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Antioxidantes e biomarcadores da injuria oxidativa na saliva de
pacientes com Sindrome de Down

Antioxidants and biomarkers of oxidative damage in saliva of patients with

Down syndrome

RESUMO

Foi objetivo desta pesquisa investigar o sistema antioxidante enzimatico,
nao enzimatico salivar e a concentracdo de biomarcadores de injuria
oxidativa na saliva de pacientes com sindrome de Down. Foram coletadas
amostras salivares de 30 pacientes com SD e 30 pacientes controle, com
idades entre 14 e 24 anos. As amostras foram centrifugadas e submetidas
as seguintes analises: a) quantificagdo dos niveis de SOD; b)
quantificacdo de malondialdeido; c¢) quantificagdo de proteinas
carboniladas; d) determinagdo da concentragdo de acido urico; e)
quantificacdo da vitamina C; f) quantificacdo de proteina total; Q)
determinacdo da concentragdo de peroxidase; h) capacidade antioxidante
total. Os resultados demonstraram que os pacientes portadores da
sindrome de Down apresentaram aumento significativo na concentragao
da superoxido dismutase em relagao ao controle (p<0,05) e apresentaram
niveis significativamente mais altos de malondialdeido em relagdo ao
controle (p<0,05); ndao houve diferenca significante em relacdo as
proteinas carboniladas (p>0,05) e também n&do houve diferenca
significante em relagcdo aos antioxidantes avaliados (acido urico, vitamina
C, peroxidase e capacidade antioxidante total) nos pacientes com
sindrome de Down em comparagdo ao controle (p>0,05). Além disso,
esses pacientes apresentaram niveis mais altos de proteina total na saliva
(p<0,05). Assim, pode-se concluir que os pacientes com SD apresentaram
vulnerabilidade ao estresse oxidativo em saliva, com aumento significativo
de malondialdeido, e que, apesar de demonstrarem presenga de
antioxidantes semelhantes ao controle, houve maior concentragao e maior
atividade da enzima superoxido dismutase na saliva.

UNITERMOS: Sindrome de Down. Estresse oxidativo salivar.
Antioxidantes salivar.
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ABSTRACT

Vulnerability of patients with Down syndrome (DS) to oxidative stress and
damage has been afttributed to the overexpression of the superoxide
dismutase gene, which is located in the triplicated critical region 21q22.2
of chromosome 21. The objective of this study was to investigate
enzymatic and non-enzymatic antioxidant systems and levels of
biomarkers of oxidative damage in saliva of patients with DS. Saliva
samples were collected from 30 patients with DS and 30 controls, ranging
in age from 14 to 24 years. The following parameters were analyzed:
superoxide dismutase activity, concentration of malondialdehyde,
carbonylated proteins, uric acid, vitamin C and total protein, peroxidase
activity, and total antioxidant capacity. Patients with DS presented
significantly higher superoxide dismutase activity and malondialdehyde
levels than controls (p<0.05). On the other hand, no difference in
carbonylated proteins or antioxidants (uric acid, vitamin C, peroxidase,
and total antioxidant capacity) was observed between DS patients and
controls (p>0.05). Patients with DS also presented higher salivary total
protein content (p<0.05). In conclusion, despite similar antioxidant levels
patients with DS are more vulnerable to oxidative stress in saliva as
indicated by a significant increase in malondialdehyde concentration and

superoxide dismutase activity.

UNITERMS: Down syndrome. Oxidative stress. Salivary antioxidants.
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INTRODUGAO

A sindrome de Down (SD) é uma condigdo genética
autossdmica que causa varias complicagdes sistémicas nos individuos
acometidos. Apds o completo sequenciamento gendmico do cromossomo
21, as investigagdes sobre o estresse oxidativo em fluidos bioldgicos,
orgaos de portadores de SD e placenta de gestantes de bebés com SD
tém aumentado na tentativa de explicar as causas de varias alteracdes
clinicas comuns nesses individuos, com énfase o envelhecimento
precoce, elevada incidéncia de leucemia, neurodegeneracdo como
doenca de Alzheimer e predisposicdo a doencgas infecciosas do sistema
respiratorio e gastrointestinal (Gardiner & Davisson, 2000; Sun et al.,
2011). Assim, estd bem documentado que pessoas com SD apresentam
aumento na vulnerabilidade ao estresse oxidativo em plasma, eritrocito,
tecido cerebral, cardiaco, pulmonar, mucosa gastrica e timo o que sugere
que a capacidade antioxidante diminuida contribui para certos aspectos
fenotipicos da SD (Garcez et al., 2005; Cenini et al., 2011; Hamed et al.,
2011). Neste contexto, alguns estudos tém relacionado a vulnerabilidade
ao estresse oxidativo com a hiperexpressao de genes triplicados da
superoéxido dismutase (SOD), uma enzima antioxidante associada a zinco
e cobre que promove a dismutacdo do radical superdxido (Oz_) em
peréxido de hidrogénio (H20.), localizada na regiao critica 21g22.2 do

