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Abstract: Saliva is a watery fluid that contains various substances which include
the proteins, glycoproteins (mucin), electrolytes (sodium, chlorine, potassium and
bicarbonate) and to a lesser extent, RNAase, DNAase, lysozyme, lactoperoxidase,
lipase, lingual , kallikrein and IgA. Knowing that nicotine stimulates the salivary
secretion in the oral cavity, this study aims to assess the levels of total proteins in
saliva of smokers, comparing the results with nonsmokers. In this study we
selected 27 volunteers aged between 19-25 years of which were divided into three
groups: (1) active smokers (less than 10 cigarettes / day), (2) active smokers (less
than 10 cigarettes / days) and (3) nonsmokers, and these control subjects. Saliva
samples were collected in appropriate containers, and centrifuged and stored in a
freezer until the time of analysis. The measurements of total protein were
performed by adding the samples of saliva-specific reagents (Folin reagent) was
read after 2-4 spectrophotometer. Statistical analysis was performed using
nonparametric tests. The levels of total proteins in saliva of smokers (Group 1:
22.6 mg / ml in the saliva and Group 2: 18.7 mg / mL saliva) showed significant
increases compared to nonsmokers (median 15.5 mg / mL saliva). Nicotine also
stimulates salivary secretion, causes changes in protein composition of saliva.
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Resumo: A saliva € um liquido aquoso que contém varias substancias das quais
destacam-se proteinas, glicoproteinas (mucina), eletrdlitos (sédio, cloro, potassio
e bicarbonato) e, em menor quantidade, RNAase, DNAase, lisozima,
lactoperoxidase, lipase lingual, calicreina e IgA. Sabendo que a nicotina estimula
a secrecao salivar na cavidade oral, este trabalho tem por objetivo avaliar os
niveis de proteinas totais na saliva de individuos fumantes, comparando o0s
resultados com individuos ndo fumantes. Neste estudo selecionamos 27
voluntarios com idades variando entre 19-25 anos dos quais foram divididos em
trés grupos: (1) individuos fumantes ativos (igual ou superior a 10 cigarros/dia),
(2) individuos fumantes ativos (menos que 10 cigarros/dia) e (3) individuos néo
fumantes, sendo estes individuos controles. As amostras de saliva foram colhidas
em recipientes apropriados, sendo centrifugadas e estocadas em freezer até o

momento das analises. As dosagens das proteinas totais foram realizadas
Revista EPeQ/Fafibe, 12. Ed., vol.01 62



mailto:redellajov@fafibe.br

adicionando-se nas amostras de saliva reativos especificos (reativo de Folin)
sendo as leituras realizadas em espectrofotdmetro 2-4. As analises estatisticas
foram realizadas através de testes ndo paramétricos. Os niveis de proteinas
totais na saliva dos individuos fumantes (Grupo 1: 22,6 mg/mL saliva e Grupo 2:
18,7 mg/mL saliva) apresentaram aumentos significantes em relagdo aos
individuos ndo fumantes (mediana: 15,5 mg/mL saliva). A nicotina além de
estimular a secrecao salivar, provoca alteracdo na composicéo protéica da saliva.

Palavras-chave: saliva, proteina, fumante, nicotina

1-Introducao

1.1-A Saliva e Sua Funcéao

A saliva € um fluido biolégico, aquoso que contém varias substancias,
principalmente, proteinas e glicoproteinas. Entre as glicoproteinas destaca-se a
mucina, considerada uma molécula de alto peso molecular que permite a saliva
apresentar propriedades viscosas e mucinosa. A mucina produzida pela secrecgéo
mucosa, é responsavel pela lubrificacédo e protecdo das superficies da cavidade oral.
Além disso, existe também a secrecéo salivar serosa que é composta pela ptialina ou
amilase salivar, que é uma enzima responsavel pela digestdo de amidos (reduz o
amido a moléculas de oligossacarideos). O pH otimo da amilase salivar € de
aproximadamente igual a 7,0 porém, ela torna-se ativa num pH de 4 e 11. A amilase
salivar termina sua funcéo no estdmago onde o pH, devido ao acido gastrico, reduz
para 4,0 e a enzima passa a ficar inativa (BERNE, & LEVY, 2000; GUYTON, & HALL,
2002).

