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INTRODUCAO

A saliva € um biofluido complexo que contém varios de componentes dentre
inimeras funcdes regula a composicdo da microbiota oral mantendo a saude
bucal. A adsorcdo dos componentes salivares nas superficies orais inicialmente
formam o biofilme oral que seguidamente inicia-se o processo de adeséo de
microrganismos nestas interfaces orais. Os biofilmes, que se forma na superficie
oral, sdo o principal fator etiol6gico no desenvolvimento da carie dentaria e doenca
periodontal (Krasse 1968, Bratthall 1970, Loe et al, 1965). O estabelecimento de
placa dentaria e adesdo de microrganismos sdo dependentes da composicdo da
saliva, a anatomia do dente, e caracteristicas da superficie do dente, bem como a
capacidade de ligacdo de microorganismos e a dieta (Meckel 1965, Glantz 1969,
Sonju & Glantz 1975, Baier e Glantz 1978, Hay et al 1971, Carlen 1996,
Amerongen & Veerman 2002; (Lundqvist 1952, Mandel, 1984; Scheie et al 1984).
A complexidade do sistema implica que a formacao do biofilme oral é resultado de
um processo dinamico que envolve diferentes tipos de moléculas, que influenciam
a adsorcao na superficie oral (Meckel 1965, Baier e Glantz 1978, Bennick et al

1983, para revisao ver Lindh 2002).



Varias tentativas foram feitas para compreender e classificar bioquimica da saliva
e propriedades fisico-quimicas (Amerongen & Veerman 2002, Schipper et al
2007). Estes estudos mostraram que a composi¢cao da saliva ndo é homogénea e
varia muito, tanto intra e inter-individual e depende de varios fatores como idade,
sexo, dieta e estado fisioldgico. Por exemplo, na periodontite, aril-sulfatase,
aspartato aminotransferase, B - glucoronidase e lactato desidrogenase sao
elevadas no fluido gengival (revisado por Page, 1992). Na verdade, a composi¢cao
das proteinas da saliva todo difere mesmo entre individuos de saude ( Freitas-

Fernandes LB, 2003).

Recentemente, a saliva tem recebido toda a atencao devido ao seu potencial para
diagndstico de doencas virais, bacterianas e sistémica, e foi incluido na "era
gendmica" (metabondmica, protedbmica, genémica e bioinformatica). Varios
esforcos estdo sendo feitos para identificar biomarcadores na saliva para fins de
diagndstico adicional e, além disso, a concepcao de novos medicamentos (Hu S et

al 2007).

Tentativas com sucesso usando estratégias proteémica identificados marcadores
associados com condicdes diferentes como por exemplo na saliva de pacientes
com cancer de mama ( Streckfus et al. 2006 ). Além disso, identificadas

componentes na sindrome de Sjogren em saliva dos pacientes (Ryu et al., 2006).



Saliva pode indicar alteragdes nos horménios como a progesterona (Prince et al
1979), (Vinning et al 1983 a, Heine et al 1999) estriol, e cortisol (Vinicius et al,
1983a). Em principio, as informacdes relativas biomoléculas presentes na saliva
poderia caracterizar o estado metabolico e ser correlacionado com alguma
condicao especial sistémica ou oral. Geralmente, os métodos descritos para
investigar bio-componentes envolvem etapas de purificacéo (Vassilakos et al
1992), mas as novas tecnologias estéo sendo aplicadas no estudo da saliva como

um potencial no diagnéstico de doencas (Schipper et al 2007).

Espectroscopia de RMN € uma técnica que permite estudos de sistemas multiplos
componentes, como biofluido, sem purificacédo (Silwood et al 2002, Lynch et al,
1999). Ainda mais, permite a deteccdo de metabdlitos de dietéticos, produtos para
saude bucal e as fontes de deteccao de produtos farmacéuticos (Lynch et al,

1999).

O objetivo deste trabalho foi usar o RMN para avaliar possiveis mudancas no pH

saliva de pacientes com saude bucal e com doenca periodontal.

MATERIAL E METODO

A selecéo dos pacientes

Seis individuos de 21 + 60 anos com 28 dentes na boca e sem doenca sistémica,

foram selecionados e aceitaram participar do estudo. Trés pacientes apresentaram



doenca periodontal de acordo com os critérios que mais de 50% de todos os sites
da gengiva com sangramento a sondagem (L6e 1967), bem como mais de 20% de
todos os sites tinha uma profundidade de bolsa gengival (Ainamo et al 1982) de 5

mm ou mais. Trés individuos néo tinham sinais de doenca periodontal.

Saliva

N&o-estimulada de saliva foram coletadas e mantidas em gelo. Amostras de saliva
foram clarificadas por centrifugacdo em 10.000 xg a 4 °C durante uma hora em
uma centrifuga Eppendorf (Centrifuga 5417C/5417R, Eppendorf, Hamburgo-
Alemanha). Os sobrenadantes foram divididos em tubos eppendorf e colocado em
um congelador a -80 °C a fim de ser utilizado para os experimentos a seguir. A
concentracao de proteinas foi determinado pelo método de Lowry. (Lowry et al

1951).

