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LISBOA, ACG. A severidade da cárie na primeira infância aumenta atividade da 

SOD sensível ao KCN, reduz proteínas carboniladas e aumenta a biodisponibilidade 

do óxido nítrico na saliva. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia, 

Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2022. 

RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar se a progressão da severidade das lesões de cárie 

alteraria as atividades das isoformas da superóxido dismutase (SOD), sensível ou não ao 

cianeto de potássio (KCN), a carbonilação de proteínas e a biodisponibilidade do óxido 

nítrico (NO) salivar. Amostras de saliva, não estimulada, foram coletadas de crianças (1 

a 3 anos) em uma creche municipal de Birigui, SP, Brasil. As crianças foram divididas 

em 4 grupos (n=30/grupo) de acordo com os critérios do ICCMSTM, sendo o grupo A 

(livres de cárie), grupo B (cárie inicial), grupo C (cárie moderada) e grupo D (cárie 

extensa). A atividade enzimática da SOD sensível ao KCN e da SOD insensível ao KCN 

(SOD sens KCN e SOD ins KCN, respectivamente) foram determinadas pelo método de 

oxidação do pirogalol. O método da carbonilação da proteína foi utilizado para determinar 

o dano oxidativo (DO), baseado no método alcalino de DNPH (2,4-

Dinitrofenilhidrazina). A biodisponibilidade de NO salivar foi quantificada pelo método 

de Griess. Os dados foram analisados pelo teste de ANOVA e pós-teste de Student-

Newman-Keuls (α = 0,05), e pela correlação de Pearson e Spearman. Os resultados 

demostraram que a progressão das lesões de cárie aumentou a atividade da SOD sens 

KCN, mas não alterou a atividade da SOD ins KCN, reduziu a carbonilação de proteína, 

e aumentou a biodisponibilidade do NO salivar. Em conclusão, os dados deste estudo 

mostraram que a progressão da cárie aumenta a atividade da SOD sens KCN que, 

possivelmente, reduz o dano oxidativo e favorece a biodisponibilidade de NO salivar. 

Embora exista um aumento da defesa antioxidante enzimática e da biodisponibilidade de 

NO, a progressão da cárie nestas condições se daria quando os fatores extrínsecos 

estiverem prevalecendo aos fatores de defesa antioxidante da saliva e ação antibacteriana 

do NO. Com isso, podemos reforçar a importância do acompanhamento odontológico 

preventivo da cárie desde a primeira infância para que sejam reduzidos os fatores de risco 

da cárie e prevaleça a defesa antioxidante salivar e ação antibacteriana do NO. 

Palavras-chave: Saliva. Cárie dentária. Superóxido dismutase. Carbonilação proteica. 

Óxido nítrico. 
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LISBOA, ACG. The severity of caries increases the activity of SOD sens KCN, 

reduces carbonylated proteins and increases the bioavailability of nitric oxide in 

saliva. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual 

Paulista, Araçatuba, 2022. 

ABSTRACT 

The aim of this study was to assess whether caries progression alters the activity of 

superoxide dismutase (SOD) isoforms, protein carbonylation (a biomarker of oxidative 

damage) and the bioavailability of nitric oxide (NO) in children's saliva. Saliva samples, 

not stimulated, were collected from children (1 to 3 years old) in a municipal day care 

center in Birigui, SP, Brazil. The children were divided into 4 groups (n=30/group), 

according to the ICCMSTM criteria, being group A (caries free), group B (initial caries), 

group C (moderate caries) and group D (extensive caries). The enzymatic activity of 

potassium cyanide (KCN)- sensitive superoxide dismutase (SOD) and KCN-insensitive 

SOD (SOD sens KCN and SOD ins KCN, respectively) were determined by the 

pyrogallol oxidation method. The protein carbonylation method based on the alkaline 

method of DNPH (2,4- Dinitrophenylhydrazine) was used to determine oxidative damage 

(OD). Salivary nitric oxide (NO) bioavailability was quantified by the Griess method. 

Data were analyzed by ANOVA and Student-Newman-Keuls post-test (α = 0.05), and by 

Pearson and Spearman correlation. The results showed that with the progression of caries, 

there was an increase in SOD sens KCN activity, with no change in SOD ins KCN 

activity, a reduction in protein carbonylation, and an increase in salivary NO 

bioavailability. We can conclude that the greater the severity of caries, the greater the 

activity of SOD sens KCN, which leads to less oxidative damage and greater 

bioavailability of NO. However, it is possible that in the stages of greater caries severity, 

the antibacterial action of NO is superimposed by external cariogenic factors, favoring 

the process of demineralization and enamel and dentin damage. Thereby, we understand 

that the clinical dental care of children in early childhood is a key factor for controlling 

cariogenic factors and keeping in balance with the antioxidant defense and antibacterial 

action of NO in saliva.  