Em menor quantidade, outros componentes fazem parte da saliva, entre eles,
RNAase, DNAase, lisozima, lactoperoxidase, lipase lingual, calicreina e
imunoglobulina do tipo A secretéria (DOUGLAS, 1999; HERNANDEZ, REIS &
DONADI, 1998 [1]; HERNANDEZ, REIS & DONADI, 2002 [2]).

1.1.2 — Capacidade- Tampdao da Saliva

A capacidade- tampao da saliva (CTS) € a propriedade de a saliva manter o
seu pH constante a 6,9-7,0, gracas aos seus tampdes, mucinato/ mucina, HCO3/ H,
CO3 e HPO4 /H, PO4, que bloqueiam o excesso de acidos e de bases.

Os tamp&es mucinato/ mucina e monofosfato/ bifosfato agem da mesma forma
e, assim, o elevado poder tamponante da saliva mantém a higidez da mucosa bucal e
dos dentes.

1.2- Estrutura das Glandulas Salivares
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As glandulas salivares sdo compostas pelas parétidas, submandibulares, e
sublinguais. As glandulas parétidas sédo maiores e inteiramente serosas, ou seja,
sua secrecdo ndo contém mucina. As glandulas submaxilares e sublinguais sao
mistas (mucosas e serosas) e secretam saliva mais viscosa contendo mucinas.
Os &cinos compreendem a parte inicial das glandulas, eles possuem células
cubicas e as suas caracteristica diferem pelas suas propriedades funcionais:
claras ou mucinogénicas e escuras ou zimogénicas. Além disso, 0s acinos
possuem uma rica irrigacdo sanguinea, e fibras nervosas que perfuram a
membrana basal (GUYTON, & HALL 2002). O sistema tubular e os ductos
excretores das glandulas salivares se diferenciam em trés porgoes:

e Tubulo intercalar, localizado préximo ao acino, constituido por células cubdides.
e Tubulo estriado, localizado na regido seguinte ao tabulo intercalar, é constituido
por células epiteliais colunares, semelhantes as células tubulares do rim.

e Ducto excretor, localizado na regido proxima ao tubulo estriado, é formado por
dois tipos de células: as superficiais (epitélio colunar) e as basais (achatadas).
Particularmente, as células basais sdo capazes de alterar o pH da saliva,
secretando ou absorvendo HCO3.

1.3- Digestao de Carboidratos na Boca e no Estbmago

Quando o alimento € mastigado, ele é misturado com a saliva que contém
enzima, como por exemplo, a ptialina. Essa enzima hidrolisa o amido do
dissacarideo maltose em outros polimeros pequenos de glicose que contém de 3
a 9 moléculas de glicose. Entretanto, o alimento permanece na boca por pouco
tempo e depois a digestdo do amido prossegue no corpo e no fundo do estbmago
durante até uma hora antes que o alimento seja misturado com as secrecdes
gastricas (PORTO, 2001; GUYTON & HALL, 2002).

1.4- Mecanismo de Secrecédo Salivar

A secrecdo salivar € um processo ativo, ou seja, necessita de gasto de
energia. Participam da secrecdo as células acinosas e as tubulares das trés
porcbdes, da glandula, mencionadas anteriormente. A secrecdo primaria é
produzida pelas glandulas secretérias terminais junto com os canais intercalares;
essa secrecdo é isotbnica em relacdo ao plasma, porém a composicao
eletrolitica da secrecdo é constante com o plasma (Na*, K, HCO3 e CI" ). A
secrecdo da amilase salivar ocorre quando os granulos de zimogénio
(provenientes das células acinares serosas) fundem-se com a membrana
plasmatica e liberam seu conteddo para o limem do segmento terminal
secretorio por exocitose (DOUGLAS, 1999; PORTO, 2001).
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1.5- Composicéo da Saliva

A saliva é uma solugdo aquosa, que apresenta como solvente a agua e
substancias organicas e inorganicas. A saliva tem uma composi¢do quimica que
varia de acordo com estimulos que o organismo recebe. A exemplo, estimulos
gustativos excitam um tipo de secrecdo que é rica em enzimas, enquanto que
outros estimulos mecéanicos excitam uma secre¢cdo mucosa (BERNE & LEVY,
2000).

