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RESUMO GERAL 

 

A saliva contém biomarcadores de estresse oxidativo, cuja expressão pode ser 

alterada pela presença de cárie. Este estudo avaliou se o tratamento restaurador 

atraumático (ART) altera a concentração de proteínas totais e de óxido nítrica na saliva 

de crianças com cárie em diferentes estágios. Foram selecionadas 45 crianças, entre 

4 e 6 anos, atendidas nas EMEB de Araçatuba, SP, divididas em três grupos: sem 

cárie, cárie em esmalte, cárie em dentina. Amostras de saliva foram coletadas antes, 

imediatamente após e 21 dias após o tratamento clínico, pelo qual as lesões de cárie 

foram restauradas com Cimento Ionômero de Vidro. As coletas seguiram um protocolo 

que restringia o uso de produtos fluoretados. Foram conduzidos experimentos 

bioquímicos previamente padronizados para avaliar a concentração de proteínas 

totais e de nitrito (NO₂⁻) salivar. O ART não alterou a concentração de nitrito (NO₂⁻) 

salivar em crianças com cárie, mas aumentou a concentração de proteínas totais, com 

efeitos perceptíveis 21 dias após a intervenção, especialmente em crianças com cárie 

em dentina. Esses resultados indicam que o ART modifica o ambiente oral, 

destacando a importância de integrar pesquisa, educação e estratégias clínicas para 

otimizar a prevenção e controle da cárie dentária. 

 

Palavras-Chave: saliva; cárie dentária; biomarcadores; proteína salivar; óxido nítrico; 

tratamento dentário restaurador sem trauma 
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GENERAL ABSTRACT 

 

Saliva contains oxidative stress biomarkers, whose expression may be altered by the 

presence of caries. This study evaluated whether atraumatic restorative treatment (art) 

alters the concentration of total proteins and nitric oxide in the saliva of children with 

caries at different stages. A total of 45 children, aged 4 to 6 years, attending EMEB 

schools in Araçatuba, SP, were selected and divided into three groups: caries-free, 

enamel caries, and dentin caries. Unstimulated saliva samples were collected before, 

immediately after, and 21 days after clinical treatment, in which carious lesions were 

restored with glass ionomer cement. The collection protocol restricted the use of 

fluoridated products. Pre-standardized biochemical experiments were conducted to 

assess the concentration of total proteins and salivary nitrite (no₂⁻).. Art did not alter 

salivary nitrite (no₂⁻) concentration in children with caries, but increased total protein 

concentration, with noticeable effects 21 days after the intervention, particularly in 

children with dentin caries. These findings indicate that art modifies the oral 

environment, emphasizing the importance of integrating research, education, and 

clinical strategies to optimize caries prevention and control. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

A cárie precoce da infância é definida pela Academia Americana de 

Odontologia Pediátrica como a presença de superfícies dentárias afetadas 

(cavitadas ou não), ausentes ou restauradas em dentes primários de crianças 

com menos de seis anos (AAOP, 2024-2025). Se não tratada, pode comprometer 

a saúde bucal, sistêmica e social da criança (Pitts et al., 2019; Dülgergil et al., 

2013). 

O ART (Técnica Restauradora Atraumática) é reconhecido como uma 

técnica eficaz no tratamento e controle da cárie dentária, sendo uma alternativa 

de baixo custo que pode ser realizada fora do consultório odontológico, 

reduzindo o trauma das crianças durante o tratamento (Dorri et al., 2017). Sua 

aplicação pode ser integrada à logística do ambiente escolar, facilitando o 

acesso ao tratamento. Além disso, o ART segue o conceito de odontologia de 

mínima intervenção, priorizando a preservação dos tecidos dentários, o que o 

torna especialmente benéfico para o atendimento odontológico infantil (Lima et 

al., 2008). 

 A saliva humana é um fluido biológico composto por secreções das 

glândulas salivares maiores e menores, além de substâncias provenientes de 

fontes não glandulares (Cunha-Cruz et al., 2013). Ela também contém 

hormônios, anticorpos, fatores de crescimento, enzimas e microrganismos, que 

entram na saliva por difusão passiva ou transporte ativo a partir da corrente 

sanguínea, tornando-a um reflexo da função fisiológica ou patológica do corpo 

(Javaid et al., 2016). Esse fluido desempenha diversas funções, como limpeza, 

lubrificação dos tecidos bucais, redução da solubilidade do esmalte por meio de 

cálcio, fosfato e flúor e efeito tampão, tampona ou neutraliza os ácidos 

produzidos pela microflora cariogênica (Senthil Eagappan et al., 2016). 

 A saliva tem sido utilizada na detecção de doenças sistêmicas e orais, 

devido à presença de biomarcadores que podem ser analisados e quantificados 

(Spielmann et al., 2010; Malamud et al., 2010; Senthil Eagappan et al., 2016; 

Hassaneen et al., 2017). Além disso, a coleta de saliva é um método não 

invasivo, fácil, seguro e de baixo custo. Pacientes atendidos na odontopediatria, 
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especialmente, se beneficiam da praticidade desse método de coleta 

(Hassaneen et al., 2017). 

 A avaliação de marcadores salivares do dano oxidativo tem sido 

utilizada no diagnóstico de doenças que afetam a cavidade oral (Arana et al., 

2017; Darczuk et al., 2016; Silva et al., 2016; Buczko et al., 2015), uma vez que 

está relacionada ao aparecimento e/ou desenvolvimento de doenças 

inflamatórias (Buczko et al., 2015). O dano oxidativo resulta do estresse 

oxidativo, caracterizado pelo aumento das concentrações de espécies reativas 

de oxigênio (ERO) ou nitrogênio, com, ou sem, a redução nos sistemas 

antioxidantes (Betteridge, 2000). 

 Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram uma redução do dano 

oxidativo na saliva de crianças com cárie precoce da infância (Silva et al., 2016). 

Esse efeito está associado ao aumento da capacidade antioxidante total (TAC), 

mensurada pelo método de capacidade de redução férrica (Ferric Reducing 

Ability of Plasma – FRAP), e ao incremento da atividade dos sistemas 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos, avaliados, respectivamente, pela 

atividade da Superóxido Dismutase (SOD) e pela concentração de ácido úrico 

(AU). Em um estudo posterior, Araújo et al. (2020) observaram uma forte 

correlação positiva entre TAC, AU e SOD com a gravidade das lesões de cárie, 

o que contribui para a redução progressiva do dano oxidativo salivar. Esses 

achados sugerem que o aumento da atividade da SOD na saliva de crianças com 

lesões de cárie ativa pode representar um mecanismo de defesa do organismo. 

A SOD desempenha um papel essencial na dismutação do ânion superóxido, 

convertendo-o em oxigênio e peróxido de hidrogênio (Halliwell, 1999), o que 

eleva a biodisponibilidade do óxido nítrico (NO). Dessa forma, a maior atividade 

da SOD na saliva poderia potencializar a ação anticariogênica do NO (Lisboa, 

2022).  

Em um estudo recente de nosso grupo (Lopes et al., 2025) demonstramos 

que o ART causou redução significativa na concentração de proteínas totais, 

com recuperação dos valores basais ao 7º dia após o tratamento. A 

concentração de Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) na 

saliva, utilizada para avaliar o dano oxidativo consequente da peroxidação 

lipídica, mostrou aumento significativo imediatamente após o Tratamento 
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Restaurador Atraumático (ART), voltando aos níveis basais e permanecendo 

estáveis até o 7º dia. Já as concentrações de TAC e UA diminuíram na saliva 

das crianças 7 dias após o ART. Essas alterações foram significativas apenas 

em saliva de crianças com lesões de dentina, e não em crianças com lesões de 

esmalte. Estes resultados sugeriram que o ART altera temporariamente as 

concentrações de proteínas totais e biomarcadores redox em saliva de crianças 

com cárie, retornando as concentrações basais após 7 dias. Além disto, esses 

resultados ressaltam a importância de complementar os tratamentos 

restauradores com orientação sobre dieta e higiene oral para garantir um manejo 

completo da cárie.  

 O óxido nítrico (NO) é um dos mecanismos naturais e inespecíficos de 

defesa da cavidade bucal contra bactérias. Sua principal fonte na boca decorre 

da redução enzimática de nitrato/nitrito da dieta e da conversão da L-arginina 

pela óxido nítrico sintase (NOS), presente nas glândulas salivares e outros 

tecidos. Estudos in vitro indicam que o nitrito (NO₂⁻) salivar inibe o crescimento 

de bactérias cariogênicas em condições ácidas, sugerindo que a produção de 

NO pode atuar na defesa do hospedeiro, especialmente em casos de cárie 

severa ou baixa higiene bucal. Pacientes com alto CPO-D e baixo OHI-S 

apresentaram concentrações salivares e na placa bacteriana de NO 

significativamente mais altas (Bayindir et al., 2005). 

 Na via nitrato, nitrito e óxido nítrico (NO₃⁻ → NO₂⁻ → NO), as bactérias 

anaeróbias reduzem o nitrato, absorvido da dieta, a nitrito por ação da nitrato 

redutase (Qu et al., 2016; Doel et al., 2004; Barbadoro et al., 2021). Na via L-

arginina → NO, a óxido nítrico sintase (NOS) sintetiza NO e citrulina a partir do 

aminoácido L-arginina, reação enzimática catalisada por NAD(P)H e outros 

cofatores. A isoforma iNOS é induzida na resposta inflamatória, enquanto as 

isoformas constitutivas (nNOS e eNOS) regulam funções basais (Şengül et al., 

2022). Entretanto, devido à instabilidade do NO, sua quantificação em meios 

aquosos é feita pelos níveis de NO₃⁻ ou NO₂⁻ (Hegde et al., 2008). 

 Em estudos anteriores, avaliamos a associação entre a progressão das 

lesões de cárie e a maior biodisponibilidade de NO salivar. Demonstramos que, 

na saliva de crianças de 1 a 3 anos com lesões de cárie em esmalte e dentina, 

as concentrações de NO₂⁻ estavam aumentadas em comparação às crianças 
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sem cárie (Lisboa et al., 2020, dados não publicados). Esse estudo e outros 

acima mencionados sugerem que a cárie afeta significativamente vários 

biomarcadores salivares de estresse oxidativo. No entanto, o impacto do 

tratamento clínico na concentração de NO salivar e nas vias de sua produção 

ainda não está claro. 

 Esta pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito do ART nos níveis de 

óxido nítrico (NO) e nos parâmetros bioquímicos das proteínas totais na saliva 

de crianças com cárie. Embora o NO salivar seja considerado um biomarcador 

potencial da cárie dentária, ainda não está claro como suas vias de síntese e 

biodisponibilidade são afetadas pela doença. Compreender o papel do NO e das 

proteínas total salivares nos diferentes estágios da cárie poderá, no futuro, 

auxiliar no desenvolvimento de novas ferramentas para diagnóstico, prognóstico 

e tratamento da doença. 
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RESUMO 

A saliva contém biomarcadores de estresse oxidativo, cuja expressão 

pode ser alterada pela presença de cárie. Este estudo avaliou se o tratamento 

restaurador atraumático (ART) altera a concentração de proteínas totais e de 

óxido nítrica na saliva de crianças com cárie em diferentes estágios. Foram 

selecionadas 45 crianças, entre 4 e 6 anos, atendidas nas EMEB de Araçatuba, 

SP, divididas em três grupos: sem cárie, cárie em esmalte, cárie em dentina. 

