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Resumo  

O objetivo deste estudo foi avaliar a relação entre os níveis de biomarcadores de estresse/ dano 

oxidativo na saliva de crianças e a severidade de cárie dentária classificada pelo Sistema 

Internacional de Classificação e Gerenciamento de Cárie (ICCMS™, termo em inglês 

International Caries Classification and Management System). Amostras de saliva não 

estimuladas foram coletadas de pacientes de 1-3 anos de idade, após 2 horas de jejum, no 

período da manhã, em uma creche do município de Birigui, SP, Brasil. As crianças foram 

divididas em 4 grupos (n=30/grupo), de acordo com a severidade de cárie, sendo livre de cárie 

(grupo A), lesão de cárie em estágio inicial (grupo B), lesão de cárie intermediaria (grupo C) e 

lesão de cárie em estágio avançado (grupo D). Foram avaliados os seguintes biomarcadores 

salivares de estresse oxidativo: dano oxidativo ou malonaldeído (MDA), mensurado pelo 

método de TBARS; capacidade antioxidante total (TAC), medida pelo ensaio do poder 

antioxidante férrico redutor; atividade antioxidante enzimática da superóxido dismutase (SOD) 

e atividade antioxidante não enzimática do ácido úrico (UA). Os dados foram analisados por 

ANOVA, seguido do teste de Student-Newman-Keuls, coeficientes de correlação de Pearson e 

Spearman, e regressão linear multivariada (p <0,05). Os resultados demonstraram que a 

quantidade de proteína total, TAC, atividade antioxidante enzimática e não-enzimática salivar 

aumentaram de acordo com a severidade das lesões de cárie, levando a redução do dano 

oxidativo salivar. Podemos concluir que quanto maior a severidade das lesões de cárie, maior 

atividade dos sistemas antioxidantes salivares, havendo, consequentemente, diminuição gradual 

do dano oxidativo salivar. 

 

 

Palavras-Chave: cárie dentária, estresse oxidativo, antioxidantes, saliva 
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 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 (ICCMSTM). 

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. 

 

 

 

 

Abstract 



21 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

 

Listas de figuras 

 

Figura 1- Concentração de Proteína Total (mg/mL) e substâncias reativas ao ácido 2-

tiobarbitúrico (TBARS, em µmol/mg proteína) na saliva de crianças do grupo A 

(livres de cáries) e com cárie em diferentes estágios (grupos B- D). Barras 

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

 

Figura 2-  Capacidade Antioxidante Total salivar (TAC, µmol/L FeSO4) e concentração de 

ácido úrico (UA, em mg/mL) na saliva de crianças livres de cárie (grupo 0) e com 

cárie em diferentes estágios (grupos B-D). Barras representam a média ± DP. *, # p 

<0,001 quando comparado aos outros grupos. 

 

Figura 3-  Atividade da superóxido Dismutase (SOD) (UE/mL) na saliva de crianças livres de 

cárie (Grupo A) e com cárie em diferentes estágios (Grupos B-D). Barras 

representam ± DP. *,# p <0,001 quando comparado aos outros grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Listas 

43 

45 



22 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

 

Lista de tabelas 

Tabela 1-  Correlação de Pearson (valores de r) entre as variáveis dependentes: Proteína total, 

MDA (Malonaldeído) TAC (Capacidade Antioxidante Total), AU (Ácido Úrico) e 

SOD (Superóxido Dismutase) 

 

Tabela 2- Análise de regressão linear multivariada de fatores associados com o dano oxidativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Listas 

46 

48 



23 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

Listas de abreviatura 

 

CPSI   Cárie precoce severa da infância 

FeSO4   Sulfato ferroso 

FRAP   “Ferric reducing antioxidant power”, poder antioxidante férrico reduzido 

GPx   Glutationa peroxidase 

L   Litro 

MDA   Malonaldeído 

mL   Mililitro 

mg   Miligrama 

EO   Estresse oxidativo 

HCA  Heitor Ceolin Araujo   

ROS   “Reactive oxygen species”, espécies reativas de oxigênio 

SOD   Superóxido Dismutase 

TAC   “Total antioxidante capacity”, capacidade antioxidante total 

TBARS  “Thiobarbituric acid reactive substances”, substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico 

UA   “Uric acid”, ácido úrico 

UE   Unidade enzimática 

μL   Microlitro 

μmol/L  Micromol por litro 

ICDAS “International Caries Detection and Assessment System”, Sistema 

Internacional de Detecção e Avaliação da Cárie 

ICCMSTM “International Caries Classification and Management System”, Sistema 

Internacional de Classificação e Gerenciamento de Cárie 

Listas 



24 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Sumário 
 



25 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

 

Sumário 

 

Introdução          28 

Materiais e métodos         29 

Resultados          32 

Discussão          33 

Agradecimento         38 

Referências          38 

Figuras          43 

Tabelas          46 

Material suplementar          48 

Anexo I- Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa Humana   49 

 

 

 

 

 

 

Sumário 



26 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

A severidade da lesão de cárie induz maior atividade de sistemas antioxidantes e consequente 

redução do estresse oxidativo na saliva de crianças (Title) 

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

reduction of oxidative stress in saliva of children) 

Lesão de cárie reduz estresse oxidativo salivar em crianças (Running head) 

 

Heitor Ceolin Araujo1,2, Ana Cláudia Melo Stevanato Nakamune3,4, Wilson Galhego Garcia4, 

Juliano Pelim Pessan1,2, Cristina Antoniali1,3,4*. 

