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RESUMO

Introducio: A saliva desempenha um papel importante na manutencao da saude oral.
Esta ¢ o primeiro fluido bioldgico exposto ao tabaco que contém numerosas substancias
toxicas responsaveis por mudangas estruturais e funcionais na saliva, podendo afetar a
percecdo do sabor e a secrecdo salivar. O rizoma Zingiber officinale Roscoe, conhecido
como gengibre, ¢ usado como uma especiaria ha mais de 2000 anos. Estudos demonstram
que o gengibre esta envolvido na ativacao de recetores M3 muscarinicos que levam ao

aumento da fungdo secretora.

Objetivos: Avaliar o efeito da ingestdo de uma infusdo de gengibre no fluxo salivar em
individuos fumadores com diminuicao do fluxo salivar. Determinar o conteudo de fendis

e flavonoides totais e quantificar a capacidade antioxidante do gengibre.

Materiais e Métodos: Dezasseis individuos fumadores com diminui¢ao de fluxo salivar
ingeriram 250 mL de uma infusdo de gengibre com 0,5g, trés vezes por dia, durante 28
dias. Foi realizado um questionario sociodemografico a cada individuo e a técnica de
medicao de fluxo salivar (sialometria) antes e apds a toma da infusdo. Foi realizada uma

analise quimica ao gengibre.

Resultados: A taxa de fluxo salivar estimulado (FSE) e ndo estimulado (FSNE) teve um
aumentou estatisticamente significativo em resposta a toma da infusdo de gengibre. Os
resultados revelaram uma forte correlagdo negativa entre a idade e o fluxo salivar nao
estimulado e entre o FSNE e FSE e a duracdo do tabagismo. A andlise quimica
demonstrou que o rizoma de gengibre tem uma quantidade de compostos fenolicos que

mostraram ter uma capacidade antioxidante elevada.

Conclusao: Existe uma melhoria significativa no fluxo salivar dos individuos fumadores
ap6s a toma de 0,5g de uma infusdo de gengibre. Os extratos de gengibre analisados
demonstram uma elevada capacidade antioxidante A idade dos individuos fumadores e a

duracdo do tabagismo estdo correlacionados com a reduc¢do do fluxo salivar.

Palavras — Chave: Gengibre; Fluxo salivar; Fumador; Stress Oxidativo.






ABSTRAT

Introduction: Saliva plays an important role in maintaining oral health. Saliva is the first
biological fluid exposed to tobacco that contains many toxic substances, responsible for
structural and functional changes in saliva, which can affect taste perception and salivary
secretion. The rhizome Zingiber officinale Roscoe known as ginger, has been used as a
spice for over 2000 years. Studies have shown that ginger is involved in the activation of

muscarinic M3 receptors that lead to increased secretory function.

Objectives: Evaluate the effect of ingestion of a ginger infusion on salivary flow in
smokers with reduced salivary flow rate. Determine the total polyphenolic content and

quantify the antioxidant capacity of ginger.

Materials and Methods: Sixteen smokers with reduced salivary flow rate ingested a 250
mL infusion of ginger with 0.5g three times a day for 28 days. A survey was used to
collect demographic information. The saliva collection was performed by sialometry
(salivary flow measuring technique) before and after the ingestion of the infusion. A

ginger chemical analysis was performed.

Results: There is a statistical significant increase in non-stimulated (Qns) and stimulated
(Qss) salivary flow rate in response to ginger infusion after 28 days. The results revealed
a strong negative correlation between Qns and age and also between the amount of saliva
(Qns and Qss) and smoking duration. Chemical analysis revealed a large quantity of

polyphenolic compounds which have demonstrated a high antioxidant capacity.

Conclusion: There is a significant increase in salivary flow rate of smokers after the
ingestion of 0,5g of ginger infusion. Ginger extracts exhibited a high antioxidant capacity.
The age of the subjects and the duration of smoking are correlated with the reduction of

salivary flow rate.

Key words: Ginger; Salivary flow; Smoking; Oxidative Stress
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Introducao

1 INTRODUCAO

1.1 Saliva e a saude oral

A saliva ¢ um fluido corporal segregado por varias glandulas salivares, contém
essencialmente agua, proteinas, glicoproteinas, eletrolitos, pequenas moléculas organicas
e compostos transportados a partir do sangue (Humphrey & Williamson, 2001).

A saliva desempenha um papel importante na manutencao da saude oral (Feio &
Sapeta, 2005). As suas funcdes bioldgicas fundamentais sdo a digestdo e a protecao. As
funcdes digestivas incluem: perce¢do do paladar, mastigacdo, formacao do bolo alimentar
e degluticdo. As fungdes de protecdo abrangem: lubrificagdo das estruturas orais,
orofaringe e esofago; capacidade tampao, pelo bicarbonato, fosfatos e proteinas que
mantém o pH salivar a 7.0, evitando a colonizagdo de micro-organismos; manutengdo da
integridade dos tecidos dentarios, protegendo o esmalte contra a desmineralizacdo
causada pelos acidos produzidos por micro-organismos; remineralizacdo de lesdes
primarias de carie; defesa do ataque bacteriano e crescimento fungico; cicatrizagdo. A
saliva tem também um grande poder antioxidante que € constituido por diferentes
moléculas e enzimas, estas t€ém como fung¢ao evitar a formacao de radicais livres, eliminar
os existentes e reparar os danos causados. A saliva ¢ também necessaria para a fala
articulada e para interagdes sociais (Ekstrom, Khosravani, Castagnola, & Messana, 2012;
Khemiss, Ben Khelifa, & Ben Saad, 2017; Rad, Kakoie, Brojeni, & Pourdamghan, 2010;
Tommasi & Lima, 2014).

A saliva ¢ produzida por trés pares de glandulas maiores (major), localizadas fora da
cavidade oral e centenas de glandulas menores (minor) localizadas imediatamente abaixo
do epitélio oral. Em relacdo as fungdes sdo serosas, mucosas e mistas. As glandulas
maiores sdo: as pardtidas que sdo constituidas predominantemente por células serosas e
tém uma secre¢do aquosa € rica em enzimas € anticorpos; as sublinguais que produzem
saliva mucosa, mais viscosa; € as submandibulares que produzem uma saliva mista, de
consisténcia intermédia, por possuirem na mesma propor¢ao os dois tipos de células.
(Humphrey & Williamson, 2001; Sala & Garcia, 2013; Tommasi & Lima, 2014)

O volume da glandula parétida € cerca de 2,5 vezes maior que o da glandula
submandibular e oito vezes o da glandula sublingual. As trés glandulas salivares major
contribuem para 93% da saliva mista que ¢ conhecida como saliva total. No entanto, a
saliva encontrada na boca nao pode ser considerada saliva pura, por ser constituida por

fluido crevicular, células sanguineas, micro-organismos, antimicrobianos, restos
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O efeito da infusdo de gengibre no fluxo salivar em individuos fumadores

alimentares e secrecdo nasofaringea (Ekstrom et al., 2012; Khemiss et al., 2017; Rad et

al., 2010).

1.2 Secrecao e fluxo salivar

A secrecdo salivar ¢ controlada exclusivamente pelo sistema nervoso autonomo. Esta
¢ ativada pelo sistema nervoso simpatico e pelo sistema nervoso parassimpatico
(Tommasi & Lima, 2014).

Os impulsos induzidos pela degustag¢do, mastigacdo ou cheiro sdo encaminhados pelos
recetores aferentes para os nucleos salivares. Os feixes dos nervos simpaticos e
parasimpaticos, que inervam separadamente as glandulas salivares, formam a parte
eferente do arco reflexo secretor, usando a acetilcolina como neurotransmissor
(Tschoppe, Wolgin, Pischon, & Kielbassa, 2010). Os secretagogos (substincia que
estimula a secre¢do) estimulam os recetores muscarinicos das células acinares e ductais
das glandulas salivares e a ativacdo destes recetores produz uma acdo fisioldgica de
secrecdo salivar (Tommasi & Lima, 2014).

O Homem secreta aproximadamente 0,5 litros de saliva por dia, a sua quantidade e
qualidade dependem de fatores fisicos, quimicos e psiquicos (Falcao, da Mota, Pires, &
Bezerra, 2013)

Cada glandula salivar contribui de modo diferente para o volume total segregado:
glandulas parotidas contribuem cerca de 30%, 60% as glandulas submandibulares, 5% as
glandulas sublinguais e 5% as glandulas menores que mantém a superficie das estruturas
orais, durante o dia e a noite, com uma camada protetora de saliva rica em mucina,
evitando a ocorréncia de boca seca, por segregarem saliva espontaneamente aquando dos
movimentos dos labios e da lingua (Ekstrom et al., 2012).

A taxa de fluxo salivar por minuto ¢ aproximadamente de 0,3 mL quando ndo
estimulada e pode aumentar para 1,0-2,0 mL por minuto quando estimulada. Numa
revisdo sistemadtica concluiu-se que a taxa de fluxo de saliva total estimulada inferior a
1,0 mL/min poderia ser considerada um fator preditor de cérie e um possivel fator de risco
para a doenca periodontal (Falcdo et al., 2013; Khan, Javed, & Ishaq, 2010; Tommasi &
Lima, 2014).