Keywords: Saliva. Caries. Superoxide dismutase. Protein carbonylation. Nitric oxide. 
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Figura 1 – Concentração de proteínas (mg/dL) em amostras de saliva de 

crianças livres de cárie (Grupo A) e com cárie em diferentes estágios 

(Grupos B-D). Os pontos representam os resultados individuais dentro de 

cada grupo. Letras minúsculas diferentes representam diferenças estatísticas 

entre os grupos (p < 0.0001). A linha tracejada entre os grupos representa a 

correlação positiva (r=0.7084) entre a concentração de proteínas salivares e 

a severidade da cárie.   

 

Figura 2 – Atividade de superóxido dismutase (SOD) sensível ao cianeto de 

potássio (KCN) e SOD insensível ao KCN (SOD sens KCN e SOD ins KCN, 

respectivamente) (UE/mL/mg total de proteína) em amostras de saliva de 

crianças livres de cárie (Grupo A) e com cárie em diferentes estágios 

(Grupos B-D). As barras representam a média ± DP. Letras diferentes 

maiúsculas representam diferenças estatísticas para SOD sens KCN (p < 

0.0001) e letras iguais minúsculas representam similaridade estatística para 

SOD ins KCN (p > 0.05).  

 

Figura 3 – Proteína Carbonilada (nmol/mg) em amostras de saliva de 

crianças livres de cárie (Grupo A) e com cárie em diferentes estágios (Grupo 

B-D). As barras representam a média ± DP. Letras diferentes minúsculas 

significam diferenças estatísticas entre os grupos (p < 0.001). 

 

Figura 4 – Óxido nítrico (NO) salivar (em μmol/ml para o gráfico em (a) e 

em μmol/mg de proteína total para o gráfico em (b)) nas amostras de saliva 

de crianças livres de cárie (Grupo A) e com cárie em diferentes estágios 

(Grupos B-D). As barras representam a média ± DP. Letras diferentes 

minúsculas significam diferenças estatísticas entre os grupos (p < 0.001). 
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A severidade da cárie na primeira infância aumenta atividade da SOD sensível ao 

KCN, reduz proteínas carboniladas e aumenta a disponibilidade do óxido nítrico na 

saliva. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Cárie na Primeira Infância (ECC, do termo em inglês Early Childhood Caries) é 

definida clinicamente como a presença de superfícies cariadas, perdidas ou restauradas 

devido à cárie, nos dentes decíduos, em criança com menos de 6 anos (American 

Academy of Pediatric Dentistry, 2016; Tinanoff et al., 2019). Ela é considerada um grave 

problema de saúde pública, pois sua progressão é rápida (Kawashita et al., 2011; Çolak 

et al., 2013; Anil et al., 2017) e suas manifestações incluem dor, dificuldade de 

mastigação, dificuldade de tomar bebidas quentes ou frias, afeta a qualidade do sono e do 

rendimento escolar, além da dificuldade de socialização e o comprometimento da 

autoestima (Martins-Júnior, et al., 2013), ou seja, as essas consequências exercem 

impacto forte e imediato e em longo prazo na qualidade de vida individual e social da 

criança (Çolak et al., 2013).  Com o melhor entendimento da etiologia e da progressão 

desta doença, os sinais iniciais da cárie também são considerados, podendo ser prevenida, 

controlada e revertida. (Paula et al., 2017). O Sistema Internacional de Avaliação e 

Detecção de Cárie (ICDAS, do termo em inglês International Caries Detection and 

Assessment System), é um método de avaliação clínica visual da cárie dentária, onde 

classifica as superfícies dentárias em códigos com o objetivo de padronizar o diagnóstico 

(Pitts, 2009). Porém com o objetivo de integrar e sintetizar estas informações, surgiu o 

Sistema Internacional de Classificação e Gestão da Cárie (ICCMSTM, do termo em inglês 

International Caries Classification and Management System) que é desenvolvido por 

meio de evidências globais e tem o objetivo da padronização da decisão de tratamento da 

cárie, afim de facilitar a prática clínica dos cirurgiões dentistas. Ambos os sistemas são 

baseados em evidências clínicas e científicas que visam manter e preservar a estrutura 

dentária (Pitts et al., 2014; Ismail et al., 2015).  

A saliva humana pode ser empregada na detecção de doenças sistêmicas e orais, pois 

contém biomarcadores que podem ser analisados e quantificados (Spielmann et al., 2011; 

Malamud et al., 2011; Eagappan et al., 2016; Hassaneen et al., 2017). Os biomarcadores 

ideais para o diagnóstico de doenças relacionadas ao estresse oxidativo devem ser 

estáveis, ter valor prognóstico, refletir vias de oxidação específicas e correlacionar-se 

com o processo fisiopatológico da doença (Frijhoff et al., 2015; Ho et al., 2013).  

