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RESUMO

A necessidade de preservar a estabilidade da saliva durante e/ou depois da coleta,
tem sido considerado um fator que pode influenciar os resultados obtidos na anélise
desse fluido, comprometendo a confiabilidade e reprodutibilidade de tais métodos
analiticos. Os principais desafios relacionados a preservacdo da saliva referem-
se a complexidade da sua composicdo e da sua elevada atividade proteolitica
inerente. Consequentemente, coleta e armazenamento da saliva exigem precaucdes
especiais para preservacdo de seus componentes. O presente estudo se prop6s a
avaliar a concentracdo proteica de amostras de saliva total de dez voluntarios
adultos, saudaveis, com idades variando de 23 a 65 anos, com meédia de 31 anos
submetidas a altera¢cdes metodoldgicas no preparo pré-analitico da amostra. Apos
coletadas, os fluxos salivares foram calculados e as amostras de saliva de cada
individuo foram fracionadas e divididas em seis diferentes grupos, onde cada um
desses grupos correspondeu a um tipo diferente de preparo pré-analitico da
amostra. Os grupos foram conforme segue: G1- centrifugacdo imediata, inibidor
ausente, temperatura ambiente por 24 horas; G2- centrifugacdo imediata, inibidor
ausente, -80°C por 30 dias; G3- centrifugacdo imediata, inibidor no ato da coleta, -
80°C por 30 dias; G4- centrifugacdo imediata, inibidor no ato da analise, -80°C por
30 dias; G5- centrifugacdo apo6s 30 dias, inibidor ausente, -80°C por 30 dias; G6-
centrifugacdo apos 30 dias, inibidor no ato da andlise, -80°C por 30 dias. As
concentracbes de proteinas totais foram avaliadas pelo método do &cido
bicinconinico, em duplicatas. Apds andlise a concentracdo de proteinas totais em
cada grupo foi estatisticamente correlacionada pelos testes de Pearson e Spearman,
e comparacoes feitas realizadas por meio do teste ANOVA para medidas repetidas
(p<0.05). As concentracbes médias de proteinas totais demonstraram uma
correlagcdo negativa significativa com o fluxo salivar em G1 (P= 0,020), G4 (P=
0,027) e G5 (P= 0,05). Proteinas totais e idade s6 demonstraram correlagédo
significativa em G3 (P= 0,01). As concentracfes de proteinas totais médias néo
diferiram de forma significante entre os grupos, F(5,45)= 1,132, P= 0,358. Esses
resultados foram, também, observados ao se comparar as médias de proteinas
totais com base no fluxo salivar dos voluntarios, F(5,45) = 2,068, P= 0,087. Em
conclusao, as alteragcdes metodologicas ora propostas no tratamento das amostras

de saliva nao redundaram em alteragbes quantitativas significantes nas



concentracdes de proteinas totais presentes nesse fluido.

Palavras chave: Saliva. Proteinas totais. Temperatura; Inibidores de protease, Fluxo

salivar



ABSTRACT

The need to preserve the stability of saliva samples during and/or after collection has
been considered a factor that might influence its analytical results, compromising the
reliability and reproducibility of these analytical methods. The main challenges related
to saliva preservation include the complexity of saliva composition, and its inherent
elevated proteolitic activity. Thus, collection and storage of saliva requires specific
precautions to preserve its components. The present study aimed to evaluate the
protein concentration of saliva samples obtained from 10 healthy adults, aged 23 —
65 years, with a mean age of 31 years, subject to different pre-analytical sample
preparation. Following collection, the salivary flow rate was calculated, and saliva
samples from each volunteer were fractioned and divided in six different groups, in
which each of these groups corresponded to a different type of pre-analytical sample
preparation. The groups were as follows: G1- immediate centrifugation, no addition of
protease inhibitor, room temperature during 24 hours; G2- immediate centrifugation,
no addition of protease inhibitor, -80°C during 30 days; G3- immediate centrifugation,
protease inhibitor added during collection, -80°C during 30 days; G4- immediate
centrifugation, protease inhibitor added during analysis, -80°C during 30 days; G5-
centrifugation 30 days after collection, no addition of protease inhibitor, -80°C during
30 days; G6- centrifugation 30 days after collection, protease inhibitor added during
analysis, -80°C during 30 days. Total protein concentration was analyzed in
duplicates, through the bicinchoninic acid assay. After analysis, the total protein
concentration in each group was statistically correlated through Pearson and
Spearman correlation tests and compared using repeated measure ANOVA (p<0.05).
The mean total protein concentrations showed a negative correlation with salivary
flow rate in G1 (P= 0,020), G4 (P= 0,027) and G5 (P= 0,05). Total protein
concentration and age were only statistically correlated in G3 (P= 0,01). The mean
total protein concentrations did not significantly differ between groups, F(5,45)=
1,132, P= 0,358. These results were also observed when comparing the mean total
protein concentrations normalized by each individual’s salivary flow rate, F(5,45) =
2,068, P= 0,087. In conclusion, the methodological alterations proposed for the
preparation of saliva samples before analysis did not generate significant quantitative

alterations in total protein concentration within these samples.



