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RESUMO

TEIXEIRA, L. Estudo da ac¢io de B-glicosidases na volatilizacédo de compostos
aromaticos em saliva humana e sua possivel relacdo com halitose. 2019. Dissertacéo
(Mestrado em Bioquimica e Biologia Molecular) - Universidade do Estado de Santa Catarina,
Lages, 2019.

B-glicosidases sé@o enzimas biologicamente ativas presentes em muitos organismos Vivos.
Possuem papel importante para obtencdo energética e podem participar de reacdes de sintese e
quebra de oligossacarideos. S&o de interesse para biotecnologia por estarem associadas a
liberacdo de moléculas volateis e aromaticas, podendo ser utilizadas para enriquecimento de
alimentos e bebidas. Pouco se sabe sobre B-glicosidases na saliva humana e sua relagdo com
condicdes bucais. Estudos prévios indicam a presenca destas enzimas na saliva de pacientes
com doencas periodontais, enquanto outros sugerem que estas enzimas podem estar associadas
a uma percepcdo diferenciada do paladar. Neste contexto, este estudo buscou determinar a
atividade de B-glicosidases na saliva humana e sua possivel relagdo com a presenca de biofilme
dental, volatilizacdo de compostos aromaticos associados a halitose e a possivel acdo do xilitol
sobre estas enzimas. Para tanto, amostras de saliva de 48 voluntarios (selecionados e
adequadamente orientados) foram analisadas por meio de ensaios enziméaticos com o substrato
cromogeénico p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pPNPG) buscando-se determinar a atividade de
enzimas B-glicosidases neste fluido corporal. A possivel acdo do xilitol sobre a enzima foi
investigada por ensaios com pNPG na auséncia e na presenga de xilitol. Os dados foram
relacionados com condi¢Bes clinicas observadas no exame odontoldgico individual. Os
resultados indicam que B-glicosidases salivares possuem origem bacteriana e que pacientes com
acumulo de biofilme dental e halitose apresentam maior atividade -glicosidasica. Além disso,
analises por cromatografia gasosa mostraram a capacidade de enzimas f-glicosidases exdgenas
(provenientes de Bacillus polymyxa) em modificar o perfil aroméatico de amostras de saliva,
sugerindo que a presenca destas enzimas pode favorecer a liberagdo de compostos volateis
aromaticos e ser um dos fatores associados a halitose de origem bucal. O xilitol inibiu a enzima
de forma ndo competitiva, portanto, sugerimos que a inibicdo sobre B-glicosidases pode ser
umas das explicacdes para a acdo antiaderente ja conhecida do xilitol.

Palavras-chave: p-glicosidase. Saliva. Halitose. Biofilme. Xilitol.






ABSTRACT

TEIXEIRA, L. Study of B-glucosidase activity on the volatilization of aromatic
compounds in human saliva and its possible relation with halitosis. 2019. Dissertation
(Master's degree in Biochemistry and Molecular Biology) - State University of Santa
Catarina, Lages, 20109.

B-glucosidases are biologically active enzymes present in the living organisms. They have an
important role for obtaining energy and can participate in synthesis and breakdown reactions
of oligosaccharides. They are of interest for biotechnology because they are associated with the
release of volatile and aromatic molecules, and can be used to enrich food and beverages. Little
is known about B-glucosidases in human saliva and its relation to oral conditions. Previous
studies indicate the presence of these enzymes in the saliva of patients with periodontal
diseases, while others suggest that these enzymes may be associated with a differentiated
perception of the palate. In this context, this study aimed to determine the activity of B-
glucosidases in human saliva and its relationship with the presence of dental biofilm, halitosis
and the possible action of xylitol on these enzymes. For that, salivary samples of 48 volunteers
(selected and properly oriented) were analyzed by enzymatic assays with the chromogenic
substrate p-nitrophenyl-p-D-glucopyranoside (pNPG) to determine the activity of p-
glucosidases enzymes in this body fluid. The possible action of xylitol on the enzyme was
investigated by pNPG assays in the absence and presence of xylitol. The data were related to
clinical conditions observed in the individual dental examination. The results indicate that
salivary B-glucosidases have bacterial origin and that patients with dental biofilm accumulation
and halitosis present higher B-glucosidase activity. In addition, gas chromatographic analyzes
showed the ability of exogenous B-glucosidases enzymes (from Bacillus polymyxa) to modify
the aromatic profile of saliva samples, suggesting that the presence of these enzymes may favor
the release of volatile aromatic compounds and be one of the factors associated with oral
halitosis. Xylitol appears to inhibit the enzyme in a noncompetitive manner, so we suggest that
inhibition over B-glucosidases may be one of the explanations for the already known non-stick
action of xylitol.

Key words: B-glucosidase. Saliva. Halitosis. Biofilm. Xylitol.
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1 INTRODUCAO

B-glicosidases sdo enzimas glicosidicas biologicamente ativas presentes em todos 0s
reinos vivos. Estdo associadas a diversas funcdes e vias metabdlicas, tendo papel importante
para obtencdo energética, liberacdo de moléculas de interesse e sintese de carboidratos,
desempenhando funcBes de hidrdlise, hidrolise reversa e transglicosilagdo (KETUDAT
CAIRNS e ESEN, 2010; BATHIA et al., 2002). A quebra de ligagdes B-glicosidicas de
oligossacarideos e glicosideos estdo entre suas principais fungdes cataliticas conferindo a estas
enzimas aplicagdes industriais e agrondmicas. Em extratos vegetais, a atividade destas enzimas
estd associada a liberacdo de perfumes e compostos tdxicos relacionados a protecdo
(KETUDAT CAIRNS e ESEN, 2010), ja em microrganismos parecem desempenhar funcéo
importante para obtencdo energética (KRISCH et al., 2010). Sabe-se que o tratamento de
alimentos e bebidas, especialmente provenientes de extratos vegetais, com [B-glicosidases
produzidas por bactérias, fungos ou leveduras, desempenha significativa mudanca e melhora
no perfil aromatico dos mesmos a partir da liberacéo de terpenos, compostos fendlicos e alcoois
ciclicos associados a hidrolise de precursores de aroma em forma de -glicosideos (GUEGUEN
etal., 1997; WANG et al., 2013; KETUDAT CAIRNS e ESEN, 2010; BATHIA et al., 2002).
Existe evidéncia de que a saliva humana possa estar envolvida com a liberagdo ou retencéo de
compostos aromaticos provenientes da dieta, sendo que a diluicdo destes compostos, hidrélise
de precursores aromaticos e retencdo de moléculas odoriferas a proteinas salivares sdo fatores
que podem alterar a percepcao do aroma pelo sistema olfativo (PLOYON; MORZEL; CANON,
2017). De acordo com Mufioz-Gonzalez et al. (2015) a microbiota oral pode modificar
caracteristicas aromaticas de extratos vegetais, sugerindo que bactérias residentes ou presentes
no biofilme dental sdo capazes de liberar compostos aromaticos a partir da hidrélise de
precursores de aroma em forma de glicosideos.

A cavidade bucal é formada por diferentes superficies cobertas por uma gama de
bactérias organizadas em biofilmes que frequentemente estdo associadas a doencas bucais
(AAS et al., 2005; GIBBONS, 1989; MARSH e ZAURA 2017). A placa, ou biofilme dental,
é uma das comunidades microbianas mais complexas do corpo humano, sendo extensamente
estudada e definida como um conjunto diversificado de microrganismos embebidos em uma
matriz extracelular, aderidos a componentes orais. As bactérias presentes na placa dental
interagem entre si de forma que o biofilme pode ser entendido como uma comunidade
microbiana coordenada, organizada e metabolicamente integrada. (GIBBONS e HOUTE, 1975;
HOUTE, 1982; MARSH, 2004; MARSH e ZAURA 2017). Enzimas bacterianas, como


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Canon%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28254014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Canon%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28254014
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glicosiltransferases e glicosilhidrolases, desempenham um papel importante na adaptacdo e
sobrevivéncia de tais microrganismos, atuando na quebra e sintese de carboidratos variados
(INUI et al., 2015). B-glicosidases ja foram encontradas em fluidos provenientes da cavidade
bucal porém, sua origem especifica ainda ndo é totalmente conhecida, sendo associada
inicialmente a codic6es bucais patoldgicas como gengivite e periodontite (SODERLING et al.,
1987). Estudos de expressdo génica de Streptococcus gordinni, um dos microrganismos
pioneiros na formacdo da placa dental, demonstraram que enzimas glicosidicas, como as -
glicosidades, s@o essenciais para a formacéo do biofilme bacteriano (KILIC et al., 2004). Além
disso, a atividade de B-galactosidases, produzidas por bactérias orais, j& foi relacionada a
producdo de compostos volateis associados a halitose a partir da desglicosilacéo e protedlise de
glicoproteinas salivares, podendo esse ser um passo inicial para a producao do mau odor bucal.
Entretanto, o estudo destas enzimas por si s6 ndo é suficiente para determinar o papel de
glicosidases na producdo de compostos volateis na cavidade bucal (SUZUKI; MASAHIRO;
HIROFUJI, 2012; AYLIKCI e COLAK, 2013; STERER; GREENSTEIN; ROSENBERG,
2002). A halitose € uma queixa muito comum entre 0s pacientes que procuram tratamento
odontolodgico e apesar de ser multifatorial, esta em sua maior parte, associada a cavidade bucal
(AYLIKCI e COLAK, 2013; STERER; GREENSTEIN; ROSENBERG, 2002).

Substancias capazes de controlar microrganismos orais e interferir na adeséo
bacteriana as superficies bucais sdo de grande importancia para o controle do biofilme,
prevencdo de doencas, manutencdo da saude bucal e bem estar. O xilitol, um acUcar sintético
usado como substituto da sacarose, apresenta muitas aplicacGes clinicas e suas principais
propriedades consistem em efeitos anticariogénicos e antiaderentes, reduzindo a adesdo de
bactérias importantes para a formacdo de biofilme (ABDUL RAZAK el at., 2017; ARCANO
et al., 2018; JANAKIRAM; DEEPAN KUMAR; JOSEPH, 2017; SODERLING et al., 1987).
Vaérios estudos demonstraram que este acuUcar sintético age na diminui¢do da formacdo do
biofilme dental (SODERLING et al., 1987; SODERLING e HIETALA-LENKKERI, 2010), no
entanto, 0 seu modo exato de acdo antiaderente ainda ndo é completamente compreendido.
Neste contexto, este estudo buscou determinar a atividade de p-glicosidases na saliva humana,
sua possivel relagdo com o biofilme dental e liberagdo de compostos volateis que podem estar

associados a halitose, bem como a a¢éo do xilitol sobre estas enzimas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deepan%20Kumar%20CV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28250669
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joseph%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28250669
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 B-GLICOSIDASES

B-glicosidases constituem um grupo de enzimas glicosidicas biologicamente
importantes que estdo presentes em todos os reinos vivos, desde microrganismos até mamiferos
e desempenham funcgbes variadas ao catalisar a hidrolise de ligagdes glicosidicas (KETUDAT
CAIRNS e ESEN, 2010). Em condicdes fisiologicas essa reacdo resulta no rompimento de
ligacGes B-glicosidicas formadas entre o grupo hemiacetal- OH de uma aldose ou glicose ciclica
e 0 grupo —OH de outro composto (BATHIA et al., 2002), levando a quebra de oligossacarideos
e glicosideos com a consequente liberacdo de residuos de glicose e agliconas (KETUDAT
CAIRNS e ESEN, 2010) (ver Figura 1). Em condicdes definidas, reacdes de hidrélise reversa
ou transglicosilacdo podem ser catalisadas por estas enzimas, gerando produtos alongados
provenientes da ligacdo de residuos glicidicos a diferentes moléculas como oligossacarideos e
alcoois (BATHIA et al., 2002) (ver Figuras 2 e 3). Segundo Crout e Vic (1998) a incubacéo de
doadores de glicose (monossacarideos, oligossacarideos ou glicosideos) com [B-glicosidases
permite a formacdo do intermediario glicosil-p-glicosidase que pode ser interceptado por agua
gerando produtos da hidrolise ou por um aceptor de glicose, permitindo a formacéo de um novo
glicosideo ou polissacarideo. Esta acdo dupla das B-glicosidases é fundamental em muitas vias
bioldgicas importantes como sinalizacdo celular, biossintese e degradacdo de polissacarideos
estruturais e de reserva e interagdes patdgeno-hospedeiro, além disso, podem desempenhar

funcdes importantes na area da biotecnologia (BATHIA et al., 2002).

Figura 1 - Exemplo de hidrolise realizada por enzimas B-glicosidases

OH
B-glicosidase  H( ::éL
H( - OH

i
OH

Glicose Genisteina

Fonte: Adaptado de PEI et al., 2016.
Isoflavonas em forma de glicosideos podem ser hidrolisadas para a liberacdo de agliconas fendlicas e glicose.
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Figura 2 - Exemplo da formacéo de B-glicosideos por B-glicosidases de améndoas doce em
condigdes definidas

OH
B-glicosidase

< S
-.-IO D
HO M + RXH - HO~
OH
HO tert-BuOH: H,O HO xR

OH (80:10% wiv OH
0.3 M 08M 50°C
OH OH OH
w] 8] O
HO o] OH HO o NHCOCE HCy s SH
Hgﬁﬁ/ A HO . ? HO s
OH 6 OH 6 OH 3
22% predugio 7% produgio 17% produgdo

Fonte: Adaptado de CROUT e VIC, 1998.
Formagédo de uma variedade de B-glicosideos a partir da acdo de sintese de B-glicosidases de améndoas doce em
meio contento proporg¢des de altas concentragBes de solventes organicos e 10 a 20% de &gua.