1Programa de Pós-Graduação em Ciência Odontológica, 2Departamento de Odontologia 

Social e Infantil, 3Programa de Pós-Graduação Multicêntrico em Ciências Fisiológicas, 

4Departamento de Ciências Básicas, Faculdade de Odontologia de Araçatuba, UNESP– Univ 

Estadual Paulista, Araçatuba, São Paulo, Brazil. 

 

 

 

*Autor para correspondência 

Cristina Antoniali 

Faculdade de Odontologia 

Departamento de Ciências Básicas 

Univ Estadual Paulista- UNESP 

Rua José Bonifácio, 1193 – CEP 16015-050 – Araçatuba, São Paulo, Brazil.  

Tel/Fax: +55-18-3636-2816 

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

 

 



27 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

1. RESUMO  

O objetivo deste estudo foi avaliar a relação entre os níveis de biomarcadores de estresse/ dano 

oxidativo na saliva de crianças e a severidade de cárie dentária classificada pelo Sistema 

Internacional de Classificação e Gerenciamento de Cárie (ICCMS™, termo em inglês 

International Caries Classification and Management System). Amostras de saliva não 

estimuladas foram coletadas de pacientes de 1-3 anos de idade, após 2 horas de jejum, no 

período da manhã, em uma creche do município de Birigui, SP, Brasil. As crianças foram 

divididas em 4 grupos (n=30/grupo), de acordo com a severidade de cárie, sendo livre de cárie 

(grupo A), lesão de cárie em estágio inicial (grupo B), lesão de cárie intermediaria (grupo C) e 

lesão de cárie em estágio avançado (grupo D). Foram avaliados os seguintes biomarcadores 

salivares de estresse oxidativo: dano oxidativo ou malonaldeído (MDA), mensurado pelo 

método de TBARS; capacidade antioxidante total (TAC), medida pelo ensaio do poder 

antioxidante férrico redutor; atividade antioxidante enzimática da superóxido dismutase (SOD) 

e atividade antioxidante não enzimática do ácido úrico (UA). Os dados foram analisados por 

ANOVA, seguido do teste de Student-Newman-Keuls, coeficientes de correlação de Pearson e 

Spearman, e regressão linear multivariada (p <0,05). Os resultados demonstraram que a 

quantidade de proteína total, TAC, atividade antioxidante enzimática e não-enzimática salivar 

aumentaram de acordo com a severidade das lesões de cárie, levando a redução do dano 

oxidativo salivar. Podemos concluir que quanto maior a severidade das lesões de cárie, maior 

atividade dos sistemas antioxidantes salivares, havendo, consequentemente, diminuição gradual 

do dano oxidativo salivar. 

 

Palavras-Chave: cárie dentária, estresse oxidativo, antioxidantes, saliva 

 

 

 

 

 

 

 



28 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

2.INTRODUÇÃO 

A cárie precoce severa da infância (CSPI), afeta crianças menores de 3 anos de idade e 

é definida como qualquer sinal de cárie em superfície dentária lisa (American Academic of 

Pediatric Dentistry) que pode surgir logo após a erupção dos primeiros dentes e quando não 

tratada, progride de forma rápida (Colak et al., 2013). A cárie dentária é a doença bucal mais 

prevalente e que afeta grande parte da população mundial (Hegde et al., 2014; Volckova et al., 

2014). Quando as lesões de cárie são diagnosticadas precocemente, é possível a realização de 

tratamentos menos invasivos e traumáticos (Volgenant et al., 2017). Além disso, a detecção das 

lesões de cárie em diferentes estágios favorece a aplicação de tratamentos diferenciados e mais 

eficazes na prática clínica. Baseado no Sistema Internacional de Detecção e Avaliação da Cárie 

(ICDAS, do inglês International Caries Detection and Assessment System), que já é bem 

estabelecido e amplamente utilizado (Ismail et al., 2015), o Sistema Internacional de 

Classificação e Gerenciamento de Cárie (ICCMS™, termo em inglês International Caries 

Classification and Management System), permite que os dentistas integrem e sintetizem 

informações sobre a condição dentária, incluindo o risco de cárie, a fim de planejar, gerenciar 

e revisar sua prática clínica, bem como ações de saúde pública (Pitts et al., 2013).  