Amostras de saliva foram coletadas antes, imediatamente após e 21 dias após 

o tratamento clínico, pelo qual as lesões de cárie foram restauradas com Cimento 

Ionômero de Vidro. As coletas seguiram um protocolo que restringia o uso de 

produtos fluoretados. Foram conduzidos experimentos bioquímicos previamente 

padronizados para avaliar a concentração de proteínas totais e de nitrito (NO₂⁻) 

salivar. O ART não alterou a concentração de nitrito (NO₂⁻) salivar em crianças 

com cárie, mas aumentou a concentração de proteínas totais, com efeitos 

perceptíveis 21 dias após a intervenção, especialmente em crianças com cárie 

em dentina. Esses resultados indicam que o ART modifica o ambiente oral, 

destacando a importância de integrar pesquisa, educação e estratégias clínicas 

para otimizar a prevenção e controle da cárie dentária. 

 

Palavras-Chave: saliva; cárie dentária; biomarcadores; proteína salivar; óxido 

nítrico; tratamento dentário restaurador sem trauma 

 

1. INTRODUÇÃO 

A cárie precoce da infância (CPI) é definida pela Academia Americana de 

Odontologia Pediátrica como a presença de superfícies dentárias afetadas, 

cavitadas ou não, restauradas ou ausentes, em dentes decíduos de crianças 

com menos de seis anos de idade (AAOP, 2024-2025). Trata-se de uma 

condição multifatorial que, se não tratada, pode comprometer a saúde bucal, 

sistêmica e social da criança (Pitts et al., 2019; Dülgergil et al., 2013). Entre as 

estratégias de tratamento, destaca-se a Tratamento Restaurador Atraumático 

(ART), que representa uma abordagem minimamente invasiva, eficaz e de baixo 

custo, adequada ao contexto da odontologia de mínima intervenção (Dorri et al., 
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2017; Lima et al., 2008). Segundo a Organização Pan-Americana de Saúde 

(2025), o ART é uma técnica simples e eficaz para o tratamento da cárie dentária, 

especialmente em locais com recursos limitados. Consiste na remoção do tecido 

cariado e desmineralizado seguida da restauração com cimento de ionômero de 

vidro, que libera flúor. A técnica dispensa o uso de eletricidade, água corrente e 

anestesia, sendo amplamente adotada mundialmente. Sua aplicação, inclusive 

em ambientes extra clínicos como escolas, facilita o acesso ao cuidado e reduz 

o trauma do atendimento odontológico infantil. 

A saliva humana é um fluido biológico composto por secreções das 

glândulas salivares maiores e menores, além de substâncias provenientes de 

fontes não glandulares  que tem sido amplamente utilizada como ferramenta 

diagnóstica por conter uma variedade de biomarcadores capazes de refletir o 

estado fisiológico ou patológico do organismo (Cunha-Cruz et al., 2013; Javaid 

et al., 2016). A composição salivar inclui enzimas, hormônios, anticorpos e 

fatores de crescimento, além de microrganismos e metabólitos associados ao 

estresse oxidativo (Spielmann et al., 2010; Malamud et al., 2010; Senthil 

Eagappan et al., 2016; Hassaneen et al., 2017). Biomarcadores como proteínas 

totais, capacidade antioxidante total (TAC), ácido úrico (AU), superóxido 

dismutase (SOD) e substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) têm 

sido investigados na cárie dentária, demonstrando associação com a gravidade 

das lesões (Battino et al., 2002; Silva et al., 2016; Araújo et al., 2020; Martins et 

al., 2021). A SOD desempenha um papel essencial na dismutação do ânion 

superóxido, convertendo-o em oxigênio e peróxido de hidrogênio (Halliwell, 

1999), aumentando a biodisponibilidade do óxido nítrico (NO), que apresenta 

propriedades antimicrobianas e pode atuar como um mecanismo de defesa 

contra a cárie (Bayindir et al., 2005).  

No entanto, o impacto do tratamento restaurador, como o ART, sobre a 

concentração salivar de proteínas totais e de NO ainda é pouco compreendido. 

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do ART nos níveis 

de proteínas totais e NO na saliva de crianças com cárie dentária. A hipótese é 

que o ART promova alterações transitórias nesses biomarcadores, 

principalmente em casos de lesões mais profundas, contribuindo para o 
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entendimento das respostas bioquímicas ao tratamento e para o aprimoramento 

do manejo clínico da cárie na infância. 

 

2. 2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Cálculo Amostral 

O tamanho da amostra foi calculado usando o OpenEpi 

(https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm), com base nos dados de 

concentração de proteínas salivares totais obtidos a partir de um estudo piloto 

envolvendo 45 crianças (dados não publicados). Considerando o poder de teste 

de 80% e um nível de significância de 5%, 45 crianças seriam suficientes para 

detectar uma diferença estatisticamente significativa de 0,23 mg/mL na 

concentração de proteína total na saliva entre os grupos. 

 

2.2. Grupos experimentais 

 Crianças na faixa etária de 4-6 anos das Escolas Municipais de Educação 

Básicas (EMEB) foram selecionadas entre os pacientes avaliados no Projeto de 

Extensão “Sorriso Feliz” da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP, 

acima citado. 

