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Relacao entre estresse percebido e fatores salivares,
em mulheres, sob condicoes basais de estresse

Relationship between perceived stress and salivary
parameters in women under regular stress conditions

Maria Cristina de Matos Castilho!, Carla Araujo de Oliveira', Edwaldo de Souza Barbosa Junior?,
Ana Lucia Gebin de Carvalho Girondo', Ynara Bosco de Oliveira Lima-Arsati?

RESUMO

Objetivo: Verificar a relacdo entre alguns fatores salivares (fluxo estimulado e nao-estimulado,
capacidade-tampao e atividade de a-amilase) e o estresse percebido por mulheres em condigdes basais de
estresse. Materiais e Métodos: Selecionou-se 13 voluntarias do género feminino, com idade média de 31,4 +
10,0 anos, alunas do curso de mestrado da Faculdade Sao Leopoldo Mandic, Campinas, SP. Foi determinado
fluxo salivar estimulado (FSE) e ndo-estimulado (FSNE); capacidade tampao (CT), atividade de a-amilase
salivar (AAS) pelo método colorimétrico (Caraway modificado) e indice de estresse percebido (EP) pelo
questionario de Cohen. Foi calculado o coeficiente de correlacdo linear de Pearson (R) entre as variaveis
avaliadas (o = 0,05). Resultados: a média + desvio-padrao dos resultados foi FSE = 1,28 + 0,39 ml/min;
FSNE = 0,39 + 0,18 ml/min; CT = 4,45 + 1,53; AAS = 16.324,82 + 12.001,26 U/dl ¢ EP = 25,62 + 7,09.
Houve correlagdo positiva e estatisticamente significativa entre o FSE e FSNE (R =0,5932; p=0,0325). Nao
houve correlagdo entre as demais variaveis. Conclusao: em condi¢des basais de estresse, ndo houve relacao

entre o fluxo, capacidade tampao e a atividade de a.-amilase salivar com o estresse percebido.

Descritores: Saliva. a-amilases salivares. Estresse.

INTRODUCAO

Saliva é a combina¢ao de fluidos presentes
na boca, compostos a partir da secregdo de diferentes
glandulas, juntamente com restos alimentares,
microorganismos e células que descamam do epitélio
oral'. Seu principal componente ¢ a agua; ¢ uma
solucdo hipotonica e contém uma mistura complexa
de constituintes inorganicos e organicos?.

A saliva ¢é produzida pelas glandulas
parotidas, submandibulares e sublinguais, bem
como por centenas de glandulas salivares menores
distribuidas em toda mucosa da boca. A producdo
diaria de saliva ¢ estimada em aproximadamente um
litro e o ritmo do fluxo pode variar em mais de 50 %?.
A concentragdo dos diferentes componentes na saliva
varia de acordo com o grau e o tipo de estimulo. A
composi¢do ¢ afetada diferentemente por estimulos
mastigatdrios, gustativos e neuroldgicos. A funcdo
da saliva se baseia no fluxo salivar e na composigao’.

Disfungdes das glandulas salivares podem
resultar de perturbagdes glandulares, sistémicas
ou ambas. Perturbagdes glandulares podem ser
causadas por obstrugdo do ducto ou infeccdo

(geralmente reversivel), e por aplasia, excisao,
alteragoes degenerativas ou terapia por radiagdo (em
geral, irreversivel). Perturbacdes sistémicas podem
ser causadas por certas classes de medicamentos,
abuso de substancias, alguns distirbios psicogénicos
(geralmente reversiveis), por exocrinopatias auto-
imunes, desordens neuroldgicas e varias outras
doencas organicas ou disturbios (geralmente,
irreversiveis). A manifestacdo mais comum de
disfuncdo da glandula salivar ¢ a hipossalivagao.
Os sintomas e sinais clinicos de hipofuncdo das
glandulas salivares sdo muitos e variados; um dos
sintomas mais comumente relatados ¢ uma sensacao
de secura ou pouca saliva (xerostomia); um dos
achados clinicos mais comuns é uma stbita forma de
carie dental que progride rapidamente®.