A saliva tem sido utilizada como fluido biológico para o diagnóstico e prognóstico de 

doenças sistêmicas e orais em substituição às amostras de plasma, uma vez que a coleta é feita 

de forma não invasiva e segura (Xinggun et al., 2017; Liu et al., 2017). Com relação à cárie 

dentária, concentrações mais elevadas de proteína total foram encontradas na saliva de crianças 

com CPSI (Silva et al., 2016) e de crianças com cárie quando comparadas ao grupo livre de 

cárie (Tulunoglu et al., 2006). Na saliva, os biomarcadores do estresse oxidativo são estáveis, 

encontrados em concentrações detectáveis e refletem vias de oxidação específicas associadas à 

cárie e periodontite (apud Tóthová et al., 2015). Estudos correlacionaram concentrações mais 

elevadas de proteína total salivar com a maior capacidade antioxidante total da saliva (TAC, do 

termo em inglês total  antioxidant capacity) em pacientes com lesões de cárie (Silva et al., 2016; 

Preethi et al., 2010; Dodwad et al., 2011). Por outro lado, concentrações reduzidas de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS, do termo em inglês thiobarbituric acid 

reactive substances) foram observadas na saliva de crianças com cárie severa da infância 

quando comparadas com crianças livres de lesões de cárie, ou em adultos com lesões de cárie 

ativa (17-50 anos de idade) (Silva et al., 2016; Sarode et al. al., 2012). Em acréscimo, a atividade 

da enzima superóxido dismutase (SOD) salivar e o ácido úrico (UA) foram significativamente 

maiores na saliva de crianças com cárie severa da infância quando comparado ao grupo de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colak%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23633832
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crianças livres de cárie (Silva et al., 2016), sugerindo que a redução do dano oxidativo na saliva 

de pacientes com lesões de cárie poderia ser uma consequência do aumento da atividade dos 

sistemas antioxidantes enzimáticos e não- enzimáticos. Por outro lado, a diminuição das 

concentrações de glutationa, um antioxidante enzimático, na saliva de pacientes com lesões de 

cárie ativa poderia sugerir uma tendência à diminuição do status antioxidante (Oztürk et al., 

2008). Esses achados contraditórios sugerem que o dano oxidativo e os marcadores de status 

antioxidante podem ser alterados dependendo da patogênese e progressão da doença. 

Com base no exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a relação entre os níveis 

de biomarcadores de estresse/dano oxidativo na saliva de crianças e a severidade de cárie 

dentária, classificada pelo índice ICCMSTM. A hipótese do estudo foi que a severidade das 

lesões de cárie influencia os níveis de antioxidantes salivares, ou seja, nos estágios iniciais das 

lesões de cárie haveria um aumento dos marcadores de dano oxidativo, enquanto em estágios 

mais avançados haveria a ativação de sistemas salivares antioxidantes, reduzindo o dano 

oxidativo.   

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção dos pacientes 

 

Todos os procedimentos descritos a seguir foram previamente aprovados pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa em Humanos da Faculdade de Odontologia de Araçatuba, UNESP- Univ. 

Estadual Paulista (CAAE 71063417.4.0000.5420). 

Foram selecionadas 120 crianças de 1 a 3 anos, com média de idade 1,9 ± 0,75 anos, 

que participavam de um programa educativo-preventivos de saúde bucal, do Centro de 

Educação Infantil Dionisia Miragaia Carmine, na cidade de Birigui, São Paulo, Brasil, 

localizada, a uma latitude 21º17'19" sul, longitude 50º20'24" oeste, e a uma altitude de 450 

metros, temperatura média anual de 22,1º C e com o índice de desenvolvimento humano (IDH) 

de 0,780. 

Inicialmente, uma reunião foi realizada com os diretores da creche e com os 

pais/cuidadores das crianças, para explicação do protocolo e esclarecimento de dúvidas. Em 

seguida, os termos do consentimento livre e esclarecido foram distribuídos a todos os 

pais/cuidadores das crianças. Os critérios de exclusão de crianças foram: crianças que não 

entregaram os termos assinados, crianças portadoras de doenças sistêmicas, crianças que não 

apresentavam dentes erupcionados e crianças que apresentaram mais de uma classificação do 
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ICCMSTM. Foram examinadas sob luz natural com o auxílio de um espelho clínico, sonda OMS 

e gaze para secagem, e foram divididas em 4 grupos (n = 30/grupo) de acordo com critérios do 

ICCMSTM (Pitts et al., 2014), por um cirurgião-dentista calibrado e experiente na área (HCA). 

As crianças foram incluídas nos seguintes grupos:  

Grupo A. Livres de cárie 

Grupo B. Lesão inicial de cárie- lesão de cárie sem cavitação. 

Grupo C. Lesão intermediaria de cárie- Lesão de cárie com cavitação em esmalte 

Grupo D. Carie em estágio avançado- Lesão de cárie com cavitação em dentina 

Nos grupos A e C, 46,6% eram do gênero masculino, enquanto nos grupos B e D houve 

distribuição igualitária entre gêneros. 

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

qual foram avaliados marcadores de estresse oxidativo em crianças livres de cárie e com CPSI. 