A proteína carbonilada devido sua estabilidade e facilidade de detecção é o 

biomarcador mais utilizado para avaliação do dano oxidativo de proteínas, além de refletir 
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o dano celular induzido por múltiplas formas de espécies reativas de oxigênio (ERO). As 

proteínas carboniladas são formadas como consequência do ataque de radicais livres 

sobre as cadeias laterais dos aminoácidos (Sculley; Langley-Evans, 2003; Pradeep et al., 

2013; Baltacioglu; Sukuroglu, 2019). 

Resultados prévios de nosso grupo demonstraram que o dano oxidativo está 

reduzido na saliva de crianças com ECC (Silva et al., 2016; Araujo et al., 2020) em 

consequência do aumento da atividade de sistemas antioxidantes. Em um destes estudos, 

foi demonstrado uma correlação forte e positiva entre a atividade antioxidante enzimática 

(SOD) e não enzimática (UA e TAC) e a severidade das lesões de cárie, levando a redução 

progressiva do dano oxidativo salivar (Araujo et al., 2020).  

  O óxido nítrico (NO) é considerado um dos mecanismos endógenos, 

inespecíficos, de defesa da cavidade bucal contra multiplicação bacteriana (apud Bayindir 

et al., 2005; Han et al., 2013). Estudos in vitro demonstraram que o nitrito salivar (NO2) 

sob condição de pH ácido tem efeito inibitório sobre o crescimento e a sobrevivência de 

bactérias cariogênicas como os Streptococcus mutans (apud Bayindir et al., 2005), 

Lactobacillus casei e Candida albicans (Xia et al., 2006; Ghasempour et al., 2014).  

A biodisponibilidade do NO é reduzida na presença de ERO, entre elas o ânion 

superóxido (Saran et al., 1990; Mcintyre et al., 1999). Entretanto, a enzima superóxido 

dismutase (SOD) catalisa a dismutação do ânion superóxido em oxigênio e peróxido de 

hidrogênio (Halliwell, 1999) aumentando a biodisponibilidade de NO. Porém a SOD é 

encontrada de formas diferentes em células de mamíferos (Loven et al., 1982), sendo uma 

isoforma da SOD intracelular, juntamente com a SOD extracelular, onde ambas são 

sensíveis ao cianeto (KCN), e mais uma isoforma mitocondrial que é quase insensível ao 

KCN (Romuk et al., 2019; Stewart et al., 2002; Skrzep-Poloczek et al., 2020). Estudos 

anteriores ao nosso, mostraram que houve um aumento na atividade de SOD na saliva de 

crianças de 0-3 anos com cárie na primeira infância (ECC), quando comparadas a crianças 

livres de cárie (Silva et al., 2016). Além disto, foi observada uma correlação forte e direta 

entre a progressão das lesões de cárie na primeira infância e o aumento gradativo da 

atividade da SOD (Araújo et al., 2020).  

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar se a progressão da 

severidade das lesões de cárie alteraria as atividades das isoformas da SOD, sensível ou 

não ao KCN, a carbonilação de proteínas e a biodisponibilidade do NO salivar. Nossa 

hipótese é que o aumento da atividade da SOD na saliva de crianças com lesões de cárie 
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poderia ser um mecanismo de defesa por reduzir o dano oxidativo e aumentar a 

biodisponibilidade de NO, favorecendo assim sua atividade anticariogênica.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Seleção dos pacientes 

Todos os procedimentos descritos foram encaminhados previamente para análise 

e aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de 

Odontologia Campus de Araçatuba, UNESP e aprovados (protocolo CAAE 

71063417.4.0000.5420). 

Esta pesquisa envolveu crianças (1-3 anos de idade), que participavam de 

programas educacionais e preventivos de saúde bucal na escola de educação municipal 

(EEM) Profª Dionisia Miragaia Carmine, na cidade de Birigui, São Paulo, Brasil 

(localizada no sudeste a 21° de latitude 17′19″ sul e longitude 50° 20′24 ″ leste a uma 

altitude de 450 metros; tem uma temperatura média anual de 22,1° C e índice de 

desenvolvimento humano de 0,780). Foi realizada uma reunião com os diretores da EEM 

e os pais ou responsáveis legais das crianças antes do início do estudo, na qual o protocolo 

foi explicado e as dúvidas foram esclarecidas. Os Termos de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) foram distribuídos a todos os pais/responsáveis.  

Crianças cujos pais/responsáveis não devolveram o TCLE assinado e crianças com lesões 

de cárie com mais de uma classificação do ICCMS™ foram excluídas do estudo. 

