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Lopes AO. O tratamento restaurador atraumatico das lesdes de carie reverte as
alteracdes de biomarcadores salivares de estresse oxidativo? [dissertacdo]. Aracatuba:

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar se o tratamento restaurador atraumatico da cérie reverte
as alteragdes dos biomarcadores salivares de estresse oxidativo em criangas com cérie em
diferentes estdgios. Foram incluidos neste estudo 30 pacientes (CAAE:
52083921.2.0000.5420) de 4-6 anos de idade, com leséo cariosa classificada pelo
ICCMS™  atendidos em uma EMEB do municipio de Aragatuba, SP, Brasil. As criangas
foram divididas em 2 grupos (n=15/grupo), de acordo com a severidade de carie, sendo
lesdo cariosa em esmalte (grupo A) e lesdo cariosa em dentina (grupo B). Amostras de
saliva ndo estimuladas foram coletadas dos pacientes antes, imediatamente apds e sete
dias apos o procedimento restaurador utilizando Cimento lonémero de Vidro, pela técnica
de restauracdo atraumatica. As coletas foram realizadas seguindo o regime de 2 horas de
jejum. Experimentos biogquimicos, previamente padronizados para amostras de saliva,
foram conduzidos para avaliacdo da concentragdo total de proteinas, &cido Urico (AU),
capacidade antioxidante total (TAC) e dano oxidativo (Malondialdeido, MDA). Os
resultados obtidos foram comparados entre 0s grupos por analise estatistica aplicando
teste de multivariancia (ANOVA, com poés-teste de Student-Newman-Keuls, p<0,05). Os
resultados demonstraram que a concentracdo de MDA aumentou apds o tratamento
clinico da cérie, enquanto os valores da TAC salivar e AU apresentaram uma reducdo. A
intervencdo clinica ndo reduziu os valores da concentracdo de proteina total salivar.
Nossos resultados demonstraram que o tratamento clinico das lesdes de carie pode
reverter as alteracbes de biomarcadores salivares de estresse oxidativo, exceto a

concentracdo de proteinas salivares.

Palavras-Chave: saliva, carie dentaria, estresse oxidativo, antioxidantes.






Lopes AO. Does atraumatic restorative treatment of caries lesions reverses
alterations in salivary biomarkers of oxidative stress? [dissertacdo]. Aracatuba:

Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2023.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate whether the atraumatic restorative treatment
of caries reverses alterations in salivary biomarkers of oxidative stress in children with
caries in different stages. Thirty patients (CAAE: 52083921.2.0000.5420) aged 4-6 years,
with carious lesions classified by the ICCMS™, attended at an EMEB in the city of
Aragatuba, SP, Brazil, were included in this study. The children were divided into 2
groups (n=15/group), according to the severity of the caries: enamel caries (group A) and
dentin caries (group B). Unstimulated saliva samples were collected from patients before,
immediately after and seven days after the restorative procedure using Glass lonomer
Cement, by the atraumatic restoration technique. Collections were performed following
a 2-hour fasting regimen. Biochemical experiments, previously standardized for saliva
samples, were conducted to evaluate total protein concentration, uric acid (UA), total
antioxidant capacity (TAC) and oxidative damage (Malondialdehyde, MDA). The results
obtained were compared between the groups by statistical analysis applying the
multivariate test (ANOVA, with Student-Newman-Keuls post-test, p<0.05). The results
showed that the concentration of MDA increased after the clinical treatment of caries,
while the values of salivary TAC and UA values showed a reduction. The clinical
intervention did not reduce salivary total protein concentration values. Our results
demonstrated that the clinical treatment of caries lesions can reverse the changes in

salivary biomarkers of oxidative stress, except the concentration of salivary proteins.

Keywords: saliva, dental caries, oxidative stress, antioxidants.
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RESUMO

Obijetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar se o tratamento restaurador atraumatico da
carie reverte as alteragdes dos biomarcadores salivares de estresse oxidativo em criancas

com carie em diferentes estagios.