Normalmente, secreta-se 1 mL/min de saliva, sendo que 70% dessa
guantidade é proveniente da glandula submandibular. Por ser realizado um
trabalho osmotico para que ocorra a secre¢ao salivar, esta se torna hiposmotica
em relacao ao plasma. No trabalho osmotico ocorre reabsorcéo de eletrélitos em
nivel dos tubulos intralobulares. Essa reabsorcéo talvez ocorra por transporte
ativo, onde pode variar dependendo da acéo dos hormoénios do cortex supra-renal
(mineralocorticéides). Nos quadros de desidratacdo, a osmolaridade da saliva
aumenta, sugerindo um mecanismo de transporte de agua pura, de forma similar
como ocorre a desidratacdo ou diluicio da urina nos rins. E importante
ressaltarmos que a saliva excretada pelas parétidas € mais hialina, devido ao
predominio dos acidos serosos, enquanto que a das submandibulares € mais
espessa devido ao predominio dos acidos mucosos (DOUGLAS, 1999).

O pH salivar é ligeiramente acido, variando de 5,75 a 7,05 sendo que este
valor esta intimamente ligado a concentracdo de CO2 no sangue. Portanto, se a
guantidade de CO2 livre no sangue aumentar, consequentemente, havera
também um aumento na saliva, fazendo com que o pH torne-se menos acido.
Com isso, novamente a glandula salivar estara se comportando de forma similar
ao rim, na sua funcao urinaria (BERNE & LEVY, 2000; GUYTON & HALL, 2002).

1.6- Componentes Orgéanicos da Saliva

As substancias organicas mais importantes na saliva séo: uréia, creatinina,
acido urico e aminoacidos como a glicose, que geralmente sdo eliminados em
baixas concentracbes por serem dependentes da taxa plasmatica. Na parte
protéica, destacam-se as glicoproteinas representadas pela mucina, que confere
a caracteristica de secre¢do mucosa e apresenta propriedades fisico-quimicas da
saliva; além de apresentarem um alto peso molecular, as glicoproteinas da saliva,
também possuem uma alta taxa de acido sialico, hexurénico e hexosamina.
Outras proteinas salivares sdo: amilase salivar (conhecida como ptialina), lipase
salivar, lisozimas (glicoproteina de acdo bacteriolitica), calicreina tecidual
(polipeptidio de acéo proteolitica), imunoglobulinas (IgA, IgG e IgM) e as
substancias protéicas sollveis que sdo substancias especificas dos grupos
sanguineos, similares aos aglutinogénios dos eritrécitos. A Tabela | sumaria
outras substancias encontradas na saliva em menor quantidade (BERNE & LEVY,

2000; GUYTON & HALL, 2002).
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Tabela I: Substancias encontradas na saliva em concentragdes reduzidas.

