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Araujo HC. A severidade da lesdo de carie induz maior atividade de sistemas antioxidantes
e consequente reducéo do estresse oxidativo na saliva de criangas [ dissertagdo]. Aracatuba:
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2018.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a relacéo entre os niveis de biomarcadores de estresse/ dano
oxidativo na saliva de criancas e a severidade de carie dentaria classificada pelo Sistema
Internacional de Classificacdo e Gerenciamento de Carie (ICCMS™, termo em inglés
International Caries Classification and Management System). Amostras de saliva néo
estimuladas foram coletadas de pacientes de 1-3 anos de idade, apds 2 horas de jejum, no
periodo da manhd, em uma creche do municipio de Birigui, SP, Brasil. As criancas foram
divididas em 4 grupos (n=30/grupo), de acordo com a severidade de carie, sendo livre de céarie
(grupo A), lesdo de carie em estagio inicial (grupo B), lesdo de cérie intermediaria (grupo C) e
lesdo de carie em estagio avancado (grupo D). Foram avaliados os seguintes biomarcadores
salivares de estresse oxidativo: dano oxidativo ou malonaldeido (MDA), mensurado pelo
método de TBARS; capacidade antioxidante total (TAC), medida pelo ensaio do poder
antioxidante férrico redutor; atividade antioxidante enzimatica da superéxido dismutase (SOD)
e atividade antioxidante ndo enzimatica do &cido urico (UA). Os dados foram analisados por
ANOVA, seguido do teste de Student-Newman-Keuls, coeficientes de correlacdo de Pearson e
Spearman, e regressdo linear multivariada (p <0,05). Os resultados demonstraram que a
quantidade de proteina total, TAC, atividade antioxidante enzimatica e ndo-enzimaética salivar
aumentaram de acordo com a severidade das lesdes de cérie, levando a reducdo do dano
oxidativo salivar. Podemos concluir que quanto maior a severidade das lesdes de carie, maior
atividade dos sistemas antioxidantes salivares, havendo, consequentemente, diminuicéo gradual

do dano oxidativo salivar.

Palavras-Chave: cérie dentéria, estresse oxidativo, antioxidantes, saliva
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Araujo HC. Carious lesion severity induces higher activity of antioxidant systems and
consequent reduction of oxidative stress in saliva of children [dissertacdo]. Aracatuba:
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2018.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the relationship between the levels of biomarkers of
oxidative stress / oxidative damage in children's saliva and the severity of dental caries
classified by the International Caries Classification and Management System (ICCMS™).
Unstimulated saliva samples were collected from patients 0-3 years old after 2 hours of fasting
in the morning in a day care center in Birigui municipality. The children were divided into 4
groups (n = 30 / group), according to caries severity, being caries free (group A), early caries
lesion (group B), intermediate caries lesion (group C) and advanced carious lesion (group D).
The following salivary biomarkers of oxidative stress were evaluated: oxidative or
malonaldehyde damage (MDA), measured by the TBARS method; total antioxidant capacity
(TAC), as measured by the ferric reducing antioxidant power test; enzymatic antioxidant
activity of superoxide dismutase (SOD) and non-enzymatic antioxidant activity of uric acid
(UA). Data were analyzed by ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls test, Pearson and
Spearman correlation coefficients, and multivariate linear regression (p <0.05). The results
showed that the concentration of total protein, TAC, enzymatic antioxidant and non-enzymatic
salivary activity increased according to the severity of caries lesions, leading to reduction of
salivary oxidative damage. We can conclude that the greater the severity of caries lesions, the
greater the activity of the salivary antioxidant systems, and consequently the gradual decrease

of salivary oxidative damage.

Key Words: dental caries, oxidative stress, antioxidants, saliva.

%f&/ %éa/én L%//,b’



Listas de figuras

Figura 1- Concentracdo de Proteina Total (mg/mL) e substéncias reativas ao acido 2-
tiobarbiturico (TBARS, em pumol/mg proteina) na saliva de criangas do grupo A
(livres de céries) e com carie em diferentes estagios (grupos B- D). Barras

representam a média = DP. ™ # p <0,001 quando comparado aos outros grupos.

Figura 2- Capacidade Antioxidante Total salivar (TAC, pumol/L FeSOa) e concentracdo de
acido arico (UA, em mg/mL) na saliva de criancas livres de carie (grupo 0) e com
carie em diferentes estagios (grupos B-D). Barras representam a média + DP. “# p
<0,001 quando comparado aos outros grupos.

Figura 3- Atividade da superdxido Dismutase (SOD) (UE/mL) na saliva de criangas livres de
carie (Grupo A) e com carie em diferentes estagios (Grupos B-D). Barras

representam + DP. “# p <0,001 quando comparado aos outros grupos.

%’f@% %wﬁ/& L%//,'ﬂ

43

45



@%ij

Lista de tabelas

Tabela 1- Correlacdo de Pearson (valores de r) entre as varidveis dependentes: Proteina total,

MDA (Malonaldeido) TAC (Capacidade Antioxidante Total), AU (Acido Urico) e 46

SOD (Superdxido Dismutase)

Tabela 2- Analise de regresséo linear multivariada de fatores associados com o dano oxidativo 48

%f&/ %éa/én L%//,b’



CPSI
FeSO4
FRAP

GPx

MDA
mL

mg

EO
HCA
ROS
SOD
TAC
TBARS
tiobarbitdrico
UA

UE

pL
pmol/L

ICDAS

@(%jfmj

Listas de abreviatura

Carie precoce severa da infancia

Sulfato ferroso

“Ferric reducing antioxidant power”, poder antioxidante férrico reduzido
Glutationa peroxidase

