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DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS PARA INCREMENTO DO
SINAL DE ESPECTROSCOPIA FTIR SALIVAR COMO FLUIDO
DIAGNOSTICO

DEVELOPMENT OF NANOPARTICLES FOR SURFACE-ENHANCED FTIR
SPECTROSCOPY OF SALIVA AS DIAGNOSTIC FLUID

Gustavo Amorim Soares da Silva
Emilia Maria Gomes Aguiar

Robinson Sabino da Silva

RESUMO

A utilizagdo da saliva como fluido diagnostico ¢ de monitoramento de doengas na
clinica médica e odontolégica pode melhorar os indices de qualidade de vida da
populagdo com um diagnostico mais precoce € um monitoramento de doengas cronicas
mais frequentes. A espectroscopia de infravermelho de transformada de Fourier
(ATR/FTIR) permite a identificacdo de compostos quimicos de forma eficiente sem
utilizacao de reagentes. No entanto, a intensificagdo de componentes mensurados no
FTIR por nanoparticulas pode aumentar o potencial diagnostico da saliva. A hipdtese do
presente estudo ¢ que nanoparticulas de prata podem interagir com componentes
especificos da saliva promovendo aumento da sua absorbancia. O presente trabalho
avaliou o efeito da nanoparticula Ag>O (6xido de prata) em trés concentragdes (1mg/ml,
0,Img/ml, 0,01lmg/ml) no perfil da espectroscopia da saliva. A saliva de pacientes
saudaveis de forma pura ou associada com Ag>O (n=4) foi avaliada por meio de
espectroscopia FTIR entre 4000-400cm™', usando um aparelho Vertex 70 (Bruker). A
nanoparticula AgoO na concentragdo 0,0lmg/ml aumentou (P < 0,05) o modo
vibracional em 3067 cm™ que indica a presenca de aminas primarias e secundarias
frequentemente observadas em proteinas. A Ag>O nao promoveu (P > 0,05) aumento do
sinal de FTIR nos outros componentes salivares. Desta maneira, constatou-se que a
aplicacdo de AgrO na concentracdo 0,01lmg/ml associado com a saliva pode ser
utilizada em plataformas diagndsticas que o modo vibracional 3067 cm™ atua como
biomarcador salivar.

Palavras-chave: Saliva, Nanoparticulas, Biomarcadores, Diagndstico.



ABSTRACT

The use of saliva as diagnostic fluid and disease monitoring in the medical and
dental clinic can improve the quality of life indexes of the population with an earlier
diagnosis and a monitoring of more frequent chronic diseases. The Fourier transform
infrared spectroscopy (ATR/FTIR) allows the identification of chemical compounds
efficiently without the use of reagents. However, the intensification of components
measured in the FTIR by nanoparticles may increase the diagnostic potential of saliva.
The hypothesis of the present study is that silver nanoparticles may interact with
specific components of the saliva promoting the increase in absorbance. The present
work evaluated the effect of the Ag>O (silver oxide) nanoparticle in three concentrations
(Img/ml, 0,Img/ml, 0,0lmg/ml) in the profile of saliva spectroscopy. The Saliva of
healthy patients in pure form or associated with Ag,O (n=4) was evaluated by means of
FTIR spectroscopy between 4000-400cm™ using a Vertex 70 (Bruker) apparatus. The
Ag>0 nanoparticle at the concentration 0.01mg/ml increased (P <0.05) the vibrational
mode at 3067cm™! indicating the presence of primary and secondary amines frequently
observed in proteins. AgoO did not (P>0.05) increase the FTIR signal in the other
salivary components. Thus, it was found that the application of Ag20O at the
concentration of 0.0lmg / ml associated with saliva can be used in diagnostic platforms
that the vibrational mode 3067 cm-1 acts as salivary biomarker.

Keywords: Saliva, Spectroscopy, Nanoparticles, Biomarkers, Diagnosis.