Alterações na cor e morfologia da gengiva, biofilme visível, restaurações anteriores e 

erupções dentárias associadas à resposta inflamatória exacerbada que foram observadas 

durante o exame clínico, além de doenças sistêmicas, crônica ou não, e o uso de 

medicamentos foram consideradas como critério de exclusão. 

Os exames clínicos foram realizados por um odontopediatra calibrado e 

experimente (HCA) em 563 crianças para a determinação do índice ICCMS™. Após 

secagem dos dentes com uma gaze, os exames clínicos foram realizados sob luz natural, 

com o auxílio de uma sonda e espelho seguindo os critérios da OMS (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2013). As crianças foram divididas em quatro grupos (n = 30/grupo) 

de acordo com os critérios do ICCMS™: Grupo A - livre de cárie; Grupo B - cárie inicial; 

Grupo C - cárie moderada; e Grupo D - cárie extensa. O tamanho da amostra foi 

determinado com base no estudo de Silva et al. (2016), no qual foram avaliados 

marcadores de estresse oxidativo em amostras de saliva de crianças livres de cárie e com 

ECC. 



29 
 

Ana Carolina Gomes Lisboa 
 

 

2.2 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 e 

posteriormente foram centrifugadas a 5500 x g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram 

divididos em 2 alíquotas (150 µL/cada) e armazenados a -80 °C até o momento das 

análises. Os níveis de proteína carbonilada, a concentração de nitrito e a atividade da SOD 

sensível ao KCN foram determinados através de reações colorimétricas, analisadas em 

leitora de micro placas Power Wave 340-Biotek, seguindo as diferentes metodologias 

descritas abaixo. 

 

2.3 Ensaios bioquímicos 

2.3.1 Proteína total salivar 

As concentrações de proteínas na saliva foram determinadas pelo método de 

Lowry (1951), como descrito previamente no estudo de Araujo et al., 2020. A 

concentração e proteína total foi usada para normalização dos resultados obtidos nas 

análises bioquímicas descritas abaixo. 

 

2.3.2 Atividade da superóxido dismutase (SOD) salivar total 

A enzima superóxido dismutase é encontrada de 3 isoformas. SOD 1 que é a SOD 

contendo cobre e zinco (CuZn-SOD), que é encontrada no espaço intracelular, a SOD 2 

que contem manganês (Mn-SOD) é localizada nas mitocôndrias de células aeróbias e a 

SOD 3 (EC-SOD) que é semelhante a CuZn-SOD, porém é encontrada 

predominantemente na matriz extracelular da maioria dos tecidos (Loven, et al., 1982; 
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Romuk et al., 2019; Zelko et al., 2002). Sendo a SOD 1 e SOD 3 sensíveis ao cianeto de 

potássio (KCN) ou seja o KCN inibe a sua atividade e a SOD 2 insensível ao KCN, KCN 

não inibe sua atividade (Petersen et al., 2002; Marklund, 1982; Marklund, 1984). 

A atividade da SOD total foi determinada na saliva das crianças pelo método de 

Marklund (1985), com base na inibição da autoxidação do pirogalol, como descrito 

rapidamente abaixo. 

Uma alíquota de 20 μL de saliva foi previamente diluída (1:10, v/v) e em seguida 

foi adicionado Pirogalol (2,6 mmol/L diluído em HCL 10 mmol/L). A absorbância foi 

lida a 420 nm. Foram realizadas cinco leituras a cada 1 min. A quantidade de enzima 

necessária para reduzir em 50% a autoxidação do pirogalol foi considerada uma unidade 

de atividade enzimática. Os resultados foram expressos em UE/mL e em UE/mL/mg de 

proteína. 

 

2.3.3 Atividade da superóxido dismutase salivar sensível ao cianeto de potássio (SOD 

sens KCN) 

A atividade da SOD sens KCN foi determinada na saliva segundo o método de 

Fridovich (1974) e como descrito em Soni (2014). 

Em um tubo de ensaio foram adicionados: KCN (20 μL, 150 mmol/L), saliva (20 

μL) e 1960 μL de Tampão Tris (Tris 50 mmol/L, EDTA 1 mmol/L) em pH 8,5. A reação 

foi incubada a 37°C por 30 minutos. Em seguida foi adicionado Pirogalol (2,6 mmol/L 

diluído em HCl 10 mmol/L). A leitura da absorbância foi feita no comprimento de onda 

de 420 nm. Por ser uma reação cinética, foram feitas 5 leituras (uma leitura/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/mg proteína total. 