Figura 3 - B-glicosideos sintetizados por B-glicosidases de améndoas doce em condigdes

definidas Il
B-rlicosidaze
HO)—~—2 = . HO)— ==
. on + ROH ™ (HO), OR
(1 qu viv)
0aM 0% (vwiv) S0°C
OH OH \/@ HO _OH
8] O 0
HO O HO (o]
OH OH OH
62% produgio 40% predugio 14% produgio

Fonte: Adaptado de CROUT e VIC, 1998.
Formagéo de glicosideos sintetizados utilizando B-glicosidases de améndoas doce em reacdo contendo mistura de
hexose, alcool (90%) e agua (10%). O alcool atua como solvente e aceptor glicidico.
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2.1.1 Funcdes e aplicacBes das B-glicosidases enddgenas e exdgenas

As B-glicosidases intrinsecas aos organismos desempenham fungdes importantes para
protecao e perpetuacdo da especie. Enzimas presentes em plantas parecem ter diversas acoes e
estdo associadas a liberacéo de toxinas e perfumes. Plantas possuem glicosideos formados por
compostos toxicos que quando hidrolisados por B-glicosidases atuam para defesa, além disso,
a parede celular destes organismos é rica em carboidratos que quando clivados se tornam
excelentes fontes de carbono (KETUDAT CAIRNS e ESEN, 2010). Uma variedade de
alimentos como magcés, uvas, sucos de frutas e vinho contém fragdes livres de terpenos volateis
e uma grande quantidade de precursores aromaticos em forma de glicosideos ndo volateis
(ROMO-SANCHEZ et al., 2014; MATEO e MAICAS, 2005). Estes glicosideos sdo formados
pela ligacdo de um aclcar a uma outra molécula, chamada aglicona, que € composta na maioria
dos casos por terpenos, porém, alcoois ciclicos e lineares, alcool benzénico, norisoprendides,
acidos fendlicos e fenois volateis também podem compor essa por¢do (MATEO e MAICAS,
2005). O potencial aromatico das uvas, por exemplo, é revelado durante a maturacao a partir da
acao de B-glicosidases enddgenas, porém, essas enzimas apresentam baixa atividade e ndo sdo
capazes de liberar parte dos compostos volateis, ndo explorando o perfil aromético total da fruta
(GUEGUEN et al., 1997). B-glicosidases exdgenas podem ser utilizadas para a liberacéo de
terpenos, compostos fendlicos e lcoois ciclicos aumentando a qualidade aromatica de bebidas
e extratos vegetais (KETUDAT CAIRNS e ESEN, 2010; BATHIA et al., 2002).

Muita atencdo tem sido dada ao enriquecimento de alimentos e bebidas pela hidrélise
de precursores aromaticos utilizando enzimas glicosidicas, especialmente as B-glicosidases
(WANG et al., 2013). Além disso, a hidrdlise enzimética de isoflavonoides e flavonoides que
se apresentam em forma de glicosideos e estdo presentes em frutas, vegetais e graos gera
produtos biologicamente ativos com uso na medicina e inddstria alimenticia, sendo que
alimentos, bebidas e sementes podem ser melhorados nutricionalmente pela liberacdo de
vitaminas, antioxidantes e outros compostos benéficos (KETUDAT CAIRNS e ESEN, 2010).
A soja, por exemplo, é rica em isoflavonas em forma de glicosideos e seus efeitos
farmacoldgicos estdo relacionados a agliconas obtidas apds hidrolise, especificamente Daidzein
e Genistein (PEl et al., 2016).

Em microrganismos como bactérias e fungos, B-glicosidases sdo importantes para
obtencdo energética, fazem parte do complexo enzimético das celulases e hidrolisam celobiose

e celo-oligossacarideos para a producdo de acucares fermentaveis, sendo também muito
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atraentes para a producdo de etanol biocombustivel (KRISCH et al., 2010). p-glicosidases
provenientes de leveduras como Candida molischiana; fungos como Aspergillus niger e
bactérias como Oenococcus oeni ja foram citadas na literatura com potencial acdo para
melhoramento aromatico de vinhos (MATEO e MAICAS, 2005).

A acdo sintética das B-glicosidases (hidrélise reversa ou transglicosilacdo) pode ser
utilizada para sintese de uma variedade de compostos como oligossacarideos e glicoconjugados
(BATHIA et al., 2002). Oligossacarideos podem atuar como agentes terapéuticos, ferramentas
de diagnostico ou como promotores do crescimento bacteriano, tendo importantes funcdes nos
sistemas bioldgicos de fertilizacdo, embriogénese e proliferacdo celular (KRISCH et al., 2010),
além de possuirem potencial para o desenvolvimento de agroquimicos e drogas (KEERTI et al.,
2014).

Muitos microrganismos tem a capacidade de sintetizar, a partir de caracteristicas génicas
(LIMOLI; JONES; WOZNIAK, 2015), substancias poliméricas extracelulares que séo
compostas por polissacarideos, proteinas, lipideos e acidos nucleicos que contribuem para
propriedades adesivas dos organismos e para a estrutura dos biofilmes. Biofilmes sao
comunidades organizadas de microrganismos envoltos em uma matriz polimérica que pode ser
sitio para a acdo de variadas enzimas (ROMANI et al., 2008), entre elas, as B-glicosidases que
estdo envolvidas pricipalmente na decomposi¢cdo de polissacarideos simples em substratos
energéticos (glucose) e que sdo expressas por uma grande parte dos organismos presentes no
biofilme bacteriano (PETER et al., 2011). De acordo com Romani et al. (2008), que analisaram
o0 processo de formacdo do biofilme natural aquatico durante a colonizacdo de uma superficie
artificial, existem mudancas na composicdo do mesmo de acordo com sua fase de
desenvolvimento, sendo, por exemplo, que a quantidade de polissacarideos, C e N e a atividade
de enzimas se altera durante o amadurecimento do biofilme. Os dados dos autores indicam que
enzimas como leu-aminopeptidases e B-glicosidases se apresentam em altas concentracfes em
biofilmes jovens (1-4 dias de formacdo), bem como a quantidade de substancias poliméricas
extracelulares, e que diminuem consideravelmente a medida que o biofilme amadurece,
podendo essa maior propor¢do no biofilme jovem estar relacionada ao processo de fixacdo

celular.
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2.1.1.1 p-glicosidases e o enriquecimento aromatico

Durante o processo de fabricacdo de vinhos a adicdo de enzimas B-glicosidases vem
sendo considerada de interesse industrial para a hidrolise enzimatica de precursores aromaticos
(WANG et al., 2013). Muitas enzimas, de variadas origens tém sido investigadas e comparadas
a B-glicosidases comerciais com o objetivo de se encontrar glicosidases eficientes, resistentes a
glicose e que possam ser utilizadas em processos industriais que exigem muitas vezes alteracoes
de pH ou fases que podem interferir ou inibir a acdo destas enzimas. Gueguen et al. (1997)
realizaram ensaios para avaliar a hidrolise de precursores aromaticos no vinho Muscat a partir
de B-glicosidases isoladas de Candida molischiana. A anélise do vinho tratado com a enzima
mostrou um aumento na concentracdo de monoterpenos livres e alcoois ciclicos sugerindo que
a adicdo dessas enzimas durante o processo de producdo do vinho pode ajudar a aumentar a
qualidade aromética e de sabor do mesmo. Wang et al. (2013) analisaram a acdo de duas f-
glicosidases diferentes produzidas pela levedura Trichosporon asahii sobre compostos
presentes na uva e no vinho Cabernet Gernischt comparadas a uma enzima comercial. Os
resultados sugeriram que ambas enzimas possuem a capacidade de melhorar o perfil aromatico
do extrato vegetal e do vinho por meio da liberagdo de compostos aromaticos anteriormente
ndo volateis. As enzimas utilizadas neste estudo, apesar da mesma origem, possuiam atividades
de hidrdlise diferentes sendo cada uma delas mais eficiente para uso no extrato vegetal ou
durante o processamento do vinho. Su et al. (2010) compararam a acdo de B-glicosidases
comerciais, apds duas técnicas diferentes de imobilizacdo, com enzimas livres sobre o cha
verde, cha preto e cha oolang. Os resultados mostraram que as enzimas imobilizadas sdo mais
estaveis, podem ser reutilizadas, sdo facilmente controladas, mais favoraveis economicamente
e possuem maior afinidade pelo substrato em relacdo as enzimas livres, além disso, podem ser
utilizadas para o enriquecimento aromatico de bebidas como o cha, ja que apds o tratamento
com as enzimas houve aumento significativo na concentracdo total de Oleos essenciais,
indicando que precursores aromaticos em forma de glicosideos presentes nestas bebidas podem
ser hidrolisados de forma eficaz pela enzima.

A aromatizacdo de vinhos e outras bebidas é de grande interesse para a inddstria
alimenticia e comercializacdo destes produtos, portanto, é crescente 0 empenho para 0
enriquecimento dos mesmos. Alguns estudos demonstram que a saliva humana pode exercer
papel importante na liberacdo de aromas atraves de variadas propriedades fisico-quimicas,
desde a diluigdo de substancias aromaticas, alteracdes de pH e hidratacdo dos alimentos bem

como interacGes com sais e proteinas e liberagcdo de precursores aromaticos, porém, 0s
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resultados dos poucos estudos a respeito da acdo da saliva sobre a liberagcdo de aromas em
vinhos ainda s&o contraditérios (MUNOZ-GONZALEZ et al., 2014). Além da composicio da
matriz vinica ou das caracteristicas fisico-quimicas dos compostos aromaticos, outros fatores
que podem afetar o aroma estéo ligados a parametros fisiologicos humanos como a microbiota
oral e pouco se sabe sobre sua capacidade de transformacao de glicosideos precursores de aroma
em agliconas odoriferas. Mufioz-Gonzalez et al. (2015) realizaram ensaios para determinagao
da possivel acdo de bactérias orais residentes (Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis,
Actinomyces naeslundii), presentes no biofilme dental (Streptococcus mutans, Veillonella
dispar, Fusobacterium nucleatum) e possivelmente presentes na cavidade bucal
(Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) sobre glicosideos precursores de aroma
isolados de uvas brancas. Todos as bactérias investigadas foram capazes de hidrolisar 0s
glicosideos liberando diferentes tipos de agliconas (terpenos, derivados benzénicos e alcoois),
além de mostrarem atividade B-glicosidasica quando incubadas com O-f-D-glucopiranosideo
levando a liberacdo da aglicona volatil (1-octanol). Quando os ensaios foram realizados
utilizando saliva humana, as agliconas odoriferas s6 foram produzidas durante a incubacdo do
extrato vegetal com a microbiota oral isolada de saliva fresca, ndo havendo liberacdo de odor
quando o extrato foi incubado com saliva apds processos de centrifugacdo, desta forma, Mufioz-
Gonzalez et al. (2015) sugeriram que a microbiota oral tem a capacidade de liberar compostos
aromaticos a partir de estruturas glicosidicas.

2.2 SALIVA HUMANA

A saliva humana é uma solugdo composta por agua, cCompostos organicos e inorganicos,
fluido do sulco gengival e restos celulares da mucosa oral (ZHANG et al., 2016), podendo
conter também sangue e residuos alimentares provenientes da dieta (SCHIPPER; SILLETTI;
VINGERHOEDS, 2007). Este fluido corporal é secretado por glandulas salivares maiores e
menores e possui variadas funcdes (ZHANG et al., 2016), dentre elas a cobertura e lubrificacdo
de mucosas e dentes, remineralizagdo dental, atividade imunoldgica e protetiva além de ser
imprescindivel para a formacdo do bolo alimentar, interferindo também no paladar
(SCHENKELS et al., 1995). Na composicdo complexa da saliva, que esta associada a sua
diversidade de funcgdes, estdo: ureia, amonia, acido urico, colesterol, acidos graxos,
triglicerideos, glicolipideos, enzimas, glicoproteinas, aminoacidos, hormdnios esteroides e altas
concentrages de Na*, CI,, Ca?*, K*, HCOg, H2PO4, I @ Mg?* (ZHANG et al., 2016). O

interesse por pesquisas com a saliva
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humana cresceu apds a descoberta de que parte dos muitos componentes que fazem parte deste
fluido podem servir como biomarcadores para o diagndstico de doencgas sistémicas ou como
sinais do estado de saude bucal ou geral de um individuo (SCHIPPER; SILLETTI;
VINGERHOEDS, 2007). Existe evidencia de que a saliva humana possa estar envolvida com
a liberacdo de compostos odoriferos (ésteres, aldeidos, terpenos, entre outros), que podem ser
provenientes da dieta e que séo liberados por meio da agéo de enzimas presentes na saliva,
podendo ser esta uma explicacdo para a persisténcia de moléculas aromaticas ap6s o consumo
de determinados alimentos (BUETTNER, 2002). Muitas proteinas salivares sdo enzimas que
catalisam reacGes que podem envolver compostos aromaticos dependendo de sua estrutura
quimica. Enzimas presentes na saliva responsaveis por reagdes de conversao de aromas podem
ser originadas das glandulas salivares, tecidos orais e microbiota (PLOYON; MORZEL,;
CANON, 2017). Alguns estudos apontam a capacidade de degradacdo enzimatica de compostos
aromaticos pela saliva, sendo que por meio de diferentes fenébmenos que ocorrem na cavidade
bucal a liberacdo de compostos aroméaticos pode ser afetada. Estes fendmenos podem ser
resumidos na retencdo de aromas pela ligacdo dos mesmos as mucinas, levando a uma menor
percepcdo aromatica, e a conversdo enzimatica de moléculas odoriferas ou ndo em novas
moléculas odoriferas, reduzindo a concentracdo de precursores aromaticos. A acdo da saliva
sobre a liberacéo e a percepcdo do aroma é complexa e ndo pode ser explicada por um Unico
efeito (PLOYON; MORZEL; CANON, 2017).