Metodologia:  Foram  incluidos neste  estudo 30 pacientes (CAAE:
52083921.2.0000.5420) de 4-6 anos de idade, com leséo cariosa classificada pelo
ICCMS™, atendidos em uma EMEB do municipio de Aracatuba, SP, Brasil. As criangas
foram divididas em 2 grupos (n=15/grupo), de acordo com a severidade de carie, sendo
lesdo cariosa em esmalte (grupo A) e lesdo cariosa em dentina (grupo B). Amostras de
saliva ndo estimuladas foram coletadas dos pacientes antes, imediatamente apds e sete
dias apds o procedimento restaurador utilizando Cimento lonémero de Vidro, pela técnica
de restauracdo atraumatica. As coletas foram realizadas seguindo o regime de 2 horas de
jejum. Experimentos bioguimicos, previamente padronizados para amostras de saliva,
foram conduzidos para avaliagcdo da concentragdo total de proteinas, acido Urico (AU),
capacidade antioxidante total (TAC) e dano oxidativo (Malondialdeido MDA). Os
resultados obtidos foram comparados entre 0s grupos por analise estatistica aplicando

teste de multivariancia (ANOVA, com pos-teste de Student-Newman-Keuls, p<0,05).

Resultados: Os resultados demonstraram que a concentracdo de MDA aumentou apos o
tratamento clinico da cérie, enquanto os valores da TAC salivar e AU apresentaram uma
reducdo. A intervencao clinica ndo reduziu os valores da concentracdo de proteina total

salivar.

Conclusédo: Nossos resultados demonstraram que o tratamento clinico das lesdes de carie
pode reverter as alteragdes de biomarcadores salivares de estresse oxidativo, exceto a

concentracdo de proteinas salivares.

Palavras-Chave: saliva, carie dentaria, estresse oxidativo, antioxidantes.
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INTRODUCAO

De acordo com a Academia Americana de Odontopediatria (AAPD, do termo
em inglés American Academic of Pediatric Dentistry) a carie na primeira infancia (ECC,
do termo em inglés Early Childhood Caries) é classificada como a presenca de uma ou
mais superficies cariadas (cavitada ou nao cavitada), perdidas ou restauradas (devido a
carie) em dentes deciduos de criangas com menos de seis anos de idade (American
Academic of Pediatric Dentistry, 2022). Quando ndo tratada, a carie promovera
consequéncias de forte impacto imediato e em longo prazo na qualidade da satde bucal e
da saude sistémica da crianca, podendo impactar na vida social da crianca (Pitts et al.,
2019; Colak et al., 2013). O Sistema Internacional de Avaliacdo e Detecgdo de Cérie
(ICDAS, do termo em inglés International Caries Detection and Assessment System) €
um sistema de avaliacdo e deteccdo pelo diagnostico, prognostico e manejo clinico da
carie dentaria (Zandona et al., 2010). Porém com o objetivo de sintetizar estas
informacgd@es, foi criado o Sistema Internacional de Classificacdo e Gestdo da Cérie
(ICCMS™ do termo em inglés International Caries Classification and Management
System) que facilita o trabalho de pesquisadores e clinicos que buscam integrar e sintetizar
as informacdes, incluindo o status de risco de carie, e favorecer a revisdo sistematica das
evidéncias epidemioldgicas e de satde publica relacionada ao tratamento clinico da carie
(Isamail et al., 2007; ICDAS 1 Fundation).

A saliva tem sido empregada na deteccdo de doencas sistémicas e orais, pois
contém biomarcadores que podem ser analisados e quantificados (Spielman et al., 2011;
Malamud et al., 2011; Senthil Eagappan et al., 2016; Hassaneen et al., 2017). Além disto,
a coleta da saliva é um método n&o invasivo, de facil execucdo, seguro, indolor, e de baixo
custo. Resultados prévios de nosso grupo demonstraram que o dano oxidativo esta
reduzido na saliva de criancas com carie na primeira infancia em consequéncia do
aumento da capacidade antioxidante total (TAC) e dos sistemas antioxidantes enzimatico
e nao-enzimatico (Silva et al., 2016). Em estudo recente, foi demonstrado que ha uma
forte correlacdo positiva entre a TAC, o &cido drico (AU), a atividade da superdxido
dismutase (SOD) e a severidade das lesbes de cérie, levando a reducdo progressiva do
dano oxidativo salivar (Araujo et al., 2020). Adicionalmente, a hipdtese levantada
previamente de que a progressdo das lesdes de carie estaria diretamente associada a maior
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) salivar foi confirmada por estudos de nosso

grupo, nos quais demonstrou-se que na saliva de criangas (1-3 anos de idade) com lesdes
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de carie em esmalte e dentina ha concentragdes aumentadas de nitrito (NO2, metabdlito
quantificavel de oxido nitrico), quando comparada a saliva de criancas sem carie (Lisboa,
2022).