A reducdo do fluxo salivar (hipossalivagdo) ¢ um distirbio comum e estima-se que

cerca de 20% da populagdo geral tenha esta alteracdo (Falcdo et al., 2013).
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Introducao

A hiposalivacao pode ser causada por diferentes fatores etiologicos. Fatores como a
dieta, tabaco, alcool, estado emocional, temperatura ambiente ¢ humidade do ar podem
alterar a producdo quantitativa e qualitativa da saliva. A medicagdo, radioterapia de
neoplasias malignas da cabega e pescogo € uma variedade de doengas sistémicas como as
doencgas autoimunes (sindrome de Sjégren, lipus eritematoso, artrite reumatoide), bem
como as doengas hormonais (diabetes mellitus), neuroldgicas (doenga de Parkinson) e
depressdo, podem causar uma destrui¢ao progressiva das glandulas salivares (Tschoppe
et al., 2010).

A hipossalivacdo severa estd associada a uma maior ocorréncia de infecdes fiingicas
na cavidade oral e orofaringe, mucosite, dificuldade em ingerir alimentos secos, disfagia,
lesdo de carie, instabilidade de proteses removiveis, halitose, disgeusia e, por sua vez,
diminui¢do do prazer de comer. A reducdo do fluxo salivar pode assim causar danos de
ordem fisica, funcional e social (Falcao et al., 2013).

A medicao de fluxo salivar pode entdo ser utilizada como uma medida ndo invasiva
para avaliar se existem alteragdes patoldogicas na mucosa oral (Gopal, Amala, &
Harshavardhan, 2016).

Nos ultimos anos foram propostas varias estratégias que visam aumentar o fluxo
salivar e reduzir os sintomas da diminui¢do do fluxo salivar, entre elas a hidratagao
adequada das mucosas, evitar alimentos crocantes ou duros e pastas dentifricas irritantes,
utilizagdo de pastilhas sem acucar e medicagdo (inclui lubrificantes, substitutos de saliva
e estimulantes salivares) (Villa, Connell, & Abati, 2015).

A pilocarpina e a cevimelina sdo dois sialogogos sistémicos aprovados pela US Food
and Drug  Administration (FDA). A pilocarpina ¢ uma medicagdo
parassimpaticomimética que atua nos recetores colinérgicos muscarinicos encontrados
em todo o corpo, promovendo a secre¢ao de fluidos. A cevimelina ¢ um estimulante das
glandulas salivares com alta afinidade para os recetores muscarinicos M3, localizados no
epitélio das glandulas salivares. No entanto, estes sialogogos apresentam alguns efeitos
colaterais como: transpira¢do excessiva, pois ndo so6 as glandulas salivares sao
estimuladas mas toda a producdo de glandulas exocrinas do corpo ¢ aumentada,
vasodilatagcdo, vomito, ndusea, diarreia, solugos persistentes (Brimhall, Jhaveri, & Yepes,
2013; Villa et al., 2015).

Como referido anteriormente, fumar tabaco ¢ um dos fatores de risco para a diminui¢ao
do fluxo salivar, pelo que se pretende perceber se a secregdo salivar ¢ afetada e como, ao

longo do tempo.
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O efeito da infusdo de gengibre no fluxo salivar em individuos fumadores

1.3 O tabaco e as alteracoes salivares

O tabaco ¢ considerado pela Organizagao Mundial de Satide (OMS) a principal causa
de morte evitdvel no mundo. Os homens sdo mais propensos a fumar do que as mulheres,
embora a diferenca de género seja menos marcada em idades mais jovens. A partir do ano
2000, o tabagismo ¢ praticado por cerca de 1,22 mil milhdes de pessoas, com maior
propensao nos paises em desenvolvimento (Trandafir et al., 2011).

A saliva € o primeiro fluido bioldgico exposto ao tabaco. Este contém numerosas
substancias toxicas, responsaveis por mudancgas estruturais e funcionais na saliva. Na
utilizagdo do tabaco a longo prazo, os recetores das células glandulares sdo expostos
repetidamente a essas substancias, podendo afetar a perce¢do do sabor e a secregao salivar
(Gopal et al., 2016; Khan et al., 2010).

Em 2010, Khan et al. realizaram um estudo com individuos que fumam hé cinco/sete
anos, com idades compreendidas entre os 25 e os 30 anos e concluiram que alguns
individuos desenvolvem tolerancia aos efeitos salivares do tabagismo a longo prazo, pelo
que fumar ndo afeta negativamente a secre¢ao salivar. Por outro lado, estudos como o de
Rad et al. (2010) demonstram que o consumo prolongado de tabaco ¢ um dos fatores de
reduc¢do da secrecdo salivar e que esta alteragcdo pode significar uma deteriora¢do da
mucosa oral.

Para além da diminuicdo da secrecdo salivar, fumar tem um papel importante na
indugdo de doengas periodontais e lesdes pré-cancerigenas e cancerigenas. O fumo do
cigarro tem um grande niimero de componentes toxicos, contém uma grande quantidade
de espécies oxidativas e ¢ uma fonte significativa de stress oxidativo por aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio. Se o equilibrio for deslocado a favor da
atividade destas espécies, podem ocorrer alteragdes nos componentes intra e
extracelulares da cavidade oral, podendo levar a distirbios da funcao salivar (Arbabi-
Kalati, Salimi, Nabavi, Rigi, & Miri-Moghaddam, 2017; Jenifer, Bhola, Kalburgi, Warad,
& Kokatnur, 2015).

A saliva tem um grande poder antioxidante e este sistema ¢ constituido por diferentes
moléculas e enzimas, como acido turico, superoxido dismutase (SOD), catalase e sistema
peroxidase, que trabalham em coordenacdo para defender as células contra o stress
oxidativo (Baliga et al., 2012). O tabaco pode alterar a capacidade antioxidante da saliva
mas os motivos dessas alteracdes ainda nao sdo claros (Arbabi-Kalati et al., 2017). Um

antioxidante pode ser considerado como qualquer substancia que, quando presente em
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baixas concentracdes (em comparagdo com a concentragao do substrato oxidavel), atrasa
significativamente ou inibe a oxidacdo desse substrato (Jenifer et al., 2015).

A superdxido dismutase (SOD) ¢ encontrada em todos os tecidos e alguns fluidos
como a saliva, como componente do sistema antioxidante do corpo. Foi localizada no
ligamento periodontal e pode representar uma defesa importante dos fibroblastos
gengivais contra o superdxido (O27). A atividade desta enzima na saliva protege o
organismo contra os efeitos deletérios do fumo do cigarro, a SOD converte o radical
superoxido O~ em peroxido de hidrogénio (H20»). Posteriormente, a catalase vai atuar
sobre 0 H>O» e converté-lo num produto nao toéxico, H>O + O (Arbabi-Kalati et al., 2017;
Baliga et al., 2012; Jenifer et al., 2015).

No estudo de Abdolsamadi, Goodarzi, Mortazavi, Robati, & Ahmadi-Motemayel,
(2011), ao comparar o nivel de antioxidantes salivares em individuos fumadores ¢ nao
fumadores, concluiu-se que o nivel da superdxido dismutase foi significativamente
inferior em individuos fumadores.

A peroxidase encontrada na cavidade oral ¢ composta por duas enzimas peroxidase, a
peroxidase salivar, secretada principalmente pela glandula parétida, e a mieloperoxidase
produzida pelos leucdcitos em regides inflamadas na cavidade oral. Esta enzima
desempenha um duplo papel: reduz os niveis de perdxido de hidrogénio (H2O) e aumenta
a atividade antimicrobiana inibindo o metabolismo e a proliferagdao de varias bactérias na
cavidade oral. Se a atividade da peroxidase for significativamente reduzida, como ocorre
apos a exposicdo ao fumo do cigarro, o H20O2 na cavidade oral ndo ¢ eliminado e
permanece disponivel para participar em reagdes prejudiciais no ADN (&cido
desoxirribonucleico) celular (Reznick, Klein, Eiserich, Cross, & Nagler, 2003).

Reznick et al. (2003), num estudo in-vivo e in-vitro, mostraram uma grande diminui¢ao
da atividade da peroxidase oral, em individuos fumadores e ndo fumadores ap6s fumarem
apenas um cigarro.

Dado que o tabaco apresenta substancias toxicas que podem promover alteragdes na
composicao, secrecdo e funcdo da saliva, e a saliva apresenta caracteristicas e funcdes de
grande relevancia a nivel oral e sistémico, ¢ oportuno estudar possiveis estimulantes
salivares, com efeitos benéficos e reduzidos efeitos adversos, nomeadamente o rizoma

Zingiber officinale Roscoe (gengibre).
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1.4 O gengibre

O rizoma Zingiber officinale Roscoe, pertencente a familia Zingiberaceae, conhecido
como gengibre, ¢ usado como uma especiaria hd mais de 2000 anos. Origindrio da regido
Indo-Malésia, é agora amplamente distribuido pelos tropicos da Asia, Africa, América e
Australia (Yeh et al., 2014).