A preparacdo das amostras para RMN
400 pl do sobrenadante da amostra de saliva total de cada sujeito foi utilizado nos
experimentos de RMN. Oxido de deutério (0,03 mL) foi incluido na amostra

obtendo volume final de 500 p | de cada tubo para a analise no RMN.

Aparelho de RMN

Os espectros de RMN foram adquiridos através de um espectrdmetro Bruker
Avance 400 MHz (Bruker Biospin, Rheinstetten, Alemanha) equipado com um 5

Bruker sonda de alta resolugdo mm. Os experimentos foram realizados a 25



oC. Uma investigacao do controle mostraram que as amostras de saliva total
foram estdveis durante todo o periodo experimental de RMN (~ 6 horas). As

condicdes experimentais para a aquisicdo do espectro de fésforo — 31P-RMN.

A andlise estatistica

A intensidade do pico de fésforo foi anotado para cada paciente e realizada
médias e desvios padrao para ambos os grupos. Para cada regido do espectro de
acordo com ressonancia magnética nuclear foi utilizada para calcular o pH da
saliva (Nosaka et al 1998) feito diferenca estatistica entre os grupos pelo teste T (p

<0,05).

RESULTADO

Trés pacientes apresentaram doenca periodontal similares mais de 50% de todos
0s sitios da gengiva com sangramento a sondagem, bem como mais de 20% de
todos os sitios tinham uma profundidade de bolsa gengival de 5 mm. Trés

individuos ndo tinham sinais de doenca periodontal.

31 P- NMR permitiu a deteccéo de fosforo na saliva. E evidente que ha
diferencas na intensidade das ressonancias que séo relacionados a diferentes
concentracbes na amostra.

O deslocamento quimico 31P é dependente do pH e, portanto, foi utilizado como
uma sonda para a variacao do pH (Nosaka et al 1998). Utilizou-se o presente 31P

nativas na saliva. Fig. 1A mostra o espectro 31P de saliva total de pacientes



saudaveis (linhas 1, 2 e 3) e Fig. 2B mostra os espectros de saliva de pacientes
com doenca periodontal (linhas 4, 5 e 6). Houve uma pequena variagéo de pH
entre cada amostra em torno de pH 7,2.Em pacientes saudaveis a variacao foi de
0,35 ppm, que correspondente a uma variacdo de pH de 6,9 a 7,8. Pacientes com
doenca periodontal apresentaram também uma variacao, o intervalo de
ressonancia 31P de 0,6 ppm, 0 que corresponde a uma variacao de pH de 7,06-
7,65. Além disso, houve uma variacdo na intensidade do pico entre os dois
grupos, conforme demonstrado na analise estatistica (Fig. 2) como ilustra a

Boxplot e mostra que diferem o pH do grupo com e sem doenca periodontal.

DISCUSSAO

Metaboloma tem sido incluidos nas investigacdes gendmicas e protedGmicas por
causa da descricdo quantitativa dos metabolitos de baixa massa molecular
presentes em amostras bioldgicas como urina, plasma (Lenz et al 2003) ou saliva
(Lynch et al, 1999). Na andlise de tais estudos realizados utilizando 1H alto campo
de ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de plasma mostraram
gue apresentou variabilidade inter e intra baixa individual. Por outro lado, a
amostra de urina mostrou uma grande variabilidade inter-individual, mas a
variabilidade intra-individual foi menos pronunciada (Lenz et al 2003). Saliva
analisados por espectroscopia de RMN (Silwood et al 2002, Lynch et al, 1999)
metabolitos detectados a partir alimentares, produtos de cuidados de saude oral e

fontes farmacéutica (Lynch et al, 1999), que também tem variabilidade inter-



individual no entanto a variabilidade intra-individual foi menos observada.

O presente estudo analisou os espectros de 31 P de toda saliva de individuos com
e sem doenca periodontal. Os niveis dos componentes salivares podem servir
como marcadores da suscetibilidade dos pacientes a doenca oral. Também é
possivel observar semelhanca entre os dados de ressonancia encontrada em
cada individuo e foi permanecer ao longo da reprodutibilidade das analises
experimentais. FOsforo-31 estudo de ressonancia magnética nuclear foi utilizada
para calcular o pH da saliva de acordo com Nosaka et al 1998.Nossos dados
mostram que, foi possivel identificar os diferencas no pH nas alteracfes na

presenca de doenca periodontal quando comparada com pacientes saudaveis.