O fluxo salivar pode ser determinado com ou
sem estimulo (de repouso), sendo que o valor de fluxo
nao-estimulado tem sido considerado mais importante
no diagnostico de hipossalivacdo, enquanto que os
parametros da literatura para capacidade tampao
estdo baseados na saliva coletada apds estimulo.
A capacidade tampao salivar estd relacionada a
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presenca de trés sistemas-tampao: acido carbonico-
bicarbonato, ortofosfato inorganico e de proteinas,
sendo o sistema acido carbonico-bicarbonato o mais
importante, por ser o predominante’. A secrecio
diaria de saliva varia, normalmente, entre 800 e¢ 1500
mililitros (ml), com o valor médio de 1000 ml. O
fluxo normal para a saliva ndo-estimulada varia entre
0,25 a 0,35 ml/min e o estimulado de 1,0 a 3,0 ml/
min',

As glandulas salivares possuem inervagao
simpatica e parassimpatica®>. A  estimulagdo
parassimpatica resulta em aumento de saliva aquosa,
menos viscosa; a estimulagdo simpatica resulta em
secrec¢do de saliva mucosa, mais viscosa®.

Mesmo sem estimulagdo, existe uma
secrecao de saliva basal para a boca que representa
uma secre¢do salivar ndo estimulada. Entretanto, a
quantidade de saliva secretada estd sob influéncia
de centros mais altos no cérebro. Como resultado
do controle central, a salivagdo ndo-estimulada ¢
normalmente inibida durante o sono ¢ situagdes de
medo, assim como a depressdo mental também pode
diminuir o fluxo salivar®.

O estresse psicoldgico agudo exerce sua
influéncia tanto sobre a composi¢do quanto a
funcao salivar e é capaz ativar dois grandes sistemas
biologicos, o eixo hipotalamo-pituitario-adrenal
(HPA) e o eixo simpatico-adrenal (SAM)’.

A busca de um marcador ndo invasivo
e facilmente atingivel semelhante do eixo SAM
levantou o-amilase salivar (AAS) como um
candidato promissor. A a-amilase salivar ¢ uma
enzima importante para a digestdo de carboidratos e
sua secrecdo esta sob forte controle neuro-hormonal,
ou seja, liberada mediante estimulagdo simpatica®.
A enzima salivar a-amilase tem sido proposta como
um marcador de estresse induzido por atividade do
Sistema Nervoso Simpatico. Trata-se de uma das mais
importantes proteinas da saliva, sendo responsavel
pela digestdo enzimatica do amido e tendo efeito
na atividade microbiana, ora favorecendo a mesma
pelo fornecimento de substrato para as suas vias
metabolicas de geracdo de energia’, ora inibindo a
aderéncia e crescimento de bactérias, sendo também
importante para a imunidade da mucosa bucal'.
Sugere-se que a a-amilase salivar desempenha
um papel na modulacdo da adesdo bacteriana as
superficies orais®. Assim, niveis de cortisol salivar
refletem a atividade do eixo HPA, enquanto a
atividade da a-amilase salivar pode ser considerada
um marcador de atividade simpatica®.

Considerando que a secregdo salivar pode
ser afetada por fatores causadores de estresse, e que
valores basais (em condi¢des normais) precisam
ser determinados a fim de que exista uma base

de comparagdo para a realizacdo desses tipos de
experimento, o objetivo desse trabalho foi relacionar
alguns desses fatores com o estresse percebido
em um grupo de mulheres em condi¢des basais de
estresse.

MATERIAIS E METODOS

Em uma amostra de conveniéncia, foram
selecionados 13 voluntarios, do género feminino,
com idade média de 31,4 +10,0 anos, todos
alunos da Faculdade Sdo Leopoldo Mandic, Curso
de Odontologia, Programa de Pos-Graduacio,
Mestrado em Odontologia, area de Dentistica. Eles
concordaram em participar da pesquisa e assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Foram critérios de inclusdo: ser do género feminino,
possuir boa saude geral, ndo utilizar medicamento
que afetasse producdo salivar, ndo ter se alimentado
ou se exercitado ha menos de uma hora.

Inicialmente, o estresse percebido foi
avaliado pela Escala de Estresse Percebido (EEP)
de Cohen, na sua versao traduzida e validada''. Esse
instrumento se propde a medir o quanto os individuos
percebem as situagdes nas quais estdo envolvidos
como estressantes, avaliando o qudo imprevisivel,
incontrolavel e sobrecarregada consideram suas
vidas. Trata-se de uma escala geral, que, por nao
conter questdes pontuais sobre o assunto, pode ser
usada em diversos grupos etarios e em diversas
culturas'’.