INTRODUCAO

Secrecao Salivar

A producdo de saliva ocorre principalmente pela secrecdo proveniente das
glandulas salivares parotida, submandibular e sublingual. Além disso, a saliva total ¢
composta por secrecdes das glandulas salivares menores, fluidos do sulco gengival e
outros componentes presentes na cavidade oral (KAUFMAN et al., 2002). A
importancia da saliva para a saude oral ¢ bem conhecida. Suas multiplas fungdes
ocorrem tanto por sua caracteristica fluida quanto por seus componentes especificos
como proteinas, ions e glicose (HUMPHREY & WILLIAMSON, 2001).

As glandulas salivares maiores sdao revestidas por uma céapsula de tecido
conjuntivo e seus parénquimas sdo ricos em por¢des secretoras e ductos que se
ramificam e se arranjam em lobulos separados por septos de tecido conjuntivo. As
células presentes na por¢do secretora sdo serosas ou mucosas € ainda contém células
mioepiteliais ndo secretoras. Por seguinte, ha um sistema ductal que modifica a saliva
quando conduzida até a cavidade oral. Os ductos sdo continuidades das porgdes
secretoras que por meio de uma unido daqueles considerados curtos, ira originar os
ductos estriados que se desembocam em ductos maiores e se tornam ductos excretores.
Sao formados inicialmente por epitélio cuboide estratificado e nas por¢des distais por
epitélio colunar estratificado. Cada uma das glandulas maiores possuem seu ducto
principal com desembocadura na cavidade oral e estd revestido por epitélio pavimentoso
estratificado ndo queratinizado (KRISHNAN et al., 2017).

A saliva secretada na cavidade oral ¢ regulada pelo sistema nervoso simpatico e
sistema parassimpatico. O sistema simpatico estimula principalmente a secre¢do de
proteinas provenientes de células acinosas, enquanto a secre¢do por meio da inervacao
parassimpdtica promove uma secrecao mais aquosa (HUMPHREY & WILLIAMSON,
2001). Conforme demonstrado na (Figura 1), o estimulo da inervagdo parassimpatica
para as glandulas salivares ocorre por meio da acetilcolina (ACh). Na membrana
basolateral das células acinosas estdo presentes receptores muscarinicos tipo 1 (M1) e
tipo 3 (M3), que apos interagdo com o neurotransmissor ACh, promovem mudanca
conformacional por meio dessa interagdo molecular. Essa mudanga de conformacao do
receptor promove ativacdo de proteinas Gs presentes no citoplasma das células. Apos

sua ativacdo ocorre a liberacdo da sua subunidade o que promove estimulagdo da



fosfolipase C. Esta atua sobre o fosfatidilinositol (PIP2 — fosfatidilinositol-4,5-bifosfato)
e aumenta formacdo de inositol trifosfato (IP3) (SHITARA et al, 2007). O IP3 se
dissocia no citoplasma da célula em direcdo ao reticulo endoplasmatico e promove
liberagao de ions calcio no meio intracelular. O aumento desta molécula ativa a abertura
de canais presentes na membrana basolateral e luminal e também a insercdo de canais
Aquaporina 5 (AQPS5) para a passagem de agua pela via transcelular (HUMPHREY &
WILLIAMSON, 2001; TURNER & SUGIYA, 2002).

Figura 1. Descricdo de vias simpaticas e parassimpaticas que promovem a secre¢do de saliva em uma

célula acinosa. Autor: (SABINO-SILVA, 2015).

Atualmente, sabe-se que a cavidade oral € capaz de fornecer material genético
devido as células presentes neste local. O DNA coletado através da saliva, permite
analises para obtencdo das relacdes entre as células e avaliar a saude individual de
pacientes que possam estar desenvolvendo alguma enfermidade. Na oncologia, através
do plasma sanguineo € possivel a deteccdo de DNA de células tumorais. O diagndstico
salivar por sua vez, permite uma visdo semelhante e de alta eficiéncia, preservando
pacientes que ja estdo passando por procedimentos acentuadamente invasivos. (WONG,
2015)

Além das moléculas que podem ser detectadas na saliva (DNA, RNA e
proteinas), ela possui outros componentes especificos que trazem recursos para a
triagem e detec¢do de doencas orais e sistémicas. Pesquisadores demonstraram que tais

componentes sdo importantes para distinguir doengas bucais (cancer bucal e sindrome



10

de Sjogren) e doencas sistémicas (cancer de pulmao, cancer de mama, cancer de
pancreas e cancer de ovario) (MARON, 2017)

A utilizagdo da saliva como fluido diagndstico e de monitoramento de doengas
na clinica médica e odontologica pode melhorar os indices de qualidade de vida da
populagdo com um diagndstico mais precoce € um monitoramento de doencas cronicas
mais frequentes (BAKER et al., 2014).