2.2.1 p-glicosidases na saliva humana

Diversas enzimas presentes na saliva podem ser produzidas por células das glandulas
salivares, microrganismos, leucocitos e restos de células epiteliais. A literatura sugere que em
comparacdo a pacientes saudaveis, maiores concentracfes enzimaticas sdo encontradas na
saliva de pacientes com doencas periodontais e isso se deve a contribuicao de bactérias, células
inflamatorias e a destruicdo tecidual associada a essas doencas (KAUFMAN e LAMSTER,
2000). Nakamura e Slots (1983) avaliaram a atividade enzimatica na saliva e a relacdo com a
salde periodontal por meio de ensaios com amostras de saliva de pacientes saudaveis e com
periodontite. Os resultados mostraram que maiores atividades de esterases, B-glucoronidases, 3
e a glicosidases e aminopeptidases foram encontradas na saliva de pacientes periodontalmente
comprometidos. Dois anos mais tarde, ZAMBON et al. (1985) determinaram a reducdo destas
enzimas na saliva de pacientes ap0s o tratamento periodontal, em conjunto com a reducédo de

bactérias patogénicas, sugerindo que a atividade enzimatica esta principalmente relacionada a
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microrganismos. Muitas pesquisam analisam a presenga de enzimas na saliva humana,
incluindo as B-glicosidases, e sua relagdo com o diagndstico e tratamento de doencas. Stradwick
et al. (2017) otimizaram e validaram um método para quantificar, por meio do
espectrofotdbmetro, a atividade e a prevaléncia de B-glicosidases neste fluido corporal utilizando
0 substrato p-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG), tampéo fosfato pH 6,5, B-glicosidases
de améndoas doce e a-Ciclodextrina para aumentar a sensibiliade dos ensaios. O método foi
aplicado para determinacdo da atividade enzimética em amostras de saliva fresca, apos
centrifugacdo, de 20 voluntarios saudaveis e livres de alteragdes bucais. Os resultados
mostraram que 19 das 20 amostras apresentaram alguma atividade, com grandes variagGes
individuais, sendo que apenas 4 amostras mostraram valores relativamente altos e
significativos, estando de acordo com estudos anteriores, citados pelos autores, que apontam
que a incidéncia de B-glicosidases na saliva humana seria de cerca de 20%. A variacdo na
atividade destas enzimas na saliva poderia representar, hipoteticamente, diferencas de
percepcdo individual do paladar. Walle et al. (2005), analisaram a hidrélise de flavonoides
glicosidicos na cavidade bucal e sugeriram que a producdo de agliconas como a genisteina é
proveniente da hidrélise destes glicosideos por B-glicosidases, porém, a fonte destas enzimas
na cavidade bucal ndo é clara, sendo que podem ser provenientes da microbiota bucal e de
células epiteliais, além disso, a hidrolise destes flavonoides difere de individuo para individuo.

2.2.1.1 Coleta de saliva

O fluxo e a composicdo da saliva podem ser essenciais para muitos protocolos clinicos
e cientificos (NAVAZESH, 1993). O uso deste fluido corporal como material de pesquisa esta
associado a algumas dificuldades técnicas devido as suas complexas propriedades quimicas e
bioquimicas (SCHIPPER; SILLETTI; VINGERHOEDS, 2007). A quantidade e a composicao
salivar dependem de muitos fatores individuais, como o funcionamento e tamanho das
glandulas salivares, dieta, idade, género, condicdo de salde, ritmo circadiano e uso de
medicamentos, portanto, quando a saliva é utilizada como material de pesquisa, é importante a
padronizacdo de sua coleta (NAVAZESH, 1993; SCHIPPE et al., 2007). A saliva pode ser
coletada em repouso ou por meio de estimulagdo, sendo estimulada por uma variedade de
agentes para estimulo gustativo como o acido citrico, ou estimulo mecanico como parafina,
borrachas e gomas de mascar. A estimulacdo da saliva é utilizada com frequéncia pois aumenta
0 fluxo salivar e permite a coleta de maior volume. Quando a saliva é coletada de forma

estimulada, a duracdo da estimulacgéo e
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a natureza do estimulante podem alterar o fluxo e a composigéo salivar, devendo estes processos
serem padronizados (NAVAZESH, 1993). A estimulacdo mecénica (mastigatoria) ndo interfere
na composicao da saliva e pode ser realizada da seguinte forma (NAVAZESH, 1993):
e Cada individuo deve ser orientado a ndo fumar, comer ou beber por 1-2 horas antes da
sesséo de coleta;
o Utilizar base de goma, parafina ou borracha em tamanho padréo para mastigagéao;
 Iniciar o pocesso de coleta de saliva apds a padronizacéo da mastigacao e do fuxo salivar
(1 a 2 minutos de estimulacdo em que a saliva produzida é descartada);
o Estimulacdo (mastigagdo) durante 5 minutos, em que toda a saliva produzida é cuspida

e armazenada para estudo.

2.3 MICROBIOTA ORAL

Desde a década de 70 sabe-se que é grande a variabilidade de microrganismos
presentes na cavidade bucal (SOCRANSKY e MANGANIELLO, 1971) e muito ainda precisa
ser entendido sobre sua microbiota residente. Aas et al. (2005) investigaram a microbiota
bacteriana presente na cavidade bucal de individuos saudaveis por meio da identificacdo de
bactérias presentes em diferentes sitios orais (dentes, tecidos moles e placa dental). Mais de 140
bactérias pertencentes a 6 diferentes filos foram identificadas e dentre elas se destacam os
Streptococcus, Veionella, Actinomyces, Neisseria e bactérias ainda ndo cultivadas
anteriormente (que se apresentam em grande quantidade). O ambiente bucal permite 0 o
crescimento de diversas comunidades de microrganismos como virus, micoplasmas, bactérias,
Archaea, fungos e protozoarios (MARSH e ZAURA, 2017). Estes microrganismos persistem
na cavidade bucal organizados em biofilmes compostos por diversas espécies, formando a
microbiota oral residente, que normalmente esta em harmonia com o hospedeiro e é importante
para a saude bucal e sisttmica (MARSH e ZAURA, 2017). E interessante considerar que
algumas bactérias requerem a presenca dos dentes para colonizar a cavidade bucal (S. mutans,
Porphyromonas gigivalis) estando ausentes antes da erupcao dental e apds exodontia de todos
os dentes (GIBBONS, 1989). O processo de erup¢do dental esta entre os fatores que podem
afetar a composi¢do da microbiota bucal por fornecer novas superficies a serem colonizadas
(BOWEN et al, 2017). Além disso, a maioria das bactérias tem predilecdo por sitios
especificos, sendo que aquelas presentes no dorso lingual ndo sdo as mesmas encontradas nas
superficies dentais (AAS et al., 2005; SOCRANSKY e MANGANIELLO, 1971). O maior
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acumulo de bactérias € encontrado nas superficies dos dentes e no dorso da lingua e a
composicdo da microbiota é influenciada pelo ambiente oral, sendo que mudancas nas
condicdes bucais podem afetar as interacdes entre 0s microrganismos e determinar uma relacédo
prejudicial entre microbiota e o hospedeiro, aumentando o risco a doencas como caries ou
gengivite e periodontite (GIBBONS e HOUTE, 1975; AAS et al., 2005; MARSH e ZAURA,
2017). Condicdes que podem interferir na comunidade microbiana presente na cavidade bucal
sdo: idade, dieta, hiegiene, condicdes sistémicas e imunoldgicas e uso de medicamentos
(BOWEN et al, 2017). Para que os microrganismos possam colonizar, crescer e sobreviver no
meio bucal, eles precisam se aderir aos sitios orais persistindo localmente apesar das forcas
associadas a degluticdo (MARSH e ZAURA, 2017).

2.4 BIOFILME DENTAL

A placa dental tem sido estudada extensivamente por causa de sua relagdo com
doencas orais como carie, gengivite e periodontite (GIBBONS e HOUTE, 1975; HOUTE,
1982; MARSH e ZAURA, 2017). E uma das mais complexas comunidades microbianas no
corpo humano, podendo ser definida como um diverso conjunto de microrganismos presente
sobre a superficie dos dentes, em forma de biofilme, embebida em uma matriz extracelular de
polimeros de origem bacteriana e do hospedeiro (GIBBONS e HOUTE, 1975). Interposta entre
a superficie do esmalte e a placa bacteriana estd uma fina camada amorfa denominada pelicula
adquirida que é formada principalmente de constituintes salivares e que tem importancia para
lubrificacdo e hidratacio de tecidos duros e moles. E a partir da adesdo de microrganismos a
esta pelicula que ocorre a formacdo, acumulo e amadurecimento do biofilme dental
especialmente em locais que oferecem protecdo contra as forcas de remocao presentes na
caviade bucal (MARSH, 2004). Os colonizadores iniciais predominantes das superficies
dentais sdo cocos e bastonetes anaerdbios facultativos Gram positivos, incluindo espécies de
Streptococcus e Actinomyces (KRIEBEL et al, 2018). Ap6s a fixacéo inicial dos colonizadores
primarios, uma massa de biofilme se desenvolve através do crescimento continuo e subsequente
adsorcao de outras espécies bacterianas por meio da coagregacdo (KRIEBEL et al, 2018). De
fato, o ciclo de vida cléassico do biofilme inclui a fixacdo bacteriana, crescimento e
amadurecimento do biofilme e por fim sua dispersdo (KUANG; CHEN; XU, 2018), portanto,
medidas que podem interferir em qualquer estagio do ciclo do biofilme sdo consideradas uma
abordagem para o controle do mesmo (KUANG; CHEN; XU, 2018).
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A composicdo bacteriana da placa ¢ influenciada por muitos fatores do hospedeiro e
da dieta que interferem na aderéncia e no crescimento bacteriano sendo que placas de diferentes
individuos, em diferentes dentes de um mesmo individuo ou em diferentes faces de um mesmo
dente apresentam amplas variagdes em relacdo a sua composicdo bacteriana (HOUTE, 1982).
A adesdo bacteriana é pré-requisito e determinante critico para a colonizacdo de bactérias nos
dentes ou superficies epiteliais e para a extensdo da placa. Tendo em vista as forgas de limpeza
oral, apenas microrganismos com capacidade suficiente de aderéncia as superficies orais sdo
capazes de persistir ou se acumular (HOUTE, 1982; MARSH e ZAURA, 2017). A maioria das
bactérias tem a capacidade de formar biofilme por uma matriz auto sintetizada que mantém
células unidas e permite a retencdo dos microrganismos a superficie colonizada (YAMANAKA
etal., 2012).

Os polissacarideos sdo um dos principais componentes da matriz da maioria dos
biofilmes bacterianos que também é composta em grande parte por proteinas e DNA
(YAMANAKA et al., 2012; FUQUA et al., 2019). Desempenham papel essencial para a
formacéo do biofilme, auxiliando na adesdo as superficies, constitui¢do de estruturas complexas
e promovendo interagdes microbianas. Essas moléculas sintetizadas por células bacterianas
variam muito em sua composicdo e, portanto, em suas propriedades quimicas e fisicas. Os
habitantes do biofilme precisam ser protegidos do meio ambiente (células hospedeiras,
antimicrobianas, fagocitarias, variacdes de temperatura, etc.), mantendo 0 acesso a nutrientes e
a capacidade de responder a mudancas locais (LIMOLI; JONES; WOZNIAK, 2015). Varios
polissacarideos sdo sintetizados para suprir essas necessidades de maneiras diferentes,
auxiliando na ades&o bacteriana a uma infinidade de superficies e fornecendo protecdo contra
0 ataque de antimicrobianos no ambiente, alem disso, funcionam como reservatorios para a
aquisicao de nutrientes e auxiliam na criacdo de arquiteturas distintas, que potencializam ainda
mais um ambiente adequado para a sobrevivéncia bacteriana (LIMOLI; JONES; WOZNIAK,
2015; KUANG; CHEN; XU, 2018). Glicoconjugados salivares enddgenos tornam-se a fonte de
carbono mais significativa para microrganismos orais quando uma fonte exdgena de carbono
na dieta é escassa. Nestas circunstancias, enzimas bacterianas como glicosiltransferases e
glicosilhidrolases desempenham importante papel na adaptacdo e sobrevivencia dos
microrganismos, atuando como enzimas para hidrolise e sintese de carboidratos (INUI et al.,
2015).

O Streptococcus gordonni € um dos pioneiros na colonizacdo dos dentes humanos,
fazendo parte da gama de bactérias que estdo associadas a formacgéo da placa bacteriana. Na

cavidade bucal este microrganismo nao atua de forma patologica, ndo sendo associado a
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doencas bucais, exceto pelo seu envolvimento com o biofilme dental que proporciona ambiente
favoravel para o desenvolvimento destas alteragdes. No entanto, tem a capacidade de se aderir
e colonizar valvulas cardiacas defeituosas, sendo responsavel por muitos casos de endocardite
bacteriana (KILIC et al., 2004). Analisando a expressdo génica de S. gordonni, foi observado
que a regulagdo de genes associados a metabolizagdo de B-glicosideos interfere na adesividade
bacteriana. Essas bactérias possuem quatro diferentes tipos de B-glicosidases que atuam em
sistemas de metabolizagdo de B-glicosideos. Estes sistemas provavelmente contribuem para a
adesdo e formacéo do biofilme bacteriano, sendo responsaveis ndo apenas pela metabolizacao
de acgucares para fornecimento de fonte de carbono para a sobrevivéncia, mas também podem
estar envolvidos em outros processos como a sintese de glicoproteinas ou polissacarideos
(KILIC et al., 2004).

O biofilme ou placa dental pode ser classificados em biofilme supragengival
(localizado sobre os dentes e acima da gengiva) e biofilme subgengival (abaixo da margem
gengival) (HOUTE, 1982). Além da diferenca de localizac&o, a composicéo destas duas formas
de biofilme dental é distinta. A microbiota da placa bacteriana supragengival € formada por
uma variedade de microrganismos e 75% deles predominantemente sdo Streptococcus (S.
mutans, S. sanguinis e S. mitis), Actinomyces (A. Viscosus e A. naeslundii) e Veionella. Outros
organismos que podem estar presentes sdo espécies de Lactobacillus, Neisseria e bacterioides.
O biofilme subgengival é composto por colonizadores secundarios, mais patogénicos, como
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (KUBONIWA e LAMONT, 2010).
Aproximadamente 50% das bactérias presentes no biofilme dental especialmente o
subgengival, ainda ndo foram cultivadas em laboratério (MARSH, 2004).

2.5 HALITOSE

Halitose € um termo utilizado para descrever o odor desagradavel que emana da
cavidade bucal e que pode ter causas patoldgicas ou ndo (AYLIKCI e COLAK, 2013;
TONZETICH, 1977). E uma das principais queixas dos pacientes odontoldgicos e pode estar
associada a condi¢es sistémicas ou locais, sendo considerada uma alteracdo multifatorial que
tem na maioria dos casos origem bucal (AYLIKCI e COLAK, 2013; STERER; GREENSTEIN;
ROSENBERG, 2002; SUZUKI; MASAHIRO; HIROFUJI, 2012). Alteracdes respiratorias,
gastrointestinais, doencas hepaticas e disturbios nos sistemas hematolégico e enddcrino podem
também ser causa do mau odor bucal (ver Tabela 1) (AYLIKCI e COLAK, 2013).
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Em todos os individuos, independentemente da idade, hd mau odor bucal apés
periodos prolongados de jejum ou baixo fluxo salivar, essa condigdo resulta da atividade
metabolica normal na cavidade oral e € acentuada em individuos com patologias locais. A
halitose fisioldgica, como a halitose matinal, tem duracdo transitdria, podendo ser controlada
por meio de medidas diarias de higiene bucal (TONZETICH, 1977).

