudangas em sua
estrutura e composicao determinardo mudancas na formag¢do e composi¢ado do
biofiime, sendo responsavel pelo aumento ou diminui¢do da suscetibilidade a carie e
doencgas periodontais (LENDENMANN et al., 2000; LI et al.,, 2004; HANNIG;
JOINER, 2006; KOLENBRANDER et al., 2006; HARA; ZERO,2010).

Um dos fatores responsaveis por alteragdes na pelicula dental adquirida é a
dieta. Varios estudos mostram as mudangas ocorridas por interferéncia dos
componentes dietéticos. Esses estudos sdo os relacionados as interferéncias na
espessura da PDA, provocada por alimentos &acidos e, consequentemente,
aumentam os fatores relacionados a erosdo, diminuindo a protecdo da pelicula
frente a esses fatores (HANNIG; BALZ, 1999; FINKE et al, 2002
NEKRASHEVYCH; STROSSER, 2003; HANNIG et al., 2004, NEKRASHEVYCH et
al., 2004; HARA et al., 2006, HANNIG et al., 2007; HANNIG et al., 2009). E também
os estudos relacionados a interferéncia na composi¢cdo da PDA (quadro 5), tendo
efeitos na atividade, estrutura e polaridade da pelicula dental adquirida, na adsorcéo

de suas proteinas, mudando as fun¢des bioldgicas e podendo influenciar na
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formacéo do biofime dental ( RYKKE; SONJU, 1991; VACCA SMITH; BOWEN,
2000a; VACCA SMITH; BOWEN, 2000b; VAN DER MEI et al., 2002; JOINER et al.,
2003; JOINER et al., 2004, PROCTOR et al., 2005; JOINER et al., 2006, DEVOLD
et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006; WERNERSSON et al., 2006; TEIXEIRA et al.,
2007; HANNIG et al., 2008; HAUKIOJA et al., 2008; DANIELSSON et al., 2009).

A maioria dos estudos realizados ¢é in vitro e in situ (VACCA SMITH; BOWEN,
2000a; VACCA SMITH; BOWEN, 2000b; VAN DER MEI et al., 2002; JOINER et al.,
2003; JOINER et al., 2004, PROCTOR et al., 2005; JOINER et al., 2006, DEVOLD
et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006; WERNERSSON et al., 2006; TEIXEIRA et al.,
2007; HANNIG et al., 2008; HAUKIOJA et al., 2008; DANIELSSON et al., 2009) e
apenas um deles realizou analise in vivo (RYKKE; SONJU, 1991). Estudos da
composigcédo proteica entre pelicula dental adquirida formada in vitro e in vivo
mostraram haver diferengas. A PDA formada in vivo é resultado da adsor¢éo de
componentes submetidos a transformacgdes enzimaticas e, portanto, difere da in
vitro, onde proteinas intactas adsorvem a superficie dental (YAO et al., 2001; YAO
et al., 2003). Este estudo observou in vivo, o perfil proteico da pelicula dental
adquirida, formada em diferentes condi¢des.

Apesar das diferencas encontradas na composicdo proteica da saliva em
relacdo a glandula em que € secretada, além das variagdes entre individuos e
intra-individuais  (NIEW AMERONGEN et al.,, 2004, CABRAS et al, 2009;
CASTAGNOLA et al,, 2010; FLEISSING et al., 2010, SCARANO et al., 2010), os
resultados in vivo para o padréo proteico da PDA obtidos de um mesmo individuo,
em trés momentos diferentes, foram idénticos, bem como a semelhanga encontrada
entre o perfil proteico de diferentes voluntarios (YAO et al., 2001; SIQUEIRA et al.,
2007). Esses resultados também puderam ser observados no atual estudo, tanto em
relacéo ao perfil proteico intra-individual da saliva (FIGURA 3) e da pelicula dental
adquirida (FIGURA 4), quanto em relacédo ao padrao de formacéo da pelicula inter-
individual (FIGURA 5), mostrando que o perfil proteico das PDA, formadas em uma
mesma condi¢&o, € reprodutivo, sendo um processo bioldgico especifico. No estudo,
procurou-se fazer as coletas sempre no mesmo horario evitando assim, influéncia
do ritmo circadiano.