Sabe-se que hoje, o virus HIV-1 ¢ secretado junto a saliva pelas glandulas
salivares e ¢ capaz de ser medida a sua carga viral como um ensaio ndo invasivo, visto
que ela esta correlacionada a carga viral plasmatica (IKENO et al., 2017).

Um diagnoéstico por coleta de saliva além de evitar riscos de contaminagdo ao
operador, ¢ de facil armazenamento, envio e coleta, ndo causa tanto incomodo ao
paciente, ndo sofre coagulacdo como o material sanguineo e reflete as condigdes
fisiologicas do individuo (BOSSOLA et al., 2012). O uso da saliva como biofluido ndo
necessita de pessoal médico, permitindo até mesmo a coleta domiciliar, sendo adequado
para o uso em pesquisas epidemioldgicas (KAUFMAN et al., 2002). As analises
salivares reduzem também a ansiedade dos pacientes em comparagdo ao sangue devido
a auséncia de dor e utilizagdao de agulhas. Desta forma, a coleta das amostras salivares ¢
considerada mais confortavel, evita o risco de lesdo cutanea e o contagio de doengas
infecciosas (KACZOR-URBANOWICZ et al., 2017; LEE; WONG, 2009).

Considerando que a presenca de biomarcadores salivares costuma ter
concentragdes reduzidas na saliva em comparagdo ao sangue, durante muito tempo uma
desvantagem do diagnodstico por saliva estava relacionada a falta de tecnologia
economicamente adequada. Com o avango das tecnologias de biologia molecular, as
analises de biomarcadores em baixas concentragdes se tornaram viaveis comercialmente
em grande escala (GIANNOBILE et al., 2011) associados a caracteristicas de coleta
facil e ndo invasiva. Atualmente, sabe-se que a saliva possui biomarcadores especificos
de diversas doencas e que podem ser detectados pelas tecnologias existentes. (SEGAL;
WONG, 2008)

A saliva humana vem sendo constantemente utilizada para o desenvolvimento de
biomarcadores, permitindo assim a detec¢dao ndo invasiva de doencas (MARON, 2017).
Na Odontologia, a utilizagao deles tem contribuindo na avaliagdo do estado periodontal
atual para acompanhar as respostas do tratamento e prever a progressao da doenga
(KAUFMAN; LAMSTER, 2000). O diagnostico salivar também pode contribuir na

avaliag¢do do risco de cérie por meio da abordagem microbiana, protedmica, gendmica e
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transcriptomica. A avalicdo do pH, fluxo salivar e a capacidade tampao do paciente
também se relacionam ao risco de carie (GUO; SHI, 2013). Na area da Ortodontia, a
analise salivar pode indicar risco de reabsorc¢des radiculares durante o periodo em que o
paciente estd em tratamento. A composi¢do salivar também pode orientar decisdes
clinicas que minimizam os riscos ¢ a gravidade de causar este tipo de alteracdes

ortodonticas. (KACZOR-URBANOWICZ et al., 2017).

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada em Fourier (FTIR)

As técnicas de espectroscopia FTIR, que ndo utilizam regentes onerosos, sao
consideradas plataformas fundamentais para diagnosticos “point of care” rapidos,
precisos e de baixo custo (BAKER et al., 2014). Considerando que a espectroscopia no
infravermelho ¢ uma das mais importantes técnicas analiticas de amostras bioldgicas
disponiveis atualmente, sera avaliada a composicao da saliva pelo espectrometro de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, Vertex 70, Bruker Optik) em
regides com espectro eletromagnético entre 4000 cm™ e 400 cm™. Esta técnica permite
identificar com grande acuricia as terminagdes C-H, O-H e N-H de proteinas, a
composicao lipidica, de carboidratos, acidos nucléicos e compostos glicidicos por meio
de FTIR com alta taxa de precisdo e sem utilizar reagentes (BAKER et al., 2014,
KHAUSTOVA et al., 2010).