Key-words: Saliva; Total proteins; Temperature; Protease inhibitors, Salivary flow
rate.
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1. INTRODUCAO

A combinacdo de emergentes biotecnologias ampliou o leque de
diagnosticos a partir da cavidade oral para todo o sistema fisiol6gico, uma vez que
a maioria dos compostos encontrados no sangue também esta presente na
saliva em concentracdes proporcionais (CURVELO et al, 2010). Dessa maneira, a
saliva pode refletir a situacéo fisiolégica do corpo (CURVELO et al, 2010), e
fornecer uma fonte para 0 monitoramento da saude bucal e sistémica
(SPIELMANN; WONG, 2011). Além disso, a coleta de saliva comparada ao exame
de sangue ou urina € um procedimento de facil aceitacdo, devido as suas
caracteristicas de ser ndo invasivo e facilmente reproduzivel (SANTOS et al,
2007, AMADO, 2013). Devido ao fato, os métodos diagndsticos salivares tém sido
desenvolvidos nas duas Ultimas décadas para monitorar, via oral, tanto
doencas sistémicas, incluindo as variacdes emocionais, enddcrinas, nutricionais e
metabdlicas (SPIELMANN; WONG, 2011), como doencgas orais, incluindo carie e
doenca periodontal.

Dentre 0s muitos usos da saliva para diagnéstico, ela tem sido usada
para medir os hormdnios esteroidais, niveis de anticorpos, drogas, tanto as ilicitas
guanto as prescritas, DNA e biomarcadores proteicos (XIAO; WONG, 2012, JONG
et al, 2011). Os anticorpos contra o0 virus e componentes virais podem também
ser detectados na saliva, tornando mais facil o diagndéstico de varias infeccgdes, tais
como, hepatite A, B, ou C, HIV (GENCO, 2014), rubéola e dengue. Mais
recentemente, Moore (2014) concluiu que a saliva pode ser usada como
biomarcador para detectar a exposicdo humana a radiacédo. Entretanto, para que a
saliva se torne uma matriz de andlise alternativa ao plasma, com semelhante grau
de confiabilidade, €é necessario o estabelecimento de uma correlacédo
confirmada entre as concentracbes dos compostos nos dois meios (CHIAPIN,
2007).

A saliva humana possui um amplo grupo de constituintes proteicos e nao
proteicos com imenso potencial informativo para a deteccdo de doencas
sistémicas. No entanto esse potencial s6 podera ser traduzido em metodologias
efetivas a partir do estabelecimento de um padréo referencial dos compostos
salivares (XIE et al, 2005). A partir desse padrao referencial, a interpretacédo

qualitativa e a quantitativa, dos componentes da saliva, podera ndo sé determinar o
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diagnostico, mas também avaliar o melhor tratamento para desordens sistémicas
(CURVELO et al. 2010). Contudo, muitas doengas sistémicas, tais como
cancer, gota, doencas reumaticas (BANSAL; VASHIST, 2012), alteracdes
cardiovasculares e doencas neurologicas, sdo muito dificeis de diagnosticar sem
avaliagdo clinica suplementar. Atualmente trés grandes limitagbes impedem as
pessoas de reconhecerem o potencial de deteccao da doencga, e, tem prejudicado
seriamente o desenvolvimento de diagndsticos clinicos, que incluem as
auséncias de:

1) biomarcadores moleculares definitivos para doencas especificas;

2) método de amostragem facil e barato, com o minimo de desconforto;

3) plataforma precisa facil de usar e portatil para facilitar a deteccédo da
doenca precocemente (LEE; WONG, 2009).

Desde 2002, o Instituto Nacional de Odontologia e Pesquisas
Craniofaciais, nos Estados Unidos da América, vem criando oportunidades para
superar essas limitacdes, explorando liquidos por via oral como uma ferramenta de
diagnoéstico para avaliagcdo do estado de saude e doenca (LEE; WONG, 2009).
Recentemente, varios relatérios com o objetivo de catalogar o proteoma salivar
foram publicados, com o numero de proteinas identificadas, variando de
centenas a mais de mil (XIE et al., 2005). Essa percepcdo vai permitir aos
cientistas, a ligacdo entre a investigacdo em saude bucal com diagnéstico de
doenca sistémica.

No entanto, a necessidade de preservar a estabilidade da saliva durante
e / ou depois da coleta (THOMADAKI et al, 2011), tem sido considerado um fator
que pode influenciar os resultados obtidos.O tratamento das amostras de saliva
ndo é uma questao simples. Os principais desafios relacionados a preservacao
da saliva referem-se a complexidade da sua composicdo e da sua elevada
atividade proteolitica inerente. (HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007).
Consequentemente, a coleta e o armazenamento da saliva exigem precaucdes
especiais para preservacdo de seus componentes (CROUCH, 2005).

Varios fatores podem levar a danificagdo da saliva como amostra de
analise, tal como a contaminagcdo por sangue, que faria com que a quantidade
estimada das moléculas presentes na saliva fosse comprometida com a presenca
de compostos essencialmente plasmaticos (CHIAPPIN et al, 2007). Dawes (1975)

mostrou que o ritmo circadiano representa, também, um fator importante a ser
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considerado. Por ser capaz de alterar o fluxo salivar em periodos especificos
do dia, o valor das expressbes dos compostos salivares poderia ser
consequentemente, alterado. Estudos ja demonstraram que a propria escovacao
dentaria pode alterar a concentracdo de proteinas na saliva por um periodo
especifico de tempo, provavelmente através da contaminacdo do fluido por
constituintes plasmaticos (HOEK et al, 2002).