O gengibre tem mostrado a sua importancia como um medicamento de diversas
patologias, podendo atuar como anti-inflamatorio, anticancerigeno, antimicrobiano,
antiemético, hepatoprotetor, gastroprotetor, tratamento da dor, tratamento de condi¢des
reumatoldgicas, desconforto muscular (Terry, Posadzki, Watson, & Ernst, 2011; Baliga
et al., 2012; Rahmani et al., 2014; Zadeh & Kor, 2014).

Com base em estudos fitoquimicos, o gengibre contém mais de 400 compostos
diferentes e estes variam dependendo do local de origem e se os rizomas sao frescos ou
secos. O rizoma ¢ também conhecido pela sua atividade antioxidante e esta caracteristica
deve-se a presenca dos gingerdis, gingeronas e sogaois, compostos presentes no gengibre
que conferem o seu sabor e aroma caracteristicos (Andreo & Jorge, 2010; Chamani, Zarei,
Mehrabani, & Taghiabadi, 2011; Kubra & Rao, 2012; Prasad & Tyagi, 2015).

Os sogaois sao formados a partir de gingerdis quando o gengibre ¢ seco. O gengibre
seco apresenta concentragdes de gingerdis reduzidas em relagdo ao gengibre fresco, ja as
concentragdes de sogaois sdo superiores (Kubra & Rao, 2012).

O gengibre em p6 tem uma capacidade de dispersdo superior ao gengibre fresco € uma
grande solubilidade dos compostos, 0 que torna mais facil a sua incorporacdo nos
alimentos e a absorc¢do do gengibre pelo organismo (Kubra & Rao, 2012).

Depois de elaborados varios estudos sobre as diferentes propriedades farmacologicas
do Zingiber officianale, parecem existir poucas evidéncias, na literatura, sobre os seus
efeitos na secre¢do salivar. Muitos dos sialogogos estimulam a secre¢do de saliva através
dos seus efeitos colinérgicos nas células acinares funcionais (Chamani et al., 2011). A
atividade procinética do gengibre foi confirmada em 2005 por Ghayur & Gilani e em
2007 por Ghayur, Khan, & Gilani, os autores do estudo acreditam que o efeito do gengibre
na saliva pode ser conferido a algum tipo de acao colinérgica. Estes dados parecem sugerir
que o gengibre tem influéncia no aumento da secregdo salivar.

O gengibre ¢ considerado uma planta inofensiva, cujos efeitos colaterais sdo raros. E
considerado pela US Food and Drug Administration (FDA) "geralmente reconhecido

como seguro". O oleo volatil de gengibre esta relatado como isento de efeitos irritantes e
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alergénicos, no entanto pode existir um risco de dermatite em individuos mais sensiveis

(Kubra & Rao, 2012; Mardani, Ghannadi, Rashnavadi, & Kamali, 2017)

Os estudos realizados sobre a influéncia do tabaco no fluxo salivar sdo escassos, mas
sao percetiveis os efeitos nocivos que o fumo do cigarro tem na qualidade da saliva, e os
efeitos negativos orais e sistémicos que advém da diminuicao da quantidade e qualidade
da mesma. Dada a insuficiente literatura sobre o efeito do gengibre na estimulagdo do
fluxo salivar, surgiu o interesse de estudar o efeito da infusao de gengibre no fluxo salivar
em individuos fumadores que apresentam diminuicdo de fluxo salivar, de forma a
encontrar um possivel estimulante salivar.

Neste estudo é também determinado o conteudo de fendis totais, flavonoides e
capacidade antioxidante do gengibre, por existirem investigacdes que referem que sio
estes os fatores principais para o seu poder de agao e protecao sobre as células da cavidade
oral.

Assim, a questdo de investigacdo colocada neste estudo é: Existe diferenga no fluxo

salivar antes e ap6s a toma de uma infusdo de gengibre, em individuos fumadores?
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da ingestao de uma infusao de gengibre no fluxo salivar em individuos

fumadores com diminuig¢do do fluxo salivar.

1.5.2 Objetivos Especificos

¢ Comparar o fluxo salivar antes ¢ apos a ingestao da infusdo de gengibre;
+¢ Determinar o conteudo em fendis e flavonoides totais e quantificar a

capacidade antioxidante do gengibre.
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2 MATERIAIS E METODOS

O estudo ¢ realizado em fases diferenciadas: a Analise Quimica, onde se realiza a
caracterizacdo do gengibre relativamente a quantidade de fenois e flavonoides totais e a
sua capacidade antioxidante ¢ um Ensaio Clinico, durante um periodo de 28 dias com
dois momentos de avaliacao, t e t29.

Durante a fase de Ensaio Clinico os participantes do estudo ingerem 250 mL de uma
infusdo com 0,5g de gengibre em pd, trés vezes por dia (meio da manha, tarde e ceia)

durante 28 dias.

2.1 Analise Quimica

2.1.1 Reagentes e Solugoes

Quercitina, adquirida a Extrasynthese; Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
acido carboxilico), TPTZ (2,4,6-tri (2-piridil) -s-triazina); ABTS (2,20-azino-bis (3-
etilbenztiazolina-6-acido sulfoénico)) e Nitroblue tetrazolium (NBT) adquiridos a Sigma-
Aldrich. Procurou-se que todos os outros reagentes tivessem um grau de pureza pro-

analise.

2.1.2 Equipamento

Balanca Sartorius, espetrofotometro UV-visivel Perkin-Elmer 25.

2.1.3 Preparacao do Extrato

A andlise quimica foi realizada através de um extrato etanolico, um extrato metanolico
e um extrato aquoso de gengibre em po (gengibre em pod biolodgico, Biodharma, origem:
india). O gengibre ¢ equivalente ao utilizado na infusdo preparada pelos individuos do
estudo.

A preparacgdo do extrato etanol foi efetuada através da adaptacao de Yeh et al. (2014).
Foram realizadas duas extra¢des. Adicionou-se 50 mL de etanol 80% (v/v) a 1 g de
gengibre em po, agitou-se durante 45 minutos e o sobrenadante foi filtrado com recurso
a um papel de filtro. Juntaram-se os extratos e concentrou-se no evaporador rotativo a

40°C, extrato final que foi conservado a -57°C.
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O extrato metanolico foi realizado de acordo com Ghasemzadeh, Jaafar, & Rahmat
(2010). Foram adicionados 50 mL de metanol a 1 g de gengibre em po, procedeu-se a
agitacdo da soluc¢do durante duas horas. O sobrenadante foi filtrado com recurso a papel
de filtro, a amostra final que foi conservada a -57°C.

O extrato aquoso foi preparado adicionando 0,2 g de gengibre em p6 a 100 mL de agua
fervida, deixou-se repousar durante 10 min e filtrou-se o sobrenadante. A amostra foi

conservada a -57°C.

2.1.4 Quantificacao de Fendis Totais

A quantificagdo do conteudo de fendis totais foi realizada de acordo com Prabha &
Vasantha (2011) utilizando o extrato de etanol, metanol e aquoso. Foi realizada uma curva
de calibragdo utilizando o 4cido gélico como padrdo em etanol:agua 50:50 (v/v), nas
concentragdes 0, 50, 100, 150, 200, 250 mg/L.

A 250 pL de amostra em etanol:agua 50:50 (v/v) adicionaram-se 2,5 mL da solugdo
reagente de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 em 4agua destilada) e 2 mL solucdo aquosa de
carbonato de s6dio (NaCOs3) 1M. O branco foi realizado substituindo a amostra pelo
solvente. Agitaram-se os tubos e mediu-se a absorvancia a 765 nm apds 15 min de

repouso. Os resultados foram expressos em mg acido gélico/g de extrato de gengibre.

2.1.5 Quantificacao de Flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides totais realizou-se segundo uma adapta¢do do método
descrito por Prabha & Vasantha (2011). A 2 mL de amostra foram adicionados 0,1 mL
de cloreto de aluminio (AICl3) 10%. Homogeneizou-se e adicionou-se 0,1 mL de acetato
de potassio 1M e 2,8 mL de dgua destilada.

O branco foi realizado substituindo o cloreto de aluminio por agua destilada.
Agitaram-se os tubos, deixou-se repousar durante 30 minutos a temperatura ambiente e
mediu-se a absorvancia a 415 nm. Com o mesmo procedimento foi realizada a curva de
calibragdo usando a quercitina em metanol:agua (2:1) (v/v) com concentragdes de 10, 30,
50, 70, 90, 100 mg/L. Os resultados foram expressos em mg quercitina/g de extrato de

gengibre.
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2.1.6 Quantifica¢do da capacidade antioxidante

2.1.6.1 Método FRAP — Ferric Reducing Antioxidante Power

O método FRAP baseou-se em Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, &
Byrne (2006). Foi preparada, previamente, uma solucdo com: 25 mL de tampao acetato
300 mM pH=3,6; 2,5 mL de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de FeCl3-6H>O 20 mM, que foi
aquecida a 37°C antes de ser utilizada.