Tabela 1- Causas da halitose e compostos relacionados

CAUSA COMPOSTOS

Diabetes / Reducdo de peso Acetona e outras cetonas.

Alteraces renais Dimetilamina, trimetilamina, amonia.
AlteracOes hepaticas Sulfureto de dimetilo, etanotiol, acido

aceético, acido propriénico,acido butirico,
acido isobutirico, acido isovalérico.

Carcinoma pulmonar Acetona, 2-butanona, n-propanol, anilina,
o-toluidina.

Carcinoma respiratorio superior / orofaringeo | C2-C8 &cidos organicos normais e
ramificados

Fonte: Adaptado de VAN DEN VELDE et al., 2007.

A ma higiene, acumulo de biofilme dental, saburra lingual, doencas periodontais,
caries e a presenca de restos alimentares sdo 0s principais fatores locais associados a halitose
(TAKEHARA et al., 2010; AYLIKCI e COLAK, 2013). Mais de 500 espécies bacterianas estdo
presentes na cavidade bucal e interagem entre si e com 0s tecidos orais produzindo, muitas
vezes, moléculas associadas ao mau odor (SUZUKI; MASAHIRO; HIROFUJI, 2012).
Bactérias degradam aminoacidos como cisteina e metionina em compostos de enxofre volateis
com cheiro desagradavel como o sulfeto de hidrogénio (H2S), metilmercaptano (CH3sSH) e
sulfeto de dimetila (CHz3), sendo a degradacdo bacteriana a maior causa do mau odor bucal
(TAKEHARA et al., 2010; BOLLEN e BEIKLER, 2012) por gerar 0s principais compostos
associados a halitose (ver tabela 2) (LARSSON, 1965).
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Tabela 2 - Compostos volateis, sulfurados e organicos, associados a halitose

GRUPO / FAMILIA COMPOSTOS

Compostos volateis sulfurados (VSCS) Sulfato de hidrogénio; Metil mercaptano;
Sulfureto de dimetilo; Dissulfeto de
dimetila

Compostos aromaticos volateis e aminas Aminas; Indol; Escatol; Piridina; Uréia;

Ambodnia; Metilamina; Dimetilamina;
Trimetilamina; Putrescina; Cadaverina

Acidos graxos de cadeia curta / média ou Acido propandico; Acido butirico; Acido
acidos organicos acético; Acido valérico; Acido isovalérico;
Acido esanoico; Alcoois Metanol, Etanol e
Propanol

Compostos alifaticos volateis Ciclobutano; Pentano; Aldeidos e cetonas;
Acetaldeido; Acetona; Benzofenona;
Acetofenona

Fonte: Adaptado de AYLIKCI e COLAK, 2016; VAN DEN VELDE et al., 2007 ; LARSSON, 1965; BOLLEN
e BEIKLER, 2012.

Alguns pesquisadores sugerem que glicohidrolases, como [-galactosidases,
produzidas por bactérias orais, tem a capacidade de clivar carboidratos de cadeias laterais de
glicoproteinas salivares e contribuir para a producdo de compostos sulfurados fétidos a partir
da decomposicdo subsequente de aminoacidos (SUZUKI; MASAHIRO; HIROFUJI, 2012;
AYLIKCI e COLAK, 2013; STERER; GREENSTEIN; ROSENBERG, 2002). Suzuki;
Masahiro e Hirofuji (2012) relacionaram a atividade B-galactosidésica na saliva humana a
fatores locais ja associados a halitose na literatura e a presenca do mau odor bucal. Seus dados
sugeriram que os niveis de halitose eram maiores no grupo com atividade -galactosidasica,
bem como houve uma relacdo positiva entre a presenca de biofilme supragengival, saburra
lingual e a atividade enzimatica. A desglicosilacdo de glicoproteinas salivares pelo
metabolismo bacteriano e enzimas glicosidases pode facilitar a protedlise e a producdo
acelerada de compostos volateis de enxofre (STERER; GREENSTEIN; ROSENBERG, 2002;
TAKEHARA et al., 2010). Uma diferenca dramética na formacdo de mau odor é observada
quando um agucar fermentescivel, como a glicose, é adicionado ou omitido na saliva antes de
sua incubacdo. Na auséncia de glicose a producdo do mau odor € intenso, enquanto que com a
sua adicao (dependendo da concentragcdo) ha menos ou nenhum composto fétido. Como o pH
cai abaixo da neutralidade quando o acucar é adicionado e permanece neutro quando o agucar

é omitido alguns autores sugerem que o pH é uma variavel-chave do mau odor (KLEINBERG
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e WESTBAY, 1992). Entretanto, de acordo com Sterer, Greenstein e Rosenberg (2002) a
presenca de glicose pode inibir a producdo de compostos fétidos na saliva incubada, havendo
menor desglicosilacdo e producdo de compostos sulfurados na presenca do agucar. Segundo 0s
autores, esse efeito ndo parece resultar de alteracGes de pH e sim da inibicdo do processo de

desglicosilacdo, podendo este ser um passo inicial na producdo do mau odor bucal.

2.5.1 Metodos para determinacdo da Halitose

A presenca de halitose pode ser determinada clinicamente, dentre outras formas, por
meio da anélise do héalito do paciente. Na literatura 0 Teste Organoléptico, a analise de
compostos volateis por cromatografia gasosa e a mensuracdo de compostos volateis sulfurados
no halito por meio de equipamentos portateis sdo as formas mais comuns para avaliacdo do mau
odor bucal (AYLIKCI e COLAK, 2013). O Teste Organoléptico é a forma mais antiga de se
avaliar o halito e apesar de ser subjetivo, ainda é considerado padrdo ouro para avaliacdo do
mau odor bucal por ter baixo custo, ser pratico e simples (BOLLEN e BEIKLER, 2012). Este
teste baseia-se na andlise olfativa do halito expirado pela boca a uma distancia de
aproximadamente 20 cm. A presenga e a severidade do mau odor bucal é classificado em uma
escala de 0 a 5, em que 0 simboliza a auséncia de halitose e 5 halitose severa (AYLIKCI e
COLAK, 2013).

A cromatografia gasosa € utilizada para determinar a presenca de compostos volateis
associados a halitose por meio do Cromatografo Gasoso e Espectrometro de Massa. A analise
neste caso pode ser realizada a partir do gas presente na cavidade bucal ou de amostras de saliva
e saburra lingual (AYLIKCI e COLAK, 2013). Apesar de apresentar grande sensibilidade, esta
forma de mensuracdo do mau odor bucal demanda equipamentos especificos e conhecimento
técnico, se tornando, muitas vezes, inviavel para pesquisas clinicas. Buscando métodos mais
baratos do que a cromatografia gasosa para serem utilizados no consultério odontolégico,
surgiram 0s monitores portateis de compostos sulfurados (AYLIKCI e COLAK, 2013). A
sensibilidade e especificidade dos monitores de sulfeto sdo menores em relacdo a cromatografia
gasosa, porém, seus resutados pode ser considerados significativos. O monitor portétil e as
medidas organolépticas mostram baixa correlacdo devido a compostos volateis como alcoois,
compostos fendlicos, alcenos, cetonas, poliaminas e acidos graxos que podem ser detectados
deurante o Teste Organoléptico mas ndo pelo monitor de sulfeto (AYLIKCI e COLAK, 2013).

Pode-se dizer entdo, que os métodos de analise do mau odor bucal sdo complementares.
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2.6 XILITOL

O xilitol ¢ um poliol do tipo pentiol, também chamado de polialcool ou alcool de agucar,
cuja formula molecular é CsH120s (1,2,3,4,5-pentaidroxipentano). Tem origem de carboidratos,
assim como o sorbitol, e pode ser um adocante perfeitamente capaz de substituir a sacarose,
sendo tolerado por diabéticos e tendo inimeras aplica¢des clinicas (MUSSATTO e ROBERTO,
2002; ABDUL RAZAK et al., 2017; ARCANO et al., 2018). O uso do xilitol em produtos
alimenticios, farmacos e cosméticos ja € aprovado internacionalmente. No Brasil podemos
encontrar gomas de mascar, doces em geral, adocantes e produtos de higiene bucal que possuem
esse polialcool em sua composicdo (MUSSATTO e ROBERTO, 2002). De acordo com a
literatura, uma das principais propriedades do xilitol é sua capacidade anticariogénica pois
diferente de acUcares fermentaveis como a sacarose, frutose e glicose, o xilitol ndo é
metabolizado e fermentado por bactérias orais associadas a carie, especialmente o
Streptococcus mutans, ndo havendo, dessa forma, a produgdo de subprodutos &cidos no
biofilme dental que levam a desmineralizacdo dos dentes e o aparecimento de lesdes cariosas,
além disso, a proliferacdo desses microrganismos torna-se limitada (MUSSATTO
e ROBERTO, 2002; ABDUL RAZAK et al., 2017; ARCANO et al., 2018; JANAKIRAM;
DEEPAN KUMAR; JOSEPH, 2017). Soderling et al. (1987), compararam os efeitos do sorbitol
e do xilitol sobre a agregacao e adesividade de S. mutans buscando entender os possiveis efeitos
destes polidis sobre a formacdo do biofilme dental. Os autores avaliaram o0 crescimento e a
adesividade dos microrganismos na presenca de xilitol e sorbitol em comparacdo com aqueles
submetidos apenas a glicose. Os resultados do estudo sugeriram um pequeno retardo no
crescimento bacteriano em meios contento os polidis e glicose, entretanto, uma reducao
significativa na adesividade bacteriana a superficie vitrea, especialmente com o uso do xilitol,
foi encontrada. De acordo com os autores, a concentracdo e a solubilidade de polissacarideos
produzidos pelo S. mutans foram afetadas tanto na presenca do sorbitol como do xilitol,
havendo maior producdo de polissacarideos soltveis e reducdo de insoltveis, podendo esta ser
uma explicacdo para a reducdo da adesividade celula-célula e célula-vidro observada no estudo
e um indicio de que esses poliois, especialmente o xilitol, podem interferir no acimulo da placa
bacteriana.

A glicose é essencial para a obtencdo energética dos microrganismos e também é
decisiva para a producdo de polissacarideos de reserva. Microrganismos associoados a
formacéo do biofilme dental (S. mutans, S. mitis e S. sanguinis) utilizam a sacarose obtida a

partir da dieta para a producdo de polissacarideos extracelulares. Na auséncia ou pequena
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concentracdo de sacarose, 0s microrganismos utilizam meios estratégicos para economia e
obtencdo energética como a clivagem de polisscarideos existentes e a reducéo na formacéo dos
mesmaos. O xilitol e o sorbitol ndo podem ser utilizados para a geracdo de energia e também néo
permitem a producdo adequada de polissacarideos (ABDUL RAZAK et al., 2017). A
adesividade de células a superficies vitreas na presenca de sacarose esta associada a producéao
de glicanos insollveis e a reducdo na sintese dessas substancias pode levar a uma diminuigao
no acumulo da placa bacteriana. O xilitol parece interferir na adesividade de bactérias do género
Streptococcus formadores de polissacarideos, assim como o eritritol, e a magnitude da reducéo
na capacidade aderente destes microrganismos ndo parece estar associada a inibicdo do
crescimento bacteriano (SODERLING e HIETALA-LENKKERI, 2010).

Abdul Razak et al. (2017) avaliaram o efeito de agucares comerciais alternativos (Stevia,
Tropicana Slim, Pal sweet e xilitol) na formacdo do biofilme de S. mutans, S. mitis e S.
sanguinis, microrganismos que estdo presentes nos passos iniciais da formacao da placa dental.
A sacarose, utilizada no estudo como controle positivo, permitiu a formacao de uma densa placa
bacteriana em 24 horas de observacao e quando este aclcar foi substituido pelo xilitol houve
declinio significativo no acimulo do biofilme. A maior colonizacao bacteriana ocorreu nas trés
primeiras horas de observacao e na presenca dos agucares alternativos, especialmente o xilitol,
houve uma aderéncia bacteriana minima, havendo praticamente a inibi¢do da formacéo da placa
neste periodo.

A inibicdo de B-glicosidases ja foi descrita na literatura estando associada a presenca
de glicose e alteracbes de pH. Em muitos casos a glicose, principal produto da hidrélise
enzimatica, tem forte efeito inibitdrio sobre estas enzimas. Este € um mecanismo competitivo
em que substrato e produto competem pelo sitio ativo (KRISCH et al., 2010). Kelemen e
Whelan (1966), descreveram a acéo inibitoria de polidis, especialmente o eritritol e o xilitol,
sobre B-glicosidases de améndoas doce. A acdo inibitoria do xilitol sobre enzimas associadas
ao metabolismo de carboidratos, como a a-amilase e a-glicosidase ja foi descrita na literatura e
sugere-se que a reducdo na acdo destas enzimas, encontrada em estudos in vitro, possa ser um
dos mecanismos por tras das caracteristicas antidiabéticas relacionadas ao xilitol
(CHUKWUMA e ISLAM, 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a relagdo entre a atividade B-glicosidasica na saliva humana e a liberacéo de
compostos Vvolateis possivelmente associados a halitose.

3.1.1 Objetivos especificos

e Analisar a atividade B-glicosidasica na saliva de pacientes com halitose e comparar com
amostras salivares de pacientes sem halitose;

e Avaliar a modificacdo do perfil aromatico de amostras de saliva mediante adicao
exogena de B-glicosidases provenientes de bactéria, fungo ou vegetal por Cromatografia
Gasosa,;

e Relacionar a atividade B-glicosidasica na saliva e a presenca de quadros clinicos
identificados durante o exame Odontoldgico;

e Determinar a acdo do xilitol sobre (3-glicosidases presentes nas amostras de saliva.
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4 CAPITULO | - MANUSCRITO I

ESTUDO DA ACAO DE B-GLICOSIDASES EM SALIVA HUMANA E SUA
POSSIVEL RELACAO COM HALITOSE

Lucimari Teixeira!, Anderson Albino Gomes!, David Miquelutti 2, Gustavo Felippe da
Silva! and Maria de Lourdes Borba Magalhaes!

! Laboratério de Bioquimica, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Universidade do Estado de
Santa Catarina, Lages, Santa Catarina, Brasil.

2 Departamento de Solos e Recursos Naturais, Centro de Ciéncias Agroveterinarias,
Universidade do Estado de Santa Catarina, Lages, Santa Catarina, Brasil.