Entre as razGes mais importantes na padronizacao dos resultados esta a
temperatura versus tempo de conservacdo das amostras, jA que niveis mais
elevados de peptideos sdo vistos com aumento da taxa de congelamento. Isso
pode ndo ser surpreendente, pois existem estudos anteriores que sugerem
diminuicdo na abundancia da proteina salivar, quando deixada a temperatura
ambiente por longos periodos de tempo (JONG et al, 2011). Xiao & Wong (2012)
reconheceram que o conhecimento dos requisitos de manuseio da amostra é
crucial para o uso de saliva em testes de diagndstico. Uma causa importante
parece ser a protedlise rapida dos membros proeminentes das familias de
proteinas salivares por proteases enddgenas, por isso, inibidores de protease
diferentes sdo normalmente adicionados durante a coleta das amostras. A
estabilidade na amostra salivar ja foi pesquisada em relacdo a esteroides,
melatonina, imunoglobulinas salivares, e outras proteinas (JONG, 2011). Ao
estudar um método simples e conveniente para a estabilizacdo de proteinas em
saliva humana, diferentes condi¢cdes de temperatura e de PH também devem ser
inclusas, uma vez que afetardo grande parte da protedlise. Logo, métodos simples
de usar, confiaveis e praticos sdo urgentemente necessarios para a estabilizacdo
do proteoma salivar durante o armazenamento da saliva humana, seja por meio da
adicao de inibidores de protease, adicdo de etanol ou a desnaturacdo e remocao da
amilase (XIAO; WONG, 2012).

Na extensa utilizacdo de saliva humana para aplicacdes clinicas, um
grande desafio € estabilizar e manter a integridade do proteoma salivar para o
diagnéstico (XIAO; WONG, 2012). Priorizando estas condi¢es, alguns autores ja
direcionaram seus estudos para encontrar uma padronizagdao na forma de coleta e
manipulagéo da saliva, que possa garantir a manutencdao do proteoma salivar para
analise. Nesse contexto, Jong et al, (2011), apresentaram trabalho avaliando as
implicacdes resultantes de variados graus de congelamento, graus de nutricdo e

temperatura ambiente nos niveis de abundancia nos peptidios salivares, e suas
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implicagbes na descoberta de biomarcadores. Em estudos para detectar o
trascriptoma salivar, Lee et al. (2011) substituiu a técnica de isolamento do mRNA
(RNA mensageiro) - pelo método de DSTA (direct saliva transcriptone analysis —
analise transcriptdbmica direta da saliva), utilizando o sobrenadante livre de células.
Todos os procedimentos, incluindo processamento, estabilizagdo e conservacéo
foram realizados em temperatura ambiente e sem adi¢&o de inibidores. O estudo de
Liu et al (2010) objetivou determinar se a adicdo de inibidores de protease poderia
afetar, tanto qualitativamente quanto quantitativamente, os resultados dos perfis
microbiologicos. Com o propdsito de padronizar a manipulagdo das amostras de
saliva nos estudos protedmicos, Chevalier et al (2007) propuseram a avaliacado do
melhor protocolo para estabilizar a saliva, utilizando a estocagem variando de -80
até 20°C através das andlises por eletroforese uni e bi-dimencional. As
concentragcdes das imunoglobulinas, tipo IgAl1 e PsaA foram avaliadas por Nurkka et
al (2003), utilizando quatro diferentes métodos de coleta e trés diferentes formas de
estocagem. Esser et al (2008) em um estudo com sete voluntarios, avaliou a
estabilidade e a composicao proteica da saliva em temperatura ambiente e Xiao and
Wong (2012), com dez voluntarios, estudou em temperatura ambiente e 4°C, por
diferentes espacos de tempo, com e sem tratamento com estabilizantes especificos

de proteina.

Dessa forma, considerando ser de grande relevancia o adequado
armazenamento da saliva para uma correta analise laboratorial, o propdsito do
presente estudo foi avaliar se diferentes protocolos de tratamento da saliva podem

alterar sua composicgao proteica.
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2. HIPOTESES

2.1. Hipdtese Nula (Ho): Estabelece ndo haver alteragcbes nas
concentracbes de proteinas totais salivares diante das variacdes
metodoldgicas ora propostas envolvendo momento da centrifugacao,
temperatura de armazenamento das amostras, e uso de inibidores de

proteases em momentos diversos.

2.2. Hipodtese Alternativa (H;): Estabelece haver alteracdes nas
concentracbes de proteinas totais salivares diante das variacdes
metodoldgicas ora propostas envolvendo momento da centrifugacao,
temperatura de armazenamento das amostras, e uso de inibidores de

proteases em momentos diversos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a concentracdo de proteinas totais, em saliva total humana

frente a diferentes protocolos de tratamento da saliva.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar os perfis de proteinas totais de amostras de saliva
centrifugadas logo ap6s a sua coleta, e que receberam adi¢cdo de inibidor de
proteases;

e Determinar os perfis de proteinas totais de amostras de saliva
centrifugadas logo apds a sua coleta, e que néo receberam adicdo de inibidor de
proteases;

* Determinar os perfis de proteinas totais de amostras de saliva
centrifugadas logo ap0s a sua coleta, que ndo receberam adi¢cdo de inibidor de
proteases e permaneceram 24 horas em temperatura ambiente;

e Determinar os perfis de proteinas totais de amostras de saliva
centrifugadas apos 30 dias de sua coleta, e que nao receberam adicao de inibidor
de proteases;

e Determinar os perfis de proteinas totais de amostras de saliva
centrifugadas apds 30 dias de sua coleta, e que receberam adicdo de inibidor de
proteases;

e Comparar, entre si, os perfis de proteinas totais de amostras de
saliva submetidas a diferentes protocolos de centrifugacdo, ao uso de inibidor de

proteases e temperatura ambiente.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Consideracdes éticas

O presente estudo foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal do Ceara para apreciacdo
antes de sua execucdo. Apds aprovacdo pelo Comité de Etica, tendo sido
aprovado pelo Parecer de numero 1.225.703, em 08/06/2015, foi entregue aos
voluntarios do estudo um “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
(Apéndice A), no qual foram serdo explicados os objetivos, metodologia, bem
como riscos e beneficios relacionados de acordo com as Diretrizes e Normas

Regulamentadoras do Conselho Nacional de Salide (Resolucdo n® 466/2012).