Dessa maneira, existe evidéncia de que a cérie altera significativamente varios
biomarcadores salivares de estresse oxidativo e, a partir disto, a hipotese do presente
estudo foi que o tratamento restaurador atraumatico (ART, do termo em inglés
Atraumatic Restorative Treatment) da carie poderia reverter as alteracdes dos
biomarcadores salivares de estresse oxidativo. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar possiveis alteracbes dos biomarcadores salivares de estresse oxidativo
imediatamente ap6s e sete dias ap0s a intervencdo clinica nas lesdes cariosas. A
concentracdo total de proteinas, os niveis de MDA, a capacidade antioxidante total (TAC)
e 0 &cido drico foram quantificados na saliva de criancas, antes e apds o tratamento clinico
das lesdes de céries. Esses resultados permitiram demonstrar pela primeira vez a eficacia

do ART na reversao das alteracOes salivares encontradas na presenca das lesdes cariosas.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos descritos a seguir foram encaminhados previamente para
anélise e aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa - Humanos da Faculdade de
Odontologia, Campus de Aragatuba, UNESP — Universidade Estadual Paulista (CAAE
52083921.2.0000.5420).

1. SELECAO DOS PACIENTES

Trinta criancas na faixa etaria de 4-6 anos foram selecionadas entre os pacientes
avaliados no projeto “Seu Melhor Sorriso e Sorriso Feliz: Fortalecimento das A¢des de
Atencdo Priméria & Saude Bucal na Primeirissima Infancia na Educacdo Infantil” da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP em parceria com a Prefeitura
Municipal de Aracatuba. As demais criancas avaliadas que nao foram selecionadas para
este estudo e que apresentavam severidade igual ou maior de carie foram encaminhadas
para tratamento odontolégico em Unidade Basica de Saude (UBS) do municipio de
Aracatuba, SP.
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Inicialmente, foi realizada uma primeira reunido com os professores e
responsaveis pelas criancas para explicar detalhadamente o protocolo do estudo e
responder a possiveis questdes levantadas pelos pais ou responsaveis. Posteriormente, foi
distribuido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) a todos os
pais/cuidadores das criancas e 0 Termo de Assentimento a todas as criancas selecionadas.
Aquelas criancas que ndo tiveram os termos assinados (critério de exclusdo), criancas
com doencas sistémicas ou criangas que faziam uso de medicamentos néo fizeram parte
do estudo. A partir da obtencdo dos termos de consentimento assinados, foi feita a
avaliacdo clinica, duplo-cego para diagndstico das lesdes de céarie por Cirurgid-Dentista
calibrada e experiente na area. Os critérios de inclusdo foram criangas com carie em
esmalte (lesdo de escore 3-4 do ICDAS) e em dentina (lesdo de escore 5-6 do ICDAS),
com no méaximo dois dentes cariados. As criancas selecionadas foram divididas em 2
grupos (n=15/grupo) de acordo com critérios do ICCMS™ (Ismail et al., 2015).

Grupo A — Lesdo intermediaria de carie: Lesdo de carie com cavitacdo em esmalte.
Grupo B — Carie em estdgio avancado: Lesé@o de carie com cavitacdo em dentina.

O numero amostral foi calculado com base em estudos prévios de nosso grupo
(Araujo et al., 2020), utilizando como variavel priméria a concentracao de &cido Urico
salivar e um poder de teste de 80%. O célculo foi realizado utilizando o programa Open

Epi, verséo 3.