Litro

Malonaldeido

Mililitro

Miligrama

Estresse oxidativo

Heitor Ceolin Araujo

“Reactive oxygen species”, espécies reativas de oxigénio
Superoxido Dismutase

“Total antioxidante capacity”, capacidade antioxidante total

“Thiobarbituric acid reactive substances”, substancias reativas ao acido

“Uric acid”, acido urico
Unidade enzimatica
Microlitro

Micromol por litro

“International Caries Detection and Assessment System ”, Sistema

Internacional de Deteccdo e Avaliacdo da Cérie

ICCMS™

“International Caries Classification and Management System ”, Sistema

Internacional de Classificagdo e Gerenciamento de Cérie

%f&/ %éa/én L%//,b’






g/mmfﬂb

Sumario
Introducdo 28
Materiais e métodos 29
Resultados 32
Discusso 33
Agradecimento 38
Referéncias 38
Figuras 43
Tabelas 46
Material suplementar 48
Anexo |- Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa Humana 49

%f&/ %éa/m/ L%//,,.ﬁ“



26

A severidade da lesdo de carie induz maior atividade de sistemas antioxidantes e consequente

reducdo do estresse oxidativo na saliva de criancas (Title)

(Carious lesion severity induces higher activity of antioxidant systems and consequent

reduction of oxidative stress in saliva of children)

Lesdo de cérie reduz estresse oxidativo salivar em criancas (Running head)

Heitor Ceolin Araujo'?, Ana Claudia Melo Stevanato Nakamune®#, Wilson Galhego Garcia®,

Juliano Pelim Pessan®?, Cristina Antoniali*34",

Programa de Pés-Graduacio em Ciéncia Odontoldgica, ?Departamento de Odontologia
Social e Infantil, 3Programa de Pds-Graduacdo Multicéntrico em Ciéncias Fisioldgicas,
“Departamento de Ciéncias Basicas, Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP— Univ

Estadual Paulista, Aracatuba, Sdo Paulo, Brazil.

*Autor para correspondéncia

Cristina Antoniali

Faculdade de Odontologia

Departamento de Ciéncias Bésicas

Univ Estadual Paulista- UNESP

Rua José Bonifacio, 1193 — CEP 16015-050 — Aracatuba, Sao Paulo, Brazil.
Tel/Fax: +55-18-3636-2816

E-mail: cristina.antoniali@unesp.br (C. Antoniali)

%f&/ %éa/m/ %yb



27

1. RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo entre os niveis de biomarcadores de estresse/ dano
oxidativo na saliva de criancas e a severidade de carie dentaria classificada pelo Sistema
Internacional de Classificacdo e Gerenciamento de Carie (ICCMS™, termo em inglés
International Caries Classification and Management System). Amostras de saliva néo
estimuladas foram coletadas de pacientes de 1-3 anos de idade, ap6s 2 horas de jejum, no
periodo da manhd, em uma creche do municipio de Birigui, SP, Brasil. As criancas foram
divididas em 4 grupos (n=30/grupo), de acordo com a severidade de céarie, sendo livre de cérie
(grupo A), lesdo de carie em estégio inicial (grupo B), lesdo de cérie intermediaria (grupo C) e
lesdo de carie em estdgio avancado (grupo D). Foram avaliados os seguintes biomarcadores
salivares de estresse oxidativo: dano oxidativo ou malonaldeido (MDA), mensurado pelo
método de TBARS; capacidade antioxidante total (TAC), medida pelo ensaio do poder
antioxidante férrico redutor; atividade antioxidante enzimatica da superoxido dismutase (SOD)
e atividade antioxidante ndo enzimatica do acido Urico (UA). Os dados foram analisados por
ANOVA, seguido do teste de Student-Newman-Keuls, coeficientes de correlacdo de Pearson e
Spearman, e regressdo linear multivariada (p <0,05). Os resultados demonstraram que a
quantidade de proteina total, TAC, atividade antioxidante enzimatica e ndo-enzimaética salivar
aumentaram de acordo com a severidade das lesdes de cérie, levando a reducdo do dano
oxidativo salivar. Podemos concluir que quanto maior a severidade das lesdes de carie, maior
atividade dos sistemas antioxidantes salivares, havendo, consequentemente, diminui¢do gradual

do dano oxidativo salivar.

Palavras-Chave: cérie dentéria, estresse oxidativo, antioxidantes, saliva
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2.INTRODUCAO

A carie precoce severa da infancia (CSPI), afeta criancas menores de 3 anos de idade e
é definida como qualquer sinal de carie em superficie dentaria lisa (American Academic of
Pediatric Dentistry) que pode surgir logo apds a erupgdo dos primeiros dentes e quando ndo
tratada, progride de forma répida (Colak et al., 2013). A cérie dentéria é a doenca bucal mais
prevalente e que afeta grande parte da populacdo mundial (Hegde et al., 2014; VVolckova et al.,
2014). Quando as lesdes de cérie sao diagnosticadas precocemente, é possivel a realizacdo de
tratamentos menos invasivos e traumaticos (Volgenant et al., 2017). Além disso, a deteccdo das
lesbes de cérie em diferentes estagios favorece a aplicacdo de tratamentos diferenciados e mais
eficazes na préatica clinica. Baseado no Sistema Internacional de Detec¢do e Avaliacdo da Carie
(ICDAS, do inglés International Caries Detection and Assessment System), que ja é bem
estabelecido e amplamente utilizado (Ismail et al., 2015), o Sistema Internacional de
Classificacdo e Gerenciamento de Cérie (ICCMS™, termo em inglés International Caries
Classification and Management System), permite que os dentistas integrem e sintetizem
informac@es sobre a condicdo dentaria, incluindo o risco de carie, a fim de planejar, gerenciar
e revisar sua prética clinica, bem como a¢des de salde publica (Pitts et al., 2013).