2.3.4 Atividade da superóxido dismutase salivar insensível ao cianeto de potássio (SOD 

ins KCN) 

O valor de atividade da SOD ins KCN foi calculado pela diferença entre os valores 

de SOD total (publicada por Araujo et al., 2020) e SOD sens KCN, pela seguinte fórmula 

(Skrzeo-Poloczek et al., 2020; Grover; Samson, 1989; Loven et al., 1982): 
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SOD ins KCN = SOD total - SOD sens KCN 

 

2.3.5 Carbonilação da Proteína salivar 

Os níveis de proteína carbonilada na saliva foram determinados pelo método 

alcalino de DNPH (2,4 dinitrofenilhidrazina) conforme descrito previamente (Mesquita 

et al., 2014). Para esta determinação foi utilizado 50 μL de saliva, 100 μL de DNPH (10 

mmol/L em 0,5 mol/L de H3PO4) e após 10 minutos de incubação em temperatura 

ambiente foi adicionado 50 μL de NaOH (6 mol/L) e incubado novamente à temperatura 

ambiente por 10 minutos. A absorbância foi lida a 450 nm e os resultados foram expressos 

em nmol/mg de proteína total. 

 

2.3.6 Óxido nítrico (NO) salivar 

 O óxido nítrico (NO) é um radical livre muito reativo com tempo de meia-vida 

curto. Devido a isso, a quantificação de seus metabólitos nitrito/nitrato (NOx) é mais 

frequentemente utilizada para avaliar a concentração/produção de NO. A reação de Griess 

é o método mais utilizado para determinar as concentrações de NOx, devido a sua 

simplicidade, rapidez, custo-benefício e por ser um indicador indireto de produção de NO 

(Diaz et al., 2013; Souza et al., 2019).  

 Foi adicionado 100 μL do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% e 0,1% de 

dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina em 2,5% de ácido fosfórico) a 50 μL da saliva. 

A concentração de nitrito na amostra foi determinada pela curva padrão de nitrito de sódio 

(NaNO2) em concentrações variando de 3,12 - 200 μmol/L e a absorbância foi lida a 570 

nm. Os resultados foram expressos em μmol/mL. 

 

2.4 Análise estatística 

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

dos resultados foi realizada pelo teste ANOVA um critério, seguido do teste de Student-

Newman-Keuls, por ter distribuição normal. Diferenças entre os grupos foram 

consideradas significativas quando p < 0,05. 



32 
 

Ana Carolina Gomes Lisboa 
 

 A correlação entre as variáveis dependentes foi realizada pelo teste de correlação 

de Pearson e a correlação entre grupos (ICCMSTM) e variáveis dependentes, foi feita por 

teste de correlação de Spearman (Graph Pad, versão 6.0, GraphPad Software Corporation, 

La Jolla, CA, USA). Valores de r > 0.30 foram considerados significativos para 

correlação baixa, de r > 0.50 foram considerados significativos para correlação moderada 

e r > 0.70 foram considerados significativos para correlação alta (Mukaka, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

Ana Carolina Gomes Lisboa 
 

3 Resultados e Discussão 

Neste estudo foram avaliadas 120 crianças de 1-3 anos. A distribuição de meninos 

e meninas foi equilibrada nos quatro grupos, sendo 46,6% nos Grupos A e C e 50% nos 

Grupos B e D. Neste estudo, com a progressão das lesões de cárie houve aumento da 

atividade da SOD sens KCN, sem alteração da atividade da SOD ins KCN, além do 

aumento da biodisponibilidade do NO salivar. Portanto a hipótese do estudo foi 

parcialmente aceita. Como nenhum estudo avaliou a progressão das lesões de cárie 

relacionado a carbonilação de proteínas em crianças, o presente estudo traz novas 

informações para o campo. 

A concentração total de proteínas na saliva das crianças do grupo B não foi 

alterada em relação as crianças sem cárie (grupo A), mas aumentou significativamente e 

progressivamente nos grupos C e D (Figura 1). Uma correlação positiva foi encontrada 

entre a concentração de proteínas salivares e a severidade da cárie entre os grupos, 

sugerindo que quanto mais severa é a lesão (esmalte e dentina) maior é a concentração de 

proteínas salivares.  

O material de biópsia de cárie revelou uma proporção significativa de 

metaloproteinases (MMP) nas lesões, que correspondeu aos níveis aumentados de MMP 

salivares, embora diluídos com outros perfis de proteases direcionados a determinados 

peptídeos (Koller et al., 2021). Além disso, no estudo de Koller et al., 2021, a análise de 

protease realizada demonstrou que a maioria das características diferenciais da saliva 

entre o status da cárie pode ser alinhada a interações específicas das lesões de cárie. 