 

3.2 Coleta da saliva 

 

Amostras de saliva não estimulada foram coletadas entre as 7:00 e as 8:00 da manhã, 

após 2 horas de jejum, com a finalidade de minimizar variações relacionadas ao ritmo 

circadiano, bem como influência de alimentos e bebidas ingeridos recentemente. A higiene 

bucal foi feita em casa, pelos pais ou responsáveis, utilizando apenas água e escova de dente 

sem produtos fluoretados. Nos casos de intercorrências (choro intenso, não colaboração), o 

procedimento foi interrompido sem uma nova tentativa. As amostras de saliva foram coletadas 

com o algodão do Salivette®, posicionado e mantido no espaço 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 alíquotas (100-250µL) e 

armazenados a -80 °C até o momento das análises. 

Todas as análises bioquímicas foram realizadas através de reações colorimétricas, 

analisadas em leitora de micro placas Power Wave 340-Biotek, em placas de 96 poços, com 

exceção da SOD, que foi lida em placas de 24 poços, usando apenas o primeiro poço, por leitura. 

 

3.3 Determinação da concentração de proteína total  

 

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

et al. (1951). Foi utilizada uma curva padrão de diferentes concentrações de albumina de soro 

bovino, variando de 0.02-0.08 mg/mL. Quando concentrações acima do último ponto da curva 
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padrão foram detectadas, as amostras foram diluídas e uma nova determinação foi feita. Os 

valores de absorbância foram determinados a 660 nm. Os resultados foram expressos em 

mg/mL. 

 

3.4 Quantificação de malondialdeído (MDA) 

 

O MDA é um dos produtos de peroxidação lipídica, avaliado por substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e considerado um biomarcador de dano oxidativo. Foi 

determinado como descrito por Buege e Aust (1978).  O ácido tricloroacético (10% m/v) foi 

adicionado a 125 μL de saliva para precipitar as proteínas e acidificar a solução. Esta mistura 

foi então centrifugada (1000 x g, 3 min) e, posteriormente, o ácido tiobarbitúrico (TBARS, 

0,67% m/v) foi adicionado a solução. A solução foi mantida em banho-maria a 100° C por 15 

min. A absorbância foi lida a 535 nm e o coeficiente de absorção molar utilizado foi de 1,56× 

105 M-1 cm-1. Os resultados foram expressos em μmol/L/mg de proteína. 

 

3.5 Capacidade antioxidante total salivar (TAC) 

 

A capacidade antioxidante total salivar foi avaliada pelo poder antioxidante de redução 

férrica (FRAP, do termo em inglês Ferric-Reducing Ability of Plasma), previamente 

padronizada por Benzie & Strain (1996). Este método baseia-se na redução do complexo férrico 

tripiridil-triazina (Fe3+ TPTZ) para formar Fe2+ em meio ácido. Uma alíquota de saliva (15μL) 

foi utilizada. A absorbância da solução foi determinada a 595 nm usando uma curva padrão de 

sulfato ferroso com valores variando entre 20-260 μmol/L FeSO4. Os resultados foram 

expressos em μmol/L FeSO4. 

 

3.6 Atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD) 

 

Com base na inibição da auto-oxidação do pirogalol, a atividade da SOD foi 

determinada na saliva pelo método de Maklund (1985). Foi utilizada uma alíquota de saliva (20 

μL) previamente diluída em Tris (1:10 v/v). A absorbância foi detectada a 420 nm. Foram feitas 

5 leituras a cada 1 minuto. A quantidade de enzima necessária para inibir 50% da auto-oxidação 

do pirogalol foi considerada como uma unidade de atividade enzimática. Os resultados foram 

expressos em UE/mL. 
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3.7 Ácido úrico 

 

Um kit comercial (Labtest Diadgnóstica SA, MG, Brasil) foi utilizado para 

determinação do ácido úrico na saliva (20 μL), baseado no método enzimático de Trinder, 

seguindo as instruções do fabricante. Os resultados foram expressos em mg/mL. 

 

3.8. Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como média ± DP (desvio padrão). Os dados foram 

submetidos ao teste de normalidade (Shapiro- Wilk) e por haver distribuição normal, foram 

submetidos a ANOVA a um critério, seguida do teste pos hoc de Student-Newman-Keuls. A 

relação entre as variáveis dependentes foi avaliada pelo teste de correlação de Pearson, 

enquanto a relação entre grupos (ICCMSTM) e variáveis dependentes foi determinada pelo 

coeficiente de correlação de Spearman (Graph Pad, versão 3.0, GraphPad Software 

Corporation, La Jolla, CA, USA). Valores de r > ± 0.50 foram considerados correlação 

moderada, valores de r > ± 0.70 foram considerados correlação forte, valores de r > ± 0.90 

foram considerados correlação muito forte (Makuka, 2012).  O teste de regressão linear 

multivariada foi aplicado para verificar a influência dos grupos (ICCMSTM), idade (em meses), 

e número de lesões de cárie no dano oxidativo (software SPSS versão 17, SPSS Inc., Chicago). 