A saliva tem sido utilizada como fluido biol6gico para o diagndstico e prognostico de
doencas sistémicas e orais em substituicdo as amostras de plasma, uma vez que a coleta é feita
de forma ndo invasiva e segura (Xinggun et al., 2017; Liu et al., 2017). Com relacdo a carie
dentéria, concentracdes mais elevadas de proteina total foram encontradas na saliva de criangas
com CPSI (Silva et al., 2016) e de criangcas com cérie quando comparadas ao grupo livre de
carie (Tulunoglu et al., 2006). Na saliva, os biomarcadores do estresse oxidativo sao estaveis,
encontrados em concentracOes detectaveis e refletem vias de oxidacao especificas associadas a
carie e periodontite (apud To6thova et al., 2015). Estudos correlacionaram concentracdes mais
elevadas de proteina total salivar com a maior capacidade antioxidante total da saliva (TAC, do
termo em inglés total antioxidant capacity) em pacientes com lesdes de carie (Silvaetal., 2016;
Preethi et al., 2010; Dodwad et al., 2011). Por outro lado, concentragOes reduzidas de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS, do termo em inglés thiobarbituric acid
reactive substances) foram observadas na saliva de criangcas com céarie severa da infancia
guando comparadas com criancas livres de lesdes de carie, ou em adultos com lesbes de cérie
ativa (17-50 anos de idade) (Silva et al., 2016; Sarode et al. al., 2012). Em acréscimo, a atividade
da enzima superoxido dismutase (SOD) salivar e o &cido urico (UA) foram significativamente

maiores na saliva de criangas com carie severa da infancia quando comparado ao grupo de
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criangas livres de carie (Silva et al., 2016), sugerindo que a redu¢do do dano oxidativo na saliva
de pacientes com lesdes de carie poderia ser uma consequéncia do aumento da atividade dos
sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo- enzimaticos. Por outro lado, a diminui¢do das
concentracdes de glutationa, um antioxidante enzimatico, na saliva de pacientes com lesdes de
carie ativa poderia sugerir uma tendéncia a diminui¢do do status antioxidante (Ozturk et al.,
2008). Esses achados contraditérios sugerem que o dano oxidativo e os marcadores de status
antioxidante podem ser alterados dependendo da patogénese e progressao da doenca.

Com base no exposto, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar a relagdo entre os niveis
de biomarcadores de estresse/dano oxidativo na saliva de criancas e a severidade de cérie
dentaria, classificada pelo indice ICCMS™. A hip6tese do estudo foi que a severidade das
lesGes de carie influencia os niveis de antioxidantes salivares, ou seja, nos estagios iniciais das
lesbes de carie haveria um aumento dos marcadores de dano oxidativo, enquanto em estagios
mais avancados haveria a ativagdo de sistemas salivares antioxidantes, reduzindo o dano

oxidativo.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Selecéo dos pacientes

Todos os procedimentos descritos a seguir foram previamente aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa em Humanos da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP- Univ.
Estadual Paulista (CAAE 71063417.4.0000.5420).

Foram selecionadas 120 criancas de 1 a 3 anos, com média de idade 1,9 + 0,75 anos,
que participavam de um programa educativo-preventivos de salde bucal, do Centro de
Educacdo Infantil Dionisia Miragaia Carmine, na cidade de Birigui, Sdo Paulo, Brasil,
localizada, a uma latitude 21°17'19" sul, longitude 50°2024" oeste, e a uma altitude de 450
metros, temperatura média anual de 22,1° C e com o indice de desenvolvimento humano (IDH)
de 0,780.

Inicialmente, uma reunido foi realizada com os diretores da creche e com os
pais/cuidadores das criancgas, para explicacdo do protocolo e esclarecimento de ddvidas. Em
sequida, os termos do consentimento livre e esclarecido foram distribuidos a todos os
pais/cuidadores das criangas. Os critérios de exclusdo de criangas foram: criangas que nédo
entregaram os termos assinados, criangas portadoras de doencgas sistémicas, criancas que ndo

apresentavam dentes erupcionados e criangas que apresentaram mais de uma classificacdo do
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ICCMS™., Foram examinadas sob luz natural com o auxilio de um espelho clinico, sonda OMS
e gaze para secagem, e foram divididas em 4 grupos (n = 30/grupo) de acordo com critérios do
ICCMS™ (Pitts et al., 2014), por um cirurgifo-dentista calibrado e experiente na area (HCA).
As criancas foram incluidas nos seguintes grupos:
Grupo A. Livres de cérie
Grupo B. Lesdo inicial de cérie- lesdo de carie sem cavitacao.
Grupo C. Lesdo intermediaria de carie- Lesdo de carie com cavitacdo em esmalte
Grupo D. Carie em estagio avancado- Lesdo de carie com cavitacdo em dentina

Nos grupos A e C, 46,6% eram do género masculino, enquanto nos grupos B e D houve
distribuicdo igualitaria entre géneros.

O tamanho da amostra foi determinado com base no estudo de Silva et al. (2016), no

qual foram avaliados marcadores de estresse oxidativo em criancas livres de carie e com CPSI.
3.2 Coleta da saliva

Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas entre as 7:00 e as 8:00 da manh§,
apo6s 2 horas de jejum, com a finalidade de minimizar variacdes relacionadas ao ritmo
circadiano, bem como influéncia de alimentos e bebidas ingeridos recentemente. A higiene
bucal foi feita em casa, pelos pais ou responsaveis, utilizando apenas agua e escova de dente
sem produtos fluoretados. Nos casos de intercorréncias (choro intenso, ndo colaboracdo), o
procedimento foi interrompido sem uma nova tentativa. As amostras de saliva foram coletadas
com o algodéo do Salivette®, posicionado e mantido no espaco sublingual por 5 minutos. As
amostras coletadas foram mantidas em gelo, sendo posteriormente foram centrifugadas a 5500
X g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram divididos em 5 aliquotas (100-250uL) e
armazenados a -80 °C até o momento das analises.