O processo de adsorgéo das proteinas a HA na formacéo da PDA atinge um

equilibrio préximo de 2 horas, porém continua sua maturacdo até o inicio de
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formagcdo do biofilme, periodo de 4 horas (LENDMANN et al., 2000; HANNIG;
JOINER, 2006; HARA; ZERO, 2010).

A maior parte dos estudos observou a influéncia de componentes da dieta em
curto prazo, periodo de 0 a 20 min (VACCA SMITH; BOWEN, 2000a; VACCA
SMITH; BOWEN, 2000b) e alguns em no maximo 2 horas (JOINER et al., 2003;
JOINER et al., 2004, PROCTOR et al., 2005, DEVOLD et al., 2006; JOINER et al.,
2006; TEIXEIRA et al., 2006; WERNERSSON et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2007,
HANNIG et al.,, 2008; HAUKIOJA et al., 2008; DANIELSSON et al., 2009). As
peliculas formadas neste estudo foram coletadas apds 4 horas do inicio de sua
formacao, para verificar a retentividade dos componentes do leite bovino e bebida a
base de soja apds o periodo de maturacdo e inicio do periodo de formacdo do
biofiime. A intencdo foi mostrar através dos resultados deste estudo, se as
alteragdes provocadas pelas bebidas permanecem até o inicio da formacédo do
biofiime, podendo sugerir mudanc¢as na ades&o das bactérias.

Outra diferenca em relagdo a este estudo foi o tempo de exposi¢cdo aos
produtos da dieta. Os estudos anteriores n&o conseguiram simular o que acontece
in vivo, pois o tempo de exposi¢do aos componentes da dieta variou entre 30s e 1
hora (VACCA SMITH; BOWEN, 2000a; VACCA SMITH; BOWEN, 2000b; JOINER
et al.,, 2003; JOINER et al., 2004, PROCTOR et al., 2005; DEVOLD et al., 2006;
JOINER et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006; WERNERSSON et al., 2006; TEIXEIRA
et al., 2007; HANNIG et al., 2008, HAUKIOJA et al., 2008; DANIELSSON et al.,
2009), sendo que o estudo de Devold e outros (2006) realizou incubacgao de 2 horas,
0 que € incompativel com o0 que acontece na cavidade bucal. O presente estudo
buscou simular as condi¢gdes dinamicas da ingestdo das bebidas, seguida da
formacdo da pelicula em presenca de saliva total simultaneamente com as
proteinas presentes nas bebidas.

Resultados de estudos mostram que o consumo de férmulas infantis a base
de leite e de soja, tem potencial para indu¢do de desmineralizacdo dos dentes
deciduos, principalmente se acrescidas de acucar (PAPA et al.,, 2010), porém
nenhum estudo mostrou evidéncias de potenciais cariogénicos das bebidas a base
de soja . Outros estudos mostram os efeitos protetores do leite em relacéo a doenca
carie (VACCA SMITH; BOWEN, 1994; NESSER et al.,, 1994; VACCA SMITH;
BOWEN, 1995). A formacdo da pelicula € um processo seletivo de adsorc¢édo

dependente da dieta e o pH pareceu ser um fator importante (DEVOLD et al., 2006).



56

Frente aos resultados apresentados nos estudos (VACCA SMITH; BOWEN,
1994; NESSER et al., 1994; VACCA SMITH; BOWEN, 1995; DEVOLD et al., 2006;
PAPA et al., 2010) , o presente estudo selecionou o leite bovino e a bebida a base
de soja por apresentarem pH proximo ao neutro e por serem bebidas com fatores
influentes nos processos cariosos. Outras bebidas a base de soja adicionadas de
frutas ndo foram utilizadas neste estudo, devido ao pH baixo (MERCES et al., 2009),
pois o foco do estudo nédo foi discutir os processos erosivos causados a PDA pelo
baixo pH destas bebidas.

Os estudos que observaram variagdo da composicdo da pelicula estao
representados no QUADRO 5. Assim como os resultados desses estudos
mostraram a influéncia de diferentes componentes da dieta na PDA, pode-se
observar nos resultados que o perfil proteico das peliculas formadas em presenca
de leite bovino e bebida a base de soja diferem do perfil proteico da pelicula controle
(FIGURA 5) e em todos os voluntarios este resultado foi semelhante, mostrando a
reprodutibilidade dos achados.