Cada voluntaria foi instruida a responder
14 questdes, selecionando rapidamente a opgao que
melhor descreveu a frequéncia de determinados
sentimentos ou pensamentos no ultimo més. Nesse
questionario, as opgdes de resposta variam de zero
a quatro (O=nunca; l=quase nunca; 2=as vezes;
3=quase sempre 4=sempre) para cada questdo. As
questdes com conotacdo positiva (4, 5, 6, 7,9, 10 e
13) t€m sua pontuagdo somada invertida. As demais
sdo negativas e foram somadas diretamente. O
total da escala foi a soma das pontuagdes destas 14
questdes, com resultados podendo variar de zero a
56.

Em seguida foi feita a coleta de saliva
(todas simultaneamente, no periodo da manha). Os
voluntarios enxaguaram a boca com 20 ml de agua
destilada e deionizada. Na coleta da saliva nao-
estimulada, os voluntarios ficaram sentados em
cadeiras comuns, com o0s cotovelos apoiados no
joelho e a cabega abaixada, sem realizar movimentos,
inclusive com a lingua, deixando a saliva escorrer
em recipiente plastico pré-pesado, por 10 minutos.
Para a coleta de saliva estimulada, eles mastigaram
um pedacgo de filme pléstico parafinado medindo 4
x 4 ¢cm (Parafilm®), desprezaram a saliva coletada
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durante o primeiro minuto, ¢ dispensaram a saliva
produzida em recipientes plasticos pré-pesados, por
cinco minutos.

Cada recipiente plastico com a saliva foi
pesado em balanga de precisdo. Descontando-se
o peso do recipiente e dividindo-se pelo tempo de
coleta da saliva, foi obtido o fluxo salivar (ml/ min).
Considerou-se a densidade da saliva = 1g/ ml.

Para a determinagdo da capacidade tampao
salivar, adicionou-se 1 ml da saliva estimulada em
um recipiente contendo 3 ml de HCI 5SmM, que foi
agitado e deixado aberto por cinco minutos. Entdo
o pH dessa amostra foi determinado em peagametro
(eletrodo seletivo para ions H* acoplado a um
potenciometro). Os parametros de Frostell'? foram
utilizados para classificar a capacidade tampao:
baixa= pH < 4,5; normal= pH entre 4,5 ¢ 5,5; alta=
pH > 5.5.

Entdo as amostras de saliva ndo-estimulada
foram congeladas e mantidas a -18°C no congelador
comum, para posterior determinacdo de atividade
da a-amilase, pelo método colorimétrico (Caraway
modificado). No dia da analise, as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente, centrifugadas
(3.000 g/ 10 min) e o sobrenadante diluido 500
vezes. O protocolo usado foi o descrito no kit
especifico (Amilase Colorimétrica K003, Bioclin,

Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, MG,
Brasil): em cada tubo foi inicialmente adicionado
0,5 ml de reagente 1 (amido), que foi mantido por
2 minutos em banho-maria a 37°C; adicionou-se 10
pL da amostra de saliva diluida; homogeneizou-se e
manteve-se por 7,5 minutos em banho-maria a 37°C.
Entdo adicionou-se 0,5 ml de reagente contendo
iodo e 4 ml de agua destilada e deionizada. Foram
feitos tubos de solugdes controle, em que ndo foi
adicionada a saliva. As amostras foram levadas ao
espectrofotometro, onde a leitura foi feita a 660
nm, zerando-se o apareclho com agua destilada e
deionizada. Os valores de absorbancia (A) obtidos
foram transformados em concentragdo, a partir
da leitura dos controles, utilizando-se a formula:
unidades de Amilase/dl = (Acontrole - Aamostra)/
Acontrole x 800.

Foi feita analise estatistica descritiva dos
dados, e calculado o coeficiente de correlagao linear
de Pearson (R) entre as variaveis analisadas. O limite
de significancia foi estabelecido em 5% e utilizou-se
o software Bioestat 5.0.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os valores de média,
desvio padrao, minimo e maximo encontrado para as
variaveis analisadas na amostra estudada.