cromossomo 21 (Zitnanova et al., 2006, Sun et al., 2011).

A producéao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) é parte integrante do metabolismo
humano e é observada em diversas condi¢des fisioldgicas, principalmente
nos sistemas de geracdo de ATP. Por outro lado, quando sua producao
excede os niveis desejados pelo organismo, devido a um aumento na sua
produgcdo e/ou a reducdo na eliminacdo, ocorre como consequéncia um
desequilibrio, dessa forma, o organismo passa por um estresse oxidativo
(Dalle-Donne et al., 2006; Vasconcelos et al., 2007). O estresse oxidativo
pode gerar efeitos deletérios sobre as células e tecidos do organismo,
pois sdo capazes de causar danos as bases nitrogenadas do DNA,
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causar desnaturacdo de proteinas produzindo proteinas carboniladas e
peroxidacao de lipidios com formagao de varios produtos, entre eles, o
malondialdeido (MDA) (Ribeiro et al., 2003; Halliwell, 2007; Canakci et al.,
2009; Wei et al., 2010). Estudos tém sugerido que o estresse oxidativo
pode estar relacionado tanto com os mecanismos fisiopatoldgicos
primarios ou secundarios de multiplas doengas agudas e cronicas, dentre
as quais podemos destacar doengas cardiovasculares, pulmonares,
aterosclerose, diabetes mellitus, cancer, doengas neurodegenerativas
como Alzheimer e Parkinson, e algumas doengas comuns na SD. Ha
também hipdteses de que o estresse oxidativo tem grande importancia
nos processos de envelhecimento (Matés & Sanchez-Jiménez, 1999;
Ribeiro et al., 2003; Dalle-Donne et al., 2006; Vasconcelos et al., 2007,
Cenini et al., 2011), no entanto, ndo ha até o momento evidéncias
consistentes que comprovam o peso do estresse oxidativo sobre o

fendmeno do envelhecimento (Ferreira & Matsubara, 1997).

Como forma de protecdo contra os danos oxidativos
causados pelo acumulo das EROs, o organismo dispde de um sistema de
defesa de eliminagdo desses compostos. Com isso, o papel mais
importante exercido nesse processo € o dos antioxidantes, também
denominados de “Varredores de radicais livres” (Kuss, 2005). Estes agem
em sistemas para diminuir ou inibir a oxidagdo, por meio de reagdes de
oxirreducdo das EROs, transformando-os em produtos inbcuos ou menos

téxicos para o organismo (Halliwell; Cross, 1994).

Tendo em vista que a saliva entra em contato com
produtos externos tais como alimentos, bebidas ou substancias volateis
inaladas €, portanto, essencial para a manutencdo da saude oral e
sistémica gracas as multiplas fungcdes de defesa do hospedeiro. Além
disso, € um fluido rico em compostos organicos e inorganicos como
proteinas, enzimas, imunoglobulinas e varios ions. Dessa forma, muitos
trabalhos tém quantificado e caracterizado esses componentes salivares,

avaliando suas fungcoes e seus efeitos sobre a cavidade

12



Santos DS, Vieira RB
Antioxidantes e biomarcadores de injdria oxidativa na saliva de pacientes com a sindrome
de Down.

bucal (Defabianis &Re, 2003; Greabu et al., 2007). Assim, alguns estudos
tém sido realizados a fim de conhecer o perfil antioxidante neste biofluido
(Yigla et al., 2007; Aizenbud et al., 2008; Gumus et al., 2009; Livnat et al.,
2010).