2. TRATAMENTO CLINICO

Os atendimentos foram realizados em um consultério odontolégico localizado em
uma EMEB (Escola Municipal de Educacdo Bésica) do municipio de Aracatuba, SP,
Brasil. Os procedimentos restauradores atraumaticos seguiram os protocolos de remocéo
parcial ou total das lesdes de carie com curetas especificas, de acordo com cada indicagéo,
seguido do isolamento relativo da regido e condicionamento &cido (acido poliacrilico
11,5%) por 15 segundos. Apds a lavagem da regido com agua (30 segundos) e secagem
com papéis filtros estéreis, a cavidade foi selada utilizado um cimento de iondmero de
vidro convencional (Ketac Molar EasyMix® — 3M) e para finalizacdo do procedimento

foram realizados os devidos polimentos e ajustes oclusais.
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3. COLETA DA SALIVA

Para minimizar variagdes, a saliva total ndo estimulada foi coletada com 2 horas
de jejum e apds a higiene bucal feita somente com agua e escova de dente, devido a
possivel influéncia de alimentos e bebidas ingeridos recentemente e ao uso de produtos
fluoretados. A coleta salivar ocorreu em trés momentos, ou seja, anteriormente,
imediatamente apds e 7 dias apds o tratamento clinico das lesdes de cérie. Todas as
amostras salivares foram coletadas pela Cirurgid-Dentista/Pesquisadora utilizando um
dispositivo apropriado para coleta de saliva (Salivette®). Para isto, as criangas foram
colocadas em cadeira ou no colo da Cirurgia-Dentista, e o rolete de algodéo foi colocado
abaixo da lingua, permanecendo no local durante 5 minutos. Quando houve alguma
intercorréncia durante a coleta salivar, o procedimento foi interrompido sem uma nova
tentativa. ApoOs a coleta, as amostras foram mantidas em gelo até a centrifugacdo no
laboratorio de pesquisa (Silva et al., 2016; Aradjo et al., 2020; Lisboa, 2022).

4. DETERMINACAO DO FLUXO SALIVAR

Para a determinacdo do fluxo salivar ndo estimulado, adotou-se a mesma
metodologia usada previamente pelo nosso grupo (Araujo et al., 2020). Rapidamente, as
amostras salivares foram coletadas durante 5 min utilizando um Salivette®. Apos a
coleta, as amostras foram mantidas em gelo e no laboratério de pesquisa foram
centrifugadas a 4000 x RPM durante 10 min. O volume total do sobrenadante foi
quantificado. O fluxo salivar foi determinado pelo volume total de saliva coletada durante
5 minutos. Os resultados foram expressos em ml/min (Silva et al., 2016; Lisboa, 2022).

5. ANALISE BIOQUIMICA DA SALIVA

As amostras de saliva foram centrifugadas a 4000 x RPM durante 10 min e 0s
sobrenadantes foram fracionados em 6 aliquotas (100-500uL) e mantidos a -80°C até o
momento das analises bioquimicas.

As analises bioquimicas foram realizadas utilizando placas de 96 pocos, as quais
foram preenchidas com volumes especificos de saliva e reagentes. As reacdes

colorimétricas foram analisadas em leitora de micro placas Power Wave 340-Biotek.
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5.1 QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS SALIVARES

A quantificagdo de proteinas foi feita em aliquotas de 15uL de saliva pelo método
de Lowry et al. (1951). Foi utilizada uma curva padrdo de diferentes concentragdes de
albumina de soro bovino, como quantificacdo da concentracdo de proteinas na saliva.
Quando concentracBes acima do Gltimo ponto da curva padrdo foram detectadas, as
amostras foram diluidas e uma nova avaliacao foi feita. Os valores de absorbancia foram
determinados a 660nm. Os resultados foram expressos em g/L. A concentragdo de
proteina total foi usada para normalizacdo dos resultados obtidos nas analises bioquimicas

descritas abaixo (Lowry et al., 1951).

5.2 QUANTIFICACAO DE MALONDIALDEIDO (MDA)

O MDA ¢é um dos produtos de peroxidagdo lipidica avaliados pelo método de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), considerado um biomarcador do
dano oxidativo. O MDA foi determinado como descrito por Buege & Aust (1978). Foi
adicionado acido tricloroacético (15% m/v) as amostras de saliva (200uL) para precipitar
as proteinas e acidificar a solucdo. Esta mistura foi entdo centrifugada (4000 x RPM, 5
min, 25°C) e logo em seguida, o &cido tiobarbitdrico (TBARS, 0,67% m/v) foi adicionado
ao meio de reacdo. A amostra foi colocada num banho-maria com temperatura de 100°C,
por 60 min. A absorbancia foi lida a 532nm, e o coeficiente de absor¢do molar utilizado
foi de 1,56 x 10° M cm™. Os resultados foram expressos em pmol/g de proteina (Buege;
Aust, 1978).

