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LISBOA, ACG. A severidade da carie na primeira infancia aumenta atividade da
SOD sensivel ao KCN, reduz proteinas carboniladas e aumenta a biodisponibilidade
do Oxido nitrico na saliva. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2022.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar se a progressdo da severidade das lesdes de cérie
alteraria as atividades das isoformas da superdxido dismutase (SOD), sensivel ou ndo ao
cianeto de potassio (KCN), a carbonilacdo de proteinas e a biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO) salivar. Amostras de saliva, ndo estimulada, foram coletadas de criangas (1
a 3 anos) em uma creche municipal de Birigui, SP, Brasil. As criancas foram divididas
em 4 grupos (n=30/grupo) de acordo com os critérios do ICCMS™, sendo o grupo A
(livres de céarie), grupo B (carie inicial), grupo C (carie moderada) e grupo D (cérie
extensa). A atividade enzimatica da SOD sensivel ao KCN e da SOD insensivel ao KCN
(SOD sens KCN e SOD ins KCN, respectivamente) foram determinadas pelo método de
oxidacdo do pirogalol. O método da carbonilacdo da proteina foi utilizado para determinar
0 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 pds-teste de Student-
Newman-Keuls (o = 0,05), e pela correlagdo de Pearson e Spearman. Os resultados
demostraram que a progressdo das lesdes de carie aumentou a atividade da SOD sens
KCN, mas ndo alterou a atividade da SOD ins KCN, reduziu a carbonilacdo de proteina,
e aumentou a biodisponibilidade do NO salivar. Em conclusdo, os dados deste estudo
mostraram que a progressdo da carie 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 enzimatica e da biodisponibilidade de
NO, a progressao da céarie nestas condi¢cdes se daria quando os fatores extrinsecos
estiverem prevalecendo aos fatores de defesa antioxidante da saliva e agdo antibacteriana
do NO. Com isso, podemos reforcar a importancia do acompanhamento odontolégico
preventivo da carie desde a primeira infancia para que sejam reduzidos os fatores de risco

da carie e prevaleca a defesa antioxidante salivar e acao antibacteriana do NO.

Palavras-chave: Saliva. Cérie dentéaria. Superoxido dismutase. Carbonilagdo proteica.

Oxido nitrico.
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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. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 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 ICCMS™ 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 (. = 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 — Concentracdo de proteinas (mg/dL) em amostras de saliva de
criancas livres de céarie (Grupo A) e com carie em diferentes estagios
(Grupos B-D). Os pontos representam os resultados individuais dentro de
cada grupo. Letras minudsculas diferentes representam diferencas estatisticas
entre 0s grupos (p < 0.0001). A linha tracejada entre os grupos representa a
correlacdo positiva (r=0.7084) entre a concentracao de proteinas salivares e

a severidade da carie.

Figura 2 — Atividade de superoxido dismutase (SOD) sensivel ao cianeto de
potassio (KCN) e SOD insensivel ao KCN (SOD sens KCN e SOD ins KCN,
respectivamente) (UE/mL/mg total de proteina) em amostras de saliva de
criangas livres de cérie (Grupo A) e com céarie em diferentes estagios
(Grupos B-D). As barras representam a média + DP. Letras diferentes
mailsculas representam diferencas estatisticas para SOD sens KCN (p <
0.0001) e letras iguais mindsculas representam similaridade estatistica para
SOD ins KCN (p > 0.05).

Figura 3 — Proteina Carbonilada (nmol/mg) em amostras de saliva de
criangas livres de cérie (Grupo A) e com carie em diferentes estagios (Grupo
B-D). As barras representam a média + DP. Letras diferentes minasculas

significam diferencas estatisticas entre os grupos (p < 0.001).