Todas as analises bioquimicas foram realizadas através de reacdes colorimétricas,
analisadas em leitora de micro placas Power Wave 340-Biotek, em placas de 96 pocos, com

excecdo da SOD, que foi lida em placas de 24 pocos, usando apenas o primeiro poco, por leitura.
3.3 Determinacéo da concentracéo de proteina total
A quantificacdo de proteinas foi feita em aliquotas de 20 pL de saliva pelo método de Lowry

et al. (1951). Foi utilizada uma curva padrdo de diferentes concentra¢des de albumina de soro

bovino, variando de 0.02-0.08 mg/mL. Quando concentragdes acima do Gltimo ponto da curva
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padrdo foram detectadas, as amostras foram diluidas e uma nova determinacédo foi feita. Os
valores de absorbéncia foram determinados a 660 nm. Os resultados foram expressos em

mg/mL.
3.4 Quantificacdo de malondialdeido (MDA)

O MDA é um dos produtos de peroxidacdo lipidica, avaliado por substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e considerado um biomarcador de dano oxidativo. Foi
determinado como descrito por Buege e Aust (1978). O 4cido tricloroacético (10% m/v) foi
adicionado a 125 pL de saliva para precipitar as proteinas e acidificar a solucao. Esta mistura
foi entdo centrifugada (1000 x g, 3 min) e, posteriormente, o &cido tiobarbitdrico (TBARS,
0,67% m/v) foi adicionado a solucdo. A solucdo foi mantida em banho-maria a 100° C por 15
min. A absorbéncia foi lida a 535 nm e o coeficiente de absor¢do molar utilizado foi de 1,56%

105 M cm™. Os resultados foram expressos em pmol/L/mg de proteina.
3.5 Capacidade antioxidante total salivar (TAC)

A capacidade antioxidante total salivar foi avaliada pelo poder antioxidante de reducao
férrica (FRAP, do termo em inglés Ferric-Reducing Ability of Plasma), previamente
padronizada por Benzie & Strain (1996). Este método baseia-se na reducédo do complexo férrico
tripiridil-triazina (Fe®* TPTZ) para formar Fe?* em meio acido. Uma aliquota de saliva (15uL)
foi utilizada. A absorbancia da solucéo foi determinada a 595 nm usando uma curva padrdo de
sulfato ferroso com valores variando entre 20-260 umol/L FeSOs. Os resultados foram

expressos em pmol/L FeSOa.
3.6 Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)

Com base na inibicdo da auto-oxidagdo do pirogalol, a atividade da SOD foi
determinada na saliva pelo método de Maklund (1985). Foi utilizada uma aliquota de saliva (20
pL) previamente diluida em Tris (1:10 v/v). A absorbancia foi detectada a 420 nm. Foram feitas
5 leituras a cada 1 minuto. A quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da auto-oxidagéo
do pirogalol foi considerada como uma unidade de atividade enzimética. Os resultados foram

expressos em UE/mL.
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3.7 Acido Urico

Um kit comercial (Labtest Diadgnostica SA, MG, Brasil) foi utilizado para
determinagdo do acido turico na saliva (20 puL), baseado no método enzimatico de Trinder,

seguindo as instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos em mg/mL.
3.8. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = DP (desvio padrdo). Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro- Wilk) e por haver distribuicdo normal, foram
submetidos a ANOVA a um critério, seguida do teste pos hoc de Student-Newman-Keuls. A
relacdo entre as variaveis dependentes foi avaliada pelo teste de correlagdo de Pearson,
enquanto a relagdo entre grupos (ICCMS™) e variaveis dependentes foi determinada pelo
coeficiente de correlacdo de Spearman (Graph Pad, versdo 3.0, GraphPad Software
Corporation, La Jolla, CA, USA). Valores de r > + 0.50 foram considerados correlacdo
moderada, valores de r > £ 0.70 foram considerados correlacdo forte, valores de r > £ 0.90
foram considerados correlagdo muito forte (Makuka, 2012). O teste de regresséo linear
multivariada foi aplicado para verificar a influéncia dos grupos (ICCMS™), idade (em meses),
e numero de lesBes de cérie no dano oxidativo (software SPSS versdo 17, SPSS Inc., Chicago).

Diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p <0,05.
4. RESULTADOS

O numero de lesdes nos grupos B (carie inicial), C (carie intermediaria) e D (carie
avancada) foi de 1.93 + 0.94, 1.83 + 0.87 e 2.57 + 1.10, sem diferencas significativas entre 0s
grupos.

A concentracdo de proteina total salivar foi maior (p <0.001) no grupo D (cérie
avancada) em relacdo aos demais grupos. No grupo C (cérie intermedidria), foi maior (p <0.001)
gue nos grupos A (livres de carie) e B (Carie em estagio inicial) e ndo foram observadas
diferencas entre os grupos A e B (p> 0.05) (Figura 1). Observamos correlacdo positiva
moderada entre a concentracao de proteina total salivar e os diferentes severidade das les6es de
carie (Spearman r = 0.6998, p <0.0001).

As concentracdes salivares de MDA foram menores (p <0.0001) no grupo de carie

avancada (Grupo D) do que nos outros grupos. No grupo C (carie intermediaria), os valores
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foram menores que os encontrados nos grupos A e B e maiores que no grupo D (p <0.001). N&o
foram observadas diferencas entre os grupos A e B (p> 0.05) (Figura 1). Observamos uma
correlacdo negativa forte entre a progressao das lesGes de carie e os valores de MDA salivar
(Spearman r= - 0.8519, p <0.0001). Observamos também uma correlacdo negativa moderada
entre os valores de MDA e proteinas totais salivares (Tabela 1). A tabela 2 apresenta resultados
da analise de regressao linear multivariada entre o dano oxidativo (MDA) e a severidade de
carie (ICCMS™), numero de lesdes e idade. Foi observado que a severidade apresenta
correlacdo negativa forte com o MDA, enquanto fraca correlacdo positiva foi observada com
relacdo ao numero de lesGes. Ndo houve correlagdo significativa entre a idade e os valores de
MDA (Tabela 2).

Os valores da TAC foram maiores (p <0.001) na saliva de criangas do grupo D quando
comparados aos demais grupos. No grupo C, o valor do TAC foi maior que nos grupos A e B
(p <0.001). Além disso, ndo foram observadas diferencas entre os grupos A e B (p> 0.05)
(Figura 2). Uma correlagdo positiva forte foi observada entre a severidade e TAC salivar
(Spearman r= 0.8753, p <0.0001). Aléem disto, correlacdo negativa muito forte foi observada
entre TAC e MDA salivar (Tabela 1).