Uma primeira reunião foi realizada com os professores, pais ou 

cuidadores das crianças para explicar detalhadamente o protocolo do estudo e 

responder a possíveis questões levantadas. Todas as crianças assistiram uma 

palestra e foram orientadas sobre saúde bucal, destacando a importância de 

hábitos saudáveis relacionados a alimentação e higienização bucal. Além disso, 

receberam kits de higiene bucal, contendo escova de dentes e pasta de dente 

fluoretada, cedidos pela Colgate, empresa parceira do Projeto Sorriso Feliz. Os 

termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foram distribuídos a todos 

os pais/cuidadores das crianças e apenas as crianças autorizadas, que 

devolveram os TCLE assinados, participaram do estudo. Aquelas crianças que 

não tiverem os termos assinados, ou crianças com doenças sistêmicas e em uso 

de medicação, não fizeram parte do estudo (critérios de exclusão). Após a 

entrega dos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) devidamente 

assinados, os exames clínicos para avaliação da saúde bucal e das lesões de 

https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm
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cárie foram realizados por uma única cirurgiã-dentista (ARM), previamente 

treinada e calibrada, com concordância intraexaminadora de ҡ = 0,835. No 

ambiente escolar, além da luz natural, um fotóforo acoplado à cabeça da cirurgiã-

dentista foi utilizado para garantir uma melhor iluminação e diagnóstico. Durante 

o exame clínico, a secagem da superfície dentária foi realizada com gaze estéril, 

possibilitando melhor visualização das lesões. Cada dente foi avaliado e a 

respectiva classificação foi ditada pela cirurgiã-dentista e foi registrada no 

odontograma pela assistente. 

As crianças não foram divididas aleatoriamente, mas foram distribuídas 

nos seguintes grupos: Grupo de crianças sem cárie (n=15); Grupo de crianças 

com lesão intermediaria de cárie - Cavitação em esmalte (n=15); Grupo de 

crianças com lesão de cárie em estágio avançado - Cavitação em dentina (n=15). 

A classificação em cavitação de esmalte ou de dentina foi feita a partir dos 

critérios do Sistema Internacional de Classificação e Gerenciamento de Cárie 

(ICCMSTM) (Ismail, Pitts e Tellez., 2015). Posteriormente, as crianças foram 

submetidas ao tratamento clínico da cárie.  

        No fluxograma (Fluxograma 1) foram representadas as primeiras etapas do 

estudo. Após o diagnóstico clínico, amostras de saliva foram coletas dos três 

grupos experimentais em momentos específicos: antes, imediatamente após e 

21 (vinte e um) dias após o tratamento clínico da cárie.  As crianças sem cárie 

não foram submetidas a nenhum tratamento clínico, e as amostras de saliva 

foram coletadas em apenas um momento. As crianças com cárie de esmalte e 

de dentina foram submetidas ao ART com o ionômero de vidro GC Gold Label 2 

LC (Light Cured Universal Restorative-GIC), realizado pela cirurgiã-

dentista/pesquisadora (ARM), no ambiente escolar. Uma nova coleta de saliva 

foi realizada imediatamente após a finalização do tratamento. Após 21 (vinte e 

um) dias do tratamento, uma nova avaliação clínica foi feita para confirmação da 

eficácia do tratamento de acordo com os parâmetros analisados, e uma nova 

amostra de saliva foi coletada de cada criança.  

 



 

22 

 

 

Fluxograma 1 - Fluxograma da formação dos grupos experimentais 

 

2.3. Tratamento clínico 

 Os procedimentos do ART (Tourino et al., 2002; Nunes et al., 2013; 

Monnerat, 2015) seguiram os protocolos de remoção seletiva ou total das lesões 

com curetas especificas, de acordo com cada indicação. Em seguida, foi 

realizado o isolamento relativo da região e o condicionamento ácido (ácido 

poliacrílico 11,5%), por 15 segundos. Na sequência foi feita a lavagem da região 

com algodão estéril embebido em água e a secagem com bolas de algodão 

estéreis. Para selar a cavidade foi utilizado o cimento de Ionômero de vidro 

(acima citado) e na finalização do procedimento foram feitos os ajustes oclusais. 

 

2.4. Coleta da Saliva 

A saliva foi coletada entre 8:00 e 9:30 da manhã, sempre que possível. 

Todas as coletas foram feitas após 20 minutos da higiene bucal com água e 

escova de dentes, sem produtos fluoretados, para não haver interferência com 

as análises bioquímicas.  

As amostras de saliva foram coletadas pela cirurgiã-dentista/pesquisadora 

(ARM) utilizando Salivette® (Sarstedt, Alemanha). Para isto, as crianças foram 

colocadas em cadeira ou no colo da cirurgiã-dentista/pesquisadora e o rolete de 



 

23 

 

algodão foi colocado abaixo da língua, por 5 minutos. Caso houvesse alguma 

intercorrência durante a coleta salivar, o procedimento era interrompido.  

Os Salivettes®, contendo as amostras de saliva, foram mantidos em gelo 

até a centrifugação no laboratório de pesquisa. A centrifugação foi feita a 4000 x 

RPM durante 10 minutos (Eppendorf® Centrifuge 5810/5810R). Os 

sobrenadantes foram fracionados em alíquotas 100-500µL e mantidos a -80°C 

até o momento das análises bioquímicas.  

 

2.5. Análises Bioquímicas 

2.5.1. Quantificação da Concentração de Proteínas Salivares  

A quantificação de proteínas foi feita em alíquotas de 20 µL de saliva pelo 

método de Lowry (Lowry et al., 1951). Foi utilizada uma curva padrão de 

diferentes concentrações de albumina de soro bovino 0,1 a 1mg/mL (0,1; 0,25; 

0,5; 0,75; 1). Os valores de absorbância foram determinados a 660 nm, em 

espectrofotômetro (SPECTRAmax® 190 Microplate Spectrophotometer). Os 

resultados foram expressos mg/mL. 