Adicionaram-se 150 pL de amostra; a esta solu¢ao foram adicionados 2850 uL de
FRAP. Deixou-se repousar, na auséncia de luz durante 30 minutos e leu-se a absorvancia
a 593 nm.

O branco foi realizado substituindo a amostra pelo solvente, para cada extrato. Foi
realizada a curva padrdo usando o Trolox com concentracdes de 25 a 800 umol. Os

resultados foram expressos em pmol Trolox/g de extrato de gengibre.

2.1.6.2 Método de captacio do radical ABTS

O poder antioxidante ¢ determinado pela capacidade de regaste deste radical,
utilizando o antioxidante Trolox como padrao.

Para a formacao do radical ABTS foi preparada uma solu¢do com 176 uL de persulfato
de potassio 140 mM e 10 mL de ABTS 7 mM, que ficou na auséncia de luz durante 12h
(tempo de formacao do radical), a temperatura ambiente. Apds este tempo a solugdo foi
diluida em etanol até que a 734 nm a absorvancia fosse 0,7 (Zulueta, Esteve, & Frigola,
2009).

Adicionou-se 150 pLL de amostra a 2850 uL da solugao ABTS. O controlo foi realizado
substituindo a amostra pelo solvente e a absorvancia foi medida a 734nm.

Com o mesmo procedimento foi realizada a curva de calibracdo usando concentragdes
de Trolox de 0, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 pmol em etanol:agua 80:20 (v/v).

Os resultados foram expressos em pmol Trolox/g de extrato de gengibre.

A percentagem de inibi¢cdo do radical ABTS foi calculada através da equacao 1:

Acontroto — Aamost
%I = controlo amostra 100 equagdo 1

Acontrolo
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2.1.6.3 Teste de inibicao do aniao O2™

O anifio 02" ¢ considerado uma espécie reativa de oxigénio primaria. E importante
conhecer compostos que possam inibir este radical tendo em conta que este pode interagir
com outras moléculas e decompor-se, formando outras espécies reativas de oxigénio mais
potentes que ficam disponiveis na cavidade oral podendo participar em danos celulares
(Indo et al., 2015; Karadag, Ozcelik, & Saner, 2009).

O teste de inibi¢ado foi realizado por adaptagao de Yu et al. (2006) citado por Morais
et al. (2009). Pipetaram-se 0,5 mL de amostra e 2 mL de uma solu¢do composta por:
NADH 189 uM e NBT 120 uM em Tris-HCI 40 mM, pH=8. A reacdo iniciou-se apds a
adi¢do de 0,5 mL de fenazina metosulfato (PMS) 60 uM, foi deixada em repouso por
cinco minutos a temperatura ambiente.

No controlo substituiu-se a solu¢do amostra pelo solvente. Foi realizado um branco
adicionando 2 mL da solugdo previamente preparada a 0,5 mL de amostra, substituindo
0,5 mL de PMS por agua destilada.

A absorvancia foi medida a 560 nm. A percentagem de inibicdo do anido O>" foi

calculada através equacgao 1.

2.1.6.4 Teste de inibi¢cdo do radical 6xido nitrico (NO’)

O NO funciona como uma molécula de sinalizagdo de varios processos fisioldgicos,
no entanto, ¢ potencialmente toxica em situagdes de stress oxidativo (Dusse, Vieira, &
Carvalho, 2003).

Este teste foi realizado com base no método descrito por Nikkhah, Khayami, & Heitari,
(2008). Colocou-se 1 mL de nitroprussiato de s6dio 10 mM juntamente com 250 uL de
PBS e 250 uL de amostra. Homogeneizou-se e incubou-se a 25° durante 150 minutos.
Ap0s esse periodo, adicionou-se 3 mL de 4&cido sulfanilico (0,33% em acido acético
glacial 20%) e deixou-se repousar durante 5 minutos apds os quais se adicionou 3 mL de
N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato (NED 0,1% m/v). Homogeneizou-se e incubou-
se a 25°C durante 30 minutos.

O branco foi realizado substituindo a amostra pelo solvente. A absorvancia foi medida
a 533 nm. A percentagem de inibicdo do radical 6xido nitrico foi calculada através

equacao 1.
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2.1.6.5 Método DPPH

O método baseou-se em Thaipong et al. (2006). Foi, previamente, preparada uma
solucao stock onde se dissolveu 24 mg de DPPH em 100 mL de metanol, ficou conservada
a -20°C até ser utilizada. A 45 mL de metanol adicionaram-se 10 mL da solu¢do stock
para obter uma absorvancia de 1,1 0,02 a 515 nm.

Adicionou-se 150 pL de amostra a 2850 uL da solucao de DPPH e armazenou-se, na
auséncia de luz, durante 24h. O controlo foi realizado substituindo a amostra pelo solvente
e a absorvancia foi medida a 515 nm. Os resultados foram expressos em pmol Trolox/g
de extrato de gengibre. Foi realizada a curva padrao usando o Trolox com concentracdes
de 25 a 800 pumol. A percentagem de inibi¢cdo do radical DPPH foi calculada através da

equacao 1.
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2.2 Ensaio Clinico

2.2.1 Questdes Eticas

Este estudo de investigacdo foi aprovado pela Comissdo Cientifica do Mestrado
Integrado em Medicina Dentaria do Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz
e pela Comissio de Etica da Egas Moniz (Anexo 1).

O termo de Consentimento Informado (Anexo 2) foi assinado por todos os
participantes do estudo, sdo esclarecidos o contexto, procedimentos e objetivos do estudo.

Os intervenientes foram informados que a qualquer momento e se o desejarem,
poderao desistir de participar no estudo, nao envolvendo qualquer tipo de contingéncias

face a sua recusa ou eventual desisténcia.

2.2.2 Populacio/amostra e variaveis de estudo

Os participantes foram selecionados de forma voluntéria e preenchem os critérios de
inclusdo abaixo mencionados.

A amostra do estudo ¢ constituida por 16 individuos com idade superior a 20 anos, de
ambos os sexos. Os individuos sao fumadores ha mais de cinco anos, tém diminui¢ao do
fluxo salivar e ndo apresentam outras patologias.

Os participantes foram informados e esclarecidos da metodologia e pressupostos do
estudo. Ao participante foi apenas solicitado o consentimento de participagcdo no estudo
e a recolha de saliva.

Este estudo apresenta como variavel dependente o volume (mL/min) de fluxo salivar
e como varidveis independentes a infusdo de gengibre, a idade, a duragdo do tabagismo e

o numero de cigarros fumados por dia.

2.2.3 Critérios de inclusao e exclusao
Critérios de inclusao:
¢ Individuos fumadores ha mais de 5 anos;
+¢ Diminuig¢do do fluxo salivar estimulado e ndo estimulado;

+¢ Idade superior a 20 anos.
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Critérios de exclusao:

¢ Individuos com fluxo salivar normal,;
¢ Alergia ao gengibre;

%+ Gravidas;

* Individuos com pacemaker;

¢ Terapéutica medicamentosa regular;

¢ Individuos com perturbagdes psiquicas;

+ Individuos com compreensdo comprometida.

2.2.4 Desenho de Estudo

O estudo trata-se de um ensaio clinico ndo controlado que consiste na ingestdao de 250
mL de uma infusdo com 0,5g (gengibre em pd), trés vezes por dia durante 28 dias.

Os instrumentos de recolha de dados usados no estudo sdo: Questionario
Sociodemografico e Sialometria (técnica de medicao do fluxo salivar).

A recolha de dados foi totalmente anénima e confidencial, os dados dos participantes
foram registados com recurso a uma codificacao.

A recolha da informagdo foi repartida por dois momentos: 1* e 2* avaliacdo. Os
individuos do estudo foram contactados previamente as avalia¢cdes relembrando que nao
podiam lavar os dentes, fumar, comer ou beber durante 1-2 horas antes dos momentos de
recolha dos dados.

Na 1% avaliag¢do (%) os individuos iniciaram o estudo com a leitura e assinatura do
Consentimento Informado, seguido da realizacdo da Sialometria (técnica de medi¢do do
fluxo salivar) onde se concluiu se estdo cumpridos os critérios de inclusdo no estudo. Os
individuos do estudo sdo fumadores e apresentam uma diminui¢do no fluxo salivar. De
seguida foi aplicado o Questionario Sociodemografico.

Aos intervenientes foram entregues 84 doses de gengibre em po6 (para 28 dias),
juntamente com documento explicativo de todo o procedimento de preparagdo da infusdo
(Anexo 4).

A 2% avaliacdo ocorreu ao fim de 28 dias (#9). Foi verificado o cumprimento do
protocolo do estudo e realizada nova Sialometria, de modo a verificar a existéncia de

altera¢des no volume dos fluxos salivares.
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Selecio de participantes
de forma voluntaria

!

Sialometria

(Técnica de medicdo de fluxo salivar)

!

Aplicacio de Critérios de Exclusao

1 Avallag:ao [ Termo de Consentimento Informado ]

!

(n=16)
Grupo Estudo

!

Aplicacio de Questionario
Sociodemogrifico

!