Sabendo que os individuos portadores de SD exibem
alteracbes nos niveis dos componentes antioxidantes em plasma,
eritrocito, tecido cerebral, cardiaco, pulmonar, mucosa gastrica e timo,
nossa hipotese é que esta vulnerabilidade ao estresse oxidativo também
ocorra na saliva. Ha escassez de estudos sobre os niveis de substancias
antioxidantes e biomarcadores de injuria oxidativa na saliva dos
individuos com SD, e os ja realizados demonstraram resultados
contraditérios sobre o uso da sialoquimica para explicar o papel da saliva
na saude oral e bem estar de individuos portadores de SD. Desta forma, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o sistema antioxidante enzimatico,
nao enzimatico salivar e o nivel de bimarcadores de injuria oxidativa na

saliva de pacientes com Sindrome de Down.

MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos -
UNESP sob o protocolo de n°® 01/2009-PH/CEP (Anexo A).

Selecao dos pacientes

Foi selecionado um grupo de 30 pacientes portadores de
sindrome de Down (GSD) de ambos os sexos e na faixa etaria de 14 a 24
anos, e um grupo controle (GC) constituido de 30 individuos saudaveis na

mesma faixa etaria, sexo e nivel sécio-econémico do GSD.

13



Santos DS, Vieira RB
Antioxidantes e biomarcadores de injdria oxidativa na saliva de pacientes com a sindrome
de Down.

Os pacientes do grupo GSD foram selecionados na
Associacao para Sindome de Down (ASIN), Bairro Parque Industrial, Sdo
José dos Campos - SP e na Associagao de Pais e Amigos do Down
(ASPAD), Bairro Campo Grande, Jacarei - SP. Os individuos do GC foram
selecionados em Escolas estaduais da regido. Foram excluidos do estudo
os pacientes que faziam uso de terapia antioxidante, portadores de
diabetes, nefropatia, doenca inflamatdria sistémica e/ou oral, fumantes e

que faziam uso de bebidas alcodlicas.

Antes do processo de selecdo, os participantes e
pacientes, assim como 0s pais ou responsaveis legais pelos pacientes
menores de idade e portadores de SD foram consultados e informados
sobre a importancia desse estudo e todos assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.

Coleta da saliva

As amostras de saliva dos individuos dos GSD e GC
foram coletadas no periodo da manha entre 9-11h e no minimo duas
horas ap6s a ultima refeigao e higiene oral para evitar a influéncia do ritmo
circadiano e efeitos da dieta e produtos da higiene na variabilidade da
composi¢cado salivar. Os voluntarios ndo ingeriram sucos ou alimentos
contendo vitamina C nos dias das coletas.

A saliva foi coletada do assoalho da boca por aspiragao
continua do fluido acumulado nessa regido por meio de uma bomba
sugadora de baixa poténcia Aspira-Max da marca NS (Compact sucction
device MA 520, NS. Sao Paulo, Brasil). Durante o tempo de coleta, o
frasco coletor foi mantido em uma cuba refrigerada. A coleta prosseguiu
até que 2 mL de saliva fossem coletados ou o tempo maximo estabelecido

para a coleta (15 minutos) fosse alcangado.

14
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FIGURA 1 - Coleta de saliva do assoalho bucal por aspiragao continua do fluido
acumulado.

ApOs a coleta, as amostras de saliva foram centrifugadas
(Hermle Z 300K — Labnet, Germany) sob refrigeragao a 4°C e 10000 g por
10 minutos. O sobrenadante foi distribuido em varios microtubos e
congelado a -80°C até o momento das analises. Todas as analises foram
realizadas em duplicatas ou triplicatas nos casos de nao reprodutibilidade

dos resultados.

Analises da saliva

15
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Atividade enzimatica da peroxidase

A atividade enzimatica especifica da peroxidase presente
na saliva foi determinada pela alteracdo da absorbancia a 460 nm
(Siqueira & Nicolau, 2002; Siqueira et al., 2007), em uma mistura
constituida por tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 6,0, o-dianisidina 10
mM dissolvida em metanol, peréxido de hidrogénio 2,1 mM e 100 uL da
amostra de saliva.

Foi utilizada como curva-padrao uma solugdo de
lactoperoxidase (Sigma — Aldrich - Sao Paulo, Brasil). Os valores referente
a atividade da peroxidase salivar foram expressos em ug/mg de proteina
(Siqueira Junior, 2005).