A espectroscopia FTIR permite a constru¢do de imagens realizadas a partir de
espectros de impressdes digitais por meio da passagem de dados espectrais, podendo
refletir um estado de satide subjacente da amostra em andlise (BAKER et al., 2014).

A espectroscopia de infravermelho de transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma
técnica bem estabelecida que tem sido ferramenta inestiméavel para quimicos h4 mais de
15 anos. Na molécula, ocorre em seu modo de vibracdo uma mudanca do momento de
dipolo elétrico apds absor¢do de luz. A absorcdo da luz infravermelha devido a
excitacdo do nivel de energia vibracional para um nivel de energia mais elevado fornece
informagdes sobre a estrutura molecular e as interagdes moleculares.

(MUDUNKOTUWA et al., 2014).

Nanoparticulas
A palavra nanoparticula ¢ derivada do grego com o prefixo “nano” significando
ando. Um nandémetro (1 nm) corresponde a bilionésima parte do metro (1.0x10” m).

Atomos s3o menores que 1 nm e algumas moléculas (proteinas possuem dimensdo
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aproximada de 1 nm). As nanoparticulas de prata tiveram suas primeiras aplicacdes na
técnica de Espectroscopia Raman, onde aumentavam o sinal originado de moléculas
organicas (LEE; MEISEL, 1982). Sdo também aplicadas no combate a infecgdes
bacterianas, fungicas e virais (CLEMENT; JARRETT, 1994), amplificadoras de
fluorescéncia (GEDDES; LAKOWICZ, 2002), auxiliares em técnicas de diagndstico e
no tratamento de canceres por meio de terapia fototérmica e fotodindmica (HIRSCH et
al., 2003).

No processo de sintese ¢ de suma importancia o controle de tamanho e volume
das nanoparticulas de prata, pois, tanto a aplicacdo quanto suas propriedades estdo
relacionadas a esses parametros (HENGLEIN, 1989). Algumas nanoparticulas
apresentam alta capacidade de amplifica¢do de sinais de fluorescencia com baixo custo
de processamento (TATON et al., 2000).

A Nanobiotecnologia originou da combinac¢do de duas areas, a nanotecnologia e
biologia. Uma fornece ferramentas e meios tecnolégicos para investigar e transformar
sistemas biologicos, enquanto a outra fornece modelos e componentes bioldgicos
(ROCO, 2003). Estudos tém indicado potencial da confec¢do de sensores bioldgicos
associados a nanoparticulas de metais nobres para monitoramento dos niveis de glicose
na saliva, sangue e urina em pacientes diabéticos. Estes componentes tem uma
capacidade de agregacao por meio das interacdes bioldgicas especificas e dissociagdo de
agregados devido a competi¢do com a glicose (ASLAN et al., 2004).

As nanoparticulas (NPs) sdo componentes utilizados como sensores mas ainda
ndo estd claro sua interagdo com os componentes da saliva total ndo estimulada
(TEUBL et al., 2017). Sabe-se que quando conjugadas, a intensidade de sua
fluorescéncia ¢ reduzida dependendo da conjugacdo. Desta forma, as NPs isoladas ou
funcionalizadas com grupamentos externos a sua superficie permite uma conjugagao
com moléculas bioldgicas (WU et al., 2003).

A intensificagdo de componentes mensurados no FTIR por nanoparticulas pode
aumentar o potencial diagnoéstico da saliva. Nossa hipotese ¢ que diferentes
nanoparticulas podem interagir com componentes especificos da saliva promovendo

aumento de seus modos vibracionais.

Objetivos
O presente trabalho buscou avaliar o efeito da nanoparticula Ag>O nas

concentragdes de 1mg/ml, 0,1mg/ml e 0,01mg/ml no perfil da espectroscopia da saliva.
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MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo CEP - Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob o

protocolo de nimero CAAE 55582016.0.0000.5152.