4.2. Desenho do estudo

A presente pesquisa consistiu de um estudo experimental e analitico.

4.3. Amostra

A amostra foi composta por dez voluntarios, seis do sexo feminino e
quatro do sexo masculino, com idades entre 23 a 65 anos, residentes na cidade
de Fortaleza-CE. Os referidos voluntarios foram recrutados no periodo de maio /
2015 (Quadro 1).

Quadro 1: Distriuicdo dos pacientes segundo idade e sexo

Voluntario Idade Sexo
29 a Fem
B 24 a Fem
C 3la Fem
D 26 a Masc
E 25a Fem
F 39 a Masc
G 23 a Fem
H 65 a Fem
I 24 a Masc
J 24 a Masc
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4.4. Critérios de incluséo
e Ambos os sexos, com idade de 23 a 65 anos.
e Auséncia de doencas sistémicas e/ou pacientes sob o0 uso de
quaisquer medicamentos que possam alterar o fluxo e/ou a
composicdo salivar (exemplos: antidepressivos triciclicos, anti-
histaminicos, antieméticos, bronco dilatadores);
e Apresentar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

devidamente assinado.

4.5. Critérios de exclusao
e Procedimento cirargico no complexo cranio facial, que tenham alguma
interferéncia sobre o fluxo salivar.

e Lesoes ulcerativas na cavidade bucal.

4.6. Critério de retirada
e Os individuos serdo removidos da pesquisa, caso hdo comparecam

na data e hora marcadas para a coleta.

4.7. Examinadores

O estudo, incluindo os protocolos clinico e analitico, foi conduzido pela
pesquisadora principal, estudante de mestrado do Programa de Pés-Graduacao em
Odontologia da Universidade Federal do Ceara. No protocolo analitico, a
pesquisadora teve o auxilio de dois estudantes de graduacéo, bolsistas doPrograma
Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica-PIBIC. Todos os examinadores foram

adequadamente padronizados quanto a metodologia para o presente estudo

4.8. Protocolo clinico
4.8.1. Anamnese

Os voluntéarios foram submetidos a uma anamnese, em que se obteve
informacgdes concernentes ao seu estado geral de saude. Nesse momento, foram
avaliados parametros de saude geral que pudessem, de alguma forma,

influenciar o padrdo salivar do voluntario (Apéndice B).
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4.8.2. Coleta de saliva

A coleta de saliva foi realizada na Clinica Integrada do Curso de
Odontologia da Universidade Federal do Ceard. Uma amostra de saliva total ndo
estimulada foi coletada de cada participante entre 9 e 10h da manha, para reduzir
possiveis contribui¢cdes circadianas, apés um minimo de uma hora de jejum. Foi
requerido, aos voluntarios, que os procedimentos rotineiros de higienizacdo da
cavidade oral fossem realizados uma hora antes da coleta. Os voluntarios ficaram
em repouso durante trinta minutos. Logo apos a saliva foi coletada, em copo
plastico milimetrado, por meio de escoamento através do labio inferior, estando o
voluntario com a cabeca levemente inclinada para frente. O armazenamento da
saliva coletada de cada voluntario ocorreu em seis tubos Eppendorfs® (cada tubo
com 0,5mL de saliva) e essas amostras foram tratadas de acordo com os referidos

grupos experimentais:

Tabela 1: Grupos experimentais segundo os diferentes protocolos de tratamento das
amostras de saliva.

Centrifugacao

Inibi
Grupos (1200 G, 4°C, 10 n!bu?o.r Temperatura
. enzimatico
minutos)
Ambiente por 24 h
, . 0
Gl Logo apos a Ausente seguida por. 80°C
coleta por 29 dias
Loz an6s 3 -80°C por 30
G2 g0 ap Ausente dias
coleta
Logo apds a -80°C por 30
G3 g0 ap Presente no ato da coleta dias
coleta
Logo ap6s a Ausente no ato da coleta e _80°C oor 30
G4 presente no momento da .
coleta . dias
analise
30 di : -80°C por 30
G5 135 apos Ausente . por
a coleta dias
G6 30 dias apés  Ausente no ato da coleta e -80°C por 30
a coleta presente no momento da dias

analise

Fonte: Elaborado pela autora
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Foi utilizado durante o processo, numa propor¢cdo de 5ul (microlitros)
por ml (mililitro), o seguinte Inibidor: Protease Inhibitor Cocktail, (Sigma Aldrich,
Saint Louis, Mo, USA)

4.9. Protocolo analitico

4.9.1. Mensuragao do fluxo salivar

A determinacgéo do fluxo salivar foi realizada ap0s a coleta de saliva, e foi
observado e registrado em mL o volume total de saliva durante dez minutos, tendo
sido descartados qualquer espuma e debris. O fluxo salivar foi determinado pelo
volume de saliva depositado no copo milimetrado, dividido pelo tempo de coleta de

dez minutos.