Atividade enzimatica da superoxido dismutase

A atividade enzimatica especifica total das isoenzimas da
SOD (CuzZnSOD e MnSOD) salivar foi baseada no método da xantina
oxidase/XTT descrito por Ukeda et al. (1997). Este método emprega
xantina e xantina oxidase (XOD) para gerar radicais superoxido os quais
reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenol)-5-cloreto de feniltetrazol
(I.LN.T.) para formar o composto vermelho de formazan. A atividade da
superoxido dismutase € medida através do grau de inibicdo desta reacgao.
Para realizagao do teste foi utilizado o kit RANSOD (Randox.Laboratories
Ltd) e os valores da absorbancia (505 nm) foram transformados em
porcentagem de inibicdo da reagdo e em concentragdo da enzima SOD

presente na amostra.

Acido drico

A concentracdo de acido urico presente na saliva foi
determinada pelo método colorimétrico uricase/4-aminoantipirina. Neste
ensaio, o acido urico é convertido pela uricase em alantoina e peréxido de

hidrogénio, o qual sob influéncia catalitica da peroxidase reage com

16
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DHBS (acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzeno sulfonato) e 4-aminoantipirina
formando o cromégeno antipirilquinonimina de coloragdo vermelha que
absorve em 520 nm. Foi utilizado o Kit Acido Urico Liquiform (Labtest) e a

concentracao de acido urico em cada amostra foi expressa em mg/dL.

FIGURA 2 — Cubetas preparadas para analise da concentragao de acido

drico.

Acido ascérbico (vitamina C)

A concentragdo de acido ascoérbico na saliva foi medida
pelo método colorimétrico da ferrozina descrito por Butts & Mulvihil (1975).
Este método cromogénico consiste na redugao do ion férrico a ion ferroso
pelo ascorbato, o qual €& convertido simultaneamente a acido
dehidroascérbico. O ion ferroso formado reage subseqientemente com a
ferrozina formando um complexo colorido que absorve em 570 nm. Uma
curva-padrao de acido ascorbico foi utilizada para calibrar o ensaio. Os
valores da densidade 6ptica foram convertidos em concentragédo de acido
ascorbico pelo programa Graph Pad Prism (versao 5.04).

Devido a facilidade de oxidagdo da vitamina C em pH
fisiologico ou alcalino, as amostras de saliva destinadas a andlise da
vitamina C foram imediatamente acidificadas apdés sua coleta

(Vasconcelos et al., 2007).
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FIGURA 3 — Microplaca apos leitura para dosagem de vitamina C.

Capacidade antioxidante total da saliva

A capacidade antioxidante total (TAS) das amostras de
saliva foi avaliada pelo ensaio do ABTS (2,2’-azino diethyl-benzothiazoline
sulfonic acid). Neste teste, ABTS é incubado com metmioglobina e H,0,
para produzir o radical catibnico ABTS, que é relativamente estavel e
apresenta coloragdo azul esverdeado que absorve em 600 nm. Na
presenca de antioxidantes na amostra analisada, a quantidade do radical
catibnico ABTS produzido diminui. Assim, a absorcdo € inibida
dependendo da capacidade antioxidante total. Foi utilizado o Kit Total
Antioxidante Status (TAS — Randox Laboratories Ltd), de acordo com
Nagler et al. (2002) e Aizenbud et al. (2008) e os resultados foram

expressos em mmol/L.

Malondialdeido (MDA)
O método baseia-se na reagao do MDA, produto final da
oxidagado de lipidios poliinsaturados pelos EROs, cuja concentragdo no

meio € um biomarcador da extensdo da peroxidacao lipidica causada pelo
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estresse oxidativo. Nesse ensaio, o MDA salivar reage com 4&acido
tiobarbiturico (TBA) formando um complexo que € determinado por
espectrofotometria. Dessa forma, a peroxidagao lipidica nas amostras é
avaliada em termos de substancias reativas do acido tiobarbiturico
(TBARS-Thiobarbituric acid reactive substances) segundo o método
descrito por Satoh (1978). Foi utilizado o Kit OxiSelect TBARS Assay
(STA-330, Cell Biolabs, Inc), com curva-padrédo de 0 uM a 250 pM de
MDA. Os testes foram realizados em duplicata e a absorbancia lida em
espectrofotometro de microplacas a 530 nm. Os dados da densidade
Optica foram convertidos em concentracdo de malondialdeido pelo

programa Graph Pad Prism (versao 5.04).