 

2.5.2. Quantificação de nitrito (NO2
-) salivar pelo Método de Griess 

 O NO é uma molécula altamente reativa que na presença de oxigênio se 

oxida a NO2
-. A concentração de NO2

- nas amostras de saliva foi determinada 

pelo Método de Griess, com adaptações da técnica para as amostras de saliva 

(Bayindir et al., 2005).  Foram adicionados 175 μL do reagente de Griess 

(sulfanilamida a 1% e 0,1% de dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina em 

2,5% de ácido fosfórico) a 50 μL da saliva. A concentração de NO2
- na amostra 

foi determinada por reação colorimética, a partir de uma curva padrão de nitrito 

de sódio (NaNO2, 3,12 - 200 μmol/L). A absorbância foi lida a 570 nm em 

espectrofotômetro (SPECTRAmax® 190 Microplate Spectrophotometer). Os 

resultados foram expressos em μmol/L de NaNO2. 

 

2.6. Análise Estatística  

Todas as análises estatísticas foram realizadas no programa R versão 

4.4.1 (2024-06-14). Para as análises gráficas foi usado pacote ggplot2 versão 
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3.5.1 (2024-04-23) e para as análises inferenciais, pacotes dunn.test versão 

1.3.6 (2024-04-12) e easyanova versão 11.0 (2024-09-14). 

 

2.6.1 Estatística inferencial 

 As análises referentes à variável óxido nítrico (NO) foram realizadas por 

meio de teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis e quando significativo (p<0,05), 

aplicou-se o teste post-hoc de Dunn para comparações múltiplas. A escolha para 

o teste não-paramétrico é explicada pela ausência de normalidade nos resíduos 

do modelo da ANOVA paramétrica (Shapiro-Wilk). Para a variável proteína, 

diferentemente, os pressupostos de normalidade, homoscedasticidade dos 

resíduos do modelo foram atendidos e portanto, optou-se pelo uso da ANOVA 

paramétrica com teste post-hoc de (Tukey, Ducan, p<0,05). 

 

3. 3.  RESULTADOS 

As concentrações de Proteína Total e NO foram comparadas inicialmente, 

entre as amostras de saliva das crianças dos diferentes grupos antes da 

realização do tratamento (ART0). A concentração de proteína total e NO2
- foram 

analisadas no grupo de crianças sem cárie em apenas um momento, que 

coincide com o tempo zero dos outros grupos. 

Em uma primeira análise (Fig.1) foi comparada a concentração de 

proteína total salivar entre os grupos no tempo zero (ART0), ou seja antes do 

tratamento. A análise estatística dos resultados obtidos não revelou diferenças 

significativas (p=0,085) entre as crianças sem cárie e os grupos de crianças com 

cárie, grupos esmalte e dentina avaliados conjuntamente.  
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Figura 1. Boxplots para a variável Proteína total salivar (mg/mL) entre o grupo controle 

(sem cárie) e grupos esmalte e dentina (com cárie) no tempo zero (ART0), comparação 

pelo Teste de Kruskal-Wallis. 

A concentração de NO2
- na saliva apresentou diferença estatisticamente 

significativa entre crianças sem cárie e os grupos de crianças com cárie (Fig. 2A, 

p = 0,002). Para identificar quais grupos diferem entre si, a análise foi realizada 

separadamente (Fig. 2B). Antes do tratamento (ART0), não houve diferença 

significativa na concentração de NO₂⁻ salivar entre o grupo esmalte e o grupo 

sem cárie (p = 0,094), nem entre os grupos esmalte e dentina (p = 0,157). No 

entanto, foi observada uma diferença significativa entre o grupo dentina e o grupo 

sem cárie (p = 0,001), indicando que crianças com cárie em dentina apresentam 

uma concentração salivar de NO₂⁻ maior do que crianças sem cárie.  
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Figura 2. Em A, Bloxpots para a variável NO₂⁻ salivar entre crianças sem e com cárie. 

Em B, Boxplots para a variável NO₂⁻ salivar entre os grupos experimentais no tempo 

zero (ART0) (Teste de Kruskal-Wallis, *p=0,001). 

Para avaliarmos a possível influência da variável tempo na concentração 

de proteína total e de NO2
-, comparamos os valores obtidos nas amostras 

coletadas nos diferentes tempos estudados entre os grupos (Fig. 3).  

          

Figura 3. Em A, trajetória individual da proteína total salivar (mg/mL) em três tempos. 

Em B, Boxplots para a variável proteína total salivar comparada entre os tempos entre 

as crianças com cárie.  

Quando avaliamos a influência do tempo (ART0, ARTi, ART21) no grupo 

esmalte e dentina conjuntamente (Fig. 3A e 3B), ou seja, para as crianças com 

cárie, sem considerar a gravidade da lesão, foi observado que não houve 

diferenças na concentração de proteínas totais salivares entre os tempos 

analisados (ART0 vs ART21 p=0,209, ART0 vs ARTi p=0,512, ARTi e ART21 



 

27 

 

p=0,897). Estas análises comparativas mostraram que o tempo (ART0, ARTi e 

ART21) não é uma variável que determina possíveis diferenças na concentração 

de proteína total salivar.  

Quando comparamos a NO2
- salivar em função do tempo (Fig. 4A e 4B), 

não foram encontradas diferenças nos valores quando comparados ART0 vs 

ART21 (p=1,000), ART0 vs ARTi (p=1,000), ARTi vs ART21 (p=1,000). Com isso, 

mostramos que o tempo (ART0, ARTi e ART21) não é uma variável que determina 

possíveis diferenças encontradas na NO2
- entre os grupos. 

 

Figura 4. Em A, trajetória individual da concentração de NO2
- (µmol/L) em três tempos 

Em B, Boxplots para a variável NO₂⁻ salivar comparada entre os tempos.  