4.9.2. Dosagem de proteinas totais salivares pelo método do &cido
bicinconinico (BCA)

A concentracdo de proteinas totais salivares das aliquotas de saliva
foi determinada pelo método do Acido bicinconinico (BCA), utilizando como padréo
uma curva de albumina sérica bovina (BSA). Foram seguidas as recomendacdes
do fabricante, sendo a solucdo homogeneizada e lida a uma absorbancia de
562nm através de espectrofotbmetro, leitor de microplaca (Biotec Epoch USA) Os
resultados foram calculados baseando-se na curva padréao de BSA.

4.10. Analise estatistica

Os dados, ap6s coletados, foram tabulados em tabela do software
Microsoft Excel® versdo 2010, submetidos a analise estatistica, sendo utilizado
para este fim o software IBM Statistical Package for the Social Science (SPSS)
versao 20.0 para Mac OS X. Foram reportadas as estatisticas descritivas (média,
mediana e desvio padrdo) e frequéncia dos dados. Para a verificacdo da
existéncia de normalidade dos dados, foi utilizado o teste Shapiro-Wilk.. A
presenca de possiveis correlagbes entre as variaveis do estudo foi avaliada
mediante os testes de correlacdo de Pearson e Spearman. A comparagao entre 0s
dados foi feita mediante o teste ANOVA para medidas repetidas. O nivel de
significancia estatistica adotado para todos os testes foi de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

A estatistica descritiva das variaveis estudadas no presente
trabalho encontra-se descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Estatistica basica dos dados da pesquisa referente a dez voluntarios sadios.

Variaveis Média * Mediana Percentis
Desvio Padrédo da Média (Min-Max) 25% 75%
Idade- anos 31,10+4,059 25,50 (23-65) 24,00 33,00
Fluxo- ml/min 0,4340+ 0,13199 0,2500 (0,07-1.2)  0,1150 0,8000
Gl 1,2107+0,25096 0,9510 (0,38-2,64) 0,4845 11,9821
G2 1,2012+0,23042 1,1073 (0,27-2,28) 0,5265 1,8968
Proteinas
Totais G3 1,4545+0,24259 1,1483 (0,66-2,66) 0,7683 2,2789
G4 1,0994+0,13301 1,0105 (0,60-1,94) 0,7310 1,4556
mo G5 1,3096+0,22296 1,0188 (0,59-2,30) 0,6585 2,0151
G6 1,3548+0,30650 1,0458 (0,34-3,66) 0,6581 1,7946
Gl 0,3120+0,04912 0,2750 (0,14-0,60) 0,1725 0,4450
Proteinas G2 0,3660+0,08168 0,3550 (0,09-0,84) 0,1200 0,5725
) * G3 0,4920+0,13552 0,2400 (0,16-1,46) 0,1850 0,7700
Normalizadas
G4 0,3690+0,08428 0,3150 (0,11-0,88) 0,1725 0,5125
mg/mim G5 0,4010+0,08916 0,2700 (0,13-0,98) 0,1800  0,6475
G6 0,3950+0,09922 0,2800 (0,12-1,12) 0,1900 0,5250

Fonte: Elaborado pela autora

* Valores de proteinas totais normalizadas com base no fluxo salivar (mg/min)

5.1. Avaliacdo da normalidade dos dados

Os resultados dos testes de normalidade demonstraram que, com

excecao das variaveis idade (P= 0,000) fluxo salivar (P= 0,012), 12 amostra da

duplicata de proteinas totais médias em G 5 ( P=0,014), concentracfes de proteinas

totais em G 5 (P=0,045) e G 6 (P= 0,048), todas as demais variaveis apresentaram

distribuicdo normal (Tabela 3).



Tabela 3. Teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da distribuicdo dos dados.
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Shapiro-Wilk
Variaveis Grau de P-valor
Estatistica
Liberdade

Idade 0,651 10 0,000*
FluxoSalivar 0,793 10 0,012*
G1 ProteinasTotais_1a 0,859 10 0,074
G1 ProteinasTotais_2a 0,878 10 0,123
G1 ProteinasTotais_Média 0,899 10 0,215
G1 Proteinas Normalizadas 0,904 10 0,245
G2 ProteinasTotais_1la 0,940 10 0,557
G2 ProteinasTotais_2a 0,874 10 0,112
G2 ProteinasTotais_Média 0,888 10 0,159
G2 Proteinas Normalizadas 0,884 10 0,146
G3 ProteinasTotais_1a 0,851 10 0,060
G3 ProteinasTotais_2a 0,919 10 0,350
G3 ProteinasTotais_Média 0,865 10 0,087
G3 Proteinas Normalizadas 0,784 10 0,009
G4 ProteinasTotais_1a 0,967 10 0,864
G4 ProteinasTotais_2a 0,927 10 0,422
G4 ProteinasTotais_Média 0,931 10 0,457
G4 Proteinas Normalizadas 0,840 10 0,044
G5 ProteinasTotais_1la 0,799 10 0,014*
G5 ProteinasTotais_2a 0,966 10 0,850
G5 ProteinasTotais_Média 0.841 10 0.045*
G5 Proteinas Normalizadas 0.863 10 0.083
G6 ProteinasTotais_1a 0.860 10 0.077
G6 ProteinasTotais_2a 0.847 10 0.054
G6 ProteinasTotais_Média 0.843 10 0.048*
G6 Proteinas Normalizadas .808 10 0.018

* p<0,05

Fonte: Elaborado pela autora

5.2. Avaliacédo das correlagdes entre os grupos

Observou-se uma correlagdo positiva muito forte entre as duplicatas (12 e

22 amostras analisadas) das analises de concentracdo proteica dos grupos G1 (r=
0,845; p= 0,02), G2 (r= 0,769; p= 0,009), G3 (r= 0,774; p= 0,009), G4 (r= 0,113), G5