5.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL SALIVAR (TAC)

A capacidade antioxidante total salivar foi avaliada por ensaio de poder
antioxidante redutor do ferro (FRAP) previamente padronizado por Benzie & Strain
(1996). Este método baseia-se na reducdo do complexo férrico tripiridil triazina (Fe*
TPTZ) para formar Fe?* em meio 4cido. Foi utilizada uma aliquota de saliva (10 uL). A
absorbancia da solucdo foi determinada a 593nm, utilizando uma curva padréo de sulfato

ferroso. Os resultados foram expressos em pmol Fe?*/g de proteina (Benzie; Strain, 1996).
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5.4 ACIDO URICO

O acido Urico foi determinado na saliva (10 pL) utilizando um kit comercial
(Labtest Diadgnostica SA, MG, Brasil), baseado no método enzimatico de Trinder,

seguindo as instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos em mg/g de proteina.

6. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + DP (desvio padréo), submetidos ao teste
de normalidade (Shapiro-Wilk) e por ter distribuicdo normal, foram submetidos a
ANOVA seguida do teste poOs-teste Student-Newman-Keuls (GraphPad, versdo 8.0,
GraphPad Software Corporation, La Jolla, CA, USA). Diferengas entre os grupos foram

consideradas significativas quando p <0,05.

RESULTADOS

No presente estudo, avaliamos um grupo de 30 criancas. Deste grupo de criangas,
63,3% eram do género masculino e 36,6% do género feminino (Figura 1-A), com média
de idade de 66,6% para criangas com 6 anos de idade, 26,6% para criancas de 5 anos e
6,6% para criangas com 4 anos de idade (Figura 1-B). As criancas diagnosticadas com
apenas um dente cariado representaram 43,3% da amostra, enquanto o restante (56,6%)
das criangas apresentava dois dentes cariados na cavidade bucal (Figura 1-C). A
quantidade de criancas pertencentes ao grupo A (lesdo de carie com cavitacdo em esmalte)
foi igual ao grupo B (lesdo de cérie com cavitagdo em dentina), com um total de 15
criancas por grupo (Figura 1-D). A coleta da saliva ocorreu em 70% dos casos no periodo
da manhd e 30% no periodo da tarde (Figura 1-E). A partir da coleta, determinamos o
fluxo salivar que variou de 0,26 — 0,29 ml/min entre as criancas do estudo. N&o
observamos diferencas significativas no fluxo salivar entre os grupos (com cérie de
esmalte e dentina) ou entre os diferentes tempos de coleta (antes, depois e depois de 7
dias do tratamento) (Figura 1-F).

A concentracdo de proteina salivar, quando analisada em funcdo ao género
(masculino e feminino), foi maior (p<0,0001) em meninos no periodo de coleta D7 em

relacdo ao periodo D e também maior (p=0,0173) que no periodo A (Figura 2-A). N&o
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foram observadas diferencas na concentracdo de proteinas salivares entre os periodos no
grupo de meninas. Quando comparamos ambos 0S géneros, encontramos diferenca
estatistica apenas no periodo D7 (p=0,0060). Quando avaliada a idade das criancas, a
concentracdo de proteina salivar aumentou (p=0,0013) em criancas de 6 anos de idade no
periodo D7 (Figura 2-B). Nao houve diferenca na concentracdo de proteina na saliva de
criancas de 4 e 5 anos de idade nos diferentes momentos avaliados. Criancas com dois
dentes cariados apresentaram um aumento (p=0,0016) na concentracdo de proteina
salivar no periodo D7 (Figura 2—C). Nao foi encontrada diferenga na concentracdo de
proteina na saliva de criangcas com apenas um dente cariado nos diferentes periodos de
coleta salivar. Considerando a severidade da lesdo (Figura 2-D), criangas com carie em
esmalte ndo demonstraram altera¢Ges na concentracdo de proteina salivar em nenhum dos
periodos. Ja nas criangas com carie em dentina foi observada uma reducéo (p=0,0455) no
periodo D e um aumento (p=0,0001) no periodo D7 na concentracao de proteina.