Entrega do gengibre doseado para 28

dias
2% Avaliacio Verificacdo do cumprimento do
t9 protocolo de estudo ao fim de 28 dias
Sialometria

Figura 1. Fluxograma do procedimento experimental seguido
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2.2.5 Instrumentos de recolha de dados

2.2.5.1 Sialometria

A sialometria efetuada foi realizada segundo o modelo proposto por Navazesh (1993).
A medi¢do do fluxo salivar foi efetuada sem estimulo (fluxo salivar ndo estimulado -
FSNE)) e com estimulo (fluxo salivar estimulado - FSE) com recurso a uma pastilha de
parafina CRT® Buffer.

O fluxo nao estimulado representa a saliva que esta presente na cavidade oral durante
14h por dia, fornecendo protecdo aos tecidos orais. O fluxo estimulado representa a
secrecdo salivar durante a ingestdo de alimentos e estd presente na cavidade oral até duas
horas. Assim, o estudo do FSNE avalia a condi¢do de secre¢do glandular enquanto o
estudo do FSE avalia a reserva funcional das glandulas salivares (Gopal et al., 2016).

Na Tabela 1 encontram-se descritas as categorias de fluxo salivar sugeridas por

Sreebny e Valdini em 1988 (Navazesh & Kumar, 2008).

Tabela 1 - Categorias de fluxo salivar ndo estimulado e estimulado sugeridas por Sreebny e Valdini em
1988 (Navazesh & Kumar, 2008).

Categoria Fluxo Salivar Nao Estimulado Fluxo Salivar Estimulado

Normal 0,25 — 0,35 mL/min > 1,00 mL/min
Diminuicao de fluxo

Hipossialia <0,10 mL/min < 0,70 mL/min

A colheita de saliva ndo estimulada e estimulada tiveram uma duragao de 5 minutos.

Os resultados expressam-se em mL/min.

Os procedimentos para a recolha de saliva ndo estimulada (FSNE) sao:
¢ Ao minuto zero o individuo engole toda a saliva que contém na boca;
¢ A lingua deve apoiar as superficies linguais dos incisivos superiores;
% A cabeca esta inclinada para a frente para deixar cair a saliva para o interior do

tubo, sem cuspir ou mastigar.
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A colheita de saliva estimulada (FSE) foi efetuada ap6s a realizacao do teste FSNE.
Os procedimentos para a recolha de saliva estimulada sdo:
% Ao minuto zero o participante engole toda a saliva que contém na boca;
% De seguida coloca na boca uma pastilha de parafina CRT® Buffer, para estimulo
mastigatorio;
% A saliva produzida no primeiro minuto é descartada, ¢ recolhida a saliva

produzida durante os restantes minutos.

Durante a colheita de saliva o sujeito deve estar sentado, direito, em posi¢ao relaxada,
com a cabega ligeiramente inclinada para a frente e com os olhos abertos (Navazesh,
1993).

A realizagdo da colheita foi avaliada ha mesma hora (nove horas até onze horas da
manha) de modo a evitar a variacao circadiana. Os individuos foram informados que ndo
podem lavar os dentes, fumar, comer ou beber durante 1-2 horas antes da sialometria.
(Martin-Piedra, Aguilar-Salvatierra, Herrera, & Goémez-Moreno, 2011; Navazesh, 1993)

A amostra foi colocada num tubo graduado de Falcon, devidamente tapado,

previamente rotulado e identificado.

2.2.5.2 Questionario Sociodemografico

Cada um dos participantes respondeu a um questionario (Anexo 3) que consiste na
recolha de dados sdciodemograficos como idade, género, nimero de cigarros que fuma

por dia e duracdo do tabagismo. A sua recolha foi totalmente an6nima e confidencial.

2.2.5.3 Preparacao do Gengibre

O gengibre entregue aos individuos do estudo foi pesado numa balanga de precisao e
distribuido por saquetas com 0,5g de gengibre em p6 cada. Foram entregues 84 doses
(saquetas) de gengibre em po6 a cada individuo no dia da avaliagdo inicial.

Todos os participantes tomaram conhecimento do modo de preparagao da infusao:

% Ferver 250 mL de agua (250 mL para uma dose);
¢ Acrescentar o gengibre (uma saqueta — 0,5g) a agua fervida e mexer;
¢ Deixar repousar durante 5-10 minutos até atingir a temperatura ambiente;

% Bochechar durante a ingestdo da infusdo.
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2.2.5.4 Materiais Utilizados

Materiais utilizados na realizagdo do estudo:
% Gengibre em po bioldgico, Biodharma, origem: India;
+ Balanga;
%+ 64 Tubos graduados de Falcon;
% 32 Pastilhas de parafina (CRT® Buffer, Ivoclar-Vivadent, Lichenstein);

+* Questionarios.

2.2.6 Plano de analise estatistica

Os dados obtidos através das observagdes clinicas e questionarios foram submetidos a
andlises estatisticas através do sofiware Microsoft Excel® versio 2013 ¢ IBM SPSS™
(Statistical Package for the Social Sciences) versao 24. Foram realizados os testes de
normalidade de dados, #-Student para amostras emparelhadas e teste de correlacdo de
Spearman. Foram calculadas médias, desvio padrdo e outras medidas de estatistica
descritiva. Os testes foram aplicados com um nivel de confianga de 95% e um nivel de

significancia de 5% (0,05).
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3 RESULTADOS E TRATAMENTO ESTATISTICO

3.1 Analise Quimica

3.1.1 Quantificacao de fendis e flavonoides totais

A quantificagdo de fenois e flavonoides totais foi realizada para um extrato de etanol,
um extrato de metanol e um extrato aquoso utilizando gengibre em p6 (Tabela 2). Os
resultados de fendis sdo expressos em mg de equivalentes de acido gélico/L e em mg de
equivalentes de acido galico/g de extrato de gengibre. Os resultados de flavonoides sao
expressos em mg de equivalentes de quercitina/L e em mg de equivalentes de quercitina/g

de extrato de gengibre.

Tabela 2. Quantificag@o de fenois e flavonoides totais do extrato de etanol, metanol e agua.

Valor Médio
Extrato Equacio da reta de calibracio
(xSEM)
241,74 (£2,96)
. . Etanol
Fendis Totais 10,88 (£0,13)
(mg equivalentes de acido 3 5
gélico/L) 201,64 (£5,51) y=6,431x10"x +1,787x10"
Metanol -
(mg equivalentes de acido 8,27 (+0,23) (R*=10,999)
galico/g de extrato de 22.57 (20.59)
gengibre) Agua ’ ’
1,02 (£0,03)
58,95 (+1,41)
Etanol
Flavonoides Totais 2,65 (+0,07)
(mg equivalentes de 73,44 (£2,30) y=2,144%x10"2x + 6,668x1072
quercitina /L) Metanol
3,01 (£0,09) (R?=0,983)

(mg equivalentes de
quercitina/g de gengibre) 4,65 (£0,08)

Agua
0.21 (£0,01)

Com os valores obtidos na quantificagdo de fendis e flavonoides, verifica-se que a
concentragdo de flavonoides pode estar dependente do solvente extrator dada a diferenca
de concentragdes obtidas. O extrato de metanol apresenta uma maior capacidade de
extracdo de flavonoides (36,4%), quando comparado com os outros dois extratos que

apresentam 24,4% (extrato etanolico) e 20,6% (extrato aquoso), no entanto, o extrato
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aquoso apresenta uma concentracdo de flavonoides de cerca de 10 vezes menor que os

outros extratos.

3.1.2 Capacidade antioxidante

3.1.2.1 Quantificacdo da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante das amostras de gengibre esta exposta na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos testes FRAP, captagdo do radical ABTS e radical DPPH, para os extratos de
etanol e metanol

Valor Médio 5 . =
Capacidade Antioxidante Extrato Equacio da reta de calibracio
(SEM) do Trolox
1895,11 (+14,19)
Teste FRAP Etanol
(umol E Trolox/L) 85,29 (+0,64) y=1957x10"x — 1,744x107
2_
(umol E Trolox /g de extrato 1666,56 (+27,71) (R*=0,999)
: Metanol
de gengibre) 68,33 (21,14)
2982 +1
Teste radical ABTS Etanol 982,86 (£109,66)
(umol E Trolox/L) 134,24 (+4,94) y=-1,330x10"3x + 8,298x10"!
2
(umol E Trolox /g de extrato Metanol 2389,25 (+332,32) (R*=0,996)
de gengibre) ctano 97.96 (+13.22)
Teste radical DPPH Etanol 2211,46 (£140,62)
(umol E Trolox/L) 99,53 (£6,33) y=—1,177x103x + 1,182
(umol E Trolox /g de extrato M | 2062,13 (£129,45) (R*=0,996)
de gengibre) etano 92.81 (+5.83)

r

O poder de reducao do i1do férrico pelos extratos de gengibre ¢ elevado, mas a
capacidade antioxidante do gengibre no teste FRAP ¢ inferior ao poder de resgate dos
radicais ABTS e DPPH. Os extratos de gengibre demonstram um poder de resgate dos
radicais ABTS e DPPH semelhante.