FIGURA 4 — Microplaca sendo preparada para leitura - determinagdo da
concentragcao de malondialdeido.

Proteinas carboniladas

As proteinas carboniladas sdo formadas como
consequéncia do ataque dos radicais livres sobre as cadeias laterais dos
aminoacidos. O ensaio dos grupos carbonilas pelo método de Levine et

al. (1990) utiliza o corante 2,4-dinitrofenilhidrazina, o qual se liga aos
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residuos danificados das proteinas formando um produto que apresenta
maxima absorbancia em 370 nm (Padua 2010). O conteudo de proteina
carbonilada foi calculado utilizando o coeficiente de extingdo molar de 22
000 M-1 cm-1 e foi expressa por nmol de proteina carbonilada por mg de

proteina total presente na saliva (Padua, 2010).

FIGURA 5 — Tubos sendo preparados para analise de proteinas carboniladas.

Proteina total na saliva

O conteudo proteico da saliva foi avaliado pelo método
modificado de Lowry et al. (1951), utilizando albumina de soro bovino
como padrao. O principio desse método baseia-se na reducdo de uma
mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosférico (reagente Folin-
Ciocalteou) pelas proteinas, na presencga do catalisador cobre, no qual a
concentragdo do produto final da reagdo foi medida pelo método
espectrofotométrico a 660 nm. Os valores da densidade 6ptica de cada
amostra foram convertidos em concentragdo de proteina total pelo

programa Graph Pad Prism (versdo 5.04).
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Analise estatistica

Os resultados obtidos para os parametros avaliados foram
expressos na forma de valores médios e desvios-padrao e submetidos ao
teste t de Student ndo pareado, para determinar diferengas entre o grupo
de pacientes portadores da sindrome de Down e o grupo controle. Os

testes foram considerados significativos quando p<0,05.

RESULTADOS

Os valores médios e desvios-padréo obtidos pelos grupos
GSD e GC em todas as analises estdo apresentados na Tabela 1.

O GSD apresentou quantidade significativamente maior
de SOD (média 0,984 + 0,85 U/mL), MDA (média 6,72 + 4,22 uM) e
proteina total (média 3,65 + 1,28 nmol/mg de proteina) na saliva em
relagcdo ao GC (SOD: 0,190 £+ 0,19 U/mL, MDA: 3,96 + 3,65 uM, proteina
total: 2,16 + 0,69 nmol/mg de proteina), p<0,05. Nao houve diferenca
estatistica significante entre os grupos GSD e GC (p>0,05) em relacao a
concentracéo de proteinas carboniladas (GSD: 0,059 + 0,049 nmol/mg de
proteina; GC: 0,063 + 0,038 nmol/mg de proteina), concentragédo de acido
urico (GSD: 5,56 + 3,98 mg/dL; GC: 4,30 + 1,91 mg/dL), vitamina C (GSD:
10,94 £+ 4,47 ymol/L, GC: 8,58 + 5,02 umol/L), atividade da peroxidase
(GSD: 2,01 £ 0,66 ug/mg de proteina, GC: 2,10 £ 0,62 ug/mg de proteina)
e capacidade antioxidante total (GSC: 0,600 = 0,39 mmol/L, GC: 0,490 +
0,341 mmol/L).
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Tabela 1 — Valores meédios e desvios-padrao das analises realizadas
nesse estudo obtidos pelos GSD e GC.

GSD GC
Média * Desvio-padriao Média + Desvio-

padrao
Concentragao SOD** 0,984 £ 0,85 U/mL 0,190 £ 0,19 U/mL
MDA ** 6,72 + 4,22 M 3,96 + 3,65 M
Proteina Total** 3,65 £ 1,28 mg/mL 2,16 £ 0,69 mg/mL
Proteinas 0,059 £ 0,049 0,063 £ 0,038
Carboniladas* nmol/mg de proteina nmol/mg de proteina
Acido Urico* 5,56 + 3,98 mg/dL 4,30 + 1,91 mg/dL
Vitamina C* 10,94 + 4,47 pymol/L 8,58 + 5,02 uymol/L
Peroxidase* 2,01 £ 0,66 pg/mg de 2,10 £ 0,62 pg/mg