As concentracfes salivares de MDA se mostraram aumentadas (p=0,0416) em
criancas com dois dentes cariados (Figura 3—A), imediatamente apds o tratamento clinico
das lesdes (periodo D). Criangas com apenas um dente cariado ndo apresentaram
diferenca significante nas concentracdes de MDA salivar (p>0,05) nos diferentes
periodos. Avaliando a severidade das lesdes cariosas (esmalte e dentina), observamos um
aumento (p=0,0215) na concentracgdo salivar de MDA imediatamente ap0ds o tratamento
clinico da cérie (periodo D) (Figura 3-B). Observamos que esse aumento se mostrou
significante na saliva de criancas com carie em dentina, uma vez que quando analisados
os resultados separadamente, a céarie em dentina (Figura 3-D) denota um aumento
(p=0,0208) na concentracdo de MDA salivar no periodo D, enquanto a carie de esmalte
(Figura 3—C) ndo promove diferencas nas concentracoes salivares de MDA (p>0,05) nos
periodos avaliados.

Os valores da TAC na saliva de criangas com dois dentes cariados foram menores
(p=0,0131) apas 7 dias do tratamento (periodo D7) em comparacdo a imediatamente apds
o tratamento (periodo D) (Figura 4-A). Criangas com apenas um dente cariado nédo
apresentaram alteragdes significantes nos valores da TAC salivar (p>0,05) nos diferentes
periodos de coleta. A TAC salivar apresentou uma reducéo (p=0,0032) em seus valores
guando analisamos a severidade das les6es cariosas (esmalte e dentina) sete dias apds o
tratamento (D7) em relacdo a imediatamente apos o tratamento (periodo D) (Figura 4—
B).Analisando os resultados separadamente, a carie em esmalte ndo promoveu nenhuma

alteracdo (p>0,05) nos valores da TAC salivar nos periodos de coleta, enquanto a cérie
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em dentina reduziu (p=0,0467) a TAC salivar no periodo D7 quando comparado ao
periodo D (Figura 4-C).

Os valores de AU na saliva de criangas com dois dentes cariados (Figura 5-A)
estavam reduzidos (p=0,0008) apos sete dias do tratamento clinico (D7) em comparagéo
a imediatamente apos o tratamento (periodo D) ou com os valores anteriores. Criancas
com apenas um dente cariado ndo demonstraram alteracdo nos valores de AU salivar
(p>0,05) nos diferentes momentos de coleta. Observamos uma reduc¢édo (p=0,0006) nos
valores de AU salivar no periodo D7, comparado ao periodo D, quando analisamos a
severidade das lesdes cariosas (esmalte e dentina) (Figura 5-B). As lesbes cariosas em
dentina (Figura 5-D), quando avaliadas separadamente apresentam uma reducdo
(p=0,0117) na concentracdo de acido urico salivar observada no periodo D7 (sete dias
apos o tratamento) em comparagdo ao periodo D (imediatamente apds o tratamento). Ja
as lesBes cariosas em esmalte ndo apresentam altera¢fes na concentracdo de acido Urico

salivar (p>0,05) nos diferentes momentos de coleta (Figura 5-C).

DISCUSSAO

Neste estudo, a hipotese levantada foi parcialmente comprovada pelos resultados
apresentados. O tratamento clinico das lesdes de carie reverteu as alteragdes de alguns
biomarcadores salivares de estresse oxidativo, como as concentragdes salivares de MDA,
que representa o dano oxidativo, e os valores de TAC e AU, que estariam relacionadas
aos sistemas antioxidantes ndo enzimaticos. Entretanto, contrariando nossa hipétese, a
concentracdo total de proteinas salivares apresentou resultados controversos ao que era
esperado, observamos um aumento apds o tratamento clinico.

As amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas, preferencialmente, no
periodo matutino e apos 2 horas de jejum, uma vez que, como descrito por Araujo et al.
(2020), neste periodo haveria menor variacao relacionada ao ritmo circadiano e/ou de
bebidas e comidas ingeridas. A revisdo sistematica com metandlise descrita por Martins
et al. (2022) demonstrou que o fluxo salivar € menor em criangas com cérie do que em
criancas sem carie. Com isso, era esperado que apos o tratamento clinico das lesGes de
carie, os valores de fluxo salivar fossem possivelmente aumentados. No entanto, 0s
valores do fluxo salivar ndo foram alterados apds o tratamento. Estes resultados

corroboram resultados prévios que ndo mostraram diferencas no fluxo salivar entre
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criancas sem cérie e criangas com carie de esmalte e dentina (Silva et al., 2016; Araujo et
al., 2020; Lisboa, 2022).