Foram entdo determinados os valores do ICso para os radicais ABTS e DPPH, que
correspondem a concentracdo de compostos antioxidantes necessarios para inibir 50%

dos radicais (Tabela 4).
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Tabela 4. Resultado do teste de captacdo do radical ABTS e DPPH pelo padrao Trolox e pelos extratos
de etanol e metanol.

Valor Médio
Extrato Radical (SEM) Equacio da curva
+
y=-1,106X10"x> + 1,649x 103> +
ABTS 72,00 (+1,47) 6,082x10"'x + 1,687
ICso para Trolox 2
P I Trolox (R"=0,995)
m,
(mg/L) y=3,743%10x> + 2,778x10"'x — 14,715
DPPH 229,80 (£11,34)
(R>=0,996)
ABTS 24,38 (+1.23) y=—1,088x10"%x? + 2,369x — 6,816X 10!
b j: >
(R*=0,993)
Etanol
y=-—2,463%10"x*+x — 4,636
ICso para amostra DPPH 67,43 (£0,65)
de gengibre (R*=0,991)
(mg equivalentes y=—1270x102x*+2,228x + 2,518
de acido galico/L) ABTS 24,46 (£0,68)
(R*=0,993)
Metanol
y=-3,533%10"x*+1,188x — 3,207
DPPH 53,66 (£1,23)

(R>=0,991)

O antioxidante padrao Trolox demonstrou uma inibi¢do do radical ABTS trés vezes

superior em relacdo ao DPPH, como ¢ ilustrado na Tabela 4 com os valores de ICso. No

entanto, para os extratos de etanol e de metanol os valores de inibi¢do dos radicais sdo

semelhantes.

Os extratos em analise apresentam um poder de resgate do radical ABTS de 100% com

um valor de ICso inferior ao do Trolox, demonstrando assim um efeito de inibi¢ao do

radical ABTS superior ao do antioxidante padrdo (Tabela 4 e Figura 2).

Com o radical DPPH, os extratos de etanol e metanol apresentam um poder de inibi¢ao

do radical praticamente total € muito superior ao do antioxidante padrao Trolox, como ¢

exposto na Tabela 4, € necessaria uma menor concentragao para inibir 50% do radical.

Com base nos resultados descritos, o0 método ABTS ¢ o método mais sensivel para

determinar a atividade antioxidante dos extratos em analise.
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Na Figura 2 ¢ apresentado o tragado da curva do poder antioxidante dos extratos de

gengibre sobre o radical ABTS, com uma percentagem de inibi¢do de 100%.

120
100
80
8
‘S, 60 A Trolox
=t
g
= 40 ® Etanol
X
@ Metanol
20
0
0 50 100 150 200 250
-20

mg/L

Figura 2. Tragado das curvas de percentagem de inibi¢ao do radical ABTS para os extratos de gengibre e para
o Trolox.

3.1.2.2 Quantificacdo da % de inibicao

No teste de inibicdo do anido O>7, o extrato etanolico revela inibigdo do radical
superoxido tanto em concentragdes baixas como elevadas, tal ndo acontece com o extrato

de metanol como ¢ ilustrado na Figura 3.

50

® Etanol
@ Metanol

% Inibi¢do

20 mg equivalentes de acido galico/L

Figura 3. Tragado das curvas de percentagem de inibi¢ao do anido O, para os extratos de etanol e metanol.
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A uma concentracao de 120 mg de equivalentes de acido gélico/L, o extrato de etanol
continua a demonstrar o seu poder antioxidante. No entanto, na mesma concentragao, o
extrato de metanol ja ndo inibe o superéxido Oz mas promove a sua formacao (Figura 3).

O extrato etandlico apresenta também uma percentagem de inibi¢do maxima superior

a do extrato de metanol, ilustrado na Figura 3 e na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados dos testes da percentagem inibi¢do maxima do anido O, e do NO-.

Valor Médio
(+SEM) Equacio da curva
+SEM
Etanol _ 5.3 2.2
y=4,160x10"x"—1,457x10~x"+ 1,424x — 1,769
(60 mg E 4cido 41,19% (£5,64) 22— 0.989
% Tnibi¢io Oz~ gilico/L) (R=0.959)
(Inibigdo maxima) Metanol 7% 187) 3= 6,485%x10% — 1,950x 1022+ 1,291x + 1,076
(30 mg E acido 3% (£1.87 2
galico/L) (R*=0,994)
Agua

%Inibigho NO- |\ 0 p 2423%(1,02)

(Inibi¢do maxima)  4cido gilico/L)

O teste de inibi¢do do radical NO- foi realizado com o extrato aquoso, por existir
interferéncia do solvente com os extratos de etanol e metanol, aquando da realizagao do
teste de inibi¢do do radical. A percentagem de inibi¢do maéxima foi obtida a uma
concentragao de 11,28 mg acido galico/L, metade da concentragdo de fendis existentes

no extrato aquoso.
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3.2 Ensaio Clinico

3.2.1 Caracteriza¢ao da amostra

A amostra do presente estudo ¢ constituida por 16 individuos fumadores com

diminui¢do do fluxo salivar, que respeitam os critérios de inclusao do estudo.

A amostra ¢ constituida por individuos de ambos os sexos. Nove individuos (56%)
pertencem ao género feminino e sete individuos (44%) pertencem ao género masculino.

A distribuigdo ¢ apresentada na Figura 4.

B Feminino M Masculino

Figura 4. Distribui¢do da amostra por género
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Os individuos do estudo apresentam uma média de idades de 36 =11 anos com uma

distribuicdo entre os 24 e os 58 anos como ¢ apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 - Distribuicdo de idades dos individuos fumadores participantes no Ensaio Clinico

Idade Frequéncia Percentagem (%)
24 2 12,50
25 2 12,50
27 1 6,25
31 3 18,75
34 1 6,25
37 1 6,25
38 1 6,25
42 2 12,50
47 1 6,25
58 2 12,50

TOTAL 16 100,00

Depois da analise descritiva para caracterizagdao da amostra em estudo, procede-se a
analise descritiva e inferencial das variaveis fluxo salivar ndo estimulado (FSNE) e fluxo

salivar estimulado (FSE).

3.2.2 Estudo Clinico

Os volumes de fluxo salivar estimulado e ndo estimulado foram analisados. Concluiu-
se que o estudo ¢ constituido por uma amostra homogénea, tendo em conta que dentro de
cada fluxo os volumes salivares sao idénticos entre os individuos. Na Tabela 7 estdo

representadas as médias de volume de fluxo salivar antes da toma da infusdo de gengibre.

Tabela 7 - Médias dos volumes (mL/min) dos fluxos salivares ndo estimulado (FSNE) e estimulado
(FSE) antes (V inicial) da toma da infusdo de gengibre

Grupo Estudo Média de volume =+ desvio padrao Categoria
FSNE 0,12 +£0,05 Diminuigdo de fluxo
V inicial
FSE 0,69 +0,18 Hipossialia
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Verificados os pressupostos de aplicagdo dos testes de analise estatistica, foram
realizadas correlagdes entre os volumes do fluxo salivar estimulado e ndo estimulado e
algumas varidveis como idade, anos de duracdo de tabagismo e numero de cigarros

fumados por dia, de modo a ser possivel entender se estes fatores afetam, ou nao, o fluxo

salivar dos individuos fumadores.

Na Figura 5 encontra-se representada a correlacdo entre o fluxo salivar ndo estimulado

(FSNE) antes da toma da infusdo de gengibre e a idade.
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Figura 5. Correlagdo entre o volume (mL/min) de fluxo salivar ndo estimulado (FSNE) e a idade
(anos), antes (inicial) da toma da infusio de gengibre.

Os resultados demonstraram que existe uma forte correlacdo negativa entre o FSNE e
a idade (p = —0,67). A saliva ndo estimulada reduziu significativamente com o aumento

da idade (p = 0,003). Individuos mais velhos t€ém menor volume de saliva ndo estimulada

em comparagao com individuos mais novos.

Foi também realizado o teste para o FSE, no entanto ndo se verificou uma correlagdo

entre a saliva estimulada e a idade.

Em relagdo ao tempo de duracdo do tabagismo, foi também verificada a existéncia de
uma correlagdao entre o volume do fluxo salivar ndo estimulado (FSNE) e estimulado

(FSE) antes da toma da infusao de gengibre e o tempo (nimero de anos que os individuos

do estudo fumam).
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Na Figura 6 encontram-se representados os graficos correspondentes a correlacgao.
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Figura 6. Correlacdo entre o volume do FSNE (A) e FSE (B) e o tempo de duragdo do tabagismo (anos),
antes (inicial) da toma da infus@o de gengibre.

Na figura A esta representada a correlagdo com o fluxo salivar ndo estimulado (FSNE).
E possivel observar uma forte correlagio negativa (p= —0,71) entre o FSNE e o niimero
de anos que os individuos fumam. O volume de fluxo salivar ndo estimulado diminui
significativamente a medida que o nimero de anos de tabagismo aumenta.

Em relacdo o fluxo salivar estimulado (FSE), a figura B demonstra também uma forte
correlacdo negativa entre o FSE e a duracdo do tabagismo. O volume de fluxo salivar
estimulado também diminui significativamente a medida que o nimero de anos de

tabagismo aumenta.