 A atividade aumentada de sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos 

em saliva de crianças com cárie, reduziu o dano oxidativo salivar (Silva et al., 2016). A 

quantificação dos níveis de proteína carbonilada foi avaliada para verificarmos possíveis 

alterações associadas ao dano oxidativo salivar. Divergente ao estudo anterior (Araujo et 

al., 2020) no qual o dano oxidativo foi avaliado pela peroxidação lipídica, neste estudo 

avaliamos a carbonilação de proteínas. A proteína carbonilada é considerada também um 

biomarcador de oxidação (Gonos et al., 2018), uma vez que encontramos vantagens em 

comparação com outros biomarcadores devido a sua simplicidade e estabilidade das 

proteínas carboniladas (Baraibar et al., 2013; Baltacioglu et al., 2019). Os resultados 

mostraram (Figura 3) que o nível de proteína carbonilada foi menor (p < 0.001) no grupo 

D do que nos outros grupos. No grupo C, os valores obtidos foram inferiores (p < 0.001) 
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aos encontrados nos grupos A e B e não houve diferenças entre os grupos A e B (p > 

0.05). Uma correlação forte (r > 0.70) e negativa (Spearman r = -0.7458, p < 0.0001) foi 

observada entre os níveis de proteína carbonilada e os diferentes estágios da cárie, 

mostrando que há uma correlação inversamente proporcional entre os níveis de proteína 

carbonilada e a severidade da cárie. Estes resultados corroboram os apresentados por 

Araujo et al. (2020) que demonstraram que há uma correlação inversamente proporcional 

entre os níveis de peroxidação lipídica (MDA) e a severidade da cárie. Juntos os 

resultados obtidos mostram que quanto maior a severidade da cárie, ou seja, cárie 

moderada e cárie severa, menor é a peroxidação de lipídeos (Araujo et al., 2020) e menor 

é a carbonilação de proteínas.  

Recentemente mostramos (Araujo et al., 2020) que a atividade total da SOD foi 

maior em saliva de crianças com lesões de cárie em esmalte e em dentina, quando 

comparadas as crianças livres de cárie ou com lesões iniciais de cárie (sem cavitação). 

No presente estudo, a atividade das isoformas da SOD sensível e insensível ao KCN, foi 

avaliada na saliva dos diferentes grupos. Os resultados (Figura 2) mostraram que a 

atividade da SOD ins ao KCN não foi diferente entre os grupos. Porém, a atividade da 

SOD sens KCN foi maior (p < 0.0001) nos grupos C e D, quando comparados aos grupos 

A e B. Não foram observadas diferenças entre os resultados obtidos nos grupos C e D (p 

> 0.05) ou entre os grupos A e B (p > 0.05). Uma correlação positiva e moderada foi 

observada entre a progressão das lesões de cárie e a atividade da SOD sens KCN 

(Spearman r = 0.6028, p < 0.0001), mostrando que com a progressão das lesões de cárie 

há o aumento da atividade da SOD sens KCN.  

Considerando que a atividade da SOD total está relacionada a atividade das 

isoformas avaliadas e que não observamos diferenças dos valores de SOD ins KCN entre 

os grupos (Figura 2), podemos sugerir que o aumento da atividade da SOD total na saliva 

de crianças com cárie cavitada em esmalte e dentina (Araujo et al, 2020) seria devido a 

maior atividade da isoforma SOD sen KCN. 

Uma correlação negativa, fraca (Pearson r = -0.3150, p = 0.0009), foi observada 

entre a atividade da SOD sens KCN e os níveis de proteína carbonilada salivar dos 

diferentes grupos, sugerindo que o aumento da atividade da SOD sens KCN determinaria 

menor quantidade de proteína carbonilada nos grupos de crianças com cárie moderada e 

severa.  Nossos achados reforçam a observação que na cárie ou em sua progressão com 

lesão de esmalte e dentina, a atividade da SOD sensível ao KCN é aumentada e reduz o 
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dano oxidativo salivar. O menor dano oxidativo salivar associado a lesão de cárie reforça 

a observação da atividade aumentada da SOD. 

A SOD, por reduzir a concentração de EROS no meio, é considerada um 

antioxidante enzimático que inibe a degradação de NO. O óxido nítrico (NO) é um radical 

livre, sintetizado a partir da oxidação do aminoácido L-arginina à L-citrulina e óxido 

nítrico, em processo catalisado pelas enzimas óxido nítrico sintase (NOS) (Wyszyńska et 

al., 2021). A molécula de NO é altamente reativa, e participa tanto de processos 

patológicos quanto fisiológicos, respondendo rapidamente a exacerbação da doença 

(Wyszyńska et al., 2022). Na cavidade oral participa do mecanismo de defesa pelo seu 

efeito antibacteriano (Duncan et al., 1995; Hegde et al., 2008). Stuehr e Marletta (1985) 

sugeriram que a síntese de NO em macrófagos seria estimulada por lipopolissacarídeo 

(LPS) ou endotoxina bacteriana. A ação antibacteriana do NO é dada por inibição do 

crescimento bacteriano e/ou pelo aumento da citotoxidade mediada por macrófagos da 

saliva. Por ser um radical livre, o NO atravessa facilmente as membranas celulares e pode 

provocar danos aos microrganismos por diferentes mecanismos, alterando a oxidação 

biológica nas mitocôndrias e promovendo danos ao DNA (Syed et al., 2016).  