Os valores de &cido urico salivar estavam aumentados (p <0.0001) no grupo D em
relacdo aos demais grupos. No grupo C, os valores de acido Urico foram maiores que 0s grupos
A e B, (p <0.001), enquanto nos grupos A e B ndo foram observadas diferencas estatisticas (p>
0,05) (Figura 2). Notamos uma forte correlacédo positiva (Spearman r= 0.8814, p <0.0001) entre
os valores de UA e os grupos. Além disto, houve correlacdo positiva muito forte entre os valores
de UA e TAC salivar, porém correlacdo negativa forte entre UA e MDA salivar (Tabela 1).

A atividade da SOD foi maior (p <0.001) no grupo D do que nos demais grupos. No
grupo C, aatividade da SOD foi maior que os grupos A e B (p <0.001). Diferencas significativas
ndo foram observadas entre os grupos A e B (p >0.05) (Figura 3). Houve correlacdo positiva
muito forte entre severidade de carie e os valores de atividade da SOD salivar (Spearman r=
0.8994, p< 0.0001). Também foi observada correlacdo negativa entre SOD e dano oxidativo

salivar (Tabela 1).

5. DISCUSSAO/ CONCLUSAO

Neste estudo, foi comprovada a hipotese de que a severidade da carie dentaria influencia
o perfil antioxidante da saliva, uma vez que quanto mais avancada a leséo da carie (esmalte e

dentina), menor o dano oxidativo salivar decorrente da maior atividade de sistema antioxidantes
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(ndo-enzimaéticos e enzimaticos) Este estudo que avaliou o perfil de biomarcadores de estresse
oxidativo em saliva de criancas de 1 a 3 anos com cérie em diferentes estagios de progressao,
sem lesdes cavitadas e com lesdes cavitadas em esmalte e dentina.

As lesdes de carie em estagio inicial (sem cavitacdo) ndo alteram o perfil salivar em
criancas, os resultados do presente estudo mostraram que ndo houve alteracdo da concentragéo
de proteinas totais ou de biomarcadores de estresse oxidativo na saliva de criangas com leses
de céarie sem cavitacdo quando comparada a saliva de criangas livres de carie. Por outro lado,
guanto maior a severidade das lesdes cavitadas, maior a alteracdo na concentracdo de proteinas
e de biomarcadores salivares. Os dados mostram a importancia do ICCMS™ para uma
compreensdo mais detalhada dos resultados apresentados, e poderdo contribuir para direcionar
protocolos de futuros estudos clinicos e bioquimicos na area de cariologia

As concentracdes de proteinas quantificadas na saliva de criancas com les@es de carie
em esmalte e dentina (grupos C e D, respectivamente), foram semelhantes as concentragdes de
proteinas quantificadas previamente na saliva de criancas CPSI, as quais foram agrupadas sem
estadiamento da cérie (Silva et al., 2016), e maiores que as encontradas em criancas livres de
caries. Nao houve diferencas entre as concentracdes de proteinas salivares em criancas livres
de céries (grupo A) e em criangas com céries ndo cavitadas (grupo B). Resultados prévios
obtidos por Jurczak et al. (2017) demonstraram que a concentracdo de proteinas salivares em
criangas com lesdes de céarie em dentina (ICDAS=5-6; 1.86 mg/mL) era maior que a encontrada
na saliva de criancas com lesBes de carie ndo cavitadas (ICDAS= 1-2; 1.79 mg/mL), ambos
com valores superiores aos obtidos para criancas livre de carie (1.65 mg/mL). As concentracdes
de proteinas salivares quantificadas nos diferentes grupos do estudo de Jurczak et al. (2017)
foram quase 2 vezes maiores que as encontradas nos grupos avaliados no presente estudo,
possivelmente pela utilizacdo de amostras de saliva estimulada por mastigacdo, o que esta
associado a valores de proteinas aumentados em comparacao a saliva ndo estimulada, e pelo
uso de método de quantificacéo de proteinas diferente do método de Lowry. No presente estudo,
foi utilizado 0o método de Lowry (S6zgen et al., 2006) pela padronizacgéo, facilidade de execucéo
e comprovada eficécia para quantificacdo de proteinas em saliva (Silva et al., 2016; Cunha-
Correia et al., 2014). Em contraste, no estudo de Tulunoglu et al. (2006), os valores de proteina
salivar encontrados em criangas de 7-10 anos (6.5 mg/mL), ndo foram estatisticamente
diferentes dos valores encontrados em crian¢as de mesma idade livres de cérie (3.5 mg/mL),
provavelmente pela grande variabilidade nos resultados dos grupos. E importante observar que
os valores de concentracdo de proteinas na saliva de criangas (7-10 anos) encontrados por estes

autores foram muito maiores que 0s encontrados em nosso estudo, uma vez que a concentragdo
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de proteina salivar aumenta de acordo com o aumento da idade da crianca (Tulunoglu et al.,
2006).