Diferenças entre os grupos foram consideradas significativas quando p <0,05. 

 

4. RESULTADOS 

 

O número de lesões nos grupos B (cárie inicial), C (cárie intermediária) e D (cárie 

avançada) foi de 1.93 ± 0.94, 1.83 ± 0.87 e 2.57 ± 1.10, sem diferenças significativas entre os 

grupos. 

A concentração de proteína total salivar foi maior (p <0.001) no grupo D (cárie 

avançada) em relação aos demais grupos. No grupo C (cárie intermediária), foi maior (p <0.001) 

que nos grupos A (livres de cárie) e B (Cárie em estágio inicial) e não foram observadas 

diferenças entre os grupos A e B (p> 0.05) (Figura 1). Observamos correlação positiva 

moderada entre a concentração de proteína total salivar e os diferentes severidade das lesões de 

cárie (Spearman r = 0.6998, p <0.0001). 

As concentrações salivares de MDA foram menores (p <0.0001) no grupo de cárie 

avançada (Grupo D) do que nos outros grupos. No grupo C (cárie intermediária), 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). Não 

foram observadas diferenças entre os grupos A e B (p> 0.05) (Figura 1). Observamos uma 

correlação negativa forte entre a progressão das lesões de cárie e os valores de MDA salivar 

(Spearman r= - 0.8519, p <0.0001). Observamos também uma correlação negativa moderada 

entre os valores de MDA e proteínas totais salivares (Tabela 1). A tabela 2 apresenta resultados 

da análise de regressão linear multivariada entre o dano oxidativo (MDA) e a severidade de 

cárie (ICCMSTM), número de lesões e idade. Foi observado que a severidade apresenta 

correlação negativa forte com o MDA, enquanto fraca correlação positiva foi observada com 

relação ao número de lesões. Não houve correlação significativa entre a idade e os valores de 

MDA (Tabela 2).   

Os valores da TAC foram maiores (p <0.001) na saliva de crianças 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, não foram observadas diferenças entre os grupos A e B (p> 0.05) 

(Figura 2). Uma correlação positiva forte foi observada entre a severidade e TAC salivar 

(Spearman r= 0.8753, p <0.0001). Além disto, correlação negativa muito forte foi observada 

entre TAC e MDA salivar (Tabela 1). 

Os valores de ácido úrico salivar estavam aumentados (p <0.0001) no grupo D em 

relação aos demais grupos. No grupo C, os valores de ácido úrico foram maiores que os grupos 

A e B, (p <0.001), enquanto nos grupos A e B não foram observadas diferenças estatísticas (p> 

0,05) (Figura 2). Notamos uma forte correlação positiva (Spearman r= 0.8814, p <0.0001) entre 

os valores de UA e os grupos. Além disto, houve correlação positiva muito forte entre os valores 

de UA e TAC salivar, porém correlação 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, a atividade da SOD foi maior que os grupos A e B (p <0.001). Diferenças significativas 

não foram observadas entre os grupos A e B (p >0.05) (Figura 3). Houve correlação positiva 

muito forte entre severidade de cárie e os valores de atividade da SOD salivar (Spearman r= 

0.8994, p< 0.0001). Também foi observada correlação negativa entre SOD e dano oxidativo 

salivar (Tabela 1).  

 

5. DISCUSSÃO/ CONCLUSÃO 

Neste estudo, foi comprovada a hipótese de que a severidade da cárie dentaria influencia 

o perfil antioxidante da saliva, uma vez que quanto mais avançada a lesão da cárie (esmalte e 

dentina), menor o dano oxidativo salivar decorrente da maior atividade de sistema antioxidantes 
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(não-enzimáticos e enzimáticos) Este estudo que avaliou o perfil de biomarcadores de estresse 

oxidativo em saliva de crianças de 1 a 3 anos com cárie em diferentes estágios de progressão, 

sem lesões cavitadas e com lesões cavitadas em esmalte e dentina. 

As lesões de cárie em estágio inicial (sem cavitação) não alteram o perfil salivar em 

crianças, os resultados do presente estudo mostraram que não houve alteração da concentração 

de proteínas totais ou de biomarcadores de estresse oxidativo na saliva de crianças com lesões 

de cárie sem cavitação quando comparada à saliva de crianças livres de cárie.  Por outro lado, 

quanto maior a severidade das lesões cavitadas, maior a alteração na concentração de proteínas 

e de biomarcadores salivares. Os dados mostram a importância do ICCMSTM para uma 

compreensão mais detalhada dos resultados apresentados, e poderão contribuir para direcionar 

protocolos de futuros estudos clínicos e bioquímicos na área de cariologia 

As concentrações de proteínas quantificadas na saliva de crianças com lesões de cárie 

em esmalte e dentina (grupos C e D, respectivamente), foram semelhantes às concentrações de 

proteínas quantificadas previamente na saliva de crianças CPSI, as quais foram agrupadas sem 