Outras substancias salivares

Proteinas

Funcdes

Fosfatase acida
Colbnio esterase
Ribonuclease

Presente nas secrecbes da parétida
submandibular

Lipase

Atua em alimentos gordurosos

Peroxidase

Inibe microorganismos

Lactoferrina

Propriedade bactericida

Histadina Acdao antifungica

Fonte: (Douglas,1999)
1.7- Substancias Inorganicas da Saliva

Os componentes inorganicos mais importantes encontrados na saliva sao:
1) Cloreto — Varia em relagéo a taxa de fluxo e possui taxa inferior a plasmatica.
2) Bicarbonato — Varia segundo o fluxo salivar e pode exceder a taxa
plasmatica.
3) Fosfato — Atinge uma concentragédo superior a do plasma e ndo depende da
taxa de fluxo.
4) lodeto — Varia de 100 a 200 vezes quando comparado as do plasma, mas seu
mecanismo de transporte ndo depende do horménio TSH (hormoénio tireo
estimulante) da hipofise, como ocorre na glandula tireéide.
5) Brometo — Possui concentragdo maior que no plasma e varia em relacdo a
taxa de fluxo.
6) Fluoreto — E importante nos tratamentos de prevencdo as caries. Possui
concentracfes baixas e sobre seu mecanismo de eliminacéo, acredita-se que seja
igual ao do cloreto.
7) Sédio — Varia em relacédo a taxa de fluxo e sua concentracdo é muito variavel.
8) Potassio — Sua concentracdo € superior a do plasma.
9) Caélcio —» Varia em relagdo a taxa de fluxo e sua concentracdo € muito

variavel.

1.8- Controle Endocrino da Secrecao Salivar

Foi observado que as glandulas salivares de ratos apresentavam um
dimorfismo sexual que desaparecia quando era injetado horménios sexuais
invertidos nos animais. Observou-se também que a castragdo produzia atrofia e
reducdo do contetdo de a-amilase e protease da glandula salivar. Portanto, esse
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fato indica que ocorre a agdo das gonadas sobre a funcao salivar. Dados da
literatura mostram que, através de mecanismos do controle endocrino, € possivel
regular a funcdo da glandula salivar, adaptando-se a condi¢des funcionais
diferentes. Além disso, é provavel que a etiopatogenia de alteracdes bucais,
esteja relacionada as influéncias dos horménios na funcdo da glandula salivar
(BERNE & LEVY, 2000; DOUGLAS, 1999; GUYTON & HALL, 2002 ).

1.9- Regulacdo Nervosa da Secrecéo Salivar

A secrecdo salivar € regulada, principalmente, por sinais nervosos
parassimpaticos provenientes dos nudcleos salivatérios superior e inferior no
tronco cerebral. Os nucleos salivatérios sdo excitados tanto por estimulos
gustatorios, quanto por estimulos tateis procedentes da lingua e de outras areas
da boca e da faringe. Quando uma pessoa cheira ou ingere alimentos que gosta,
a salivacdo € muito maior quando comparado aqueles alimentos de que nao
gosta. Isso sugere que a salivacdo pode ser estimulada ou inibida por sinais
nervosos que chegam aos nudcleos salivatorios provenientes de centros
superiores do sistema nervoso central. A area do apetite do encéfalo que regula
parte desses efeitos funciona, muitas vezes, em resposta a sinais provenientes
das areas do paladar e do olfato do cortex cerebral. Além disso, a salivagao
também pode servir para ajudar a diluir um fator irritante do estbmago e ajuda-lo a
diluir os alimentos, neutralizando as substancias que estdo causando a irritacao.
Isto posto, a salivagcdo pode ocorrer em resposta a reflexos que estdo sendo
originados no estbmago ou na por¢cado superior do intestino, quando o individuo
sente nauseas ou degluti substancias irritantes ao estomago ( ROSATELLI et al.,
2002).

Os nervos simpaticos ajudam na secrecao salivar, porém em namero bem
menor que a estimulacdo simpatica. Eles originam-se dos ganglios cervicais
superiores e seguem seu trajeto ao longo dos vasos sanguineos até as glandulas
salivares (ROSATELLI et al., 2002).

Um outro efeito que pode afetar a secrecdo salivar € o0 suprimento
sanguineo das glandulas. Trabalhos mostram que a propria saliva dilata
diretamente 0s vasos sanguineos e proporciona maior nutricdo para as células
secretoras, e este efeito vasodilatador € produzido pela calicreina, que € um
componente organico da saliva e atua como uma enzima transformando a o2-
microglobulina, para formar a bradicinina, que é um potente vasodilatador
(ROSATELLI et al., 2002).