Nossos resultados sugerem que a progressao da lesdo de carie aumenta a quantidade de
proteinas salivares, uma vez que houve correlacdo positiva moderada entre estas variaveis.
LesGes de céarie em dentina estdo associadas & degradacdo mineral e de matriz organica por
atividade, principalmente, de enzimas colagenoliticas, como as metaloproteinases de matriz
(MMPs). Foram demonstradas maiores concentraces de MMP-8 na saliva de individuos com
lesbes de carie em dentina (Hedenbjork-Lager et al., 2015). Além disso, a analise protedbmica
da saliva de individuos com carie (CPOD de 5 a 10 e CPOD de 1 a 4) demonstrou maior
expressdo de proteinas antimicrobianas e complexos proteicos resistentes a degradacdo como
mucina 7, mucina 5B, cistatina S e cistatina SN, proteinarica, salina basica de prolina e histatina
11 (Wang et al., 2018).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) promovem danos ao DNA, lipideos, proteinas e
enzimas, destruindo diferentes tecidos. A reacdo entre ERO e lipideos leva a peroxidacéo
lipidica e 0 MDA ¢ o produto final desta reacdo. Assim, a quantificacdo do MDA determina o
dano oxidativo (Guentsch et al., 2008) em tecidos ou em fluidos bioldgicos. Neste estudo, foi
demonstrado que as concentracBes de MDA salivar foram gradativamente diminuidas em
criangas com lesfes de cérie cavitadas (em esmalte e dentina) quando comparadas as criangas
sem carie ou apresentando lesfes ndo cavitadas. Estes resultados corroboram os dados obtidos
previamente, 0s quais demonstraram que as concentracdes de MDA na saliva de criangas com
carie severa da infancia (0.0019 pmol/L/mg proteina) foram menores que os observados em
saliva de criangas livres de cérie (0.0039umol/L/mg proteina). Porém, estudos recentes
(Subramanyam et al., 2018; Ahmadi-Motamayel et al., 2018) mostraram resultados
controversos, uma vez que as concentracfes salivares de MDA em crianc¢as de 6 anos idade
(0.26 umol/L) e em pacientes de 15-19 anos de idade com lesGes de carie (0.71 nmol/mL)
estavam aumentadas quando comparados aos respectivos controles livres de carie. Diferencas
metodologicas poderiam levar as discrepancias observadas em relacéo aos resultados obtidos
em nosso estudo. E importante notar que em ambos os estudos acima citados, os valores de
MDA néo foram normalizados pela concentracdo de proteinas salivares. Como a concentragdo
de proteinas salivares € aumentada pela presenca e progressdo da carie dentaria, é necessario
que os valores de concentracdo de MDA sejam normalizados pela quantidade de proteina
salivares encontradas em cada grupo. Forte correlagdo negativa foi observada entre a progressao
das lesdes de cérie e os valores de MDA salivar, o que reforca os resultados obtidos. Além

disto, a regressao linear multivariada mostrou que a severidade de cérie € a variavel que mais
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se associa ao dano oxidativo salivar. Estes resultados mostram que a progresséo das lesdes de
carie reduz o dano oxidativo salivar.

Foram avaliados os mecanismos que poderiam levar a reducdo do dano oxidativo
salivar. A quantificacdo da TAC fornece informacgdes sobre o equilibrio entre os sistemas
oxidantes e antioxidantes, de modo que a quantidade inadequada de antioxidantes contribui
para o dano oxidativo (Zarban et al., 2016). Observamos que TAC da saliva aumenta com
severidade da lesdo de carie (dentina ou em esmalte) e que ndo ha diferenca na TAC salivar
entre criangas com lesGes de carie iniciais ou livres de carie. Previamente foi demonstrado que
ha aumento da TAC na saliva de criangas com carie severa da infancia (Silva et al., 2016) e em
criangas (idade média 2.74 anos) com lesdes de caries cavitadas (Jurczak et al., 2017), quando
comparado as criangas sem carie ou com caries ndo cavitadas. No entanto, em pacientes de 14-
18 anos com lesdes de carie, foi relatada uma diminuicdo da TAC salivar quando comparada
aos pacientes livres de cérie, apesar de ndo haver diferencas estatisticas entre os grupos
(Rahmani et al., 2015). Em jovens de 15-19 anos com lesdes de cérie ativa também ndo foi
observada diferenca na TAC salivar (0.17 mol/mL) quando comparados aos jovens sem carie
dentaria (0.17 mol/mL) (Ahamadi- Montaynel et al., 2018). A idade dos pacientes incluidos nos
estudos acima citados pode ter influenciado a quantificacdo diferencial da TAC salivar em
relacdo ao nosso estudo. Novos estudos seriam necessarios para comparaces da TAC salivar
entre grupos etarios distintos.

No presente estudo foi observado que a TAC aumentada na saliva de criangas com
lesbes de céaries cavitadas (em dentina e esmalte) determina os menores indices de dano
oxidativo na saliva destas criancgas. Este resultado reforca a sugestédo que a TAC salivar seria
um marcador para a atividade de cérie dentaria em criangas como proposto previamente por
Krumar et al. (2015). A TAC é um parametro que reflete o efeito combinado de antioxidantes,
principalmente ndo-enzimaticos presentes no plasma e fluidos corporais (Baser et al., 2015).
Como a TAC esta associada a atividade de sistemas antioxidantes ndo enzimaticos, avaliou-se
a atividade antioxidante do acido urico (UA) salivar em funcdo de diferentes estagios das lesdes
carie. O UA é um poderoso antioxidante que elimina ERO ou radicais livres no plasma (Ames
et al., 1981). Como foi demonstrada correlacdo positiva entre a quantidade de AU no plasma e
na saliva de pacientes (Goll & Mookerjee 1978; Nunes et al., 2011, Riss et al., 2018), a saliva
poderia ser um substituto do teste sanguineo para avaliacdo deste biomarcardor. Em pacientes
adultos saudaveis (idade média de 46 anos), a concentracdo encontrada de UA na saliva ndo
estimulada foi de 4.80 mg/dL, (Bakhtiari et al., 2017) enquanto que em criangas saudaveis de

6 a 12 anos de idade, a concentragdo de UA na saliva ndo estimulada foi 1.40 mg/dL. Apenas

%f&/ %éa/én L%//,,b



37

Silva et al. (2016) quantificaram previamente a concentracdo deste antioxidante na saliva de
criangas com carie, e assim como no presente estudo, observaram aumento do UA (7.05
mg/mL) salivar em relacdo as criancas livres de carie (5.02 mg/ mL). Neste estudo, foi
verificado que a os maiores valores de UA foram encontrados na saliva de criancas com lesdes
de cérie em dentina, seguido pelos valores encontrados na saliva de criangas com les&o de cérie
em esmalte. Ainda, a progressao das lesdes de cérie leva ao aumento do UA salivar reduzindo
0 dano oxidativo. Estes resultados sugerem que em criancas com lesdes de carie o dano
oxidativo salivar € menor devido ao maior efeito antioxidante do UA salivar e corroboram a
sugestdo que o aumento do UA seria uma resposta adaptativa de protecdo contra 0 excesso de
radicais livres (Ames et al., 1981).