estadiamento da cárie (Silva et al., 2016), e maiores que as encontradas em crianças livres de 

cáries. Não houve diferenças entre as concentrações de proteínas salivares em crianças livres 

de cáries (grupo A) e em crianças com cáries não cavitadas (grupo B). Resultados prévios 

obtidos por Jurczak et al. (2017) demonstraram que a concentração de proteínas salivares em 

crianças com lesões de cárie em dentina (ICDAS=5-6; 1.86 mg/mL) era maior que a encontrada 

na saliva de crianças com lesões de cárie não cavitadas (ICDAS= 1-2; 1.79 mg/mL), ambos 

com valores superiores aos obtidos para crianças livre de cárie (1.65 mg/mL). As concentrações 

de proteínas 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 utilização de amostras de saliva estimulada por mastigação, o que está 

associado a valores de proteínas aumentados em comparação a saliva não estimulada, e pelo 

uso de método de quantificação de proteínas diferente do método de Lowry. No presente estudo, 

foi utilizado o método de Lowry (Sözgen et al., 2006) pela padronização, facilidade de execução 

e comprovada eficácia para quantificação de proteínas em saliva (Silva et al., 2016; Cunha-

Correia et al., 2014). Em contraste, no estudo de Tulunoglu et al. (2006), os valores de proteína 

salivar encontrados em crianças de 7-10 anos (6.5 mg/mL), não foram estatisticamente 

diferentes dos valores encontrados em crianças de mesma idade livres de cárie (3.5 mg/mL), 

provavelmente pela grande variabilidade nos resultados dos grupos. É importante observar que 

os valores de concentração de proteínas na saliva de crianças (7-10 anos) encontrados por estes 

autores foram muito maiores que os encontrados em nosso estudo, uma vez que a concentração 
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de proteína salivar aumenta de acordo com o aumento da idade da criança (Tulunoglu et al., 

2006).  

Nossos resultados sugerem que a progressão da lesão de cárie aumenta a quantidade de 

proteínas salivares, uma vez que houve correlação positiva moderada entre estas variáveis. 

Lesões de cárie em dentina estão associadas à degradação mineral e de matriz orgânica por 

atividade, principalmente, de enzimas colagenolíticas, como as metaloproteinases de matriz 

(MMPs). Foram demonstradas maiores concentrações de MMP-8 na saliva de indivíduos com 

lesões de cárie em dentina (Hedenbjörk-Lager et al., 2015). Além disso, a análise proteômica 

da saliva de indivíduos com cárie (CPOD de 5 a 10 e CPOD de 1 a 4) demonstrou maior 

expressão de proteínas antimicrobianas e complexos proteicos resistentes a degradação como 

mucina 7, mucina 5B, cistatina S e cistatina SN, proteína rica, salina básica de prolina e histatina 

11 (Wang et al., 2018). 

Espécies reativas de oxigênio (ERO) promovem danos ao DNA, lipídeos, proteínas e 

enzimas, destruindo diferentes tecidos.  A reação entre ERO e lipídeos leva a peroxidação 

lipídica e o MDA é o produto final desta reação. Assim, a quantificação do MDA determina o 

dano oxidativo (Guentsch et al., 2008) em tecidos ou em fluidos biológicos. Neste estudo, foi 

demonstrado que as concentrações de MDA salivar foram gradativamente diminuídas em 

crianças com lesões de cárie cavitadas (em esmalte e dentina) quando comparadas às crianças 

sem cárie ou apresentando lesões não cavitadas. Estes resultados corroboram os dados obtidos 

previamente, os quais demonstraram que as concentrações de MDA na saliva de crianças com 

cárie severa da infância (0.0019 μmol/L/mg proteína) foram menores que os observados em 

saliva de crianças livres de cárie (0.0039μmol/L/mg proteína). Porém, estudos recentes 

(Subramanyam et al., 2018; Ahmadi-Motamayel et al., 2018) mostraram resultados 

controversos, uma vez que as concentrações salivares de MDA em crianças de 6 anos idade 

(0.26 μmol/L) e em pacientes de 15-19 anos de idade com lesões de cárie (0.71 nmol/mL) 

estavam aumentadas quando comparados aos respectivos controles livres de cárie. Diferenças 

metodológicas poderiam levar as discrepâncias observadas em relação aos resultados obtidos 

em nosso estudo. É importante notar que em ambos os estudos acima citados, os valores de 

MDA não foram normalizados pela concentração de proteínas salivares. Como a concentração 

de proteínas salivares é aumentada pela presença e progressão da cárie dentária, é necessário 

que os valores de concentração de MDA sejam normalizados pela quantidade de proteína 

salivares encontradas em cada grupo. Forte correlação negativa foi observada entre a progressão 

das lesões de cárie e os valores de MDA salivar, o que reforça os resultados obtidos. Além 

disto, a regressão linear multivariada mostrou que a severidade de cárie é a variável que mais 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Subramanyam%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29657527
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmadi-Motamayel%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29698949
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se associa ao dano oxidativo salivar. Estes resultados mostram que a progressão das lesões de 

cárie reduz o dano oxidativo salivar.  