Os primeiros estudos sobre o papel antimicrobiano o NO, mostrou que o NO é 

formado na boca e sua concentração está diretamente relacionada à quantidade de nitrito 

salivar e ingestão de nitrato pela dieta (Silva Mendez et al., 1999). O Nitrato dietético é 

encontrado em vários tipos de frutas, vegetais e na água potável (Ghasempour et al., 

2014), onde uma parte é convertida em nitrito pela ação da nitrato redutase, que são 

enzimas expressas por microrganismos (Xia et al., 2006). Apesar da divergência entre o 

efeito da acidificação do meio pelas bactérias cariogênicas sobre a atividade 

antibacteriana do NO, foi demonstrado que o nitrito tem atividade contra Helicobacter 

pylori (Dykhuizen et al., 1996) e impede a produção de ácido por cepas de S. Mutans 

(Radcliffe et al., 2002). 

Em nosso estudo, foi avaliado se a progressão da cárie estaria associada a 

possíveis alterações na concentração de NO salivar. Para isto, foram avaliadas as 

concentrações de nitrito (NO2
-) e nitrato (NO3

-), metabólitos de NO (NOx) que, como 

descrito acima, são derivados e proporcionais as concentrações de NO. A concentração 

de NOx salivar foi maior no grupo D (p < 0.001) quando comparados aos demais grupos 

(Figura 4A). Os valores encontrados no grupo C foram superiores (p < 0.001) aos 

encontrados nos grupos A e B e não houve diferença entre os grupos A e B (p > 0.05). 
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Quando a concentração de NOx salivar foi normalizada pela concentração de proteína 

total (Figura 4B), foi observada maior concentração nos grupos C e D (p < 0.001) quando 

comparados aos demais grupos. Não foram observadas diferenças entre os grupos C e D 

(p > 0.05) e entre A e B (p > 0.05). 

Nossos resultados diferem dos apresentados por Syed et al. (2016), que 

demonstraram que o nível de NO em saliva de crianças livres de cárie é maior quando 

comparado com crianças com cárie ativa, sugerindo um papel protetor de NO em relação 

a cárie. Resultados semelhantes foram encontrados por Doel et al. (2004) e Hegde et al. 

(2008), que haviam sugerido que crianças com maior porcentagem de redução de nitrato 

em nitrito tiveram menos cárie, e que pacientes com uma alta concentração de nitrato na 

saliva e uma flora oral com alta capacidade para reduzir nitrato a nitrito, teriam menos 

cárie do que aqueles com baixa concentração de nitrato na saliva e uma flora oral com 

baixa capacidade de reduzir nitrato em nitrito. Por outro lado, nossos resultados estão de 

acordo com os apresentados por Carossa et al. (2001) e Bayindir et al. (2005) que 

sugeriram que a menor incidência de cárie estaria associada a maior quantidade de NO na 

saliva uma vez que os níveis de NO aumentariam após a deposição de placa bacteriana. 

Carossa et al. (2001) sugerem ainda que a má higienização levaria a deposição de nitrito 

em níveis de acidez abaixo de pH 7,0 e ativaria a enzima óxido nítrico sintase, ou seja, a 

má higienização levaria ao aumento da produção de NO. 

As análises demonstraram que há uma forte correlação (Spearman r = 0.8267, p < 

0.0001) entre os estágios das lesões de cárie e os níveis aumentados de NOx salivar e que 

apesar de fraca (Pearson r = 0.5717, p < 0.0001), há correlação significativa, entre os 

valores de nitrito salivar e da atividade SOD sens KCN. Reforçando estes resultados, foi 

observado que há uma correlação moderada (Pearson r = -0.6100, p < 0.0001) e 

inversamente proporcional entre as concentrações de nitrito salivar e proteína 

carbonilada. Estes resultados sugerem que o aumento da concentração de NOx salivar, 

associado a severidade da cárie, dependente da maior atividade de SOD sens KCN. Esta 

sugestão é reforçada pelos resultados obtidos no grupo B, pois na saliva de crianças com 

cárie inicial, não foi observada alteração da atividade da SOD sen KCN, e 

consequentemente, não foi observada alteração da quantidade de NOx.  