Também é importante ter em mente que o fluido crevicular gengival é parte da
saliva total. E sabido que a atividade da colagenase no fluido gengival de
pacientes com periodontite se correlaciona com parametros clinicos da doenca
(Villela et al 1987) e que estas diminuem 0s niveis de enzimas em resposta a
procedimentos de tratamento periodontal (Hakkaraunen et al 1988). A origem das
proteases parecia que poderia ser secretados pelas células como fibroblastos e
secretados theinclude chymothypsin tripsina e elastase (Suomalainen
1993).Enzimas no fluido gengival e da sua actividade a actividade associada a
guebra de componentes da matriz extracelular da gengiva. Além disso
arilsulfatase fluido gengival, aspartato aminotransferase, B-glucuronidase e lactato

desidrogenase séo elevados na periodontite exibindo a destruicao tecidual ativa a



julgar pela perda de insercéo (revisado por Page, 1992). A correlacao entre
positiva do indice gengival (Loe e Silness 1963) e escores de atividade
perrioxidase no fluido gengival tem sido relatada (Tenovuo e Anttonen 1978). Este
estudo também mostrou diferenca a quantidade de lactato no fluido crevicular

entre saudaveis, bem os sujeitos com doenca periodontal.

E possivel que os componentes encontrados alterado pode estar relacionada a
exposicao a agentes gerado por bactérias que, de acordo com a etiologia da
doenca periodontal. Neste trabalho foi usado RMN para avaliar possiveis
mudancas no pH saliva de pacientes com saude bucal comparada com doenca
periodontal provavelmente devido a grande quantidade de bacterias presentes na

boca dos individuos com doenca periodontal.

Esta constatacéo esta em consonancia com anteriormente inquérito que foi
encontrado que o etanol foi detectada em uma grande proporcédo das amostras de
saliva humana por analise de RMN 1H (Lynch et al, 1999). Parece que toda a
saliva de paciente com doenca periodontal ttm mais produtos de bactérias gram-
negativas (Page) e é esperado que os individuos sem doenca periodontal tém
mais bactérias do grupo Streptococcus disponiveis na saliva total. Sabe-se que
catabdlica bacteriana derivada como um exemplo, é decorrente do metabolismo

de carboidratos por Streptococcus mutans.



A saliva contém uma séria de componentes que podem interferir com a aderéncia
bacteriana (Scannapienco 1994; Douglas, 1994). S. mutans na cavidade bucal
humana mostraram uma variacao na resisténcia individual a colonizacao
bacteriana (Krasse et al 1967; Svanberg e Krasse 1981). S. mutans revestido com
a saliva de individuos com elevado numero de S indigenas. mutans foi mais
facilmente aderem em superficies oral que os individuos que abrigam baixo
namero de S. mutans (Svanberg & Krasse 1981). Observou-se anteriormente que
a saliva de individuos com elevado numero de bactérias ou contém componentes
gue promovem a adeséo ou a falta de componentes que inibem a

aderéncia. Esses relatorios mostram que variacdes individuais na composi¢ao
salivar pode afetar as chances de bactérias de aderir e tornar-se aderir a
superficies orais. O numero aumentado de microorganismos na cavidade oral de
pacientes com doenca periodontal pode ser um fator para aumento do pH neste
grupo em relacdo aos pacientes saudaveis. Neste estudo foi possivel quantificar a
intensidade de Fésforo através da ressonancia magnética nuclear da saliva assim
como foi realizado em outro estudo o qual pode calcular o pH da saliva humana

da parétida, submandibular e sublingual (Nosaka et al 1998).

Espectroscopia de RMN é uma técnica que oferece muitas vantagens sobre os
trabalhoso métodos analiticos, pois permite o exame rapido, ndo invasivo e
simultanea de uma ampla gama de componentes presentes em fluidos biol4gicos,
apesar de que ndo é necessario saber a composicéo total do fluido. A falta de
critérios precisos para a avaliagdo clinica da doenca periodontal tem levado a

busca de meios alternativos de determinar os locais de doencga ativa, o



prognostico de futuros locais de ruptura, o que eventualmente poderia ser usado

para avaliacdo da resposta a terapia.

O presente estudo mostrou que o0s espectros da amostra de saliva de dois grupos
de individuos com e sem doenca periodontal, demonstraram uma grande variacao
inter-individual, mas também diferencas entre os grupos. Foi mostrado que o pH
aumentado das amostras de saliva de pacientes com doenca periodontal em
relacéo ao grupo sem doencga periodontal. O estudo conclui que foi possivel
identificar os pico do fésforo, mostrando pico aumentado no grupo da saliva dos

pacientes com doenca periodontal comparado com pacientes saudaveis.
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FIGURAS
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Figura 1- Espectro de 31P da saliva total de trés pacientes com saude oral como mostra na

figura 1A e figura B mostra saliva dos trés pacientes com doenca periodontal.
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Figura 2- Boxplot mostra a media e variagdo das intesidades do pico de fosforo de

pacientes com e sem doenga periodontal.

16