Na relagdo entre o volume de fluxo salivar e o nimero de cigarros que os individuos
fumam por dia, os resultados obtidos ndo demonstram a existéncia de uma correlagao
entre 0 FSNE e o nimero de cigarros (p =—0,33), nem entre o FSE e o numero de cigarros
fumados por dia (p = —0,22). A correlagdo ¢ apresentada pelo coeficiente de correlagdo

de Spearman.

Foi realizada a recolha de saliva para medicao do fluxo salivar estimulado (FSE) e nao
estimulado (FSNE) antes (inicial) e apos (final) a toma da infusdo de gengibre. Para
entender se o fluxo salivar se alterou apds os 28 dias da toma da infusdo de gengibre,
estabeleceu-se uma comparagdo entre o volume inicial e final do FSNE E FSE,

representada na Tabela 8.
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Tabela 8 - Comparacdo das médias dos volumes (mL/min) dos fluxos salivares nao estimulado (FSNE) e
estimulado (FSE), antes (V inicial) e ap6s (V final) a toma da infusdo de gengibre.

Grupo Estudo Média de volume + desvio padrdao Significincia Estatistica
V inicial 0,12 +0,05
FSNE valor p < 0,001
V final 0,24 +0,05
V inicial 0,69 +0,18
FSE valor p <0,001
V final 0,90+ 0,18

Os resultados obtidos na Tabela 8 demonstram uma diferenga estatisticamente
significativa entre as médias de volume salivar antes (inicial) e ap6s (final) a toma da
infusdo de gengibre. H4 um aumento significativo do FSNE e do FSE apés a toma da
infusdo de gengibre durante 28 dias. A infusdo revela ter sido eficaz na melhoria do fluxo

salivar.

Respondida a questao do estudo e verificado o aumento do volume do fluxo salivar
estimulado e nao estimulado, ¢ importante entender se apos a toma da infusdo de
gengibre, todos os individuos do estudo se encontram na categoria de fluxo salivar
“Normal”.

Na Tabela 9 encontram-se descritas as categorias de fluxo salivar, de modo a

classificar os individuos do estudo tendo em conta os volumes salivares dos seus fluxos.

Tabela 9. Categorias de fluxo salivar ndo estimulado e estimulado sugeridas por Sreebny e Valdini em
1988 (Navazesh & Kumar, 2008)

Categoria Fluxo Salivar Nao Estimulado Fluxo Salivar Estimulado

Normal 0,25 - 0,35 mL/min > 1 mL/min
Diminuicio de fluxo

Hipossialia <0,1 mL/min < 0,7 mL/min

Na Figura 7 e Figura 8 estdo representadas as categorias “Normal”, “Diminui¢do de
fluxo” e “Hipossialia”, do FSNE e FSE a que os individuos fumadores pertencem, antes

e ap6s a toma da infusdo de gengibre.
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Figura 7. Distribuicdo dos individuos por categorias, no FSNE, antes e apds a toma da infusdo de
gengibre (28 dias).

Em relacdo ao fluxo salivar ndo estimulado (FSNE) (Figura 7), antes da toma da
infusdo de gengibre oito individuos encontravam-se na categoria “Diminui¢do de fluxo”
e os restantes oito na categoria “Hipossialia”.

Os resultados revelam que apds a toma da infusdo de gengibre seis individuos do
estudo (37,5%) passaram para a categoria “Normal” e que, embora existam 10 individuos
na categoria “Diminui¢do de fluxo”, nenhum individuo se encontra na categoria

“Hipossialia”.

No fluxo salivar estimulado (FSE) (Figura 8), a distribui¢@o antes da toma da infusao
de gengibre ¢ analoga a do FSNE. Apds a toma da infusdo, cinco dos 16 individuos
passaram para a categoria “Normal”, nove individuos encontram-se na categoria

“Diminuicao de fluxo”, no entanto dois deles ainda se mantém na categoria “Hipossialia”.
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Figura 8. Distribui¢do dos individuos por categorias, no FSE, antes e apds a toma da infusdo de gengibre
(28 dias).

A toma da infusdo de gengibre revela um efeito positivo no fluxo salivar dos

individuos fumadores.
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Discussdo

4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a taxa de fluxo salivar estimulado
e ndo estimulado teve um aumentou estatisticamente significativo em resposta a toma da
infusdo de gengibre, com uma dose de 0,5g, trés vezes por dia, durante 28 dias.

Este efeito esta de acordo com os resultados do estudo realizado por Simao et al.
(2016), onde foi testada uma infusdo de gengibre, com a mesma dose, em individuos com
Sindrome de Sjogren e concluido que a infusdo aumentou significativamente a secrecao
salivar e permitiu a diminui¢ao dos niveis de xerostomia.

Em 2007, Ghayur et al., demonstraram que o gengibre esta envolvido na ativagao de
recetores M3 muscarinicos, recetor este que leva ao aumento da funcdo secretora.
Chamani et al. (2011) revelaram que apos a inje¢do de um extrato de gengibre em ratos,
a secre¢do salivar foi significativamente superior em comparacdo com outros extratos de
ervas. Apds a toma de um spray de gengibre, Mardani et al. (2017) demonstraram em
pacientes diabéticos um aumento da secre¢do salivar e a existéncia de alivio da sensacao
de boca seca.

A saliva desempenha um papel importante na manuten¢do da satde oral (Feio &
Sapeta, 2005) e a diminui¢do do fluxo salivar ou alteragdes na composicao da saliva
podem ter repercussoes a varios niveis na cavidade oral, podendo alterar a qualidade de
vida dos individuos (Mese & Matsuo, 2007).

No presente estudo os resultados obtidos demonstraram que o volume salivar (ndo
estimulado e estimulado) diminui significativamente com o aumento da duragdo do
tabagismo. Estes dados estdo de acordo com os estudos de Gopal et al. (2016) e Petrusi¢
et al. (2015) que demonstraram que o consumo prolongado de tabaco ¢ um dos fatores de
redu¢do do volume salivar. A quantidade reduzida de saliva pode ser explicada como
resultado dos efeitos nocivos do fumo do tabaco ao longo do tempo.

O fumo do tabaco ¢ uma fonte de espécies reativas de oxigénio (Cross et al., 1993). O
aumento da producao dessas espécies associadas ao tabagismo pode superar a capacidade
do sistema de defesa antioxidante e resultar em stress e dano oxidativo (Aycicek, Erel, &
Kocyigit, 2005). O stress oxidativo tem demonstrado ter um papel importante nas
alteragdes das estruturas celulares (Yamauchi, Matsuno, Omata, & Satoh, 2017). Este
fendmeno ocorre quando ndo existe um equilibrio entre o sistema antioxidante e a
producao de espécies reativas de oxigénio. Em concentracdes baixas ou moderadas, as
espécies reativas de oxigénio podem ser benéficas para as células por estarem envolvidas

em processos fisioldgicos de sinalizacdo e de regulacdo. Quando ha um excesso de
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radicais livres, ocorre um desequilibrio que pode dar origem a danos celulares, levando a
modificacdo e inibigdo da fung¢do das células (Ferreira & Abreu, 2007).

Jenifer et al. (2015) observaram que os niveis da enzima superéxido dismutase foram
significativamente superiores em individuos fumadores e que a atividade da enzima
aumenta diretamente apoOs o stress oxidativo. O aumento dos niveis desta enzima em
individuos fumadores pode ser um mecanismo de defesa para contrariar o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio induzidas pelo fumo do tabaco.

No entanto, também em 2015, Bakhtiari et al. realizaram um estudo onde observaram
que a capacidade antioxidante da saliva ¢ superior em individuos nao fumadores quando
comparada com individuos fumadores. Abdolsamadi et al. (2011) sugeriram igualmente
que o tabagismo esta relacionado com uma diminui¢ao significativa das concentracdes
dos antioxidantes salivares. No seu estudo, os niveis médios das enzimas superoxido
dismutase e peroxidase foram significativamente menores em individuos fumadores.

Os baixos valores de capacidade antioxidante em individuos fumadores podem estar
relacionados com a presenca de uma elevada quantidade de radicais livres provenientes
do fumo do tabaco, que geram stress oxidativo cumulativo causando a saturacdo dos
mecanismos antioxidantes do organismo (Bakhtiari et al., 2015). Se a a¢do antioxidante
diminui, os radicais livres ndo sdo eliminados e vao estar disponiveis no organismo para
participar em agoes prejudiciais ao ADN, podendo afetar a funcdo secretora das glandulas
salivares (Yamauchi et al., 2017).

O sistema antioxidante salivar tem atraido a aten¢@o nos ultimos anos (Bakhtiari et al.,
2015). Os antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidacdo, através
de mecanismos como inibi¢do de radicais livres (Duarte-Almeida, Santos, Genovese, &
Lajolo, 2006). Os resultados obtidos na anélise quimica do presente estudo demonstraram
que o rizoma de gengibre utilizado tem uma grande quantidade de compostos fendlicos
que mostraram ter uma capacidade antioxidante elevada, como a inibicdo do radical
ABTS™", em 100%, a inibi¢do do radical O," e do NO". Autores como Sabli, Mohamed,
Rahmat, Ibrahim, & Abu Bakar (2012) e Tohma et al. (2016) também mostraram que os
compostos fendlicos contribuem para a capacidade antioxidante do gengibre e que essa
capacidade se deve ao alto teor de compostos fenolicos.