A quantidade de bactérias, o pH, o bioflime oral, o processo de desmineralização 

tem um peso maior que a quantidade de NO, mostrando que o NO é uma defesa em 

situações onde existir um equilibro entre os fatores de risco a cárie. Nesse momento, essa 
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defesa, ou seja, a produção de NO, talvez seja o que determine o não aparecimento da 

cárie, pois a quantidade de microrganismos é menor. Porém se a criança tiver uma dieta 

cariogênica, uma pobre higienização oral, pH mais baixo, biofilme oral com baixa 

capacidade de reduzir nitrato em nitrito, são fatores muito maiores que contribuiriam e 

impediriam a ação anticariogênica. 

Nosso estudo demonstrou que nos estágios de maior severidade de cárie (grupos 

C e D, cárie de esmalte e dentina, respectivamente) foram encontramos maiores 

concentrações de NOx. No entanto, ao avaliarmos a quantidade de NO na saliva de 

crianças com cárie no estágio inicial (grupo B), verificamos que não é diferente da 

quantidade detectada em crianças sem cárie. Estes resultados estão diretamente 

associados a atividade da SOD sens KCN aumentada nos estágios de maior severidade de 

cárie, e sugerem que a maior quantidade de NO salivar depende principalmente da 

atividade da SOD. Os resultados mostrados neste estudo poderiam levantar dúvidas sobre 

o papel anticariogênico do NO, uma vez que seria esperado que a cárie não progredisse 

em local com maior biodisponibilidade de NO.  

Interessantemente, a quantificação de NO nos grupos A e B mostra que há 

produção basal e que possivelmente o NO seria uma defesa importante em situações em 

que o equilibro entre os fatores de risco a cárie dentária não tenham sido alterados 

significativamente. No entanto, nos estágios associados a maior severidade da cárie, é 

possível que a ação antibacteriana do NO seja sobreposta por fatores cariogênicos 

externos como a dieta, o biofilme e a quantidade de bactérias cariogênicas, e o baixo pH 

salivar, favorecendo o processo de desmineralização e a progressão da cárie.  

Os resultados em conjunto sugerem que a severidade da cárie aumenta a atividade 

da SOD sens KCN que leva ao menor dano oxidativo salivar e, consequentemente a maior 

biodisponibilidade de NO. 
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4 CONCLUSÃO 

Os resultados deste estudo mostraram que a progressão da cárie aumenta a 

atividade da SOD sens KCN que reduz o dano oxidativo e aumenta a biodisponibilidade 

de NO salivar. Embora exista um aumento da defesa antioxidante enzimática e da 

biodisponibilidade de NO, a progressão da cárie nestas condições se daria quando os 

fatores extrínsecos estiverem prevalecendo aos fatores de defesa antioxidante da saliva e 

ação antibacteriana do NO. Com isso, podemos reforçar a importância do 

acompanhamento odontológico preventivo da cárie desde a primeira infância para que 

sejam reduzidos os fatores de risco da cárie e prevaleça a defesa antioxidante salivar e 

ação antibacteriana do NO. 
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8 FIGURAS 
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Figura 1 – Concentração de proteínas (mg/dL) em amostras de saliva de crianças livres de 

cárie (Grupo A) e com cárie em diferentes estágios (Grupos B-D). Os pontos representam 

os resultados individuais dentro de cada grupo. Letras minúsculas diferentes representam 

diferenças estatísticas entre os grupos (p < 0.0001). A linha tracejada entre os grupos 

representa a correlação positiva (r=0.7084) entre a concentração de proteínas salivares e a 

severidade da cárie.  
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Figura 2 – Atividade de superóxido dismutase (SOD) sensível ao cianeto de potássio (KCN) 

e SOD insensível ao KCN (SOD sens KCN e SOD ins KCN, respectivamente) (UE/mL/mg 

total de proteína) em amostras de saliva de crianças livres de cárie (Grupo A) e com cárie 

em diferentes estágios (Grupos B-D). As barras representam a média ± DP. Letras 

diferentes maiúsculas representam diferenças estatísticas para SOD sens KCN (p < 0.0001) 

e letras iguais minúsculas representam similaridade estatística para SOD ins KCN (p > 

0.05).  
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Figura 3 – Proteína Carbonilada (nmol/mg) em amostras de saliva de crianças livres de 

cárie (Grupo A) e com cárie em diferentes estágios (Grupo B-D). As barras representam a 

média ± DP. Letras diferentes minúsculas significam diferenças estatísticas entre os grupos 

(p < 0.001). 
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Figura 4 – Óxido nítrico (NO) salivar (em μmol/ml para o gráfico em (A) e em μmol/mg de 

proteína total para o gráfico em (B)) nas amostras de saliva de crianças livres de cárie 

(Grupo A) e com cárie em diferentes estágios (Grupos B-D). As barras representam a média 

± DP. Letras diferentes minúsculas significam diferenças estatísticas entre os grupos (p < 

0.001). 
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9 ANEXO I 
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