Foram avaliados os mecanismos que poderiam levar a redução do dano oxidativo 

salivar. A quantificação da TAC fornece informações sobre o equilíbrio 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 lesão de cárie (dentina ou em esmalte) e que não há diferença na TAC salivar 

entre crianças com lesões de cárie iniciais ou livres de cárie. Previamente foi demonstrado que 

há aumento da TAC na saliva de crianças com cárie severa da infância (Silva et al., 2016) e em 

crianças (idade média 2.74 anos) com lesões de caries cavitadas (Jurczak et al., 2017), quando 

comparado as crianças sem cárie ou com caries não cavitadas. No entanto, em pacientes de 14-

18 anos com lesões de cárie, foi relatada uma diminuição da TAC salivar quando comparada 

aos pacientes livres de cárie, apesar de não haver diferenças estatísticas entre os grupos 

(Rahmani et al., 2015). Em jovens de 15-19 anos com lesões de cárie ativa também não foi 

observada diferença na TAC salivar (0.17 mol/mL) quando comparados aos jovens sem cárie 

dentária (0.17 mol/mL) (Ahamadi- Montaynel et al., 2018). A idade dos pacientes incluídos nos 

estudos acima citados pode ter influenciado a quantificação diferencial da TAC salivar em 

relação ao nosso estudo. Novos estudos seriam necessários para comparações da TAC salivar 

entre grupos etários distintos.  

No presente estudo foi observado que a TAC aumentada na saliva de crianças com 

lesões de cáries cavitadas (em dentina e esmalte) determina os menores índices de dano 

oxidativo na saliva destas crianças. Este resultado reforça a sugestão que a TAC salivar seria 

um marcador para a atividade de cárie dentária em crianças como proposto previamente por 

Krumar et al. (2015). A TAC é um parâmetro que reflete o efeito combinado de antioxidantes, 

principalmente não-enzimáticos presentes no plasma e fluídos corporais (Baser et al., 2015).  

Como a TAC está associada à atividade de sistemas antioxidantes não enzimáticos, avaliou-se 

a atividade antioxidante do ácido úrico (UA) salivar em função de diferentes estágios das lesões 

cárie. O UA é um poderoso antioxidante que elimina ERO ou radicais livres no plasma (Ames 

et al., 1981). Como foi demonstrada correlação 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 sanguíneo para avaliação deste biomarcardor. Em pacientes 

adultos saudáveis (idade média de 46 anos), a concentração encontrada de UA na saliva não 

estimulada foi de 4.80 mg/dL, (Bakhtiari et al., 2017) enquanto que em crianças saudáveis de 

6 a 12 anos de idade, a concentração de UA na saliva não estimulada foi 1.40 mg/dL. Apenas 
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Silva et al. (2016) quantificaram previamente a concentração deste antioxidante na saliva de 

crianças com cárie, e assim como no presente estudo, observaram aumento do UA (7.05 

mg/mL) salivar em relação as crianças livres de cárie (5.02 mg/ mL). Neste estudo, foi 

verificado que a os maiores valores de UA foram encontrados na saliva de crianças com lesões 

de cárie em dentina, seguido pelos valores encontrados na saliva de crianças com lesão de cárie 

em esmalte. Ainda, a progressão das lesões de cárie leva ao aumento do UA salivar reduzindo 

o dano oxidativo. Estes resultados sugerem que em crianças com lesões de cárie o dano 

oxidativo salivar é menor devido ao maior efeito antioxidante do UA salivar e corroboram a 

sugestão que o aumento do UA seria uma resposta adaptativa de proteção contra o excesso de 

radicais livres (Ames et al., 1981).  

Foi avaliado também se atividade antioxidante enzimática poderia contribuir para o 

menor dano oxidativo observado em saliva de crianças com lesões de cárie. Para isto, foi 

avaliado especificamente a atividade da SOD que é o sistema antioxidante enzimático 

considerado como a primeira linha de defesa contra os radicais de oxigênio (Keller et al., 1998). 

A SOD catalisa a dismutação do ânion superóxido em oxigênio e peróxido de hidrogênio 

(Halliwell, 1999). O ânion superóxido diminui a biodisponibilidade de oxido nítrico (NO) 

(Saran et al., 1990; Mcintyre et al., 1999), o qual é um dos mecanismos naturais inespecíficos 

de defesa da cavidade bucal contra multiplicação bacteriana. A fonte de NO oral pode estar 

relacionada à redução enzimática do nitrato/nitrito da dieta e da conversão do aminoácido L-

arginina pela NO sintase, uma enzima expressa em glândulas salivares e outros tecidos. Estudos 

in vitro demonstraram que o nitrito salivar sob condição ácida tem efeito inibitório sobre o 

crescimento e a sobrevivência de bactérias cariogênicas (apud Bayindir et al., 2005) e que 

pacientes com alto CPOD e baixo índice de higiene oral (OHI-S, do termo em inglês oral hygien 

index simplified) apresentaram concentrações 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 produção de NO pode ser um mecanismo de defesa do hospedeiro quando a cárie dentária 

aumenta ou a higiene bucal está prejudicada.  