Em estudos anteriores, a concentracdo de proteina salivar em criangas com cérie
dentaria apresentou-se aumentada quando comparada ao grupo livre de carie (Silva et al.,
2016; Martins et al., 2022). Quando se avaliou a céarie em diferentes estagios de
progressdo, foi observado que a concentracdo de proteina salivar aumentava
significantemente de acordo com a severidade (esmalte e dentina), enquanto as lesdes
cariosas em estagio inicial (sem cavitacdo) ndo alteravam os niveis de proteina salivar
(Jurczak et al., 2017; Araujo et al., 2020). Neste estudo, mostramos que meninos de 6
anos, com dois dentes cariados e com lesdo em dentina, apresentaram apds 7 dias do
tratamento clinico da carie um aumento significativo na concentracdo de proteina salivar.
Esperdvamos que houvesse a reducgdo dos niveis de proteina salivar ap6s o tratamento das
lesBes cariosas, para que ocorresse o restabelecimento do ambiente oral, porém isto ndo
ocorreu. Esse aumento da concentracdo de proteina salivar poderia ser associado a
diferentes fatores alem da carie, como género e a idade. No entanto, somente foram
encontrados aumentos significativos na saliva de meninos com idade superior a 7 anos,
prevalecendo em idades relacionadas aos periodos de adolescéncia e idade adulta (Pandey
et al., 2015; Prabhakar et al., 2009; Tolunoglui et al., 2006).

Outra explicacdo possivel para o aumento na concentracdo de proteina salivar
apos o tratamento clinico das lesdes cariosas seria 0 papel das proteinas salivares na
protecdo do ambiente oral. Como descrito anteriormente, 0 aumento da concentragéo de
proteinas salivares seria uma resposta protetora e/ou adaptativa do organismo frente a
diferentes estimulos (Amerongen et al., 2004). Além disso, o tempo de 7 dias apos o
tratamento clinico, que se deteve apenas na restauracao das lesdes cariosas, possivelmente
ndo foi suficiente para reverter os estimulos associados a doenga cérie. Se mudangas no
comportamento alimentar e na higienizacao da crianca ndo foram alterados neste periodo,
os fatores associados a doenca ainda estariam presentes, mantendo um ambiente favoravel
ao desenvolvimento da céarie e exigindo que 0 organismo aumentasse a concentracao de
proteinas como resposta protetora. Novos estudos sdo necessarios para a confirmagédo
desse mecanismo e/ou para melhor entendimento do aumento na concentragdo de
proteinas salivares neste periodo. A analise protedmica da saliva € um método de
avaliacdo eficaz para a compreensdo do comportamento das proteinas presentes na saliva

humana e sua repercussdo na saude bucal e sisttmica, e poderia proporcionar 0
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entendimento das alteracBes associadas as patogenicidades, como da doenca carie
(Oliveiraet al., 2022).

O dano oxidativo na saliva ¢ mensurado pela quantificagdo do MDA, um
biomarcador salivar, o qual é avaliado pelo método de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico —- TBARS (Guentsch et al., 2008; Martins et al., 2022). Em estudos prévios,
foram observados niveis reduzidos de MDA salivar em criancas com carie dentaria (Silva
etal., 2016; Martins et al., 2022). Além disso, também foi observado que as concentragdes
salivares de MDA diminuem progressivamente em saliva de criangas com leséo cariosa
cavitada (esmalte e dentina) quando comparadas as lesfes cariosas ndo cavitadas (estagio
inicial da carie) (Araujo et al., 2020). No atual estudo, esperdvamos que os niveis de MDA
fossem aumentados apds o tratamento das lesdes de carie. Nossos resultados mostraram
um aumento significativo do MDA salivar imediatamente ap6s o tratamento, nos
mostrando que o tratamento da cérie reverteu o quadro clinico de maior severidade, ou
seja, dois dentes com carie em dentina. No entanto, apds 7 dias de tratamento, os valores
encontrados de MDA salivar ndo foram diferentes dos encontrados na saliva de criangas
com carie. Estes dados sugerem que o dano oxidativo, assim como as proteinas salivares,
seriam biomarcadores mais associados a doenca do que a lesdo cariosa. Portanto, para a
manutencdo dos niveis de MDA salivar aumentados, seria necessario que, além da
intervencdo clinica, houvesse a intervencao nos fatores que predispde a doenca cérie, 0s
quais estdo relacionados diretamente a dieta, higiene bucal, acimulo da placa bacteriana,
escasso acesso a servicos de saude bucal, dentre outros (Pitts et al., 2019; Colak et al.,
2013).