RESUMO

B-glicosidases sdo enzimas biologicamente ativas presentes em muitos organismos
vivos. Possuem papel importante para obtencdo energética e podem participar de reacdes de
sintese e quebra de oligossacarideos. Sdo de interesse para biotecnologia por estarem associadas
a liberacdo de moléculas volateis e aromaticas, podendo ser utilizadas para enriquecimento de
alimentos e bebidas. Pouco se sabe sobre B-glicosidases na saliva humana e sua relagdo com
condicdes bucais. Estudos prévios indicam a presenca destas enzimas na saliva de pacientes
com doencas periodontais, enquanto outros sugerem que estas enzimas podem estar associadas
a uma percepcdo diferenciada do paladar. Neste contexto, este estudo buscou determinar a
atividade de B-glicosidases na saliva e sua possivel relacdo com a volatilizacdo de compostos
aromaticos que podem estar associados a halitose. Os resultados indicam que estas enzimas
possuem origem bacteriana e que pacientes com acimulo de biofilme dental e halitose
apresentam maior atividade B-glicosidasica. Além disso, anélises por cromatografia gasosa
mostraram a capacidade de enzimas B-glicosidases exdgenas (provenientes de bacillus
polymyxa) em modificar o perfil aroméatico de amostras de saliva, sugerindo que a presenca
destas enzimas pode favorecer a liberacdo de compostos volateis aromaticos e ser um dos
fatores associados a halitose de origem bucal.

Palavras chave: B-glicosidases. Halitose. Saliva. Biofilme.
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4.1 INTRODUCAO

B-glicosidases [E.C.3.2.1.21] sdo enzimas presentes em todos 0s organismos Vivos e
estdo envolvidas em muitos processos bioldgicos importantes. Estas enzimas clivam ligacGes
B-glicosidicas entre dois ou mais carboidratos, ou entre um carboidrato e outra molécula por
diferentes mecanismos cataliticos (KETUDAT CAIRNS e ESEN, 2010). A acdo das B-
glicosidases esta envolvida em uma gama de processos celulares que se diferem entre os
organismos. Por exemplo, em bactérias e fungos, estas enzimas atuam principalmente para
obtencéo energética fazendo parte do complexo enzimatico das celulases, produzindo agucares
fermentaveis e atuam na interacao patdgeno-hospedeiro (SINGH; VERMA; KUMAR, 2016;
KRISCH et al., 2010). Em plantas, a atividade B-glicosidasica também est4 envolvida em
processos chave de desenvolvimento, como crescimento, defesa de patdgenos e hidrélise de
horménios (ESEN, 1993; KLECZKOWSKI e SCHELL, 1995). A hidrdlise de ligacOes beta-
D-glicosidicas também € frequentemente necessaria para a liberacdo de compostos
fisiologicamente importantes como, por exemplo, moléculas de defesa ou toxinas, que sdo
armazenadss em sua forma glicosidica ndo ativa e que sdo liberadas apds a acao catalitica de -
glicosidases (KETUDAT CAIRNS e ESEN, 2010; JONES e VOGT, 2011). Precursores
aromaticos em plantas (envolvidos em fungbes celulares cruciais) exitem na forma de
glicosideos, que séo formados por compostos volateis (terpenos, compostos fendlicos e alcoois
ciclicos) ligados a uma molécula de aclcar e que sdo alvo da acdo B-glicosidasica levando a
liberacdo de agliconas quando estas sdo necessarias (GUEGUEN et al., 1997; MATEO e
MAICAS, 2005; KETUDAT CAIRNS e ESEN, 2010; BATHIA et al., 2002). De fato, a
indUstria alimenticia se aproveita e obtém vantagem da adigdo de B-glicosidases exdgenas
durante a producgdo de vinhos, sucos e chas buscando o melhoramento aromatico (WANG et
al., 2013; SU et al., 2010; GUEGUEN et al., 1997). Estudos recentes demonstraram que
bactérias da cavidade bucal presentes na saliva humana tem a capacidade de hidrolisar
precursores aromaticos em uvas liberando diferentes tipos de agliconas, inclusive agliconas
aromaticas, e que este poderia ser um fator de influéncia para retencédo e percepcéo individual
do aroma e sabor durante e ap6s o consumo do vinho (MUNOZ-GONZALEZ et al., 2015).
Recentemente, a atividade de B-galactosidases na saliva humana foi associada a uma maior
concentragdo de compostos volateis e halitose. Nestes estudos, 0s autores sugerem que a
desglicosilacdo e proteolise de glicoproteinas salivares sdo passos iniciais para putrefacdo
salivar e producdo de mau odor bucal (SUZUKI; MASAHIRO; HIROFUJI, 2012; AYLIKCI e
COLAK, 2013; STERER; GREENSTEIN; ROSENBERG, 2002). De fato, estudos anteriores
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(TAKEHARA et al., 2010) demonstraram que a desglicosilacdo de glicoproteinas salivares
facilita a proteolise, acelerando a produgdo de compostos volateis fétidos. Levando em conta
estas evidencias, estudamos aqui a possivel relacdo entre a atividade de B-glicosidases na saliva
humana e a presenca de halitose, bem como se a acdo direta desta enzima em glicosideos
presentes na saliva humana leva a liberacdo de agliconas voléateis que influenciam no mau odor
bucal. Este estudo pode abrir caminho para um melhor entendimento molecular da ocorréncia

de halitose e para a exploracao de novos mecanismos de acdo para 0 seu controle.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Materiais

P-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (pNPG) e celobiose foram adquiridos da Sigma
Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Todos os reagentes foram adquiridos com a mais alta

qualidade disponivel.

4.2.2 Selecdo de voluntarios e coleta de saliva

Quarenta e oito voluntarios maiores de 18 anos, ndo fumantes, ndo gestantes e que

ndo estivessem em uso de antibidticos até 30 dias antes das coletas, foram selecionados para o
estudo. Este trabalho foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica de pesquisa em Humanos
da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAAE 67031517700000118). Os voluntarios
receberam e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para que fossem
realizados os experimentos. Cada um deles recebeu orientacfes prévias para coleta de saliva e
exame odontoldgico. Foi necessario interromper o uso de enxaguatorios bucais por 48 horas,
ndo consumir bebidas alcoolicas nas ultimas 24 horas e todos os voluntarios foram instruidos a
ndo se alimentar ou fazer higiene bucal por 2 horas antes da coleta de saliva e do teste do halito.
Amostras de saliva foram coletadas pela técnica da estimulagdo mecanica, em que cada
voluntario mastigou um sialogogo (1 cm de borracha esterilizada presa a 20 cm de fio dental)
por 6 minutos, o primeiro minuto para padronizagédo do fluxo salivar e os outros 5 minutos para
coleta (NAVAZESH, 1993). A saliva coletada foi depositada em um tubo tipo falcon de 15
mL, refrigerada e imediatamente analisada quanto a atividade enzimatica. Parte das amostras

foi armazenada a -80°C para analise por Cromatrografia gasosa.
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4.2.2.1 Exame clinico Odontoldgico

Todos os voluntarios foram examinados clinicamente por um Cirurgido Dentista para
determinar a presenca de sinais clinicos associados a halitose (presenca de céaries, saburra
lingual, biofilme dental, gengivite ou periodontite). A presenca e o grau de halitose foram
determinados por meio do Teste Organoléptico (TO) e por um monitor portatil de compostos
sulfurados (Breath Checker Tanita HC - 212SF). O Teste Organoléptico é baseado na analise
olfativa do ar exalado pela boca, depois de 30 segundos de manutencdo do ar inspirado pelo
nariz na cavidade bucal, a uma distancia de aproximadamente 20 cm. A presenca e a severidade
do mau odor bucal foi classificado em uma escala de 0 a 5, em que 0 simboliza auséncia do
mesmo e 5 halitose severa (AYLIKCI e COLAK, 2013). Breathe Checker Tanita HC - 212SF
foi utilizado como um instrumento portéatil para determinar a presenca de compostos sulfurados
no halito. Os voluntarios foram instruidos a respirar pelo nariz com a boca fechada por 30
segundos e depois expirar pela boca em direcdo ao dispositivo que indicou e quantificou a
presenca de compostos sulfurados (0 a 5). Os voluntarios que apresentaram 0 em ambos 0s

testes foram considerados sem halitose.

4.2.3 Determinacdo da atividade B-glicosidasica

Para determinar a atividade de B-glicosidases na saliva, amostras de saliva fresca,
sobrenadante ap6s centrifugacdo (8000 RPM por 10 min) e saliva ap6s fervura (controle) de 48
voluntarios foram analisadas. Os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata, utilizando
0 substrato cromogénico pNPG (1mM), tampéo Fosfato pH 7.2 e 0.075 mL de saliva em um
volume final de reacdo de 0.25 mL. Todas as rea¢6es foram monitoradas de forma ndo continua,
durante 5h em temperatura controlada de 37 °C. Ap6s o periodo de incubacdo, a reacdo foi
interrompida com 0.25 mL de Na2CO3 a 1M e a absorbancia foi mensurada a 405 nm. A
concentragédo de produto foi estimada usando o coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenol
(18.000 M-1 cm-1) e a atividade enzimatica foi calculada a partir das taxas iniciais (<10% de

conversao).

4.2.4 Identificagdo de microrganismos

Amostras de saliva (10 pL) de 22 voluntérios foram semeadas em placas de agar com

meio minimo enriquecido com celobiose e incubadas a 37°C por 48 horas. Os microrganismos
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capazes de hidrolisar e utilizar a celobiose como fonte de carbono para fins energéticos foram
isolados e identificados por testes bioquimicos no Laboratério de Bacteriologia do Centro de
Diagnostico Microbiolégico Animal (CEDIMA) do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da
UDESC. Algumas col6nias bacterianas que se desenvolveram no meio de cultura foram
ressuspendidas em agua miliq e esta solucdo foi utilizada em subtituicdo a saliva em ensaios
enzimaticos com pNPG para avaliar a atividade B-glicosidasica dos microrganismos. Outras
col6nias foram adicionadas ao meio de cultura liquido Luria Bertani (LB), mantidas a 37°C e
supervisionadas até que atingissem densidade Optica de 0.500 nm com o objetivo de avaliar a
viabilidade dos microrganismos. 1 mL do meio LB liquido contendo bactérias foi centrifugado
e o pelet bacteriano também foi ressuspendido em agua milig para ensaios enzimaticos com

intuito de avaliar a atividade B-glicosidasica destas bactérias.

4.2.5 Andlise de amostras por Cromatografia Gasosa e Espectrometro de Massa

As amostras de saliva restantes de todos os voluntarios apds o0s ensaios enzimaticos
foram armazenadas a -80°C em frascos tipo falcon e posteriormente descongeladas para a
andlise por cromatografia gasosa. Apenas amostras de saliva com volume suficiente puderam
ser utilizadas, totalizando 12 amostras que foram centrifugadas (10.000 G), armazenadas em
frascos de vidro com tampas perfurantes e incubadas durante a noite, a 15°C, com 100 uL de
enzimas B-glicosidases (13,68U/mL) purificadas de Bacillus polymyxa. Nas amostras controle
a mesma concentracao de enzimas inativas (desnaturadas pelo calor) foi utilizada. O headspace
da reacdo foi coletado com uma seringa de vidro apds o aquecimento das amostras a 60°C por
20 minutos, seguido da injecdo de 20 pL do gas no Cromatografo gasoso e Espectrometro de
Massa Clarus 680 (Capillary GC) — Departamento de Solos do CAV-UDESC. A leitura durou
47 minutos com aquecimento de 30°C a 350°C, utilizando Hélio como gés de arraste e coluna
Elite 5MS-30m. Os compostos responsaveis por picos observados durante a cromatografia
gasosa foram sugeridos pelo espectrometro de massa acoplado ao aparelho a partir de

informacdes sobre massa e estrutura quimica.
4.2.6 Anédlises estatisticas
Os resultados deste estudo foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, Teste exato

de Fischer e Coeficiente de correlacdo de postos de Spearman, com 5% de significancia,
utilizando o R software (R CORE TEAM, 2016).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Atividade B-glicosidasica

A atividade B-glicosidésica foi observada apenas nas amostras contento saliva fresca
e total, ndo havendo atividade enzimatica no sobrenadante ap6s centrifugagdo assim como nas
amostras controle (enzimas desnaturadas), sugerindo uma origem bacteriana da enzima ao invés
de uma producéo enddgena. Os dados dos ensaios enzimaticos foram relacionados com quadros
clinicos observados durante o exame odontoldgico e permitiram o entendimento de que assim
como houve grande variabilidade de condi¢des bucais entre os voluntérios, a atividade f-
glicosidasica entre as amostras de saliva também foi bastante variada (ver Figura 4).

As bactérias que cresceram no meio cultura com celobiose foram identificadas por
testes bioquimicos e os resultados sugeriram a presenca de diferentes espécies pertencentes aos
seguintes grupos bacterianos: Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp.,
Serraria sp. e Arconobacterium sp. Todas as col6nias identificadas apresentaram atividade [3-
glicosidasica positiva.

O modelo de Michaellis-Menten foi aplicado para o melhor entendimento do
comportamento das enzimas encontradas nas amostras de saliva. Ensaios com diferentes
concentracdes de pNPG (0, 2, 4, 6, 8, 10 mM) permitiram a determinacdo dos possiveis

parametros cinéticos da enzima presente na saliva (ver Figura 5).
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Figura 4 - Atividade B-glicosidasica na saliva e condic¢Bes bucais
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

Comparagéo entre a atividade -glicosidasica observada em amostras controle (barras azuis), no sobrenadante ap6s
centrifugacdo (barras laranjas) e na saliva fresca e total (barras cinzas). Os circulos vermelhos indicam amostras
sem atividade B-glicosidasica (V<0.07 nmol/g/min) e os dados sugerem atividade enzimética positiva apenas
utilizando saliva total para 0s ensaios. Quadros clinicos observados durante o exame odontoldgico (presenca de
placa dental, saburra lingual, carie, periodontite, gengivite e halitose) estdo representados por retangulos coloridos
permitindo uma relagdo inicial entra a atividade B-glicosidasica de cada voluntario e condi¢Ges bucais.