Para que os compostos fendlicos sejam considerados antioxidantes e possam exercer
o seu papel biologico, ¢ necessario que, em baixa concentracao, sejam capazes de impedir,
retardar e prevenir a oxidagdo mediada por radicais livres, e que o produto formado apo6s

a reagdo seja estavel (Duarte-Almeida et al., 2006).
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Discussdo

O fumo do tabaco contém uma elevada concentracdo de espécies reativas de oxigénio
nomeadamente o anido superoxido (O2™) que pode causar danos biologicos significativos
(Nishikawa, Kudo, Kakemizu, Ikeda, & Okubo, 1996). A andlise quimica do O>" revelou
uma percentagem de inibicdo méxima de 41,19, a uma baixa concentragdo. Estudos
anteriores também demonstram que o gengibre possui caracteristicas de inibicdo do
radical O;" (Rahmani, Al shabrmi, & Aly, 2014).

Em relagdo ao niimero de cigarros fumados por dia, os resultados do presente estudo
demonstram que nao existe uma correlagdo com o volume do fluxo salivar. Este resultado
¢ também demonstrado no estudo de Petrusi¢ et al. (2015) quando analisaram o efeito do
fumo do cigarro na saliva e concluiram que a quantidade de saliva ndo estd
significativamente associada ao nimero de cigarros.

Para além dos efeitos nocivos do fumo do tabaco, a diminui¢ao do volume de fluxo
salivar pode estar relacionada com o aumento da idade que pode levar a mudangas na
composicao e fungdo dos tecidos glandulares, (Yamauchi et al., 2017)

A meta-analise realizada em 2015 por Affoo, Foley, Garrick, Siqueira, & Martin sobre
a taxa de fluxo salivar em jovens adultos e em idosos, sugere que o fluxo salivar diminui
com o envelhecimento. Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o
fluxo salivar ndo estimulado reduz significativamente com o aumento da idade dos
individuos.

Andlises histologicas parecem mostrar que com o aumento da idade podem existir
alteracdes nas glandulas salivares, como uma diminui¢do do numero de &cinos, assim
como uma substituicdo do parénquima glandular por tecido adiposo e fibroso (de
Almeida, Grégio, Machado, de Lima, & Azevedo, 2008).

Estas alteracOes estruturais estdo de acordo com a investigacdo realizada por
Waterhouse, Chisholm, Winter, Patel, & Yale em 1973, onde foi demonstrado que o
volume de células do parénquima glandular diminui com a idade ao serem substituidas
por tecido conjuntivo e adiposo. Choi, Park, Kim, Lim, & Kim em 2013 analisaram
glandulas salivares de ratos e observaram um aumento do nimero de células apoptoticas,
alteragdes histopatologicas e funcionais nas glandulas salivares com o aumento da idade.
Yamauchi et al. em 2017 realizaram um exame histolégico com imunofluorescéncia em
glandulas submandibulares de ratos e também demonstraram um aumento do numero de
células apoptoticas e uma diminui¢do da proliferacao celular ao longo do tempo. As
mudangas estruturais relacionadas com o aumento da idade podem, entdo, reduzir a

fun¢do das glandulas salivares e por sua vez diminuir o volume de fluxo salivar.
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O gengibre revela uma acdo de estimulagdo e produgdo de saliva e uma elevada
capacidade antioxidante, o que podera justificar o aumento do volume salivar encontrado
neste estudo. A utilizagdo de estimulantes salivares com reduzidos efeitos adversos e a

terapia antioxidante podem evitar a diminui¢do salivar.
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Conclusdo

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados desta investigacao ¢ possivel inferir que:
+ Existe uma melhoria estatisticamente significativa no fluxo salivar dos
individuos fumadores apos a toma de 0,5g de uma infusao de gengibre;
% Os extratos de gengibre analisados demonstram uma elevada capacidade
antioxidante;
¢ A idade dos individuos fumadores e a duracdo do tabagismo estdo

correlacionados com a reduc¢do do fluxo salivar;

Limitacoes do estudo e perspetivas futuras
Este estudo tem limitagdes o que nos leva a propor a continuagdo do mesmo com um

grupo de controlo, utilizando como referéncia um estimulante salivar gold standart, de

modo a ndo comprometer a validade interna dos resultados.
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ANEXOS

Anexo 1 — Autoriza¢iio da Comisséo de Etica da Egas Moniz

Comissao de Etica

Proc. Interno n° 582

Ex.ma Senhora
Margarida Antunes da Silva

Monte de Caparica, 27 de setembro de 2017.

Ex.ma Senhora;
Venho comunicar-lhe que o Pedido de Parecer que submeteu a apreciacdo da Comisséo de
Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “O efeito da infusdo de gengibre no fluxo

salivar em individuos fumadores” foi aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comi ‘s;,éo le-Etica da Egas Moniz

Profe. Doutora Maria“

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitario — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica






Anexo 2 — Consentimento Informado

Monte de Caparica, de de 2017

Exmo.(a) Sr.(a),

No ambitc do Mestrado Integrado em Medicina Dentdria na Unidade Curricular de
Orientagéo Tutorial de Projeto Final do Instituto Superior de Ciéncias da Satde Egas Moniz,
sob a orientacdo da Professora Doutora Maria Fernanda de Mesquita e coorientagdo do
Professor Doutor Carlos Zagalo e Professora Doutora Margarida Moncada, solicita-se
autorizacio para a participagio no estudo com o tema “O efeito da infusdo de gengibre no
fluxo salivar em individuos fumadores” com o objetivo de avaliar a ingestdo da infuséo de

gengibre no fluxo salivar, em individuos fumadores com diminuicdo de fluxo salivar.

O estudo terd uma duracédo de 28 dias e a recolha da informacéo é repartida por dois
momentos: 12 avaliag@o no inicio do estudo e 22 avaliacdo ao fim de 28 dias.
A participag&o neste estudo é voluntaria e implica:
+ Realizagio de Sialometria: técnica de medigéo do fluxo de saliva ndc estimulado e
estimulado (com recurso a pastilha de parafina) com duracédo de 5 minutos cada — no

inicio e no fim do estudo.

Cada participante com diminuigéo do fluxo salivar ira ingerir a infusdo de gengibre (250 mi)
3x por dia — meio da manhé, lanche e ceia, a temperatura ambiente.

A sua nado participacac n&o lhe trara qualquer prejuizo.

A informagdo recolhida destina-se unicamente a tratamento estatistico e/ou publicacéo e
sera tratada pelos orientadores e pelos seus mandatados. A sua recolha &€ anénima e

confidencial.

(Riscar o que néo interessa)
ACEITO/NAQO ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as

condigdes do mesmo e que nao tenho duvidas.

(Assinatura do participante)






Anexo 3 — Questionario Sociodemografico

7)

Questionaric Sociodemogréfico
GAS MONIZ

“O efeito da infusdo de gengibre no fluxo salivar em individuos fumadores”

Este questionario enquadra-se num estudo realizado no admbito de Dissertagdo de Mestrado do
Mestrado Integrado em Medicina Dentaria do Instituto Superior de Ciéncias da Saide Egas Moniz.
O presente trabalho encontra-se a ser realizado pela aluna Margarida Andrade Mira Antunes da Silva,
orientado pela Professora Doutora Maria Fernanda de Mesquita e coorientado pelo Professor Doutor
Carlos Zagalo e pela Professora Doutora Margarida de Moncada.

Os resultados obtidos serdo utilizados meramente para fins académicos e cientificos, estando desde
Ja& assegurado todo o sigilo da identificagio dos sujeitos participantes no estudo. O presente

questionario € totalmente andénimo.

N° de Identificagdo:;

1. Idade:

2. Sexo:

3. H4 quantos anos fuma:

4. Quantos cigarros fuma por dia:







Anexo 4 — Informacgoes para o doente

¢ Beber 250 mL do cha de gengibre 3 vezes ao dia (meio da manha, lanche e ceia)
durante 28 dias;

% Nao esquecer a segunda avalia¢do ap6s 28 dias (Dia: / / );

No dia da segunda avaliacio ndo podem lavar os dentes, fumar, comer ou beber

durante 1-2 horas antes da avaliagdo.

Para fazer o cha:

L)

0

» Ferver 250 mL de agua (250 mL para uma dose);

X/
°

Acrescentar o gengibre (uma saqueta — 0,5g) a agua fervida e mexer;
¢+ Deixar repousar durante 5-10 minutos até atingir a temperatura ambiente;

¢ Bochechar durante a ingestdo da infusdo.

Nota: Cada saqueta de gengibre ¢ para uma dose.

Se tiver alguma divida contacte-me.
Muito obrigada pela sua colaboragao,

Margarida da Silva (914126407)