Sintese e caracterizacio das nanoparticulas

Os nanocristais de Ag>O foram sintetizados com base na metodologia de Dantas et al.
(2008). Os difratogramas de raios-X (DRX) foram registrados com um DRX-6000
(SHIMADZU), usando radiagdio monocromatica Cu-K1 (A = 1,54056 A), para
confirmar a formac¢do dos nanocristais de Ag>,O, bem como a estrutura cristalina e
tamanho médio. O tamanho médio dos nanocristais foi obtido utilizando a equagdo de

Debye — Scherrer (YOSHIO; EIICHIRO, 2011).

Coleta de saliva nio-estimulada

A coleta da saliva de 4 individuos saudaveis sem descrigdo de doengas sist€émicas
e que nao tomam medicamentos foi realizada em pacientes confortavelmente sentados
no periodo matutino, entre 8:00 e 10:00 horas, evitando alteragdes de ritmo circadiano.
Para a coleta de amostra os individuos permaneceram pelo menos 2 horas sem refei¢do e
1 hora apos a higiene oral. Para a coleta de saliva ndo estimulada, o individuo foi
orientado a nao realizar degluticdes e ndo mastigar por 7 minutos. Deste modo, a saliva
acumulada no assoalho da boca pode ser gotejada em um tubo de polipropileno
apropriado. As amostras foram armazenadas em freezer -70 °C até o momento do

processamento (SABINO-SILVA et al., 2013).

Associacido da saliva com as nanoparticulas

A saliva foi avaliada de forma pura ou associada com AgrO em trés diferentes
concentragdes (1mg/ml, 0,1mg/ml, 0,01lmg/ml). Para a associacdo da nanoparticula de
prata, 2mg de Ag>O foram diluidos em 2 ml de saliva de cada paciente, obtendo-se uma
concentragdo de Img/ml. Posteriormente, separou-se 10ul de saliva contendo
nanoparticulas de prata na concentracao de 1mg/ml e associou a 90ul de saliva pura,
obtendo-se uma concentracdo de 0,Img/ml. Em seguida, 10ul de saliva associada com
nanoparticula de prata na concentragao de 0,1mg/ml foi diluida em 90ul de saliva para

obtengao da concentragdo 0,0 mg/ml.
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Aquisicao dos Espectros FTIR

Os espectros foram obtidos por meio da Espectroscopia Infravermelha com
Transformada de Fourier com Reflectancia Total Atenuada (ATR/ FTIR Vertex 70;
Bruker, Ettlingen, Germany) em uma faixa espectral de 4000 a 400 cm™. Dois
microlitros das amostras foram inseridos diretamente no cristal ¢ apos protocolo de
secagem (jato de ar por 3 minutos), foi realizada a aquisi¢do dos espectros em
temperatura de 22 = 2°C e umidade controlada. A aquisicio dos espectros foi realizada
por meio de 32 escaneamentos com uma resolucio de 4 cm™. Os espectros de referéncia
(background) foram adquiridos de cada amostra para garantir a qualidade do espectro
em relagdo a variagdo de CO2, vapores de agua presentes na analise e possiveis

variagOes na linha de base.

Analise dos Dados FTIR

Os dados foram normalizados pelo método do vetor, tiveram as suas linhas de
base corrigidas e posteriormente realizou-se a analise da area das bandas obtidas no
espectro por meio do programa Opus 6.5 (Bruker, Ettlingen, Germany). Apos a analise,

os dados foram salvos em formato txt e os graficos foram plotados no programa Origin

Pro 9.0.

Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média + EPM. Para testar a normalidade
dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Para amostras paramétricas foram
realizadas comparagdes por meio de andlise de varidncia (ANOVA) de uma via para
dados independentes, utilizando-se o pds-teste Student-Newman-Keuls ou teste T ndo
pareado. Para amostras ndo-paramétricas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Essas
analises foram realizadas com o auxilio do programa computacional GraphPad Prism®,
v. 3,02 (GraphPad, USA). Com nivel de significancia estabelecido de 5% (valor
descritivo de P<0,05).

Foi confeccionada uma tabela caracterizando cada componente e seu modo
vibracional correspondente, além do pico e frequéncia da banda ap6s a obtengdo dos

espectros pela técnica FTIR (Tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncia da banda, pico da banda, identificacdo de componentes ¢ modo

vibracional da saliva por FTIR.