Figura 5 - Grafico de Michaellis-Menten e parametros cinéticos
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Possiveis parametros cinéticos de B-glicosidases presentes em amostras de saliva fresca. Os ensaios enzimaticos
foram realizados com diferentes concentragdes de pNPG (0, 2, 4, 6, 8, 10 mM); 0.15 mL de saliva fresca e tampéo

Fosfato pH 7.2.
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Os dados clinicos obtidos durante o exame odontoldgico foram correlacionados com
a atividade B-glicosidasica. Analises estatisticas demonstraram que houve relagéo positiva entre
a atividade enzimatica na saliva e halitose (p-value = 0.0003) (ver Figura 6). A presenca de
biofilme dental demonstrou uma correlacdo menor, mas estatisticamente significativa com a
atividade da enzima (p-value = 0.0390). Nenhum outro dado clinico apresentou relacdo

estatistica com a atividade de B-glicosidases neste estudo (ver Figura 6).

Figura 6 - Relacdo entre atividade B-glicosidasica na saliva e condi¢des bucais
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019.

Relacéo entre condigdes bucais observadas no exame clinico odontolégico e a atividade B-glicosidasica na saliva.
Em azul esta representado o nimero de voluntarios com determinada condigdo clinica bucal e o valor médio da
atividade enzimatica na saliva dos mesmos. Analises estatisticas sugerem pelo p-value <0.05 correlagdo positiva
entre a atividade p-glicosidasica e presenca de halitose e biofilme dental visivel.

A halitose dos voluntarios foi avaliada por meio do Teste Organoléptico e do monitor
portéatil de compostos sulfurados Breath Checker Tanita HC - 212SF. Dos 48 participantes desta
pesquisa, 33,3% nao possuiam halitose, enquanto que 66.6% apresentaram mau halito detectado
pelo Teste Organoléptico e apenas 20.8% destes exibiram compostos volateis sulfurados
detectados pelo dispositivo portatil. Houve relagdo positiva e significativa entre a presenca de
gengivite e halitose, sendo que de 27 voluntarios com gengivite, 22 apresentaram algum grau
de halitose (p-value = 0.02907), entretanto, a relagdo entre gengivite e a atividade -

glicosidasica foi inconclusiva, estando os dados no limite de significancia (p-value = 0.0585)
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(ver Figura 6). Isso também foi observado quando a presenca de halitose e biofilme dental

visivel foram correlacionados (p-value = 0.06577).

4.3.2 Perfil de compostos volateis orginicos na saliva apos adi¢cdo de B-glicosidases

exogenas

Para investigar se a acdo direta de B-glicosidases sobre substratos presentes na saliva
pode alterar o perfil aromatico deste fluido corporal, realizamos analises por cromatografia
gasosa do headspace de amostras de saliva apds a adicdo de enzimas exogenas. A alteracdo de
compostos orgénicos volateis foi observada em 06 de 12 amostras de saliva testadas (ver Figura
7). Um total de 17 diferentes compostos foram identificados apds o tratamento enzimatico das

12 amostras e estes estdo listados na Tabela 3.

Figura 7 - Alteracdo do perfil volatil de amostra de saliva humana apds a adi¢do de -
glicosidases exogenas
. 13-Sep-2018 + 14:21:46]

saliva_A15_BGLA Scan Els

Wz TIC
1004 1.67e8|

ar.er

1 b A

i
saliva_A15_C Sean El+
Tic

5.9820)

28.20 3020 3220 | 34 36.20 320 | 4020

Fonte: Elaborada pela autora, GC-MS Clarus 680, 2018.

Comparagdo entre picos de compostos volateis observados durante a cromatografia gasosa de amostra de saliva
humana apds tratamento com PB-glicosidases purificadas de Bacillus polymyxa (saliva_A15_BGLA) e amostras
controle (saliva_A15_C). Diferenga significativa entre o perfil volatil das amostras, sugerindo relagdo positiva
ente a liberagdo de compostos volateis organicos na saliva e a atividade B-glicosidasica.
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Tabela 3 - Compostos volateis liberados apos acao de B-glicosidases exdgenas em amostras de
saliva humana

COMPOSTOS VOLATEIS

e Trimetilsilil e Fluoroacetileno
e 2- (Metiltio) benzotiazole e 4-metil-1-penteno
e Acetato de metilamina e 2-aziridinil etilamina
e 7,8-Epoxilanostan-11-ol, 3- e Oxido nitroso
acetoxi ¢ Fenetilamina alfa dimetil
e 9-Desox0-9-x-acetoxi-3,8,12-tri- e 2-bromobutiloxialcona
O-acetilingol e Acido pterina-6-carboxilico
e Acido 3-piridinocarboxilico e Quinolina 1 2-di-hidro-2 2
e Licoxantina 4-trimetil
e Acido carbamico e N-metil-nicotinimidato,
O-trimetilsilil

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Determinacdo de 17 possiveis compostos volateis por GC-MS no headspace de amostras de saliva centrifugada
apos incubacdo overnight com B-glicosidases ativas de Bacillus polymyxa.

4.4 DISCUSSAO / CONCLUSAO

A atividade de enzimas glicoliticas como as B-galactosidases na saliva humana foi
previamente relacionadas a diferentes graus de halitose e putrefacdo salivar (STERRER et al.,
2002). Muitos compostos associados a halitose sdo produzidos a partir do metabolismo de
bactérias orais (SUZUKI; MASAHIRO; HIROFUJI, 2012). De acordo com estudos até o
momento, diferentes tipos de enzimas glicosidicas podem ser produzidos por esses organismos,
contribuindo para a presenca de halitose através da remocao de cadeias laterais de carboidratos
das glicoproteinas salivares, facilitando a prote6lise e a producdo de compostos associados ao
metabolismo de amino&cidos (TAKEHARA et al., 2010). No entanto, ndo existem evidéncias
que confirmem o papel direto das P-galactosidases na liberacdo de agliconas volateis
provenientes da hidrolise enzimética.

Estudos demonstraram que a saliva humana pode interferir na liberagdo do aroma de
alimentos, reduzindo ou aumentando sua percepcao através de diferentes propriedades deste
fluido corporal, como por exemplo: diluicdo de substancias aromaticas, mudancas no pH e
hidratacdo dos alimentos, interacdes entre compostos presentes nos alimentos e proteinas ou
sais minerais que compdem a saliva, degradacdo de compostos odoriferos e liberacdo de
precursores aromaticos (MUNOZ-GONZALEZ et al., 2014). A saliva humana é um combinado

de composto inorganicos (Na *, CI, Ca? *, K *, HCOs3), compostos organicos (enzimas,
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polissacarideos, glicoproteinas, lipidios) e microrganismos, sendo que centenas de bactérias
residentes e associados a doencas bucais e sisttmicas podem estar presentes neste fluido
corporal (ZHANG et al., 2016). Estudos anteriores investigaram a acdo de bactérias orais
residentes (S. sanguinis, S. oralis, A. naeslundii), associadas ao biofilme dental (S. mutans, V.
dispar, F. nucleatum) e possivelmente presentes na cavidade bucal (S. aureus e E. faecalis)
sobre precursores aromaticos em forma de glicosideos isolados de uvas brancas (MUNOZ-
GONZALEZ et al., 2015). Todas as bactérias foram capazes de hidrolisar glicosideos liberando
diferentes tipos de agliconas (terpenos, derivados benzénicos e &lcoois) (MUNOZ-
GONZALEZ et al., 2015). Quando os ensaios foram realizados utilizando saliva humana,
agliconas aromaéticas s6 foram produzidas com amostras de saliva fresca e nenhum odor foi
liberado quando o extrato de uvas brancas foi incubado com o sobrenadante da saliva ap6s
centrifugacio (MUNOZ-GONZALEZ et al., 2015). Os resultados encontrados no presente
trabalho concordam com estes achados, visto que a atividade B-glicosidasica s6 foi detectada
na saliva total e fresca, sugerindo a origem bacteriana da enzima. De fato, a identificacdo de
colbnias cultivadas em meio minimo enriquecido com celobiose demonstrou que bactérias
Gram - e Gram + estdo associadas a acdo da enzima. Apos andlise do grafico de Michaelis
Menten e dos provaveis parametros cinéticos das B-glicosidases presentes na saliva fresca,
observamos um valor relativamente baixo de Km, sugerindo uma afinidade grande entre a
enzima e o substrato pNPG.

Stradwick et al. (2017) demonstraram atividade B-glicosidasica no sobrenadante de
saliva humana ap0s centrifugacdo, sugerindo uma producdo enddgena da enzima.
Hipoteticamente a presenga de B-glicosidases na saliva poderia estar relacionada ao aumento
da concentracdo de compostos organicos volateis livres na cavidade bucal a partir da hidrdlise
de glicosideos, o que causaria uma percepcdo diferenciada do paladar. No entanto, a atividade
ndo foi correlacionada com dados clinicos e apenas 20% das amostras apresentaram atividade
significativa. No presente estudo, os resultados néo indicaram atividade B-glicosidasica no
sobrenadante das amostras.

Nakamura e Slots (1983), avaliaram a atividade enzimatica na saliva e sua relacdo
com a saude periodontal. Os resultados mostraram que o0 aumento da atividade de enzimas,
incluindo B-glicosidases, foi encontrado na saliva de pacientes com comprometimento
periodontal. Dois anos depois os autores determinaram a reducdo dessas enzimas na saliva apos
tratamento odontoldgico adequado (ZAMBON et al., 1985). Poucos voluntarios no presente
estudo apresentavam periodontite; portanto, ndo foi possivel tracar uma relacdo positiva e

significativa entre esta doenca e a atividade enzimética. No entanto, apesar dos dados
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estatisticos da relacéo entre enzima e gengivite estarem no limite de significancia, grande parte
dos voluntarios com gengivite apresentou alta atividade B-glicosidasica, corroborando com
estudos anteriores.

Dentes, gengivas e lingua sdo superficies orais passiveis de acumulo de
microrganimos e componentes salivares, formando o biofilme ou placa dental. Quando o
acumulo do biofilme € persistente, ocorre sua maturacéo, situacao que envolve modificagdo da
microbiota local e adesdo de bactérias cada vez mais patogénicas (GIBBONS e ROUTE, 1975;
KRIEBEL et al, 2018). A relacdo positiva encontrada neste estudo entre o biofilme dental e a
atividade de B-glicosidases sugere que estas enzimas, produzidas por bactérias orais, sdo
importantes para a sobrevivéncia dos microrganismos e podem estar associadas a formacéo e
estruturacdo da placa bacteriana. De acordo com Kilic et al., (2014), que estudaram a expressao
e regulacdo génica do S. gordonni (pioneiro na formacdo do biofilme dental e associado a
endocardite bacteriana), o desempenho energético e a adesividade celular destas bactérias séo
influenciados por muitos genes ligados ao metabolismo de B-glicosideos. Estes sdo importantes
para a formag¢do do biofilme e crescimento da linhagem bacteriana, portanto, enzimas como [3-
glicosidases podem metabolizar aglcares para fornecer energia e fonte de carbono e estar
envolvidas em outros processos fisioldgicos, como a sintese de glicoproteinas e polissacarideos
(KILIC et al., 2014).

Para nosso conhecimento, este é o primeiro relato que correlaciona a atividade B-
glicosidasica na saliva humana e a ocorréncia de halitose. Embora a atividade da enzima
também esteja relacionada a presenca de biofilme neste estudo, ndo houve relacdo
estatisticamente significativa entre placa dental e halitose (p-value = 0.06577), sugerindo que
a presenca do mau halito associado a cavidade bucal pode se originar também da acdo direta
destas enzimas.

De acordo com Sterer, Greenstein; Rosenberg (2002), a presenca de glicose pode inibir
a producdo de compostos fétidos na saliva incubada e 0s autores explicam esses achados como
consequéncia da inibicdo da desglicosilacao proteica e menor produgéo de composto sulfurados
na presenca do acucar. De fato, a glicose é um conhecido produto e inibidor de B-glicosidases,
assim como observado também em nossos estudos (dados indisponiveis). Portanto, a reducéo
de compostos fetidos observados em pesquisas anteriores na presenca de glicose pode ser
atribuida a sua acéo inibitdria sobre B-glicosidases presentes na saliva, diminuindo a liberacao
de agliconas volateis.

A halitose é uma alteracdo multifatorial e enzimas bacterianas, como B-glicosidases,

podem contribuir para o seu desenvolvimento. De acordo com um estudo de Takehara et al.
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(2010), a desglicosilacdo de glicoproteinas salivares pelo metabolismo bacteriano e enzimas
glicosidases pode facilitar a prote6lise e acelerar a producdo de compostos volateis de enxofre.
Sabe-se que a halitose associada as condicdes bucais decorre da degradacdo microbiana de
proteinas, peptideos e aminoacidos presentes nos fluidos orais bem como da retencdo de
alimentos entre os dentes (CAMPISI et al., 2011).

Compostos volateis de enxofre como sulfeto de hidrogénio, metilmercaptano e dimetil
sulfeto s@o os gases mais envolvidos com o mau odor bucal, entretanto, outras substancias
volateis, incluindo compostos organicos aromaticos e aminas, acidos graxos de cadeia curta,
acidos organicos, alcoois, compostos alifaticos volateis, aldeidos e cetonas também podem
contribuir para a halitose (CAMPISI et al., 2011; VAN DEN VELDE et al., 2007). Embora o
monitor portatil para analise do halito utilizado neste estudo seja capaz de detectar apenas
compostos sulfurados, as medidas organolépticas sdo capazes de indicar a presenca de outros
compostos volateis, como alcoois, compostos fenolicos, alcenos, cetonas, poliaminas e acidos
graxos (AYLIKCI e COLAK, 2013). Neste estudo, 45.8% dos voluntérios apresentando
halitose detectada pelo teste organoléptico ndo foram positivos para a presenca de compostos
volateis de enxofre, o que esta de acordo com o fato de que muitos compostos volateis
associados a halitose ndo sdo necessariamente compostos sulfurados.