Um dos primeiros estudos in vivo que analisou a interferéncia da dieta na
pelicula, mostrou que a dieta do individuo interfere na composi¢cdo de aminoacidos
da pelicula apds 24 horas da ingestao de dieta normal (RYKKE; SONJU, 1991). No
entanto, esse estudo analisou a apenas a composi¢cdo de aminoacidos e em periodo
de 24 horas, apesar de ndo encontrar aminoacidos de origem bacteriana.

Apenas o estudo realizado por Vacca Smith e Bowen (2000a) e Devold e
outros (2006) avaliaram o perfil proteico da pelicula formada em presenca de leite
bovino € nenhum em presenca de bebidas a base de soja. Esses autores
encontraram proteinas de peso molecular diferente das observadas neste estudo.
Varios fatores podem ter contribuido para estas diferencas como: tempo de
exposicao a bebida, tempo de formacgao da pelicula e tipo de estudo (QUADRO 5).
No estudo in vitro, realizado por Devold e outros (2006), a pelicula foi previamente
formada pela incubacdo de blocos de esmalte e saliva por 2h, seguida de uma
incubacao com leite pelo mesmo periodo. Embora, estes autores tenham utilizado a
saliva total para formagdo da pelicula este estudo ndo simula 0 que acontece na
cavidade oral onde tanto saliva como leite s&o simultaneamente introduzidos. Além
disso, estes autores utilizaram o mesmo volume de saliva e leite para as incubagdes
e a concentragéo de proteinas na saliva € menor que a concentragido de proteinas

no leite. Assim, na incubagdo com saliva pode ser que nem toda a superficie do
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esmalte tenha sido recoberta com proteinas salivares e alguns sitios foram
posteriormente ocupados pelo leite. Outra possibilidade € que devido a diferenca da
concentracdo de proteinas, algumas proteinas salivares foram desadsorvidas da
pelicula durante a exposi¢céo ao leite. Ja no estudo de in situ realizado por Vacca
Smith e Bowen (2000a) a formacé&o da pelicula ocorreu simultaneamente a
exposicdo ao leite ou x-caseina, como realizado neste estudo. Entretanto as
diferengas neste caso podem ser atribuidas ao tempo de formacéo da pelicula. No
presente estudo, as peliculas formadas foram coletadas apds quatro horas do inicio
de sua formacao para verificar a retentividade dos componentes do leite bovino ou
bebida a base de soja apds maturacdo da pelicula. Os resultados mostraram que
uma banda de proteina de aproximadamente 42,72 kDa permaneceu adsorvida
apos essas 4 horas. Vacca Smith e Bowen (2000a) observaram em curto prazo que
o perfil proteico das peliculas formadas em presenca de leite apresenta varias
bandas de proteina adicionais a pelicula formada em presenca de saliva. Estes
resultados diferem dos observados neste estudo, provavelmente, pelo fato de que,
nas etapas iniciais de adsorcdo, a concentracido local de proteinas do leite na
interfase saliva-esmalte € alta. Com o tempo, a saliva vai lavando a cavidade bucal,
diminuindo a quantidade local de leite e as proteinas que adsorveram fracamente a
pelicula, sdo desadsorvidas. Nenhuma proteina de aproximadamente 42,72 kDa foi
observada nas pelicula formada em presenca de leite bovino e k-caseina, até 20
min apos exposicao a estes componentes (VACCA SMITH; BOWEN, 2000a).

Como a pelicula in vivo pode conter componentes que sofrem transformacdes
enzimaticas (LAMKIN et al.,, 2001; YAO et al., 2001; YAO et al., 2003) uma outra
possibilidade seria que a proteina de aproximadamente 42 kDa, seria produto de
protedlise. Haukioja e outros (2008) incubaram saliva da parétida com probioticos e
verificaram que o desaparecimento da glicoproteina gp340 e a diminuigcdo da
atividade de peroxidase associada ao aparecimento de uma banda de massa
molecular inferior identificada como peroxidase, sugerindo que esta proteina sofreu
protedlise.