A análise estatística dos resultados obtidos dentro de cada grupo (esmalte 

ou dentina) mostrou que as concentrações de proteína total e NO2
- na saliva das 

crianças podem ou não ser alteradas em função do tipo de lesão e pelo 

tratamento da cárie (Fig.5). 

No grupo esmalte (Fig. 5A), a comparação da concentração de proteína 

total na saliva das crianças antes e após o tratamento, não revelou diferenças 

significativas (ART0 vs ART21, p=1,000, ART0 vs ARTi, p=0,3956, ARTi vs ART21 

p=0,487). Da mesma forma, a concentração de NO2
- salivar (Fig. 5B) não foi 

diferente antes e após o tratamento (ART0 vs ART21, p=1,000, ART0 vs ARTi 

p=1,000, ARTi vs ART21, p=1,000).  
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Figura 5. Em A, Boxplots para a variável proteína total salivar, e em B, Boxplots para a 

variável NO₂⁻ salivar comparadas antes e após o ART, no grupo esmalte. 

No entanto, em crianças com cárie em dentina, a análise comparativa 

revelou uma redução nos valores de mediana da concentração de proteína total 

após o ART (Fig.6A). Foi observada diferença significativa entre os períodos 

ART0 e ART21 (p=0,043), ART0 e ARTi (p=0,016), mas não entre ARTi e ART21 

(p=1,000). No entanto, nas mesmas crianças com cárie em dentina, não foram 

observadas diferenças significativas na concentração de NO2
- salivar antes e 

após o tratamento (Fig.6B). 

 

Figura 6. Em A, Boxplots para a variável proteína total salivar, e em B, Boxplots para a 

variável NO₂⁻ salivar comparadas antes e após o ART no grupo dentina (*p=0,04; 

**p=0,016). 
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Os resultados mostraram que, em crianças com cárie em dentina, a 

concentração de proteína total salivar reduz imediatamente e 21 dias após o 

ART. No entanto, não houve alteração na concentração de NO2
- salivar.  

Avaliamos se o ART normalizaria a concentração de proteína total e NO2
- 

salivar comparando os resultados obtidos na saliva de crianças com experiência 

de cárie após 21 dias de tratamento com os resultados obtidos nas crianças sem 

cárie.  

A concentração de proteína total (Fig. 7A) na saliva de crianças do grupo 

esmalte (p=0,0112) e do grupo dentina (p=0,0109) foi significativamente menor 

aos 21 dias após o ART se comparada à saliva do grupo controle, embora não 

haja diferença significativa entre o grupo esmalte e o grupo dentina (p=0,9506).  

Quanto a NO2
- (Fig. 7B), os dados revelaram uma diferença significativa 

entre o grupo dentina (p=0,026) e o grupo sem cárie, mas não houve diferença 

entre o grupo esmalte (p=0,1388) e o sem cárie, ou entre o grupo esmalte e o 

grupo dentina (p=0,1991).  

 

Figura 7. Boxplots para os níveis de proteína total salivar (A) e NO₂⁻ salivar (B) 

comparados entre os grupos de crianças com experiência de cárie em esmalte e em 

dentina, após 21 dias de tratamento, em relação às crianças sem cárie. As análises 

foram realizadas utilizando o Teste de Duncan para proteína total e o teste de Kruskal-

Wallis para NO₂⁻. Os valores de significância foram indicados por *p<0,05, **p<0,01 e 

***p<0,001. 
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Estes resultados mostram que após 21 dias do ART a concentração de 

NO2
- salivar em crianças com experiência de cárie em dentina está alterada, e 

continua aumentada mantendo o padrão de concentração observado no tempo 

zero (Fig.2). 

 

4. DISCUSSÃO  

Nossos resultados mostraram que 21 após o ART, a composição 

bioquímica da saliva em crianças com experiência de cárie em esmalte ou em 

dentina está alterada. A concentração de proteína total salivar após o ART foi 

reduzida, mas a concentração de NO não foi alterada.  

A concentração de proteína total salivar, assim como a microbiota oral, 

vem sendo considerada como preditor de risco, ou biomarcador à cárie na 

primeira infância (Hemadi et al., 2017). Diversos estudos têm investigado a 

relação entre a cárie dentária, considerando a gravidade ou progressão, e 

alterações na concentração de proteína total salivar, porém os achados não são 

conclusivos uma vez que uma variedade de métodos de coleta e de análise 

comprometem a interpretação dos resultados obtidos. Os resultados 

apresentados por Raja et al. (2025) indicaram que cerca de 62% das proteínas 

totais salivares possuem uma associação aumentada estatisticamente 

significativa com a cárie, destacando seu potencial biomarcador da doença. No 

entanto, no estudo os autores salientaram os desafios para se estabelecer uma 

relação consistente entre proteínas salivares totais e suscetibilidade à cárie 

dentária. Como essas proteínas são componentes endógenos da saliva, sua 

expressão não pode ser controlada. Assim, estudos que investigam essa 

associação dependem exclusivamente das diferenças nos níveis ou na 

expressão das proteínas salivares totais entre indivíduos livres de cárie e 

aqueles com cárie ativa. 