Para confirmar a acdo direta de B-glicosidases na liberacdo de compostos volateis na
saliva humana, adicionamos B-glicosidases exdgenas a amostras de saliva apos centrifugacéo e
0 headspace foi analisado por cromatografia gasosa. Observamos a presenca de varios
compostos volateis na saliva tratada com enzimas ativas em compara¢do as amostras controle
(enzimas desnaturadas pelo calor). Foram identificados 17 diferentes compostos, entre eles a
Fenetilamina (amina aromatica) e a Metilamina (derivada do catabolismo de aminas) que
apresentam cheiro desagradavel, e outros compostos como o acido 3-piridinacarboxilico e o
Oxido nitroso que sdo inodoros (PUBCHEM, 2018) . Nenhum composto conhecidamente
associado a halitose foi encontrado, no entanto, a enzima utilizada origina-se de bactérias
presentes no solo (Bacillus polymyxia), e a especificidade ao substrato pode variar
significativamente em comparagdo com as enzimas de bactérias orais. Esses resultados sugerem
que as B-glicosidases fazem parte de uma gama de enzimas capazes de alterar o perfil volatil e
aromatico da saliva e que podem ser alvo de outros estudos em salde bucal e que abordem a

importancia da saliva para a industria alimenticia.
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INIBICAO DE B-GLICOSIDASES PRESENTES NA SALIVA HUMANA POR
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RESUMO

O biofilme dental é uma das comunidades microbianas mais complexas do corpo
humano, em que um conjunto diversificado de microorganismos é incorporado em uma matriz
polissacaridica complexa, por meio da adesdo a componentes orais. A formacdo e o acimulo
do biofilme esta relacionada a infec¢des bucais, como caries e doencas periodontais, portanto,
estratégias para seu controle sdo cruciais para a manutencdo da satde bucal. O xilitol € um
acucar sintético usado como substituto da sacarose que tem a capacidade de reduzir a formacao
do biofilme bacteriano, no entanto, seu mecanismo de ac¢do ainda ndo foi completamente
elucidado. Estudos anteriores demonstraram que a a¢éo de p-glicosidases bacterianas € crucial
para a formacdo do biofilme. Neste trabalho investigamos a correlacdo entre a atividade f-
glicosidasica presente na saliva e a ocorréncia de placa dental. Os resultados sugerem uma
relacdo positiva entre a atividade enzimatica e a presenca do biofilme, além disso, esta
atividade € reduzida na presenga de xilitol. Estudos cinéticos confirmaram que este acucar
sintético atua inibindo a enzima de forma ndo competitiva. Com base nestas evidéncias,
sugerimos que um dos mecanismos de acdo do xilitol sobre a adeséo bacteriana e a placa dental
é a inibicdo ndo-competitiva de B-glicosidases bacterianas que parecem ser essenciais para a
formacéo de biofilme.

Palavras chave: Xilitol. B-glicosidase. Biofilme. Saude bucal. Saliva.
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5.1 INTRODUCAO

A cavidade bucal é formada por diferentes superficies cobertas por uma diversidade de
bactérias organizadas em um biofilme que é associado a doencas bucais como céries e doencas
periodontais (AAS et al., 2005; GIBBONS, 1989). A placa, ou biofilme dental, € uma das mais
complexas comunidades microbianas no corpo humano, sendo extensivamente estudada e
definida como uma diversidade de microrganismos embebidos em uma matriz extracelular
aderida a componentes orais (GIBBONS e HOUTE, 1975; HOUTE, 1982). A adesdo
bacteriana € pré-requisito e um determinante critico para a colonizacéo de dentes e superficies
epiteliais. Polissacarideos sdo um dos maiores componentes da matriz do biofilme, provendo
protecdo aos microrganismos presentes, estrutura a placa em formacéo e desempenhando papel
importante para adesdo celular (YAMANAKA et al., 2012; LIMOLI; JONES; WOZNIAK,
2015; FLEMMING e WINGENDER, 2010). Desta forma, substancias capazes de interferir na
adesdo bacteriana as superficies orais tém importancia para o controle do biofilme dental e
manutencdo da salde bucal. O xilitol, acucar sintético utilizado como substituto a sacarose,
possui muitas aplicacdes clinicas e entre suas principais propriedades estdo sua capacidade
anticariogénica e antiaderente, reduzindo a adesdo de bactérias que sdo importantes para a
formacéo do biofilme (ABDUL RAZAK et al., 2017; ARCANO et al., 2018; JANAKIRAM;
DEEPAN KUMAR; JOSEPH, 2017; SODERLING et al., 1987). Muitos estudos demonstram
que o xilitol atua reduzindo a formacdo do biofilme dental (SODERLING et al., 1987;
SODERLING e HIETALA-LENKKERI, 2010), entretanto, seu modo exato de acdo sobre a
placa ainda ndo é completamente compreendido. Algumas enzimas extracelulares foram
detectadas no biofilme e muitas delas estdo envolvidas na degradagéo de biopolimeros gerando
moléculas que podem ser fonte de carbono e energia, além disso, podem estar associadas ao
processos de dispersdo bacteriana e fatores de viruléncia (FLEMMING e WINGENDER,
2010). Enzimas bacterianas como glicosiltransferases e glicosilhidrolases desempenham
importante papel para adaptacdo e sobrevivéncia de microrganismos, atuando na quebra e
sintese de variados carboidratos (INUI et al., 2015). B-glicosidases catalisam reacfes de
hidrolise e também de transglicosilagdo, gerando produtos alongados importantes para a
formacdo do biofilme (BHATIA; MISHRA; BISARIA, 2002). Estas enzimas ja foram
encontradas na saliva e fluidos orais, porém, sua origem especifica ainda € incerta. Estudos de
expressdo génica de Streptococcus gordinni, um dos pioneiros na formacgéo do biofilme dental,
sugerem que P-glicosidases sdo essenciais para a formacdo da placa (KILIC et al., 2004).

Algumas pesquisas demonstram que estas enzimas, provenientes de améndoas doce, podem ser


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26185074
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inibidas por xilitol (KELEMEN e WHELAN, 1966), e que esse poliol também reduz a atividade
de enzimas digestivas como a-glicosidases (CHUKWUMA e ISLAM, 2015). Neste contexto,
investigamos a correlacdo entre B-glicosidases presentes na saliva humana e o biofilme dental,
bem como a acdo do xilitol sobre a atividade destas enzimas, sugerindo uma forma ainda néo

explorada de atuacdo deste agUcar sintético para o controle da placa.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Materiais

Glicose, p-nitrophenyl-b-d-glucopyranoside (pNPG) e xilitol foram adquiridos da
Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).

5.2.2 Selecao de voluntarios e coleta de saliva

Amostras de saliva mecanicamente estimulada de 41 voluntarios (dos 48 participantes
da pesquisa), maiores de 18 anos, ndo fumantes, ndo gestantes e que nao estivessem em uso de
antibidticos nos Gltimos 30 dias antes da coleta foram utilizadas para os ensaios enzimaticos. A
coleta de saliva foi realizada pela técnica de estimulacdo mecénica, em que cada voluntério
mastigou um pedaco de borracha esterilizada (sialogogo) por 6 min. O primeiro minuto de
estimulacdo foi usado para padronizar o fluxo salivar e os 5 min restantes para coleta de saliva.
Toda a saliva produzida nos 5 minutos de estimulacdo foi depositada em copos descartaveis ,
mensurada e depois transferida para tubos tipo falcons esterelizados. Essa técnica também
permitiu determinar o fluxo salivar de cada voluntario (NAVAZESH, 1993). Os voluntarios
receberam e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e foram orientados a
ndo se alimentar ou realizar higiene bucal por duas horas antes da coleta. Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da Universidade do Estado de
Santa Catarina (CAAE 67031517700000118).

5.2.3 Ensaios enzimaticos
A atividade enzimatica foi determinada por ensaios em triplicata utilizando o

substrato pNPG (1mM) em tampéo fosfato pH 7.2, na presenca e na auséncia de xilitol (20

mM). Todas as reagdes foram monitoradas de forma ndo continua e a atividade enzimatica foi


https://www.google.com.br/search?newwindow=1&rlz=1C1GGRV_enBR751BR751&q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi5ydTHlK7eAhUJkJAKHTVhAGAQmxMoATASegQIBBAO
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calculada a partir das taxas iniciais (<10% de conversdo). Resumidamente, as reagcdes foram
realizadas em tampdo fosfato pH 7.2 na presenca de 75 uL de saliva e 1 mM de pNPG durante
cinco horas, a 37°C. Apo6s o periodo de incubacéo, o ensaio foi interrompido com Na,COz 1M
e a absorbancia foi medida a 405 nm. A concentracdo do produto foi estimada utilizando o
coeficiente de extingdo do p-nitrofenol (18.000 M* cm™). Amostras de saliva fervida foram
utilizadas como controle. A presenca ou auséncia de biofilme dental visivel foi determinada

atraves de um exame clinico odontologico realizado por um cirurgido dentista.

5.2.3.1 Inibi¢do da atividade p-glicosidasica por xilitol

Para obter o grafico de Lineweaver-Burk a reacdo enzimatica foi realizada usando
concentracdes variaveis de pNPG (0.5, 2, 4, 6, 8 e 10mM) e concentragdes variaveis de xilitol
(0, 5, 10, 20 e 40mM) em tampao fosfato. O gréfico de Lineweaver-Burk foi obtido plotando
0s reciprocos das taxas iniciais em compara¢do com as varias concentracdes de substrato. Os

dados foram analisados utilizando o programa SigmaPlot Enzyme Kinetics Module v1.3.

5.2.5 Anélises estatisticas

Os resultados deste estudo foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, Teste exato
de Fischer e Coeficiente de correlacdo de postos de Spearman, com 5% de significancia,
utilizando o R software (R CORE TEAM, 2016).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da atividade p-glicosidasica na saliva total fresca e no sobrenadante ap6s a
centrifugacdo demonstrou atividade significativa (em 83% das amostras) somente quando a
saliva total foi utilizada. Amostras de saliva foram semeadas em meio contendo celobiose para
selecionar microrganismos B-glicosidase positivos. Colonias individuais foram coletadas e
testadas apresentando atividade B-glicosidasica significativa (dados nao disponiveis). Assim, a
atividade enzimatica observada neste estudo foi associada ao pellet de células bacterianas, e
tais resultados concordam com estudos prévios que afirmam que a atividade de p-glicosidases
presentes na saliva humana se origina principalmente de microrganismos ou componentes

salivares insoluveis (NAKAMURA e SLOTS, 1983). Estudos anteriores demonstraram que
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maior atividade B-glicosidasica é encontrada em pacientes com doencas periodontais que séo
relacionadas com a presenca de biolfilme dental, associando o tratamento adequado a uma
reducao na atividade enzimatica (NAKAMURA e SLOTS, 1983; ZAMBON et al., 1985). No
presente estudo, quando a atividade de B-glicosidases e a placa dental foram avaliadas,
observou-se uma relacdo positiva e significativa (p-value = 0.03904), confirmando que a
presenca de biofilme dental clinicamente visivel esta asociada a maior atividade p-glicosidasica
na saliva (ver Tabela 4). Estas enzimas ja foram encontradas em biofilmes aquaticos e
agregados marinhos (FLEMMING e WINGENDER, 2010) e curiosamente, trabalhos
anteriores sobre a formacdo de biofilme aquatico demonstraram que a atividade de [3-
glicosidases foi positivamente relacionada a maior presenca de moléculas que compdem a
matriz do biofilme, além disso, a atividade enzimatica foi maior em biofilmes jovens (1 a 4 dias
de formac&o), sugerindo que a enzima possa estar associada a adesao bacteriana (ROMANI et
al., 2008) e estar envolvida na sintese dos polissacarideos da matriz extracelular, sendo
importante para a formacéo do biofilme. No presente estudo, 83% das 41 amostras de saliva
apresentaram atividade B-glicosidasica positiva e a maioria delas (33 de 34) foi suscetivel a
inibicdo por xilitol (ver Figura 8). A inibicdo de B-glicosidases provenientes de améndoas doce
por polidis foi previamente demonstrada (NAKAMURA e SLOTS, 1983), além disso, o xilitol
se mostrou capaz de inibir enzimas digestivas, como a-amilase ¢ a-glicosidase e esta agdo
inibitéria pode estar associada a suas propriedades antidiabéticas, sugerindo que os efeitos de
controle glicémico em diabéticos estdo relacionados a diminuicdo da atividade de enzimas
responsaveis pelo metabolismo de carboidratos (CHUKWUMA e ISLAM, 2015).

Tabela 4 - Atividade p-glicosidasica na saliva humana e sua relacdo com a presenca de biofilme

dental
Biofilme N Atividade p-glicosidasica
Dental (nmol/g/min)
Presenca 25 0.29+0.04
Auséncia 23 0.15+ 0.03
Total 48

Fonte: Elaborada pela autora, 2019.
Tabela demonstrando diferengas significativas nos valores médios + erro da atividade de B-glicosidases na saliva
entre grupos de pacientes com biofilme e sem biofilme dental. N: nimero de pacientes.
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Figura 8 - Inibicdo de B-glicosidases presentes na saliva humana por xilitol
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019 - SigmaPlot Enzyme Kinetics Module v1.3.
Grafico demonstrando a agdo inibitoria do xilitol sobre B-glicosidases presentes na saliva humana. A atividade p-
glicosidasica foi determinada na presenca de xilitol 20 mM (barras cinzas) e na auséncia de xilitol (barras pretas).

Neste trabalho, estudos cinéticos de inibicdo foram realizados utilizando saliva total
fresca e concentracdes variaveis de pNPG e xilitol. A andlise do grafico duplo reciproco
demonstrou a inibi¢cdo ndo competitiva do xilitol sobre a enzima p-glicosidase, apresentando
um valor de Ki de 6.8 mM (ver Figura 9). Na literatura, vérias evidéncias demonstram que o
xilitol possui importantes aplicaces na saude bucal, especialmente para o controle de bactérias
cariogénicas (ARCANO et al., 2018; JANAKIRAM; DEEPAN KUMAR; JOSEPH, 2017;
SODERLING et al., 1987; NAYAK; NAYAK; KHANDELWAL, 2014). Abdul Razak et al
(2017) avaliaram o efeito inibitorio do xilitol na formacéo de biofilmes de S. mutans, S. mitis e
S. sanguinis, sugerindo que o xilitol tem a capacidade de inibir a formacéo de biofilme em cerca

de 68% guando usado como substituto da sacarose.
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Figura 9 - Gréafico de Lineweaver-Burk. Inibigdo ndo competitiva do xilitol sobre B-glicosidases
presentes na saliva humana
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Fonte: Elaborada pela autora, 2019 - SigmaPlot Enzyme Kinetics Module v1.3.

Grafico duplo reciproco da atividade B-glicosidasica na presenca de xilitol a 0 (@), 5 mM (o), 10mM (V¥), 20 mM
(A) e 40 mM (m) e concentragdes variadas de pNPG. A inibicdo do tipo ndo competitiva ¢ observada pela
interseccédo do eixo Y.