Banda Pico Identificacio dos Componentes Modo Vibracional
Frequéncia Frequéncia
(em™) (em™)
3683-3118 3284 Amida A Vibragoes simétricas N-H
3118-3012 3067 NH e NH» Aminas Primarias e
secundarias
2092-2012 2067 Anéis de Tiocianato Vibragdes C-N
1730-1589 1636 C=0 Amida I
1588-1485 1541 C-N-H Amida II
1482-1433 1453 Proteinas Dobramento assimétrico CH3
1433-1369 1401 Proteinas C=0
1297-1213 1240 Amida III/Fosfolipidios PO* Assimétrico
1196-1002 1079 Agucares Proteinas glicosiladas

A tabela foi baseada em (Moshaverinia et al., 2008; Khaustova et al., 2010; Mitchell et al., 2014; Caetano
Junior et al., 2015; Orphanou et al., 2015).
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RESULTADOS

No difratograma de Raios-X (DRX) da amostra sintetizada observou-se os picos de
difracdo de Bragg caracteristicos de AgoO (JCPDS: 76-1393), confirmando a formacgao
de AgrO com estrutura cubica (Figura 2). Esse resultado confirma o crescimento de
nanocristais de AgoO de tamanho médio em torno de 58 nm. O inset da Figura 2
também mostra a estrutura cristalina do Ag>O, onde os atomos em azul esverdeado

correspondem aos de prata (Ag) e o azul escuro oxigénio (O).
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Figura 2. Difratograma de DRX dos nanocristais de Ag>O a temperatura ambiente.

O espectro infravermelho da saliva € uma superposi¢ao de varios compostos € a
intensidade das bandas de absorcao neste espectro de FTIR ¢ diretamente proporcional a
concentragdo de cada componente especifico. Os espectros FTIR da saliva pura e de sua

associacdo com nanoparticula de prata Ag,O em trés diferentes concentracdes (1mg/ml,

0,1mg/ml, 0,01mg/ml) estdo representados na (Figura 3).
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Figura 3: Espectro de infravermelho com transformada de Fourier (ATR/FTIR) da saliva pura e da sua
associagdo com nanoparticula de prata Ag,O em trés diferentes concentragdes (1mg/ml, 0,1mg/ml,
0,01mg/ml). O espectro da saliva pura esta representado na cor preta ¢ suas respectivas associagdes nas
concentragdes 1mg/ml, 0,1mg/ml, 0,0lmg/ml nas cores vermelha, verde e azul. A identificagdo dos
componentes derivados de proteinas esta descrita em azul, componentes derivados de acidos nucléicos em

verde e componentes derivados de carboidratos em laranja.

Em seguida, serd apresentado os graficos demonstrativos das andlises da saliva
associada, ou ndo, com diferentes concentragcdes de nanoparticula de prata para os
componentes: vibragdes simétricas N-H, Aminas primarias e secundarias, Vibragdes C-

N, Amida I, Amida II, CH3z, C=0, PO assimétrico e proteinas glicosiladas (Figura 4 A-
D).
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Figura 4. Quantificagdo dos componentes salivares da saliva pura ¢ da saliva associada com
nanoparticula de prata Ag,O em concentra¢des (1mg/ml, 0,1mg/ml, 0,01mg/ml): vibragdes simétricas N-
H (A), Aminas primarias e secundarias (B), Vibragoes C-N (C), Amida I (D), Amida II (E), CH3 (F),
C=0 (G), PO?* assimétrico (H) e proteinas glicosiladas (I). * P < 0,05 vs. Saliva.

Os componentes vibragdes simétricas N-H, Vibracdes C-N, Amida I, Amida II,
CHs, C=0, PO* assimétrico e proteinas glicosiladas ndo tiveram alteracdes (P>0,05)
entre a saliva pura e a saliva associada com nanoparticula de prata AgoO em trés
diferentes concentracdoes (Img/ml, 0,Img/ml, 0,01lmg/ml). No entanto, a saliva
associada com nanoparticula de prata AgoO na concentracdo 0,01mg/ml promoveu
aumento de absorbancia (34%, p < 0,05) do componente aminas primdarias e
secundarias. As concentragdes 1mg/ml e 0,1mg/ml da nanoparticula de prata Ag>O nao

promoveram alteragdes significativas neste componente salivar.
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DISCUSSAO