Figura 4 — Oxido nitrico (NO) salivar (em umol/ml para o grafico em (a) e
em pumol/mg de proteina total para o grafico em (b)) nas amostras de saliva
de criangas livres de carie (Grupo A) e com carie em diferentes estagios
(Grupos B-D). As barras representam a média £ DP. Letras diferentes

mindsculas significam diferencas estatisticas entre os grupos (p < 0.001).
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1 INTRODUCAO

A Cérie na Primeira Infancia (ECC, do termo em inglés Early Childhood Caries) é
definida clinicamente como a presenca de superficies cariadas, perdidas ou restauradas
devido a cérie, nos dentes deciduos, em crianca com menos de 6 anos (American
Academy of Pediatric Dentistry, 2016; Tinanoff et al., 2019). Ela é considerada um grave
problema de satde publica, pois sua progressao é rapida (Kawashita et al., 2011; Colak
et al., 2013; Anil et al., 2017) e suas manifestacbes incluem dor, dificuldade de
mastigacdo, dificuldade de tomar bebidas quentes ou frias, afeta a qualidade do sono e do
rendimento escolar, além da dificuldade de socializacdo e o comprometimento da
autoestima (Martins-Junior, et al., 2013), ou seja, as essas consequéncias exercem
impacto forte e imediato e em longo prazo na qualidade de vida individual e social da
crianga (Colak et al., 2013). Com o melhor entendimento da etiologia e da progresséo
desta doenca, 0s sinais iniciais da carie também sdo considerados, podendo ser prevenida,
controlada e revertida. (Paula et al., 2017). O Sistema Internacional de Avaliacdo e
Deteccdo de Cérie (ICDAS, do termo em inglés International Caries Detection and
Assessment System), € um método de avaliagdo clinica visual da cérie dentéria, onde
classifica as superficies dentarias em c6digos com o objetivo de padronizar o diagnostico
(Pitts, 2009). Porém com o objetivo de integrar e sintetizar estas informacoes, surgiu o
Sistema Internacional de Classificagio e Gestdo da Cérie (ICCMS™, do termo em inglés
International Caries Classification and Management System) que é desenvolvido por
meio de evidéncias globais e tem o objetivo da padronizacdo da decisdo de tratamento da
carie, afim de facilitar a préatica clinica dos cirurgides dentistas. Ambos 0s sistemas sdo
baseados em evidéncias clinicas e cientificas que visam manter e preservar a estrutura
dentéria (Pitts et al., 2014; Ismail et al., 2015).

A saliva humana pode ser empregada na deteccao de doencas sistémicas 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 diagndstico de doencas relacionadas ao estresse oxidativo devem ser
estaveis, ter valor prognostico, refletir vias de oxidacdo especificas e correlacionar-se
com o processo fisiopatoldgico da doenca (Frijhoff et al., 2015; Ho et al., 2013).

A proteina carbonilada devido sua estabilidade e facilidade de deteccdo é o

biomarcador mais utilizado para avaliacdo do dano oxidativo de proteinas, além de refletir
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o0 dano celular induzido por multiplas formas de espécies reativas de oxigénio (ERO). As
proteinas carboniladas sdo formadas como consequéncia do ataque de radicais livres
sobre as cadeias laterais dos aminoacidos (Sculley; Langley-Evans, 2003; Pradeep et al.,
2013; Baltacioglu; Sukuroglu, 2019).

Resultados prévios de nosso grupo demonstraram que o dano oxidativo esta
reduzido na saliva de criangas com ECC (Silva et al., 2016; Araujo et al., 2020) em
consequéncia do aumento da atividade de sistemas antioxidantes. Em um destes estudos,
foi demonstrado uma correlacao forte e positiva entre a atividade antioxidante enzimatica
(SOD) e ndo enzimatica (UA e TAC) e a severidade das lesdes de carie, levando a reducao

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

O oxido nitrico (NO) é considerado um dos mecanismos enddgenos,
inespecificos, de defesa da cavidade bucal contra multiplicacdo bacteriana (apud Bayindir
et al., 2005; Han et al., 2013). Estudos in vitro demonstraram que o nitrito salivar (NO2)
sob condicdo de pH &cido tem efeito inibitorio sobre o crescimento e a sobrevivéncia de
bactérias cariogénicas como 0s Streptococcus mutans (apud Bayindir et al., 2005),