Estudos anteriores também demonstraram que o xilitol é capaz de reduzir a adeséo
bacteriana e a producéo de polissacarideos em algumas espécies de Streptococcus, sendo que e
(SODERLING e HIETALA-LENKKERI, 2010). No entanto, seu modo especifico de a¢do para
inibicdo do biofilme néo foi descrito até 0 momento. Segundo Kilic et al. (2004), que estudaram
a regulacdo génica de S. gordonni (um dos microrganismos pioneiros na formacao do biofilme
dental), a adesividade bacteriana ¢ influenciada pela expressdao génica de P-glicosidases e
quando genes associados a enzima sdao suprimidos, ha reducdo expressiva de moléculas da
matriz extracelular e da formacao de biofilme bacteriano. Isso concorda com outros estudos
gue sugerem que exopolissacarideos sdo indispensaveis para a formacdo do biofilme ja que
organismos mutantes que ndo sintetizam estas moléculas, ndo ndo capazes de produzi-lo
(FLEMMING e WINGENDER, 2010). A importancia de exopolissacarideos nos biofilmes foi
demonstrada em estudos recentes, sendo que a quebra de exopolissacarideos—chave pode levar
a desorganizacdo do biofilme, disperséo de bactérias e aumentar a sensibilidade do biofilme a
antibioticos (KOOH et al., 2017).
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Neste trabalho, sugerimos uma correlacdo positiva entre a atividade de 3-glicosidases
na saliva humana e a presenca de biofilme dental, indicando que esta enzima pode ser
importante para o estabelecimento do biofilme na cavidade bucal. Além disso, demonstramos
que o xilitol inibe a atividade de B-glicosidases na saliva humana e dada a provavel importancia
desta enzima para a formacao do biofilme dental, sua inibicdo ndo competitiva pelo xilitol € um

possivel modo de acéo para a capacidade antiaderente deste polialcool.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A halitose € uma das queixas mais comuns dos pacientes no cosultério Odontolégico
e apesar de ser multifatorial esta na maioria das vezes associada a condi¢Ges bucais,
especialmente ao metabolismo de bactérias orais que gera subprodutos fétidos associados ao
mau odor bucal. Enzimas glicosidicas como B-galactosidases ja foram citadas na literatura por
serem capazes de produzir a desglicosilacdo de glicoproteinas salivares, facilitando o processo
de protedlise e consequentemente a liberacdo de compostos sulfurados relacionados ao mau
odor bucal. Entretanto, muito ainda precisa ser entendido sobre a atividade de enzimas
glicosidicas nos fluidos orais, tanto em relagdo a sua origem, fungdo como consequéncias
clinicas. B-glicosidases sdo enzimas glicosidicas presentes em todos organismos vivos que além
de desempenharem fungdes bioldgicas, tém sido exploradas para a liberacdo de compostos
volateis buscando o enriquecimento aromaético de alimentos e bebidas com finalidade
comercial, porém, sua acao na cavidade bucal e sua relagdo com condigdes clinicas ainda ndo
¢ compreendida. Os dados deste trabalho sugerem que a presenca destas enzimas na saliva
humana esta relacionada a microbiota bucal e que a atividade enzimatica difere de individuo
para individuo, estando associada a condicdes clinicas como presenca de bifilme dental visivel,
halitose e gengivite. Sugerimos que a enzima possa estar associada a reacdes de hidrélise de
glicoproteinas e glicosideos quando ha deplecdo de glicose no meio, levando a liberacdo de
compostos volateis e fétidos associados a protedlise (que é facilitada pela remocao da porc¢édo
glicidica das glicoproteinas) e a quebra direta de glicosideos provenientes da dieta, podendo
contribuir para a halitose.

A microbiota bucal é variavel e pode se apresentar sobre as superficies orais (dentes
e mucosas) em forma de biofime bacteriano, que favorece o crescimento e o densenvolvimento
de microrganismos desempenhando fungdo estrutual, energética e protetiva as bactérias. A
capacidade de adesdo as superficies bucais é imprescindivel para a producdo e amadurecimento
do biofilme dental. Muitas doencas bucais estdo associadas ao acumulo deste biofilme e
medidas para sua prevencdo e controle sdo essencias para promoc¢do e manutencdo da satde
bucal. Os dados do presente trabalho sugerem relacdo positiva entre a presenca de biofilme
dental clinicamente visivel e atividade de enzimas B-glicosidases na saliva, sugerindo que estas
enzimas glicosidicas podem também estar associadas a producdo de biomoléculas como
polissacarideos que sdo importantes para a adesdo bacteriana e estabelecimento do biofime na

cavidade bucal. Sugerimos entdo que as enzimas B-glicosidases presentes na saliva podem
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atuar de formas diferentes de acordo com a necessidade energética e metabdlica dos
microrganismos.

O xilitol ja é descrito na literatura como um acucar subtituinte a sacarose que pode ser
utilizado por pacientes diabéticos, tem propriedade anticariogénica e também antiaderente,
interferindo na adesdo bacteriana a superifices vitreas, podendo ser utilizado em produtos de
higiene oral e gomas de mascar. Na literatura podem ser encontrados relatos antigos em relacéo
ao xilitol e sua eficacia para inibicdo de enzimas como a-amilase e -glicosidases de améndoas
doce e, de forma interessante, os dados do presente trabalho sugerem que o xilitol tem
capacidade inibitoria sobre [-glicosidases presentes na saliva humana. Sabe-se que o xilitol
possui propriedade antiadente, porém, seu exato modo de acdo ainda ndo é totalmente
compreendido. Dada a provavel importancia da p-gicosidase para a formacao do biofilme
dental, sua inibicdo ndo competitiva pelo xilitol pode ser uma das explicacdes para a
interferéncia deste agucar sintético sobre a adesdo bactriana.

Esses achados séo de impacto ndo sé pela sugestdo de um novo e inexplorado modo
de acdo molecular para a inibicdo do biofilme dental exercido pelo xilitol, mas também por
destacar o papel da B-glicosidase como uma enzima que pode fazer parte de uma gama de
enzimas provenientes de microrganismos que possivelmente estdo associadas a producao de
compostos associados a halitose, podendo ser alvo de drogas para o desenvolvimento de novos
e melhores métodos terapéuticos para o controle da placa bacteriana e do mau odor bucal.
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APENDICES

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa de mestrado intitulada
“Estudo da agdo de B-glicosidases na volatilizacdo de compostos aromaticos em saliva humana
e sua possivel relagdo com halitose”, que fara entrevista, exame clinico ¢ coleta de saliva, tendo
como objetivo investigar se a acdo acentuada de uma enzima na saliva pode estar relacionada
com o mau halito (halitose). Serdo previamente marcados a data e horéario para a entrevista,
exame clinico, teste do hélito e coleta de saliva, utilizando material descartavel e esterilizado,
um guestionario de multipla escolha a ser respondido sobre sua saude e habitos alimentares e de
higiene e um equipamento portatil para avaliacdo da halitose, o Halimetro (Breath Checker
Tanita HC — 212SF). Estas medidas serdo realizadas no consultério odontoldgico do Setor de
Saude do CAV — UDESC. N&o € obrigatorio participar deste estudo, bem como participar de
todas as partes da pesquisa (responder questionarios, avaliar o halito, realizar o exame clinico
odontoldgico e fazer a coleta de saliva).

O(a) Senhor(a) e seu/sua acompanhante ndo terdo despesas e nem serdo remunerados pela
participacdo na pesquisa. Todas as despesas decorrentes de sua participacdo serdo ressarcidas.
Em caso de dano, durante a pesquisa sera garantida a indenizacao.

Os riscos deste estudo sdo médios visto que havera exame clinico odontolégico e
periodontal que pode causar desconforto local e mais raramente, um pequeno sangramento
gengival se houver inflamac&o deste tecido. Este sangramento pode ser interrompido de forma
espontanea ou com pressdo local com gaze. Serdo utilizados materiais descartaveis e
esterilizados acompanhados de barreiras de acordo com orientagdes de biosseguranga para evitar
contaminacdo cruzada. Tanto o exame clinico, como a coleta de saliva e a entrevista serdo
realizados individualmente, reduzindo os riscos de constrangimento ao participante. Além disso,
somente a pesquisadora responsavel pelo estudo e a orientadora terdo contato com os dados
obtidos na pesquisa.

A sua identidade sera preservada pois cada individuo sera identificado por um nimero, bem
como seu questionario respondido, seu exame clinico e de halitose e sua amostra salivar.

Os beneficios e vantagens em participar deste estudo serdo diretos e imediatos, mas também
indiretos e tardios. Como beneficios indiretos e tardios estd a cooperacdo para pesquisas
cientificas na area da saude e de ciéncias bioldgicas, que podem trazer beneficios a curto ou longo
prazo para toda a populagdo em relacdo ao diagnostico e tratamento do mau halito. Como
beneficios diretos os participantes passardo por um exame clinico odontolégico em que a cirurgid
dentista responsavel pela pesquisa podera identificar problemas bucais e orienta-los quanto ao
tratamento. Lembrando que ndo serdo realizados tratamentos para mau halito ou possiveis
alteraces bucais diagnosticadas, apenas seréo realizados orientagdo e encaminhamento para
tratamento odontoldgico no Setor de Saude do CAV se houver necessidade.
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As pessoas que estardo acompanhando os procedimentos e os dados da pesquisa serdo a
cirurgid dentista e estudante de mestrado Lucimari Teixeira Essenfelder e a professora
responsavel Maria de Lourdes Borba Magalhdes. O cirurgido dentista responsavel pelo
consultério odontoldgico do Setor de Saude do CAV- UDESC podera estar presente, mas ndo
tera relacdo com a pesquisa, ndo tendo acesso aos dados coletados por meio da entrevista, exame
clinico e exame do hélito.

O(a) senhor(a) podera se retirar do estudo a qualquer momento, sem qualquer tipo de
constrangimento.

Solicitamos a sua autorizacdo para o uso de seus dados para a producgéo de artigos técnicos
e cientificos. A sua privacidade sera mantida através da ndo-identificacdo do seu nome.

Este termo de consentimento livre e esclarecido é feito em duas vias, sendo que uma delas
ficara em poder do pesquisador e outra com o sujeito participante da pesquisa.

NOME DO PESQUISADOR RESPONSAVEL PARA CONTATO: Lucimari T. Essenfelder
NUMERO DO TELEFONE: 041 9 99408825

ENDERECO: Av. Luis de Camdes, 2090 - Conta Dinheiro, Lages - SC, 88520-000.
ASSINATURA DO PESQUISADOR:

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos — CEPSH/UDESC
Av. Madre Benvenuta, 2007 — Itacorubi — Floriandpolis — SC -88035-901

Fone/Fax: (48) 3664-8084 / (48) 3664-7881 - E-mail: cepsh.reitoria@udesc.br /
cepsh.udesc@gmail.com

CONEP- Comissio Nacional de Etica em Pesquisa

SEPN 510, Norte, Bloco A, 3%ndar, Ed. Ex-INAN, Unidade Il — Brasilia — DF- CEP: 70750-
521

Fone: (61) 3315-5878/ 5879 — E-mail: conep@saude.gov.br

TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e, que recebi
de forma clara e objetiva todas as explicacdes pertinentes ao projeto e, que todos os dados
a meu respeito serdo sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as medigdes dos
experimentos/procedimentos de tratamento serdo feitas em mim, e que fui informado que
posso me retirar do estudo a qualquer momento.

Nome por extenso:

Assinatura Local:
Data: / /
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APENDICE B - QUESTIONARIO

Idade: Sexo: () Masculino () Feminino
Esta em tratamento médico? ( ) sim ( ) ndo

Tem queixa de mau halito? ( )sim ( ) néo

Faz uso de alguma medicagéo diariamente? ( )sim ( ) ndo
Qual?
Esta tomando ou tomou antibioticos nos dltimos 30 dias? ( ) sim ( ) néo
E ex- fumante? () sim () ndo

Frequéncia de ingestdo de bebidas alcodlicas:

) Diariamente () Ocasionalmente () N&o ingere

Possui alguma dessas alteragdes respiratorias?

( )Rinite ( ) Sinusite () Asma/bronquite

9.

(
(
(
(
(

Possui alguma alteracdo sistémica listada abaixo?
) Alteragdes / doengas gastrointestinais
) AlteracGes / doencas pulmonares
) Alteraces / doencas hepéticas
) AlteracBes / doencas renais

) Diabetes

10. Sente saber amargo ao acordar? ( ) sim ( ) néo
11. Sente sabor amargo durante o dia? ( ) sim ( ) ndo
12. Dos seguintes alimentos, quais consome mais que uma vez por semana?

(

)Alho ( )cebola ( )pimenta ( )repolho ( )rabanete

13. De quanto em quanto tempo costuma se alimentar?

(

) A cada 03 horas ( ) Intervalos maiores que 3 horas

14. Tem sensacgéo de boca seca? ( ) sim ( ) ndo
15. Frequéncia de escovacao diaria:

(O ()lvez ( )2vezes ( )3vezes ( ) maisque 3vezes

16. Meios para higiene oral:

(

)Escova ( )cremedental ( )fiodental ( ) palito

17. Escova/ higieniza a lingua? ( )sim ( )néo
18. Usa algum antisséptico bucal? ( )sim ( )n
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APENDICE C - EXAME CLINICO

Placa dental visivel? ( )sim ( )néo
Célculo dental visivel? ( )sim ( )ndo
Saburra lingual? ( )sim ( )néo
Dentes ausentes? ( )sim ( )néo
Dentes cariados? ( )sim ( )nédo

Fatores retentivos de placa? () sim ( ) néo

Uso de protese fixa ou moével? () sim () ndo

Quanto ao exame Periodontal:

Periodontite? ( )sim ( )néo

Gengivite? ( )sim ( )ndo

Quanto ao Teste Organoléptico de Halitose:

() 0- Auséncia de halitose e de qualquer outro odor;

() 1- Auséncia de halitose, porém apresenta odor natural de boca;
() 2 - Halitose da intimidade - perceptivel apenas ao se aproximar;

( ) 3 - Halitose do interlocutor - perceptivel na distancia de 50 cm (distancia média de
conversacao);

() 4 - Halitose social - perceptivel no ar do ambiente em que o portador se encontra;
() 5 Halitose severa.

Quanto ao Teste do Halimetro:

()0 ()1 ()2 ()3 ()4 ()5

Quanto ao teste do Fluxo Salivar:

() Normal — Producédo de 1 ml/min de saliva coletada em 5 min de estimulacé&o.
() Fluxo salivar baixo — Producdo de menos de 1 ml/min de saliva.

( ) Hipossalivagéo — Volume menor que 0,3 ml/ min de saliva coletada em 5 ml de
estimulacdo mecanica.