Tabela 1 - Média, desvio padrao, minimo e maximo encontrado para as variaveis analisadas: fluxo salivar
estimulado e ndo estimulado, capacidade tampao salivar, atividade de a-amilase salivar e estresse percebido

SALIVA ESTIMULADA SALIVA NAO -ESTIMULADA Estresse
Fluxo (ml/min) Capacidade Tampao Fluxo (ml/min) o-amilase (un/dl)
Média 1,28 4,5 0,39 16.324,82 25,62
DP 0,39 1,5 0,18 12.001,26 7,09
Min 0,58 2,6 0,06 2.608,58 15,00
Max 1,73 7,1 0,73 39.128,73 39,00
Houve correlagdo positiva e estatisticamente A literatura sugere que alteracbes na

significativa entre o fluxo salivar estimulado e néo-
estimulado (R = 0,5932; p = 0,0325). Nao houve
correlagdo entre as demais variaveis.

DISCUSSAO

Sabe-se que a composicao e a quantidade de
saliva produzida e secretada pelas glandulas salivares
sofre influéncia de fatores externos, como o estresse.
Assim, varios estudos tém se dedicado a avaliar se
determinados fatores salivares podem ser utilizados
para monitorar o estresse. Entretanto, a literatura
cientifica ndo ¢é consistente em valores considerados
normais de alguns fatores, como a o-amilase
salivar, sendo esse um parametro importante a ser
estabelecido.

o-amilase salivar possivelmente refletem alteragdes
no sistema auténomo, especialmente o simpatico'®,
sendo portanto, parte de uma resposta ao estresse
geral psicobioldgico, o que torna esta enzima uma
variavel muito interessante a ser avaliada na saliva,
um material bioldgico facilmente obtido'. Rohleder
et al.®, encontraram diferengas significativas na
atividade de a-amilase salivar, niveis de cortisol
e a frequéncia cardiaca entre as condigdes de
repouso e de estresse psicossocial, corroborando
com as conclusdes de outros estudos que mostraram
aumento dos niveis de a-amilase salivar em situag¢des
de estresse psicologico, tendo sido correlacionada
com aumentos da noradrenalinal6. Van Stegeren et
al.'* demonstraram uma reducdo das elevagdes de
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a-amilase salivar induzidas pelo estresse, utilizando
um bloqueador de B-receptores.

No presente estudo buscou-se obter
valores de fatores salivares (fluxo ndo-estimulado
e estimulado, capacidade tampdo e atividade de
a-amilase) e relaciona-los com o estresse percebido,
numa amostra que nao estava submetida a condi¢des
de estresse (o que denominamos condic¢des basais de
estresse). Pode-se verificar que, quanto aos fatores que
ja possuem parametros de normalidade estabelecidos
na literatura, fluxo e capacidade tampdo salivar,
a amostra apresentou em média valores de fluxo
dentro da normalidade, tanto para saliva estimulada
(1,28 ml/min), quanto para ndo-estimulada (0,39 ml/
min), embora tenham existido valores bem abaixo
da normalidade, como evidenciando nos valores
minimos e maximos demonstrados na Tabela 1.

Ja a capacidade tampao encontrada esteve
no limite inferior da considerada normal (4,5)'.
Houve uma correlagdo positiva e significativa
entre os fluxos salivares determinados com e sem
estimulagdo, o que era esperado. Entretanto, ndo foi
encontrada correlagdo estatisticamente significativa
entre fluxo salivar e capacidade tampao nas amostras
analisadas. Nesse sentido, os dados da presente
pesquisa divergem da literatura, que tem evidenciado
correlagdo positiva entre fluxo salivar e capacidade
tampao!”'®, sugerindo que isso se deve a maior
concentracdo de ions bicarbonato (componente do
sistema tampao acido carbonico-bicarbonato) quanto
maior o fluxo salivar. Possivelmente isso aconteceu
pois tratou-se de uma amostra em condigdes de
normalidade, sem valores de fluxo e capacidade
tampdo extremos.

Os valores de estresse percebido pela
amostra (25,62 = 7,09), ndo submetida a condi¢des
de estresse agudo, indicaram que a amostra também
ndo estava em condi¢des de estresse cronico, visto
que os resultados do questionario aplicado podem
variar de zero a 56.

O presente estudo ndo mostrou correlagdo
significativa entre o fluxo salivar (estimulado ou ndo)
e o estresse percebido, embora a literatura mostre
que o estresse causa uma redugdo no fluxo salivar”.
Mazariegos et al.* relataram que a secrecdo salivar
¢ uma resposta reflexo controlada pelos nervos
parassimpaticos e simpaticos. A estimulagdo dos
nervos simpaticos, como em situagdes de estresse,
causa vasoconstricdo periférica, diminuindo o
fluxo salivar principalmente oriundo das glandulas
parotidas, que também sdo as maiores responsaveis
pela produgdo da o-amilase salivar.