Em crianças de 0-3 anos com CSPI foi observado (Silva et al., 2016) um aumento na 

atividade de SOD salivar quando comparados a crianças livres de cárie. 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 cárie (Hedge et al., 2014).  No presente estudo, 

mostramos que com a progressão das lesões cavitadas há um aumento da atividade da SOD 

salivar, e que o aumento da atividade da SOD contribuiu para a redução gradual do dano 

oxidativo salivar em crianças com lesões de cárie em esmalte e dentina. Os resultados 
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analisados conjuntamente associados, sugerem que o aumento da atividade da SOD na saliva 

de crianças com lesões de cárie ativa poderia ser considerado como mecanismo de defesa do 

hospedeiro contra a cárie dentária, uma vez que a atividade aumentada da SOD na saliva 

aumentaria a biodisponibilidade de NO, favorecendo sua atividade anticariogênica. 

Até o momento, não foi possível identificar os mecanismos que levam ao aumento da 

atividade antioxidante não enzimática e enzimática em saliva de crianças com lesões de cárie, 

enfatizando a necessidade de novos estudos para identificação destes mecanismos.   

De acordo com os resultados apresentados neste estudo, podemos concluir que quanto 

maior a severidade das lesões de cárie,maior atividade dos sistemas antioxidantes e da TAC 

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

 

 Figura 1- Concentração de Proteína Total (mg/mL) e substâncias reativas ao ácido 2-

tiobarbitúrico (TBARS, em µmol/mg proteína) na saliva de crianças do grupo A (livres de 

cáries) e com cárie em diferentes estágios (grupos B- D). Barras representam a média ± DP. *, 

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

 

Figura 2- Capacidade Antioxidante Total salivar (TAC, µmol/L FeSO4) e concentração de ácido 

úrico (UA, em mg/mL) na saliva de crianças livres de cárie (grupo 0) e com cárie em diferentes 

estágios (grupos B-D). Barras representam a média ± DP. *, # p <0,001 quando comparado aos 

outros grupos. 

 

Figura 3- Atividade da superóxido Dismutase (SOD) (UE/mL) na saliva de crianças livres de 

cárie (Grupo A) e com cárie em diferentes estágios (Grupos B-D). Barras representam ± DP. *,# 

p <0,001 quando comparado aos outros grupos. 
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Figura 1 

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
0.05

0.06

0.07

0.08

0.09

0.10 #

*

Livres

de cárie

Cárie

inicial

Cárie

intermediária

Cárie

avançada

P
ro

te
ín

a
 T

o
ta

l
m

g
/m

L

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
0.000

0.001

0.002

0.003

0.004

0.005

* #

Cárie

avançada

Livres

de cárie

Cárie

inicial

Cárie

intermediária

T
B

A
R

S


m

o
l/

L
/m

g
 p

ro
te

ín
a

 

 

 

 

 

 

 



44 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

Figura 2 
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Figura 3 
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Tabela 1- Correlação de Pearson (valores de r) entre as variáveis dependentes: 

Proteína, MDA (malonaldeido), TAC (capacidade antioxidante total), UA (ácido 

úrico) e SOD (superóxido dismutase) 

 MDA TAC UA SOD  

Proteína -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- Análise de regressão linear multivariada de fatores associados com o dano 

oxidativo 

 

Coeficiente 

 

Desvio 

padrão 

 

t 

 

P 

 

VIF 

 

R² 

ajustado 

 

Grupos -0.000986 0.0000737 -13.39 <0.001 3.808 

 

 

0.832 

  
 

Nº de lesões 0.000219 0.000045 4.872 <0.001 1.81 

VIF= Colinearidade; t= Força da equação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 
 
 

 

Heitor Ceolin Araujo 

MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

Valores da média ± Desvio Padrão das variáveis submetidas ao teste de ANOVA e pós teste 

de Student Newman-Keuls 

Variáveis Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D 

Proteína total 

(mg/mL) 

 

0.080 ± 0.005 0.080 ± 0.005 0.086 ± 0.006 0.095 ± 0.005 

MDA (μmol/L 

mg proteína) 

 

0.0037 ± 0.0003 0.0038 ± 0.0004 0.0017 ± 0.0001 0.0015 ± 0.0001 

TAC 

(µmol/L) 

 

27.12 ± 0.44 27.11 ± 0.26 39.04 ± 0.50 48.18 ± 0.18 

UA  

(mg/mL) 

 

5.85 ± 0.20 5.87 ± 0.14 6.77 ± 0.12 7.56 ± 0.18 

SOD 

 (UE/mL) 

33.73 ± 1.31 34.00 ± 1.55 42.54 ± 1.11 47.99 ±1.19 
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ANEXO I-  
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