(r= 0,836; p= 0,003) e G6 (r= 0,980; p= 0,000).
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As concentragbes médias de proteinas totais demonstraram uma
correlacdo negativa muito forte com o fluxo salivar em G1 (r= -0,0794; p= 0,020), e
uma forte correlagdo nos grupos G4 (r=-0,690; p= 0,027) e G5 (r=-0,626; p= 0,05).
Em contrapartida, essas correlagbes ndo foram observadas em G2 (r= -0,568; p=
0,087), G3 (r= -0,476; p= 0,164), e G6 (r= -0,528, p= 0,117). Uma correlacéao entre

proteinas totais e idade s6 foi observada no grupo G3 (rho=0,762; p= 0,01).

5.3. Comparacao entre 0s grupos

O uso de diferentes tratamentos na saliva, ndo gerou alteracbes
estatisticamente significantes nas concentragcbes de proteinas totais médias,
F(5,45)= 1,132, p= 0,358. Esses resultados foram, também, observados ao se
comparar as meédias de proteinas totais com base no fluxo salivar dos voluntérios,
F(5,45) = 2,068, p= 0,087. (Tabelas 4 e 5; Figuras 1 e 2)

Tabela 4. Comparacdo entre os diferentes grupos de tratamento da saliva com relacdo a
variavel concentracdo total média de proteinas, através do teste ANOVA para medidas
repetidas (p<0,05)

Proporcao
Somatdério de de
) ) Grau de ) _
Variavel Medidas ) Média F p.Valor | Diferenca
) Liberdade
Tipo Il de
Variancia
Sphericity Assumed 0,801 5 0,160 | 1,132 | 0,358 112
Grupos de )
Greenhouse-Geisser 0,801 3,009 0,266 |1,132 | 0,354 112
Tratamento
Sali Huynh-Feldt 0,801 4,689 (0,171 (1,132 | 0,358 112
aliva
Lower-bound 0,801 1,000 0,801 |1,132 | 0,315 112
Sphericity Assumed 6,372 45 0,142
Greenhouse-Geisser 6,372 27,082 10,235
Error (Grupos
de Tratamento
) Huynh-Feldt 6,372 42,202 0,151
Saliva

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 5 - Comparacao entre os diferentes grupos de tratamento da saliva com relacéo a

variavel concentracdo total de proteinas ajustadas com base no fluxo salivar, através do
teste ANOVA para medidas repetidas (P<0,05).

Proporcéo
) Somatorio de
Variavel ) Grau de o )
de Medidas | Média F  |p.Valor | Diferenga
_ Liberdade
Tipo I de
Variancia
G Sphericity Assumed 0,176 5 0,035 | 2,068| 0,087 187
rupos
P Greenhouse-Geisser 0,176 2,495 0,071 | 2,068| 0,141 187
Tratamento
sal Huynh-Feldt 0,176 3,528 0,050 | 2,068 0,116 187
aliva
Lower-bound 0,176 1,000 0,176 | 2,068| 0,184 187
Sphericity Assumed 0,768 45 0,017
Error (Grupos Greenhouse-Geisser 0,768 22,457 0,034
Tratamento Huynh-Feldt 0,768 31,756 0,024
Saliva)
Lower-bound 0,768 9,000 0,085

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 1. Médias marginais estimadas de
proteinas totais para os diferentes grupos de

tratamento

da saliva.

Figura 2. Médias marginais estimadas de
proteinas totais ajustadas com base no
fluxo salivar para os diferentes grupos de
tratamento da saliva.

Médias marginais estimadas

Modias marginais estimadas do proteinas totais

Madias margnais sstimasas

Mactas margaas eatimadss de proienas o

GruposTratamentoSaliva

Fonte: Elaborado pela autora

Y
‘

GruposTratamentoSaliva
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6. DISCUSSAO

O uso da saliva como meio para diagnostico exige um grande controle na
manipulacdo e armazenamento das amostras. O uso de centrifugacéo, e inibidores
de proteases prepara a saliva para permanecer estavel. Neste trabalho avaliamos
se existe alteragdo na concentracdo das proteinas salivares, na presenca de
variaveis como centrifugacdo das amostras em etapas distintas, temperatura durante
0 armazenamento e a utilizacdo de um coquetel de inibidores de protease, também
em momentos diferentes.

A correlacéo positiva entre as duplicatas (1% e 2% amostras avaliadas) das
analises da maioria dos grupos, obtidas neste trabalho, confirma a hipétese de que a
concentracdo das proteinas nao foi alterada nas varidveis, temperatura,
centrifugacdo e adicdo de inibidor de protease, estudadas, ndo apresentando
correlacdo estatisticamente significativa, salvo em G4 (centrifugadas logo apés a
coleta, que somente recebeu inibidor enzimatico no ato da analise e foram
conservadas a -80° C por 30 dias), no qual se observou correlacdo entre suas
medidas. A auséncia de alteracdes na concentracdo de proteinas resultante neste
trabalho ndo condiz com o que encontrou Esser (2008), que examinou amostras de
saliva total fresca ap0s incubacdo da mesma, com e sem inibidores de proteases e
metabolismo bacteriano, através da andlise SELDI, e demonstraram haver
degradacdo das proteinas salivares com trinta minutos apos a coleta da saliva. Na
realidade, o autor informou iniciar o processo de degradacao das proteinas durante a
coleta das amostras de saliva. Entretanto, Liu et al (2010) observaram n&o haver
diferencas, estatisticamente significantes quando na adicdo de inibidores de
protease se poderiam afetar os resultados quantitativos e qualitativos, do perfil
microbiano na saliva de vinte e dois doadores, processada imediatamente apds a
coleta.