O presente trabalho, em busca do aperfeicoamento de novos métodos de
diagnostico pela saliva, avaliou a capacidade de uma nanoparticula (Ag>O) promover o
aumento da absorbancia de moléculas especificas em saliva de pacientes saudaveis por
meio da espectroscopia de transformada de Fourier (FTIR). E importante enfatizar que,
atualmente, as analises de biologia molecular permitem mensura¢des de componentes
em concentracdes muito reduzidas (GIANNOBILE et al., 2011). At¢é o momento, sao
escassos os trabalhos que buscam aperfeicoar as analises salivares por meio de
espectroscopia, especialmente no FTIR.

Pela espectroscopia salivar, detectamos uma série de componentes dentro da
frequéncia entre 4000-400 cm™'. A identificagdo dos componentes para N-H, Aminas
primérias e secunddrias, Vibragdes C-N, Amida I, Amida II, CH3, C=0, PO*
assimétrico e Proteinas glicosiladas apresentados neste estudo, estdo correlacionadas a
outros trabalhos ja existentes onde os picos identificam os componentes em cada
frequéncia da banda (KHAUSTOVA et al., 2010).

O padrao do espectro obtido por meio da saliva neste trabalho condiz com a lei
de Bouguer-Lambert-Beer, onde a intensidade das bandas de absor¢do no espectro de
FTIR ¢ diretamente proporcional a concentracdo de cada componente especifico. O
padrao espectral apresentado ja foi relatado também, por outros autores que analisaram
a saliva por meio desta técnica (KHAUSTOVA et al., 2010; MIKKONEN et al., 2016;
MOSHAVERINIA et al., 2008; MITCHELL et al., 2014; CAETANO JUNIOR et al.,
2015; ORPHANOU et al., 2015). Nestes trabalhos percebe-se uma variabilidade da
concentragdo de cada componente salivar. No presente trabalho e em Khaustova e
colaboradores (2010) ocorreu um aumento do modo vibracional 1401 cm™! (C=0) em
comparagdo ao 1453 cm™ (Dobramento assimétrico CH3). No entanto, no trabalho de
Caetano Junior e colaboradores (2015) esta relacdo foi inversa. Acreditamos que estas
modificacdes ocorram pelas diferengas de processamento entre as amostras. Nos trés
trabalhos supracitados a absorbancia dos modos vibracionais (amida I) 1636 cm™ foi
maior do que (amida II) 1541 cm’'.

Conforme esperado, acreditamos que as nanoparticulas Ag>O apresentaram
interacdes com as moléculas presentes na saliva, igualmente relatado em outros estudos
(WU et al., 2003). Isto pode ser demonstrado de forma mais evidente pelo aumento do

modo vibracional 3067 cm™!, que corresponde a aminas primarias e secundarias, ap6s a
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insercdo da nanoparticula Ag>O na concentragdo de 0,01mg/ml. Por meio desta analise
de FTIR, ndo fomos capazes de dizer realmente como essa interacao acontece. Ou seja,
ndo temos como identificar a parte das nanoparticulas de Ag>O que interagem com as
aminas primarias e secundarias. Além disto, outros ensaios serao necessarios para
avaliar o efeito desta nanoparticula em concentragdes ainda mais reduzidas. Apesar do
presente trabalho ter identificado aumento do modo vibracional 3067 cm™ somente na
concentragdo de 0,01mg/ml, acreditamos que esta interacdo possa ocorrer nas outras
concentragdes apesar da auséncia de aumento significativo do sinal de FTIR.

Apesar do presente trabalho ter identificado aumento da intensidade do sinal do
FTIR somente em um modo vibracional (3067 cm™), acreditamos que possam existir
outros locais de interagdo desta nanoparticula que ndo promovem aumento de
determinados modos vibracionais. Considerando o aumento médio do modo vibracional
de amida II (1541 cm™), acreditamos que ensaios com maior nimero de amostras ou
com variagdes da concentragdo da nanoparticula Ag>O poderdo futuramente trazer
resultados promissores para aumentar a intensidade deste importante modo vibracional
que apresenta potencial de biomarcador para diversas doengas sistémicas.