Foi avaliado também se atividade antioxidante enzimatica poderia contribuir para o
menor dano oxidativo observado em saliva de criancas com lesdes de carie. Para isto, foi
avaliado especificamente a atividade da SOD que é o sistema antioxidante enzimético
considerado como a primeira linha de defesa contra os radicais de oxigénio (Keller et al., 1998).
A SOD catalisa a dismutacdo do anion superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio
(Halliwell, 1999). O anion superdéxido diminui a biodisponibilidade de oxido nitrico (NO)
(Saran et al., 1990; Mcintyre et al., 1999), o qual € um dos mecanismos naturais inespecificos
de defesa da cavidade bucal contra multiplicacdo bacteriana. A fonte de NO oral pode estar
relacionada a reducdo enzimatica do nitrato/nitrito da dieta e da conversdo do aminoacido L-
arginina pela NO sintase, uma enzima expressa em glandulas salivares e outros tecidos. Estudos
in vitro demonstraram que o nitrito salivar sob condicdo acida tem efeito inibitorio sobre o
crescimento e a sobrevivéncia de bactérias cariogénicas (apud Bayindir et al., 2005) e que
pacientes com alto CPOD e baixo indice de higiene oral (OHI-S, do termo em inglés oral hygien
index simplified) apresentaram concentracdes de NO significativamente maiores na saliva e na
placa bacterina do que aqueles com baixo CPOD e alto OHI-S (Bayindir et al., 2005), sugerindo
que a producdo de NO pode ser um mecanismo de defesa do hospedeiro quando a carie dentaria
aumenta ou a higiene bucal esté prejudicada.

Em criancas de 0-3 anos com CSPI foi observado (Silva et al., 2016) um aumento na
atividade de SOD salivar quando comparados a criancas livres de cérie. Este aumento na
atividade da SOD salivar também foi observado em pacientes de 25-50 anos com carie ativa
quando comparados a pacientes livres de carie (Hedge et al., 2014). No presente estudo,
mostramos que com a progressao das lesdes cavitadas ha um aumento da atividade da SOD
salivar, e que o aumento da atividade da SOD contribuiu para a reducdo gradual do dano

oxidativo salivar em criangcas com lesdes de carie em esmalte e dentina. Os resultados
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analisados conjuntamente associados, sugerem que o aumento da atividade da SOD na saliva
de criancas com lesbes de cérie ativa poderia ser considerado como mecanismo de defesa do
hospedeiro contra a carie dentaria, uma vez que a atividade aumentada da SOD na saliva
aumentaria a biodisponibilidade de NO, favorecendo sua atividade anticariogénica.

Até o momento, ndo foi possivel identificar os mecanismos que levam ao aumento da
atividade antioxidante ndo enzimatica e enzimatica em saliva de criangas com lesdes de carie,
enfatizando a necessidade de novos estudos para identificacdo destes mecanismos.

De acordo com os resultados apresentados neste estudo, podemos concluir que quanto
maior a severidade das lesfes de carie,maior atividade dos sistemas antioxidantes e da TAC

salivar e consequentemete reducdo gradual do dano oxidativo salivar.
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8. LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1- Concentragdo de Proteina Total (mg/mL) e substancias reativas ao &cido 2-
tiobarbiturico (TBARS, em pmol/mg proteina) na saliva de criancas do grupo A (livres de
caries) e com cérie em diferentes estagios (grupos B- D). Barras representam a média + DP. ™

#p <0,001 quando comparado aos outros grupos.

Figura 2- Capacidade Antioxidante Total salivar (TAC, umol/L FeSOa) e concentracédo de acido
arico (UA, em mg/mL) na saliva de criangas livres de carie (grupo 0) e com cérie em diferentes
estagios (grupos B-D). Barras representam a média + DP. ™ # p <0,001 quando comparado aos
outros grupos.

Figura 3- Atividade da superdxido Dismutase (SOD) (UE/mL) na saliva de criancas livres de
carie (Grupo A) e com carie em diferentes estagios (Grupos B-D). Barras representam + DP. *#

p <0,001 quando comparado aos outros grupos.
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Figura 2
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Figura 3
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Tabela 1- Correlacdo de Pearson (valores de r) entre as variaveis dependentes:
Proteina, MDA (malonaldeido), TAC (capacidade antioxidante total), UA (&cido
urico) e SOD (superdxido dismutase)

MDA TAC UA SOD

Proteina -0.7452  0.7470 0.7226 0.7258
MDA -0.9377  -0.9025 -0.9307 p<0.0001

TAC 0.9706 0.9729

UA 0.9546
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Tabela 2- Andlise de regressao linear multivariada de fatores associados com o dano
oxidativo

Desvio R2
Coeficiente padrao t P VIF  ajustado
Grupos -0.000986 0.0000737 -13.39 <0.001  3.808
0.832

N° de lesbes 0.000219 0.000045 4.872 <0.001 1.81
VIF= Colinearidade; t= Forca da equacéo

%f&/ %éa/m/ L%//,,.ﬁ“
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Valores da média + Desvio Padrdo das variaveis submetidas ao teste de ANOVA e pos teste
de Student Newman-Keuls

Variaveis Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Proteina total ~ 0.080 £ 0.005 0.080 £ 0.005 0.086 £ 0.006 0.095 £ 0.005
(mg/mL)

MDA (umol/L.  0.0037 £ 0.0003 0.0038 +0.0004 0.0017 +£0.0001 0.0015 + 0.0001
mg proteina)

TAC 27.12+0.44 27.11£0.26 39.04 £ 0.50 48.18 £0.18
(umol/L)

UA 5.85+0.20 587+0.14 6.77 £0.12 7.56 £ 0.18
(mg/mL)

SOD 33.73+1.31 34.00 £ 1.55 4254 +1.11 47.99 +1.19
(UE/mL)

%f&/ %éa/én L%//,b’
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DADOS DO PROJETO DE PESQINEA

Tiulo da Pesguisa: AVALIACGAD DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATRD MA SALIVA E SUA
CORRELACAD COM 05 ESTAGIOS DA CARIE MA PRIMEIFA INFANCLA.