proteina de proteina

TAS* 0,600 + 0,399 mmol/L 0,490 £ 0,341

mmol/L

**Diferenga estatistica significante (p<0,05) / *Diferenga estatistica nao significante
(p>0,05)

DISCUSSAO

Estudos tém relatado varias doencas ou condi¢cdes
fisiolégicas relacionadas ao estresse oxidativo, como aterosclerose,
Sindrome de Bloom, Kwashiorkor, Doenga de Keshan, incluindo a
sindrome de Down (Vasconcelos et al., 2007). Os portadores de SD
apresentam aumento na vulnerabilidade ao estresse oxidativo em plasma,
eritrécito, tecido cerebral, cardiaco, pulmonar, mucosa gastrica e timo o
que sugere que a capacidade antioxidante diminuida contribui para certos
aspectos fenotipicos da SD como o envelhecimento precoce, elevada
incidéncia de leucemia, neurodegeneracdo como doenga de Alzheimer e
predisposicdo as doengas infecciosas do sistema respiratério e

gastrointestinal (Garaiova et al., 2004; Garcez et al., 2005).
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No presente estudo, pode-se observar que o GSD
apresentou quantidade significativamente maior da enzima SOD na saliva
em relagao ao GC. Estes resultados concordam com alguns estudos que
demonstram que o nivel dessa enzima é elevada em pacientes com SD
em funcdo da superexpresséo de genes triplicados da SOD (Groner et al.,
1994, de la Torre et al, 1996, Zitnanova et al., 2006). O papel da
superéxido dismutase (SOD) é acelerar a dismutacdo do radical téxico
superoxido produzido durante o processo oxidativo de energia em
peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Assim, a elevada atividade
da SOD causa aumento na producdo de H,O, que € um importante
agente oxidante (Vellosa et al., 2007), o qual reage lentamente com tidis,
sais de ferro e cobre reduzidos, proteinas heme e peroxidases para iniciar

reacoes radicalares e peroxidagoes lipidicas.

Apesar de a SOD ser uma enzima antioxidante, sua
presenca marcante nos pacientes com SD pode promover um acumulo de
peroxido de hidrogénio, o qual pode ser responsavel por alguns danos
oxidativos, sendo importante verificar se o0s outros mecanismos
antioxidantes presentes na saliva sao suficientes para minimizar possivel
estresse oxidativo. De acordo com os resultados do presente estudo e
dos estudos que também avaliaram a atividade dessa enzima na saliva de
pacientes com doenca periodontal e portadores de fibrose cistica (Kim et
al., 2010; Livnat et al., 2010) é possivel dizer que este biofluido pode ser
utilizado como uma ferramenta de avaliagdo do perfil antioxidante salivar,
contribuindo para a determinagdo do diagndstico ou evolugdo clinica de

algumas doencas.

O estresse oxidativo, que ocorre como uma consequéncia
de desequilibrio entre a formagao de radicais livres de oxigénio e a
inativacdo destas espécies pelo sistema de defesa antioxidante, é capaz
de causar prejuizos a varios constituintes celulares e extracelulares
(Canakci et al., 2009). Quando as espécies reativas de oxigénio

interagem com os acidos graxos poliinsaturados nas membranas ou
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lipoproteinas, inicia-se o processo de peroxidagao lipidica (Agha-Hosseini
et al., 2009). Devido a peroxidacéo lipidica ser um resultado do estresse
oxidativo, inumeros marcadores tém sido utilizados para monitorar este
processo, sendo o MDA um dos principais e mais estudados produtos da
peroxidagdo dos acidos graxos insaturados que pode indicar o aumento
do estresse oxidativo (Agha-Hosseini et al., 2009; Canakci et al., 2009;
Wei et al.,, 2010). No atual estudo, pode-se observar que os pacientes
com SD apresentaram valores estatisticamente superiores de MDA na
saliva (6,72 + 4,22 yM) em relacdo ao GC (3,96 + 3,65 uM). Estes
resultados obtidos na saliva concordam com os estudos que
demonstraram aumento na vulnerabilidade ao estresse oxidativo em
plasma, eritrdcito, tecido cerebral, cardiaco, pulmonar, mucosa gastrica e
timo de pacientes portadores da sindrome (Garcez et al., 2005; Casado et
al., 2007, Cenini et al.,, 2011 Hamed et al., 2011; Sun et al., 2011), de
modo que a saliva apresentou potencial para indicar um possivel estresse

oxidativo nos pacientes com SD.