A quantificacdo da TAC salivar, avaliada pelo método de capacidade de reducao
ferrica (FRAP, do termo inglés Ferric Reducing Antioxidant Power), nos revela dados
importantes a respeito do equilibrio entre os sistemas oxidantes e antioxidantes (Zarban
et al., 2017; Krumar et al., 2015). Criancas com cérie severa da infancia apresentam um
aumento significativo na TAC salivar em comparacao ao grupo livre de carie (Silva et al.,
2016; Martins et al., 2022). A severidade das lesdes de carie aumenta progressivamente
os valores de TAC salivar, pois lesdes cavitadas (esmalte e dentina) promovem aumento
significantemente maior do que em lesbGes ndo cavitadas (carie inicial), as quais ndo
alteraram os valores da TAC salivar (Jurczak et al., 2017; Araujo et al., 2020). A TAC
salivar aumentada estaria diretamente associada a niveis menores do dano oxidativo, e
tem sido considerado um biomarcador salivar de cérie dentaria (Krumar et al., 2015,

Martins et al., 2022). No presente estudo, observamos que ap6s 7 dias do tratamento
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clinico das lesGes cariosas a TAC esté reduzida na saliva de criancas, sugerindo que o
tratamento clinico da carie proporcionaria uma adequacdo na atividade dos sistemas
antioxidantes. No entanto, como mostrado na Figura 3, ndo podemos até o momento
correlacionar os resultados de MDA e TAC salivar.

O é&cido urico (AU) salivar é considerado um antioxidante potente, pertencente ao
grupo dos antioxidantes ndo enzimaticos, que tem como funcéo a eliminacéo das espécies
reativas de oxigénio (EROs) ou radicais livres (Ames et al.,1981) do meio. A
concentracdo de AU salivar esta aumentada em criangas com cérie severa da infancia em
relacdo as criangas livre de carie (Silva et al., 2016; Martins et al., 2022). A progressdo
da carie, com lesbes cavitadas (esmalte e dentina), aumenta progressivamente a
concentracdo de AU salivar, quando comparado as lesdes ndo cavitadas (Araujo et al.,
2020). Neste estudo, observamos que os valores de AU na saliva de criangas estéo
reduzidos apos 7 dias da intervencdo clinica. Estes dados mostram que os valores de AU
salivar estdo diretamente relacionados com os valores da TAC salivar, devido ao acido
arico ser responsavel por 70% da capacidade antioxidante da saliva (Nagler et al., 2002),
assim alteracBes dos niveis de &cido Urico salivar possivelmente alteram os valores de
TAC salivar.

Estudos complementares aos apresentados no presente estudo serdo necessarios
para a melhor compreensao do efeito do ART sobre as alteracdes salivares encontradas.
A avaliacdo da saliva destes pacientes em periodos de 4-6 meses apés o tratamento clinico
serd importante para identificarmos a eficacia do tratamento na manutencéo, ou néo, das
alteracdes salivares. Além disto, outros fatores limitantes do estudo, como a ma
higienizacdo diaria e a dieta cariogénica, deverdo ser controlados apds o tratamento para

nao influenciar nos resultados das analises realizadas.

CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram, pela primeira vez, que o tratamento restaurador
atraumatico das lesdes de cérie pode reverter alteracdes de biomarcadores salivares de
estresse oxidativo, exceto a concentracdo de proteinas salivares, que parecem estar mais
relacionadas a doenca carie e seus fatores causais do que diretamente as lesdes cariosas.
Os mecanismos associados a estes efeitos ndo foram totalmente esclarecidos até o

momento, sendo necessarios experimentos complementares.
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HIGHLIGHTS/DESTAQUES

1. A concentracdo de proteina salivar esta aumentada apds o tratamento clinico
da cérie.

2. Osvalores de MDA aumentam apés o tratamento da carie.

3. Osvalores de TAC e AU salivar reduzem ap0s o tratamento da carie.

4. O quadro clinico de maior severidade determina as alteragdes encontradas.
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