Pesquisador: Crssna Anloniak Silva

Aroa Temdtica:

Vorsio:

CAAE: T1063417.4.0000 5420

institmigdo Proponente: Faouldade de Odoniologia do Campus de Aracasuba - UNESS
Patrocinador Principalz: Universdade Estadual Paulsta Jibo de Mesguita Fikha

DaDOSE DO PARECER

Mimero dio Parecer: 2 308 284

#Apresentagdo do Projotoc

& cire dentdrna & wma doenga que ainda alinge grande parcela da populagio mundial. Os biomarcadones
00 CanD oD podem s

guantficados na saliva de indviduos com cine. Receniemenie, foi demonsirado que os niveis de esinesse
condadn esiio redundos em sallva de

Criancas ooim carie precocs da infinoa, de 0.3 anos, quando comparadas a clangas Sem expenénca de
cidrie, devido a0 aumenio da atividade de

sisiemas antioxidantes enzimafoo (200) & ndo-enzimabices (FRAP & dcido drico). Mo entanto, ndo foi
avaliado se haveria relacdo direta entre

esidpgics distintos de acomedmento da doenga cane e os niveis de biomarcadores do dano oxidatvo na
saliva destas criangas. O objetvo desie

estudo s=rd avaliar se ha relagdo entre a capacidade anboaidamie folal, a atvidade da SO0, FRAP, dcido
trico, GEH, G555 & airndade da

peroxidase na saliva de criangas em funcdo de difersntes estigios de clne dassificados pelo sistema
ICOAS. Serdo selecionadas 120 crangas de O

=3 anas de idads, de instihuigies de ensino da cidade ce Aragatuba. A coleta salivar sera realzada em
criangas em jejum de 2 horas, com o uso de

Endareco: JOSE BORMFACHD 1183

Baiera: VLA MEMDORCS CEP: 05050
L 5P Municipia: ARACATLES
Taloform:  |18)3608- 5200 Fax: |16RE3-3397 E-mail:  ardesbarion s unesp br

Pl £ 3 B4

49



UNESP - FACULDADE DE

ODONTOLOGIA-CAMPUS DE W"’"‘“
ARACATUBA/ UNIVERSIDADE

salreette®. A saliva sera cenfnfugada, o sobrenadante serd abguolado & armazenado a -B0°C, até a
realizagio dos testes bioquimicos. Os dados

serio submetidos a ANOWA a 1 orilério para cada marcador isoladamente, seguida peio feste de Studemnt-
Mewman-Keuls. Caso os dados ndo

apresentem distibcio nommal & homogénea, os dados serio analisados tesie de Kruskal Walis. Os dados
tambeém sardo submebdos & analses de

regressdo multrariada. O nitvel de significinca adotado ser de 5%.

Objotive da Pesquisa:

CObjetivo Prirsrio:

fosaliar se ha relagdo enire o awmento de omarcadons de danodsstresse oodabyo na salva o cnancas
com cane em diferenbes esigios

classificados pelo ICDAS

Objetivo Secunddrio:

= Ayaliar o dama oxidativa bpldico por meio da deteminacao de MOW na saliva de ciangas sem cédne & com
cdrie dentdna em diferenbes estdgios de

Evniuan;

= fyaliar a atfvidade da 500 na saliva de ciangas sem cane & com cine dentiria em diferentes estigios de
e 3o,

= fiyaliar a FRAP & acido drico na saliva de oriangas sem cirie & com cdre dentana em dferenies estgios
o evolucao;

* Padronizar as ¥cnicas para guantificar a relagdo da Glutabona oxidada (GSH) & Glulationa reduzida
(G555]) na saliva de criangas sem céne & com

cdrie dentara em diferentes estigos de ewolugio;

* Padronizar a Monica para quantiicar a atfvidade de Glutationa perowidase na saliva de criangas sem cane
& com carke dentara em diferentes

EShhpos o Evolco;

Cormrancia oo Feescer 2 305,254

Avaliagio dos Risoos o Benoficios:

Riscos:

A pEzquisa apressnia Nsco minimo, & duranie o procedirreio o oodeta da salea, quaisquer probiemas efow
CODITENCRS resuRanda na inkErmapcdo

00 |procecimeEmio.

Bensficios:
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Cormramcia oo Paracer 3 05224

Além do beneficio cientifico, as criancas passar3a pela avaliacda odonioidgica, realzada pelo drurgido
dentista Heitor Caolin Araujo & este ird

realizar o5 encaminhamentos, SE NE0ESSAria.

Gomontanos e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesguisa interessanie & bem fundamentada, apresenta mélodos centificos adeguados

Gonsideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatariaz

P30 b,

Rocomandagoss:

P30 hai.

Conclusies cu Pendéncias o Lista de inadequagies:

P30 b,

Consideragdes Finals a critéric do CEP:

Salientamos que, de acordo com a Resolugdo 458 CHNE, de 1212755012 (tulo X, seqlo X.1., aril. 4, lem b, e,

tiula X, secdo X2, ibem d), hd necessidads de apreseniagio de relabdrios semesirais, devenda o primein
relaldrio ser ermiado abs 0102018,

Esip parecer fol elaborade bassado nos documentos abaixo relacionados:

[ Tipo Documento Arqurea Postagem Arior Lihacaa

indormapses Bascas| PE_IMFORMACOES BASICAS DO P | soacoir Apeto

dr Projeto ROJETO S46143 ndl 132211

Projeio Detalhado | | ProjetaCEP.pal DIAEZ017 |Hekor Geoln Ao | Aceto

Brochura 1231:83

El.l:n:ll iemmolese. DEOFROTT [Hefor Ceoln Arauo | Acesta
1553 A0

Cuiros FICLINECAHEITOR pdf OEOTFROMT |Hefor Ceolin Araujo | Acsto
1504 8: A7

TCLE ! Termos g | TCLEHetor. pod DEOFROT [Hefor Ceoln Arauo | Acesta

Assentimenio J 154 5:01

Justificatva de

#&m:

Iha de Hosio {olhaderosio. pod 21062017 [Hefor Ceoln Arauo | Acesta

12:33:44

Situagdo do Parecer:

Aproreado
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