Estudos tém utilizado a saliva para verificar os niveis de
MDA em diferentes condi¢cdes patolégicas, como em pacientes com
doencga periodontal, liquen plano e individuos com diabetes tipo 2 (Al-
Rawi, 2011; Agua-Hosseini et al. 2009; Canakci et al. 2009). Contudo,
assim como a saliva pode ser usada para verificar estresse oxidativo e
atividade de diversas doencgas, também pode ser empregada para avaliar
marcadores de injuria oxidativa em pacientes com SD, uma vez que 0s
resultados da presente pesquisa possibilitaram verificar aumento no nivel
de biomarcador de peroxidagao lipidica na saliva desses pacientes.
Assim, a saliva torna-se uma importante ferramenta de estudo para
avaliar sistemas antioxidantes e estresse oxidativo, resultando em um

método diagndstico menos invasivo.

Outra forma de avaliar o estresse oxidativo € pela
peroxidacao de proteinas, pois quando as proteinas entram em contato

com as espécies reativas de oxigénio, grupos carbonilas s&o introduzidos
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por uma variedade de rotas oxidativas, como oxidacdo das cadeias
laterais de aminoacidos, principalmente os aromaticos (ex: lisina,
argenina, prolina e treonina) obtendo como produto as proteinas
carboniladas (Levine et al., 1994; Dalle-Donne et al., 2006; Vasconcelos
et al.,, 2007). Na presente pesquisa, ndo foi observada diferenga
estatisticamente significante no conteudo de proteinas carboniladas na
saliva do GSD (0,059 + 0,049 nmol/mg de proteina) e GC (0,063 + 0,039
nmol/mg de proteina). Nado sédo observados na literatura estudos que
avaliam o conteudo de proteinas carboniladas na saliva de pacientes SD,
entretanto, estudos tém avaliado a presenca de proteinas carboniladas no
plasma sanguineo e em cérebro como indicador de estresse oxidativo em
pacientes com SD (Balcz et al. 2001; Ordonez et al. 2010; Cenini et al.,
2011).

Ainda neste contexto, estudos relacionados com estresse
oxidativo em individuos com outras doencas, como cancer bucal e
pacientes fumantes, utilizaram a saliva para verificar a presenca de
proteinas carboniladas (Bahar et al. 2007; Nagler 2007). Assim, a saliva
pode ser utilizada para avaliar estresse oxidativo em proteinas, no
entanto, na presente pesquisa ndo foram observadas diferencas na
carbonilagdo de proteinas entre os grupos como ocorreu na peroxidagao
lipidica. Com isso, torna-se importante ampliar os estudos nesta area,
intensificando as analises salivares em pacientes com SD, utilizando
diferentes metodologias para analisar a carbonilagdo de proteinas. Uma
vez que os biomarcadores de danos oxidativos ndao sdo exatamente os
mesmos em diversas doencas, como cancer, doenca de Alzheimer,
doenga de Parkinson, aterosclerose e diabetes mellitus (Vasconcelos et
al., 2007), o estresse oxidativo na saliva pode estar mais relacionado com
peroxidacao lipidica em pacientes com SD, como observado na atual
pesquisa. No entanto, sdo necessarios mais estudos para obter

resultados conclusivos.
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Com relacdo aos antioxidantes ndo enzimaticos, o GSD
apresentou valores médios superiores de acido urico (5,56 + 3,98 mg/dL)
e de vitamina C (10,94 = 4,47 ymol/L) em relacdo ao GC (acido urico:
4,30 + 1,91 mg/dL, vitamina C: 8,58 * 5,02 umol/L), entretanto, sem
diferenca estatistica significante (p>0,05). Sabendo-se que o estresse
oxidativo se da por um desequilibrio entre a formacao de radicais livres de
oxigénio e a inativagdo destas espécies pelo sistema de defesa
antioxidante, pode-se verificar que o GSD apresentou importantes niveis
de acido urico na saliva, comparados ao GC, demonstrando que nao
houve diminuicdo deste antioxidante na saliva. Inumeros estudos
avaliaram o conteudo de acido urico na saliva como indicador antioxidante
em diversas condi¢gdes patologicas, como em casos de diabetes 1 e 2 e
doenca periodontal (Bahar et al., 2007; Yigla et al., 2007; Aizenbud et al.,
2008; Gumus et al., 2009; Brik et al., 2010; Livnat et al., 2010; Al-Rawi,
2011). Dessa forma, o acido urico € um importante antioxidante a ser
analisado na saliva em diferentes pacientes submetidos a estresse

oxidativo.