2.1- Nicotina x Efeitos Metabélicos

O tabaco (componente do cigarro) € uma planta cultivada por suas folhas,
gue sdo fumadas, mascadas ou aspiradas, produzindo uma variedade de efeitos.
E considerada uma substancia que causa dependéncia, pois contém nicotina, um
agente quimico (SILVA, 2003)
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A nicotina tem efeitos depressivos sobre o corpo. O ténus e a atividade
intestinal aumentam, assim como a producdo de saliva e as secrecdes
bréonquicas. A estimulagéo do sistema nervoso central pode causar tremores no
consumidor inexperiente, ou até mesmo convulsdes, se a dose for alta. O
estimulo é seguido por uma fase que deprime os musculos respiratérios. Como
agente produtor de euforia, a nicotina provoca excitagdo e relaxamento nas
situacbes estressantes. Em média, o uso do tabaco aumenta a freqiéncia
cardiaca de 10 a 20 batidas por minuto, e aumenta a medida da pressao
sanguinea de 5 a 10 milimetros de mercurio (j& que contrai 0s vasos sanglineos).
A nicotina também pode aumentar a diaforese (sudorese), e produzir nduseas e
diarréia, em razdo de seus efeitos sobre o sistema nervoso central. Os efeitos da
nicotina sobre as atividades hormonais do corpo também sédo evidentes. Ela eleva
o nivel de glicose no sangue e aumenta a producdo de insulina. A nicotina
também tende a aumentar a agregacao plaguetaria, que pode levar a episédios
tromboticos (coagulos sanguineos) (GUYTON, 2002; PORTO, 2001)

A dependéncia que o tabaco causa tem sido bem documentada. O tabaco
é considerado um modificador do humor e comportamento, e também um agente
psicoativo, cujo uso tende a ser abusivo. Como um agente farmacologico
multissistémico que é administrado de forma voluntaria, acredita-se que tenha um
potencial vicioso maior comparado ao do alcool, cocaina e morfina (SILVA, 2003;
PORTO, 2001).

2-Objetivos

Posto que dados literarios apontam um aumento do volume da secrecéo
salivar em individuos fumantes ativos, este trabalho tem como objetivo principal a
analise bioquimica dos niveis de proteinas totais na saliva de individuos fumantes
ativos e nao fumantes.

3-Materiais e Métodos

Neste estudo selecionamos 27 voluntarios com idades variando entre 19-
25 anos dos quais foram divididos em trés grupos: (1) individuos fumantes ativos
(igual ou superior a 10 cigarros/dia), (2) individuos fumantes ativos (menos que 10
cigarros/dia) e (3) individuos ndo fumantes, sendo estes individuos controles.
Todos os voluntarios foram selecionados no Centro Universitario de Araraquara-
UNIARA .

Para a colheita da saliva, os voluntarios foram orientados em relacdo a
lavagem da cavidade oral (bochecho) com agua mineral sendo posteriormente
colhido ap6s alguns minutos a saliva por escoamento em tubos de ensaio na
guantidade de aproximadamente 2 mL. A seguir, a saliva foi centrifugada a 2000 g
por 10 minutos, em temperatura ambiente e o sobrenadante foi armazenado em
eppendorfs plasticos a-20°C, até o momento de sua utilizacao.

Para a quantificacdo das proteinas totais na saliva foi utilizado o método de

LOWRY et al. (1951), o qual se fundamenta na coordenacéo das ligacdes
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peptidicas com o cobre, em meio alcalino, seguida da reducdo dos &anions
fosfomolibdato e fosfotungstato do reagente de Folin, pelos residuos de tirosina e
triptofano das proteinas. Nessa reacdo, ocorre a formacdo de um produto de
coloracdo azul, que € proporcional a quantidade de proteina e a intensidade
colorimétrica, essa, quantificada em espectrofotbmetro a 660 nm. As dosagens
serdo efetuadas em duplicata e uma meédia dos valores foi utilizada para
comparacao das absorvancias com a curva padrao de soroalbumina bovina. Os
valores serdo expressos em mg de proteina/mL de saliva. As andlises estatisticas
foram realizadas através de testes nao paramétricos.

4-Resultados e Discussdes

A Tabela Il ilustra a caracterizacdo dos voluntarios (idade, sexo) inseridos
neste trabalho.