Resultados observados, neste presente trabalho, demonstraram néo
haver diferencas significativas nos niveis de proteinas totais por efeito da variante
temperatura, ndo coincidindo com Xiao & Wong (2012) que observaram diferencga
significativa na expressao de proteinas salivares, na presenca de temperatura de
armazenamento de -80° C e temperatura ambiente, quando na auséncia do uso de
inibidor (p = 0,024, n = 4). Entretanto, quando as amostras de saliva foram

armazenadas a temperatura ambiente com adicdo de etanol a 20%, ndo houve
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diferenca estatisticamente significativa. Jong et al, (2011) estudando a concentragdo
de peptideos na saliva, avaliou os efeitos do grau de congelamento das amostras, o
estado nutricional do doador (alimentado VS jejum) e degradacdo do nivel de
abundancia de peptideos em temperatura ambiente. A manutencdo em temperatura
ambiente (20° C) mostrou influéncia estatisticamente insignificante nos primeiros 15
minutos, entretanto, apds 24h, mostrou uma queda estatisticamente significante na
concentracdo de peptideos. Chevalier et al. (2007), ao analisar amostras de saliva
estimulada por meio de eletroforese, uni e bi dimensional, apos armazenamento das
amostras de saliva em trés diferentes temperaturas (-20° C, 4° C, e 20° C), com
variantes de centrifugacéo e adicao de inibidor de protease, demonstrou nédo haver
alteracdo na concentracdo de proteinas salivares quando as amostras foram
mantidas em temperatura ambiente por até 24h. Contudo, entre 7 e 30 dias houve
uma reducdo da banda alfa-amilase. A variavel concentragdo meédia, de proteinas
totais, demonstrou neste estudo uma correlagdo negativa muito forte com o fluxo
salivar em G1(Centrifugados apds a coleta, ndo recebeu inibidor enzimatico, mantida
24h em temperatura ambiente e depois conservada a -80° C por 29 dias) e uma forte
correlacdo nos grupos G4 (centrifugadas logo apds a coleta, somente recebeu
inibidor enzimatico no ato da anélise e foram conservadas a -80° C por 30 dias) e G5
(centrifugadas apds 30 dias, mantidas a -80° C e n&o recebeu inibidor), ndo sendo
observada correlacdo entre os grupos G2 (centrifugadas apdés a coleta, néo
receberam inibidor enzimatico e mantidas a -80° C por trinta dias) G3 (centrifugadas
apos a coleta e receberam inibidor enzimatico, sendo mantidas a -80° C por 30 dias)
e G6 (centrifugadas apés 30 dias e receberam inibidor no ato da analise, mantidas a
-80° C). Walsh et al (2004), encontraram uma reducao no fluxo salivar e um aumento
na concentracdo das proteinas totais, num estudo que avalia a concentracdo das
proteinas e fluxo salivar na presenca de desidratacdo. Lopez et al (2003), para
determinar caracteristicas fisicas e bioquimicas da saliva de um grupo de criancas
diabéticas, mostraram, também, uma inversdo nos parametros de proteinas totais
quando relacionadas com o fluxo salivar. Panchbhai et al, (2010) encontrou
resultados que coincidentes, estudando diferentes grupos de diabéticos, controlados
e ndo controlados na india, que observaram uma significante correlagido negativa
nos niveis de proteinas totais e fluxo salivar de ambos os grupos .

Nesta pesquisa, apenas as amostras do G3, (centrifugadas logo apds a

coleta, que receberam inibidor imediatamente e foram armazenadas a temperatura
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de -80°C por 30 dias), demonstraram correlacéo estatisticamente significante entre
proteinas totais e idade. Bales et al (1990) avaliaram as concentra¢des normais de
oligoelementos e proteinas totais na saliva da parétida (sobrenadante) e saliva total,
plasma e cabelo em 278 adultos saudaveis: jovens (18-29 a), meia idade (30-64 a) e
idosos (65-93 a), onde a media dos valores de proteinas totais foram superiores
para o grupo de idosos, tanto no sobrenadante da saliva da parétida, quanto saliva
total, mostrando uma correlagéo positiva com o aumento da idade. Bem-Aryeh et al
(1986), estudando a concentracdo das proteinas salivares em dois grupos de
voluntarios: jovens (37£10.5 anos) e velhos (66+ 3.3 anos), para avaliar o efeito da
idade nas glandulas salivares, comparou saliva total estimulada, saliva total em
repouso e saliva da paroétida, e, observou haver uma diminuicdo do fluxo salivar com
o0 aumento da idade, e ndo apresentou diferencas estatisticamente significantes na
concentracdo das proteinas totais de nenhum tipo de saliva.

Os resultados da presente pesquisa levam a concluir que os diferentes
protocolos de tratamento dado a saliva apdés sua coleta ndo alteram
guantitativamente as proteinas totais salivares, seja pela alteracdo no momento da
centrifugagéo das amostras, a utilizagdo ou n&o de inibidores de proteases, aliados a
manutencdo dessas amostras em temperatura ambiente por 24 horas. Esses
resultados nédo excluem a possibilidade de alteragbes qualitativas na expressao de
proteinas e peptideos devido a possibilidade de desnaturacdo dos mesmos, sendo
necessarios estudos mais detalhados para investigacdo dos parametros qualitativos
de saliva total humana.