A vitamina C também atua como importante antioxidante
nao enzimatico. Neste estudo, o GSD apresentou niveis de vitamina C na
saliva estatisticamente semelhantes ao GC, demonstrando que os
pacientes SD nao possuem deficiéncias no sistema antioxidante do
ascorbato. Outros estudos avaliaram os niveis de vitaminas, dentre elas a
vitamina C, no soro e na saliva de pacientes com ulceracao aftosa
recorrente e pacientes epilépticos, respectivamente. Os resultados
demonstraram que foi possivel identificar niveis de vitamina C nesses

dois biofluidos corporais (Saral et al., 2005; Sobaniec et al., 2007).

Com relacao ao sistema antioxidante enzimatico, na atual
pesquisa nao foi observada diferenga significante na atividade da
peroxidase salivar no GSD (2,01 + 0,66 pg/mg de proteina) em relagdo ao
GC (2,10 £ 0,62 pg/mg de proteina). Da mesma forma, nao foi verificada
diferenga significante na quantidade e atividade de mieloperoxidase e
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catalase em neutréfilos de pacientes com SD com e sem defeitos
cardiacos congénitos em comparagdo ao controle (Akinci et al., 2010).
Estes resultados discordam de outros estudos que verificaram diminui¢gao
da atividade da peroxidase salivar, respectivamente, em criangas com SD
de 6 a 10 anos de idade e de 1 a 5 anos de idade (Siqueira & Nicolau
2002; Siqueira et al., 2007). Por outro lado, no presente estudo, os
pacientes com SD apresentaram niveis estatisticamente superiores de
proteina total (3,65 + 1,28 mg/dL) em relacdo ao controle (2,16 + 0,69
mg/dL), concordando com os estudos acima citados, os quais também
verificaram significativo aumento no conteudo total de proteinas na saliva
de criangas com SD de 6 a 10 anos e de 1 a 5 anos, respectivamente
(Siqueira & Nicolau, 2002; Siqueira et al., 2007). De acordo o exposto
torna-se importante ampliar os estudos nesta area, uma vez que os
resultados apresentados com relacdo a atividade da peroxidase salivar

sao conflitantes.

A avaliagdo da TAS tem sido bastante utilizada para
avaliar estresse oxidativo em diversos pacientes (Bahar et al., 2007;
Aizenbud et al., 2008; Brik et al., 2010; Livnat et al., 2010), uma vez que o
sistema antioxidante apresenta muitos componentes e que uma
deficiéncia em quaisquer destes componentes pode causar redugao no
estado antioxidante global de um individuo. Assim, a avaliagdao da TAS
possibilita a avaliagdo do sistema antioxidante integrado que cerca todos
0s componentes biolégicos com atividade antioxidante. Os resultados do
atual estudo demonstraram que o GSD apresentou valores de TAS (0,600
1 0,39 mmol/L) semelhantes ao GC (0,490 + 0,341 mmol/L), concordando
com os resultados de alguns antioxidantes isolados avaliados neste
estudo, como acido urico, vitamina C e peroxidase. Esses resultados
discordam do estudo de Carratelli et al. (2001), que verificou no soro de
criangas portadoras da sindrome quantidade significativamente maior de
especies reativas de oxigénio em relagdo ao controle e capacidade

antioxidante total significativamente menor.
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Contudo, o presente estudo concluiu que a saliva € uma
ferramenta importante para a avaliagdo do perfil salivar antioxidante e dos
niveis de biomarcadores de injuria oxidativa em pacientes com SD,
demonstrando aumento significativo da atividade da SOD, MDA e
conteudo de proteina total. Além disso, foi possivel verificar que os
pacientes com SD n&o apresentaram alteragbes significativas nos
antioxidantes salivares avaliados (acido urico, vitamina C, peroxidase e
TAS) e conteudo de proteina carbonilada. Entretanto, faz-se necessaria a
ampliagdo dos estudos nesta area, que € de grande importancia para
populacdo mundial, com intuito de melhorar a qualidade de vida dos

individuos com SD, minimizando os danos do estresse oxidativo.
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