Além disso, a presenca do leite pode mudar as interacbes das proteinas em
solucdo, modificando sua estrutura ou polaridade e aumentando ou nao a afinidade

de uma proteina salivar em adsorver ao esmalte dental.
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O estudo de Vacca Smith e Bowen (2000a) mostra claramente os efeitos do
leite bovino e k—caseina na composicdo da pelicula dental adquirida, quando
formada simultaneamente com a saliva. Entretanto, o estudo nao identificou as
proteinas presentes nos diferentes tratamentos. O maior desafio na identificacéo de
proteinas da pelicula dental adquirida é a obtencdo de quantidade suficiente de
material para analise (LI et al., 2003; LI et al., 2004) e este foi um dos desafios
enfrentados também no presente estudo. Este fator foi amenizado realizando
coletas em todos os dentes, nas faces vestibular e lingual, além da repeticdo da
coleta 3 vezes em um mesmo dente. Outro fator que nos levou a realizar as coletas
de todos os dentes foram as diferengcas de composi¢cdo segundo ao local intra-oral
(AMAECHI et al., 1999; HANNIG; BALZ, 1999; HANNIG; JOINER, 2006; DEIMLING
et al., 2007).

Alguns estudos sugerem que a dieta interfere na composi¢cdo da pelicula
adquirida do esmalte e que estas mudancas na pelicula podem provocar uma
mudanc¢a na formac&o do biofilime dental, alterando a suscetibilidade a doencgas
bucais (VACCA SMITH; BOWEN, 2000a; VACCA SMITH; BOWEN, 2000b; VAN
DER MEI et al., 2002; FINKE et al., 2002; LI et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2006;
WERNERSON et al.,, 2006; TEIXEIRA et al., 2007; HAUKIOJA et al., 2008;
DANIELSON et al., 2009). O QUADRO 3 representa as proteinas que compdem a
PDA e suas funcdes em relagdo a adesdo de microrganismos. Como pode ser
observado, as proteinas exercem fun¢des especificas e, portanto, a auséncia ou
presenca de determinada proteina compondo a PDA pode aumentar ou diminuir a
adesdo de certas bactérias e até mesmo modificar a acdo antibacteriana, o que
indica a fun¢ao da pelicula dental adquirida na formagao e controle do biofiime.

A polaridade da PDA foi analisada em um estudo in vitro e apresentou
aumento da hidrofobicidade em presenca de leite bovino e dleo de salada e
diminuicdo em presenca de agucar. Esses efeitos sobre a pelicula diminuiram a
adesdo de S. oralis quando em presencga de leite bovino (VAN DER MEI et al.,
2002).

O efeito de diferentes carboidratos foi analisado in situ, mostrando haver
influéncia da sacarose, sorbitol, xilitol e tampé&o fosfato na composicdo da PDA e
sugerindo influéncias na sucessao microbiana (VACCA SMITH; BOWN, 2000b).

O soja apresenta uma proteina lectina de 42 kDa e o Leite Bovino apresenta

a Peroxidase 40kDa , sugerindo que as bandas encontrada neste trabalho, com a
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massa molecular semelhante a estes compostos, possam ser lectina e peroxidase.
Entretanto, para confirmar essa hipdtese € necessaria a realizagdo de SDS-PAGE
em 2D para a separagdo das proteinas formadas em diferentes condi¢des, sendo
submetidas a digestdo com tripsina e identificadas por espectrometria de massa.
Apesar dos estudos analisarem a interferéncia da dieta na composicdo da
pelicula, poucos foram o0s que realizaram a identificagdo de proteinas. A
identificacdo das proteinas pode prever se o alimento possui efeito protetor ou
cariogénico e contribuir para determinar o risco de carie e/ou doeng¢a periodontal nos

individuos.
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6 CONCLUSOES

O leite bovino e a bebida a base de soja interferem na composicdo da
pelicula dental adquirida.

O efeito da ingest&o de leite bovino e bebida a base soja estendem-se pelo
menos até 4 horas apds a ingestédo destas bebidas.

A formacéo da pelicula dental adquirida € especifica n&o sb na presencga de

saliva, mas também de leite bovino e da bebida a base de soja.
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