Em acréscimo, este estudo ndao mostrou
correlagdo positiva entre a-amilase salivar e o estresse
percebido. Embora a amostra estivesse em condi¢des

semelhantes de estresse, verificou-se voluntarios
com resultados bem menores (15) ou maiores (39)
que a média dos resultados do questionario aplicado.
Mesmo assim, essa variagdao de estresse percebido
ndo teve relacdo com os resultados de atividade da
a-amilase salivar (p > 0,05).

Os resultados de atividade de o-amilase
salivar demonstraram uma grande variabilidade
entre os voluntarios, mesmo numa amostra pequena,
em condigdes consideradas semelhantes, pelo menos
quanto ao estresse. Houve uma alta amplitude entre
valores minimos (2.608,58) e maximos (39.128,73),
demonstrada também pelo desvio padrdo (12.001,26)
ter sido proximo a média (16.324,82).

Na verdade ¢é preciso considerar que a
a-amilase salivar ndo ¢ apenas dependente do nivel
de estresse do individuo. Ela ¢ uma enzima que
tem funcdo digestiva, quebrando ligacdes do tipo
o (1-4) do amido, na sua porcao linear, e também
interage com microrganismos da cavidade bucal,
podendo favorecer (pelo fornecimento de substrato
oriundos da quebra de amido e por aumentar sua
adesdo a superficie dental) ou prejudicar (quando se
liga a bactérias e impede que as mesmas se fixem na
cavidade bucal) a sua existéncia nesse meio’. Assim,
varios estudos também relacionam atividade dessa
enzima a carie dental, e esse fator ndo foi avaliado
nos voluntarios do presente estudo, embora infira-se
que tenham boa satide bucal por serem cirurgides-
dentistas.

Outro fator que poderia afetar a atividade
de o-amilase salivar seria o ritmo circadiano dos
voluntarios. Sabe-se que essa atividade mostra
um padrao distinto em seu perfil diurno com uma
diminuigdo acentuada no prazo de 60 minutos
apdés o despertar e um aumento continuo da
atividade no decurso do dia, revelando uma relativa
independéncia do estresse momentdneo € outros
fatores, mas significativas associacdes com estresse
cronico ¢ humor. Perfis diurno de a-amilase salivar
sdo relativamente expressivos contra influéncias
momentaneas e, portanto, podem ser uteis na
avaliacdo da atividade do sistema nervoso de
simpatico®!. Como todas as amostras de saliva foram
coletadas no periodo da manha, e os voluntarios
ndo estavam submetidos a condi¢des de estresse,
acredita-se que os resultados obtidos possam servir
de referéncia.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que, em
condigdes basais de estresse, ndao houve relagdo
entre o fluxo, capacidade tampdo e a atividade de
o-amilase salivar com o estresse percebido.
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ABSTRACT

Aim: To verify the relationship among
salivary factors (flow rate, buffer capacity, and alpha-
amylase activity) and the perceived stress in women,
when under basal conditions of stress. Materials
and Methods: Fourteen volunteers, students from
Sao Leopoldo de Mandic Faculty, Campinas, SP,
females, at an average of 31.4 + 10.0 years of age,
were selected. The salivary flow rate (stimulated
and non-stimulated), buffer capacity, activity of
salivary alpha-amylase, and the perceived stress
(Cohen’s questionnaire) were determined. Pearson’s
coefficient of correlation (R) was applied among the
studied factors (a=0.05). Results: Mean + standard
deviation of the results were FSE = 1.28 + 0.39 ml/
min; FSNE = 0.39 + 0.18 ml/min; CT =4.45 + 1.53;
AAS =16,324.82 = 12,001.26 U/dl, and EP = 25.62
+ 7.09. A positive, statistically significant correlation
between FSE and FSNE (R = 0.5932; p = 0.0325)
could be observed. No significant correlations
between any other variables could be identified.
Conclusion: Under basal conditions of stress, no
relationship among salivary flow rate, buffer capacity
or alpha-amylase activity, and perceived stress could
be observed.
Uniterms: Saliva. Salivary a-amylases. Stress.
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