Uma revisão sistemática sugeriu que alterações da concentração de 

proteínas salivares totais podem estar associadas a cárie dentária, mas também 

a outros fatores como idade e sexo (Martins et al., 2022). Porém, nesta mesma 

revisão, foram relatados diferentes estudos que demonstraram que 
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concentração de proteína total na saliva de crianças com cárie dentária é maior 

do que no grupo sem cárie, independentemente da idade se avaliada até 6 anos, 

ou do sexo, se avaliada antes das alterações hormonais associadas ao 

desenvolvimento (Martins et al., 2022). Porém, não foram encontradas 

diferenças significativas na concentração de proteína total salivar entre crianças 

de 4-6 anos de idade, meninos ou meninas, sem ou com cárie dental (3 

superfícies com necessidade de restauração), que tiveram a salivação 

mecanicamente estimulada por mastigação de parafina (Fargaly et al., 2013). Os 

resultados mostrados no presente estudo corroboram os últimos acima citados 

uma vez que diferenças na concentração de proteína total não foram 

encontradas na saliva de crianças, 4-6 anos, sem cárie ou com cárie em esmalte 

e dentina.   

Considerando que a composição bioquímica salivar poderia ser alterada 

pela cárie, levantamos a hipótese que tratamentos clínicos da cárie poderiam 

reverter possíveis alterações. No entanto, relatos sobre a análise da saliva em 

crianças submetidas à ART ainda são limitados.  

Recentemente demonstramos que quando crianças (4-6 anos) com cárie 

em dentina foram tratadas clinicamente, a concentração de proteína total salivar 

foi reduzida imediatamente após o ART, seguida de um aumento nesta 

concentração em 7 dias após o tratamento (Lopes et al., 2025). Corroborando 

parcialmente estes resultados, os resultados do presente estudo mostraram que 

houve uma diminuição significativa da concentração proteica imediatamente 

após a ART, que se manteve aos 21 dias após o tratamento, em crianças com 

cárie dentina. Para nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que mostra o 

efeito a longo prazo do ART na concentração de proteína salivar total em 

crianças com cárie em dentina. Esses achados sugerem que o ART, além de 

sua eficácia na interrupção da progressão das lesões cariosas, contribui para a 

modificação do ambiente oral, tornando-o menos favorável ao desenvolvimento 

de novas lesões. Se a alimentação e a higiene bucal das crianças não forem 

alteradas durante esse período, os fatores que contribuem para o 

desenvolvimento da cárie poderiam continuar atuando. Isso poderia fazer com 

que o organismo aumentasse a concentração de proteínas totais salivares como 
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uma resposta protetora ao longo do tempo, especialmente em crianças com 

maior predisposição a desenvolver cárie mais severa. Os dados sugerem que o 

período de 21 dias após o tratamento restaurador das lesões de cárie em 

dentina, condição severa de cárie dental, foi suficiente para modificar o ambiente 

oral associado à doença, uma vez que a concentração de proteínas totais 

salivares diferiu daquela observada antes do tratamento.  

A cárie dentária em crianças impacta o equilíbrio redox da saliva, pois sua 

gravidade está associada ao aumento da atividade dos sistemas antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos (Araújo et al., 2020). No entanto, devido à 

natureza crônica da cárie e à influência de fatores como idade e métodos de 

coleta salivar, estudos indicam que sua progressão pode reduzir os níveis de NO 

na saliva e na placa dentária (Bayindir et al., 2005). Embora as evidências ainda 

sejam limitadas, o NO salivar é um potencial biomarcador da cárie dentária. 

Entretanto, diversas variáveis, como idade dos pacientes, técnicas de coleta e 

métodos bioquímicos de análise, podem interferir nos níveis de NO2
- na saliva 

(Diaz-Fabregat et al., 2024). 

A quantificação de NO2
- salivar é feita por diferentes métodos bioquímicos 

como o método colorimétrico de Griess, técnicas fluorescentes, 

quimioluminescência e detecção eletroquímica (Hetrick & Schoenfisch, 2009). 

Em nosso estudo, a concentração de NO na saliva de crianças sem e com cárie, 

antes e após o ART, foi avaliada indiretamente pelo método de Griess, que 

quantifica a concentração de nitrito ([NO2
-]) em meios oxigenados como a saliva. 

Um estudo longitudinal revelou que os níveis de NO₂⁻ na saliva aumentam 

à noite e são mais elevados em adultos mais velhos, especialmente em homens. 

Além disso, esses níveis apresentam pouca variação diária, mas mudanças mais 

significativas foram observadas ao longo de 4 a 6 anos de observação (Mirvish 

et al., 2000). Em nosso estudo, foi observado que na saliva das crianças 

avaliadas, os níveis de NO₂⁻ permaneceram estáveis dentro do período 

analisado de 0 a 21 dias. 

A concentração de nitrato na saliva varia com a taxa de fluxo salivar e o 

método de coleta, pois a estimulação aumenta sua produção e conversão em 

nitrito (Granli et al., 1990). Em nosso estudo, a saliva foi coletada seguindo um 
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protocolo padronizado para coleta fora do consultório odontológico (Silva et al., 

2016; Araújo et al., 2020; Lopes et al., 2025), minimizando a interferência do 

método na [NO₂⁻] salivar.  

Após descartar possíveis influências metodológicas, nossos resultados 

indicam que a concentração de NO₂⁻ salivar aumenta conforme a gravidade da 

cárie, sendo maior em crianças com lesões em dentina. Esse achado corrobora 

estudo prévio que relatou níveis significativamente mais altos de NO₂⁻ salivar em 

crianças com cárie, especialmente em casos mais severos, em comparação às 

crianças livres da doença (Duncan et al., 1995). Esse aumento pode representar 

uma resposta protetora do hospedeiro contra bactérias cariogênicas, já que altas 

concentrações de NO podem inibir o crescimento bacteriano ou potencializar a 

citotoxicidade dos macrófagos presentes na saliva (Duncan et al., 1995). Além 

disso, a elevação do NO₂⁻ salivar pode estar associada à presença de biofilme 

oral e à proliferação de microrganismos produtores de NO (Diaz-Fabregat et al., 

2024). 