Um grande passo foi dado na direcdo de facilitar o armazenamento da
saliva apos a sua coleta. O resultado desta pesquisa mostrou que o fato de
centrifugar ou néo centrifugar a saliva num prazo de até 30 dias, que a permanéncia
das amostras em temperatura ambiente por 24h e que a adi¢cdo de inibidores de
proteases antes ou apos 30 dias, no momento da andlise, ndo interfere no perfil de
proteinas totais, facilitando a utilizacdo da saliva como meio de andlise alternativo. A
liberdade de poder contar com 24h para o deslocamento das amostras, de nao
necessitar de centrifuga no local da coleta e ndo exigir a adicdo imediata de
compostos de alto valor aquisitivo, pode favorecer as pesquisas em saude publica,
somando mais uma vantagem aos contextos de facil coleta, menor 6nus, e

capacidade de diagnostico e monitoramento de alteragfes sistémicas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A concentracdo de proteinas totais tende a diminuir com o aumento no
fluxo salivar;

O perfil de proteinas totais de amostras de saliva centrifugadas logo apoés a
sua coleta, e que receberam adicdo de inibidor de proteases é semelhante
ao observado nas amostras de saliva centrifugadas logo apdés a sua
coleta, e que nao receberam adicao de inibidor de proteases;

O perfil de proteinas totais de amostras de saliva centrifugadas logo apés a
sua coleta, que n&o receberam adicdo de inibidor de proteases e
permaneceram 24 horas em temperatura ambiente ndo se diferenciou do
perfil proteico salivar de amostras tratadas de forma semelhante quanto a
centrifugacéo e adicédo de inibidor;

A centrifugacdo das amostras de saliva 30 dias apds a coleta, ndo alterou o
perfil de proteinas totais dessas amostras;

O perfil de proteinas totais de amostras que ficaram 24 horas em
temperatura ambiente e depois foram mantidas a -80° C néo se diferenciou
do perfil proteico salivar de amostras que foram mantidas a -80° C por 30

dias.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa
intitulado “AVALIACAO DA COMPOSICAO PROTEICA SALIVAR FRENTE A
DIFERENTES PROTOCOLOS DE TRATAMENTO DA SALIVA® sob a
orientacdo da Prof* Dr2 Cristiane Sa Roriz Fonteles. Sua participacdo é
importante, porém, ndo deve participar contra a sua vontade. Leia com atencéo
as informacbes abaixo, sentindo-se livre para fazer qualquer pergunta que
desejar, para que ndo haja duvida alguma sobre os procedimentos a serem
realizados.

Ao assinar este termo que consta de seu nome e idade, vocé estara
declarando que por meio de livre e espontdnea vontade, estara participando como
voluntario do projeto de pesquisa citado acima, de responsabilidade da
pesquisadora Iéda Maria Rocha Lima Vieira da Fonseca, aluna do mestrado do
Programa de Pé6s-Graduacéo do Curso de Odontologia, da Universidade Federal
do Ceard. O abaixo- assinado estaréa ciente que:

a) Vocé devera comparecer na Clinica Integrada, da Faculdade de
Odontologia da UFC, em jejum de 2h e higienizar a boca 1h antes.

b) Durante o estudo vocé devera fornecer informagdo sobre o estado

geral de saude.

C) N&o havera dor.

d) A pesquisa NAO TRARA PREJUIZO a vocé.

e) NAO CORRE NENHUM TIPO DE RISCO ao participar desta pesquisa
f) Apenas devera colher saliva passivamente em um copo milimetrado.

g) Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper sua participacao
neste estudo no momento que desejar, sem necessidade de qualquer explicagao.

h) Sua identidade ser4d mantida em sigilo. Os responsaveis pela
pesquisa ndo o identificardo por ocasido da exposicdo e/ou publicacdo dos
resultados obtidos.

i) E condicdo indispenséavel para participagdo no estudo, que vocé nio

tenha doenca sistémica, nem fazer uso de medicacdo que possa alterar o fluxo



e/ou a composicao salivar, tais como: antidepressivos triciclicos, anti-histaminicos,
antieméticos, bronco-dilatadores).

j) O surgimento de resfriados ou viroses, com consequente uso de
medicacfes por periodo de tempo limitado, ndo exclui vocé do estudo.

[) Caso venham a surgir ddvidas ou perguntas, sinta-se livre para
contatar a Dra. Iéda (responséavel pelo projeto) na Faculdade de Odontologia (sala
1), ou no telefone 3366-8408 ou entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara-CEP/UFC, Rua Coronel Nunes de
Melo, 1000, pelo telefone: 33668344.

CONSENTIMENTO DE PARTICIPACAQ DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , de

Fortaleza-CE., de de 2015

Assinatura

Assinatura da pesquisadora



APENDICE B

1. IDENTIFICACAO

Nome:

Endereco:

Telefone:

Cor:

Sexo:

Data do exame: [

2. DADOS PESSOAIS

Local de Nascimento:
Cidade:

Pais:

Data do nascimento:

Dia/ més/ano [ Idade atual (meses)
3. CONDICOES DE SAUDE
Alteracdes sistémicas prévias?

Quais?

~ Alteracdes sistémicas atuais?

Estado:

Quais?

Quando foi diagnosticado?

Toma medicacao para essa doenca?

Quais?

Ja fez algum procedimento cirdrgico?

Identifique:

Teve alguma internacdo nos ultimos 5 anos?

Por quanto tempo? Porque?

Assinatura