Nao identificamos outros trabalhos na literatura que associaram a nanoparticula
Ag0 a saliva com o intuito de identificar o aumento do modo vibracional de candidatos
a biomarcadores. Além disso, os resultados descritos pelo presente trabalho nao
corroboram a hipotese do potencial aumento da intesidade de absorbancia para os
componentes de Vibracdes simétricas N-H, Vibragoes C-N, Amida I, Amida II, CH3,
C=0, PO* assimétrico e Proteinas glicosiladas apos a associacdo da nanoparticula de
prata nas concentracdes salivares de 1mg/ml, 0,Img/ml, 0,0lmg/ml. Contudo,
detectamos que a saliva associada a Ag>O, teve um aumento de (34%, p < 0,05) no

modo vibracional 3067 cm’!

do componente aminas primarias e secundarias na
concentracdo 0,01mg/ml mesmo nao tendo um aumento similar nas concentragdes de
Img/ml e 0,1mg/ml.

O presente estudo reforca a importancia do uso da saliva como biofluido para o
diagnéstico, visto que ¢ um método de facil coleta, armazenamento, diminui a ansiedade
por parte dos pacientes, ndo ¢ um método invasivo e apresenta capacidade de mensurar
componentes especificos que refletem as condigdes fisiologicas do individuo
(BOSSOLA et al., 2012; KAUFMAN et al., 2002; KACZOR-URBANOWICZ et al.,
2017; LEE; WONG, 2009; MARON, 2017). Acreditamos que o presente trabalho

podera ter aplicagdo biotecnoldgica para construcdo de plataformas diagndsticas por
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meio da saliva quando o modo vibracional 3067 cm™! for importante para o diagndstico
de doengas orais ou sistémicas. Este trabalho também abre perspectivas para analises do
efeito da nanoparticula Ag>O para aumento da intensidade de sinal em outros fluidos ou

tecidos que expressam o modo vibracional 3067 cm™ na andlise de FTIR.
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CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados constataram que a aplicacdo de AgrO na
concentragdo 0,01mg/ml associado com a saliva pode promover aumento da intensidade
do sinal do modo vibracional 3067 cm™! presente neste fluido, o que aumenta o potencial

desta nanoparticula para uso em plataformas diagnosticas pela saliva.
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de onde foi retirada a informagio): Acesso em: (data da captura). Dissertagdes e Teses: QUEIROZ
FILHO, E.S.F.de. Analise da industria de beneficiamento primario de madeira do Estado do Para.
Curitiba. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Florestais) - Universidade Federal do Parand, 1983. 103 p.
Apostila: SILVA, C.E. Elaboragao de trabalhos académicos. Lavras: ESAL, 1990. 3p. Apostila.
Publicacdes Institucionais (sem autores): FAO El eucalipto en la repoblacion forestal. Roma, 1981. 303p.
Como fazer as citacdes no texto: Ex: Steel (1960) ou (Steel, 1960); Resende & Andrade (1992) ou
(Resende & Andrade, 1992); Silva, Cardoso, Pereira (1990) ou (Silva, Cardoso,Pereira, 1960); Obras com
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CONDICOES PARA SUBMISSAO

Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da submissao
em relagdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas
serdo devolvidas aos autores.

oW

O artigo deve estar no formato DOC ou DOCX. (word 2003, 2007);

A submissdo deve ser feita na se¢do mais correspondente ao tema do artigo;

Os dados da Submissao devem ser preenchidos corretamente, inserindo-se 0 maximo de
informagdes possiveis;

E obrigatério a colocagio inser¢io de todos os nomes dos autores, dando preferéncia ao autor
bolsista, € ao orientador, necessariamente nesta ordem;

O titulo e o resumo do artigo sdo obrigatorios;

Nao devem constar no proprio artigo, os nomes dos autores ou do orientador;

Verificar o numero de paginas, artigos que ndo estiverem de acordo com o intervalo serdo
devolvidos aos autores

Verificar se o artigo estd de acordo com as diretrizes

DECLARACAO DE DIREITO AUTORAL

Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo do autor, com direitos de primeira publica¢do
para a revista. Os artigos sdo de uso gratuito, com atribui¢des proprias, em aplicagdes educacionais € ndo-
comerciais.