Tabela lI: Caracterizacéo dos voluntarios selecionados

Controle Grupo Il Grupo |
Fumantes < 10 cigarros | Fumantes >10 cigarros
/dia /dia
Voluntario | Idade | Sexo | Voluntario | Idade | Sexo | Voluntério | Idade | Sexo
1-CHBB 20 M 4- RBA 22 F 1-ERDS 21 M
2-MNH 22 F 2-REF 21 F 2-CSM 19 F
3-HUI 25 F 3-TRE 24 F 3-MD 23 F
4-MKL 23 F 4-GR 22 F 4-HJU 23 F
5-MHJ 20 M 5-AMR 21 F 5-GT 20 M
6-JU 24 M 6-ABO 25 F 6-TRE 24 M
7-MNO 21 F 7-AFR 21 M 7-MJU 20 F
8-MJ 20 F 8-TP 20 M 8-MHT 21 F
9-LOY 25 F 9-TRO 25 M 9-ABOM 24 F
(33% &4,67% ) (19 — 25 anos)
A Tabela Ill e a figura 1 ilustram os valores obtidos na dosagem de

proteinas totais na saliva dos individuos fumantes (grupos 1 e 2) e ndo fumantes,
expressos em mg/mL.

Tabela lll: Dosagem de Proteinas Totais na Saliva (mg/mL)

CONTROLE Grupo |l Grupo |
Fumantes < 10 | Fumantes >10
cigarros/dia cigarros/dia

1- 15.366 4- 18.78 1- 22.69

2- 16.00 2- 18.00 2- 23.10
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3- 16.12 3- 19.35 3- 32.76

4- 15.98 4- 19.95 4- 20.36

5- 13.65 5- 17.16 5- 19.200

6- 19.10 6- 20.30 6- 29.380

7- 15.80 7- 18.79 7- 21.665

8- 14.21 8- 18.02 8- 20.350

9- 16.51 9- 19.53 9- 25.036

Média = 15.50 Média = 18.78 Média = 22.69

Mediana = 15.50 Mediana = 18.79 Mediana = 21.66

IC =14.320 - 16.50 IC = 18.027 — 19.53 IC =20.350 — 25.03
25+

201
151
101

SO

Grupo 1 Grupo 2 Controle

Figura 1: Valores medianos das dosagens de proteinas totais na saliva de
individuos fumantes nos grupos 1, 2 e controle (grupo 1 > 10 cigarrros/dia e
grupo 2 < 10 cigarros dia) e grupo controle.

Os niveis de proteinas totais na saliva dos individuos fumantes do grupo 1
(mediana: 21,69 mg/mL saliva) apresentaram aumentos significativos em relacéo
aos individuos nao fumantes (mediana: 15,50 mg/mL saliva), sendo o valor de p=
0,0022 (figura 2).

25
20
15
10

p=0,0022

Grupo 1 Controle

Figura 2: Valores medianos das dosagens de proteinas totais na saliva de
individuos fumantes (grupo 1 > 10 cigarros/dia) e grupo controle.
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Os niveis de proteinas totais na saliva dos individuos fumantes do grupo 2
(mediana: 18,7 mg/mL saliva) apresentaram aumentos significativos em relagao
aos individuos ndo fumantes (mediana: 15,50 mg/mL saliva), sendo o valor de p=
0.0009 (figura 3).

20

15 p=0,0009
10

Grupo 2 Controle

Figura 3: Valores medianos das dosagens de proteinas totais na saliva de
individuos fumantes (grupo 1 > 10 cigarros/dia) e grupo controle.

5-Conclusdes

Este trabalho nos permite sugerir que:

1) A analise dos niveis de proteinas totais na saliva de individuos
fumantes foram aumentadas em relacdo aos achados
observados nos individuos ndo fumantes;

(2) Existe uma correlacdo significativa entre os niveis de proteina
salivar e quantidade de cigarro utilizada por dia entre os dois
grupos de fumantes analisados;

(3) A nicotina além de estimular a secrecdo salivar, provoca
alteracdo na composicéao protéica da saliva.
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