A superfície posterior da língua é a principal responsável pela redução de 

nitrato na cavidade oral, influenciada pela quantidade de bactérias anaeróbias 

presentes (Doel et al., 2005). Estudos em ratos mostraram que essa atividade 

ocorre predominantemente nessa região, onde há maior concentração de 

bactérias gram-negativas nas fissuras linguais (Li et al., 1997). A importância da 

microbiota oral na geração de NO₂⁻ salivar foi confirmada em ratos livres de 

germes, que produziram níveis insignificantes de NO₂⁻ salivar mesmo após 

ingestão de nitrato, e em ratos tratados com enxaguatório antisséptico, nos quais 

a produção de NO₂⁻ salivar foi drasticamente reduzida (Sobko et al., 2004). 

Foi esperado que o ART, a partir da remoção da lesão de cárie, revertesse 

as alterações da homeostase do NO₂⁻ salivar associadas à cárie. 

Contrariamente ao esperado, nossos resultados mostraram que 21 dias após o 

ART, a concentração de NO₂⁻ salivar manteve-se aumentada em crianças que 

tiveram a experiência de cárie em dentina. Este resultado mostra que o impacto 

do ART na homeostase do NO₂⁻ salivar é mínimo e sugere que a criança com 

experiência de cárie apresentará aumento de NO salivar, independentemente de 

tratamentos clínicos. Possivelmente, este é o primeiro estudo que avaliou o 
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impacto do ART na concentração de NO₂⁻ salivar em crianças com experiência 

de cárie. 

Outros fatores, além dos avaliados, eventualmente poderiam influenciar a 

concentração de nitrito salivar após o ART. Um estudo recente (Akgul et al., 

2025) mostrou que restaurações de dentes cariados em adultos (18-25 anos) 

com resina composta de formulação específica (TEGDMA 1–5%, Bis-GMA 1–

5%, Bis-EMA 5–10%, UDMA 5–10%, single bond contendo Bis-GMA 10–30%, 

HEMA 5–25%, e dimethacrylates 7–28%, e 38% ácido fosfórico) modificou a 

concentração de NO na saliva dos pacientes tratados. No estudo de Akgul et al., 

(2025), os autores avaliaram a concentração de NO₂⁻ salivar, pelo método de 

Griess, 1h, 1 dia, 7 e 30 dias após a restauração dental e observaram maior 

concentração de NO₂⁻ salivar aos 7 e 30 dias após o tratamento, sugerindo que 

o aumento do nível de NO₂⁻ salivar em intervalos de tempo regulares seria 

associado a monômeros residuais liberados na saliva após a restauração. Estes 

achados reforçaram a observação que o 2-hidroxi-etil metacrilato (HEMA), 

principal componente liberado de cimentos de ionômero de vidro modificados por 

resina e adesivos dentais podem promover citotoxicidade dose-dependente no 

epitélio oral e polpa dentária, células S–G epiteliais gengivais humanas e 

fibroblastos de polpa, respectivamente, pela produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e depleção de glutationa intracelular (GSH) (Chang et al., 2005). 

Além disto, os autores observaram variações na concentração de ácido úrico 

salivar, principal antioxidante não enzimático salivar, sugeriram que alterações 

no equilíbrio redox estariam ocorrendo após a aplicação de restaurações com 

resina composta e isso seria causado pelos monômeros residuais liberados na 

saliva. 

 Reforçando nossos achados, em um estudo recente (Lopes et al., 2025) 

foi demonstrado um aumento significativo na quantidade de espécies reativas de 

oxigênio, e uma redução da capacidade antioxidante e da concentração de ácido 

úrico na saliva de crianças após o ART, principalmente naquelas com a pior 

condição clínica, ou seja, aquelas com dois dentes cariados e lesões de cárie na 

dentina. Após 7 dias de tratamento, os valores aumentados de TBARS 

encontrados na saliva não foram diferentes daqueles obtidos imediatamente 
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após a ART (Lopes et al., 2025). Esses dados sugerem que, embora os materiais 

restauradores utilizados no ART tenham benefícios clínicos, eles podem 

influenciar o equilíbrio redox salivar, mas sem impacto significativo nas 

concentrações de NO₂⁻ salivar. No entanto, apesar de este estudo ter sido 

cuidadosamente planejado, algumas limitações devem ser consideradas. Entre 

elas, destacam-se o uso (ou não) de produtos fluoretados, a frequência da 

escovação dental diária, variações na microbiota oral e na dieta ao longo dos 21 

dias de avaliação, além da influência da presença (ou ausência) de biofilme na 

composição salivar. Tais fatores dificultam uma compreensão precisa do efeito 

do ART sobre a composição da saliva. Assim, são necessários novos estudos 

para aprofundar o entendimento dos efeitos do ART nos processos bioquímicos 

salivares. 

Nossos resultados corroboram a proposta previamente defendida pela 

OPAS quanto à utilização do ART, ao demonstrar que, além de interromper 

clinicamente a progressão das lesões de cárie, esse método também promove 

alterações benéficas na composição bioquímica da saliva. 

 

5.  CONCLUSÃO  

O tratamento restaurador atraumático (ART) altera a composição salivar, 

influenciando as concentrações de proteína total e NO₂⁻. Após 21 dias, 

observamos um aumento da concentração de proteína total, especialmente em 

crianças com cárie em dentina, e maior concentração de NO₂⁻ salivar em 

comparação às crianças sem cárie, embora a relação direta com o ART ainda 

deva ser melhor esclarecida. Esses resultados sugerem que o ART modifica o 

ambiente oral e pode impactar beneficamente a saúde bucal, destacando a 

importância de estratégias clínicas integradas à pesquisa para a prevenção e 

controle da cárie dentária. 
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ANEXOS 
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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