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

A biodisponibilidade do NO € reduzida na presenca de ERO, entre elas 0 anion
superdxido (Saran et al., 1990; Mcintyre et al., 1999). Entretanto, a enzima superéxido
dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do anion superéxido em oxigénio e peroxido de
hidrogénio (Halliwell, 1999) aumentando a biodisponibilidade de NO. Porém a SOD ¢
encontrada de formas diferentes em células de mamiferos (Loven et al., 1982), sendo uma
isoforma da SOD intracelular, juntamente com a SOD extracelular, onde ambas séo
sensiveis ao cianeto (KCN), e mais uma isoforma mitocondrial que é quase insensivel 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
criancas de 0-3 anos com carie na primeira infancia (ECC), quando comparadas a criangas
livres de carie (Silva et al., 2016). Além disto, foi observada uma correlagéo forte e direta
entre a progressdo das lesdes de cérie na primeira infancia e o aumento gradativo da
atividade da SOD (Araujo et al., 2020).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar se a progressdo da
severidade das lesbes de cérie alteraria as atividades das isoformas da SOD, sensivel ou
ndo ao KCN, a carbonilacdo de proteinas e a biodisponibilidade do NO salivar. Nossa

hipotese é que o0 aumento da atividade da SOD na saliva de criangas com lesdes de carie
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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 anticariogénica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecéo dos pacientes

Todos os procedimentos descritos foram encaminhados previamente para analise
e aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de
Odontologia Campus de Aragatuba, UNESP e aprovados (protocolo CAAE
71063417.4.0000.5420).

Esta pesquisa envolveu criangas (1-3 anos de idade), que participavam de
programas educacionais e preventivos de saude bucal na escola de educagdo municipal
(EEM) Prof® Dionisia Miragaia Carmine, na cidade de Birigui, Sdo Paulo, Brasil
(localizada no sudeste a 21° de latitude 17'19" sul e longitude 50° 2024 " leste a uma
altitude de 450 metros; tem uma temperatura média anual de 22,1° C e indice de
desenvolvimento humano de 0,780). Foi realizada uma reunido com os diretores da EEM
e 0S pais ou responsaveis legais das criancas antes do inicio do estudo, na qual o protocolo
foi explicado e as duvidas foram esclarecidas. Os Termos de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) foram distribuidos a todos os pais/responsaveis.

Criancas cujos pais/responsaveis nao devolveram o TCLE assinado e criangas com lesdes
de carie com mais de uma classificagdo do ICCMS™ foram excluidas do estudo.
AlteracGes na cor e morfologia da gengiva, biofilme visivel, restauracGes anteriores e
erupcdes dentarias associadas a resposta inflamatoria exacerbada que foram observadas
durante o exame clinico, além de doencas sistémicas, cronica ou ndo, e 0 uso de

medicamentos foram consideradas como critério de exclusao.

Os exames clinicos foram realizados por um odontopediatra calibrado e
experimente (HCA) em 563 criangas para a determinacdo do indice ICCMS™. Apos
secagem dos dentes com uma gaze, os exames clinicos foram realizados sob luz natural,
com o auxilio de uma sonda e espelho seguindo os critérios da OMS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013). As criancas foram divididas em quatro grupos (n = 30/grupo)
de acordo com os critérios do ICCMS™: Grupo A - livre de cérie; Grupo B - carie inicial;
Grupo C - carie moderada; e Grupo D - cérie 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 criangas livres de carie e com
ECC.
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2.2 Coleta da saliva

Amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas entre as 7:00 e as 8:00 da
manhd, apds 2 horas de jejum, com a finalidade de minimizar variacGes relacionadas ao
ritmo circadiano, bem como influéncia de alimentos e bebidas ingeridos recentemente. A
higiene bucal foi feita em casa, pelos pais ou responsaveis, utilizando apenas agua e
escova de dente sem produtos fluoretados. Nos casos de intercorréncias (choro intenso,
ndo colaboracéo), o procedimento foi interrompido sem uma nova tentativa. As amostras
de saliva foram coletadas com o algodédo do Salivette®, posicionado e mantido no espaco
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 aliquotas (150 plL/cada) e armazenados a -80 °C até o momento das
analises. Os niveis de proteina carbonilada, a concentracdo de nitrito e a atividade da SOD
sensivel ao KCN foram determinados através de reacfes colorimétricas, analisadas em
leitora de micro placas Power Wave 340-Biotek, seguindo as diferentes metodologias

descritas abaixo.

2.3 Ensaios bioguimicos
2.3.1 Proteina total salivar

As concentragBes de proteinas na saliva foram determinadas pelo método de
Lowry (1951), como descrito previamente no estudo de Araujo et al.,, 2020. A
concentracdo e proteina total foi usada para normalizacdo dos resultados obtidos nas

analises bioguimicas descritas abaixo.

2.3.2 Atividade da superoxido dismutase (SOD) salivar total

A enzima superoxido dismutase é encontrada de 3 isoformas. SOD 1 que é a SOD
contendo cobre e zinco (CuZn-SOD), que é encontrada no espaco intracelular, a SOD 2
que contem manganés (Mn-SOD) é localizada nas mitocondrias de células aerobias 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 sensiveis ao cianeto de
potéssio (KCN) ou seja 0 KCN inibe a sua atividade e a SOD 2 insensivel ao KCN, KCN
n&o inibe sua atividade (Petersen et al., 2002; Marklund, 1982; Marklund, 1984).

A atividade da SOD total foi determinada na saliva das criangas pelo método de
Marklund (1985), com base na inibicdo da autoxidagdo do pirogalol, como descrito

rapidamente abaixo.

Uma aliquota de 20 puL de saliva foi previamente diluida (1:10, v/v) e em seguida
foi adicionado Pirogalol (2,6 mmol/L diluido em HCL 10 mmol/L). A absorbéancia foi
lida a 420 nm. Foram realizadas cinco leituras a cada 1 min. A quantidade de enzima
necessaria para reduzir em 50% a autoxidacédo do pirogalol foi considerada uma unidade
de atividade enzimatica. Os resultados foram expressos em UE/mL e em UE/mL/mg de
proteina.

2.3.3 Atividade da superdxido dismutase salivar sensivel ao cianeto de potassio (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 pL, 150 mmol/L), saliva (20
pL) e 1960 pL de Tampao Tris (Tris SO mmol/L, EDTA 1 mmol/L) em pH 8,5. A reagéo
foi incubada a 37°C por 30 minutos. Em seguida foi adicionado Pirogalol (2,6 mmol/L
diluido em HCI 10 mmol/L). A leitura da absorbancia foi feita no comprimento de onda
de 420 nm. Por ser uma reagdo cinética, foram feitas 5 leituras (uma leitura/minuto). A
quantidade de enzima necesséria para inibir 50% da auto-oxidac&o do pirogalol foi
considerada como uma unidade de atividade enzimatica. Os resultados foram expressos

em UE/mL/mg proteina total.

2.3.4 Atividade da superoxido dismutase salivar insensivel ao cianeto de potassio (SOD
ins KCN)

O valor de atividade da SOD ins KCN foi calculado pela diferenga entre os valores
de SOD total (publicada por Araujo et al., 2020) e SOD sens KCN, pela seguinte férmula
(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 Carbonilacao da Proteina salivar

Os niveis de proteina carbonilada na saliva foram determinados pelo método
alcalino de DNPH (2,4 dinitrofenilhidrazina) conforme descrito previamente (Mesquita
et al., 2014). Para esta determinagdo foi utilizado 50 uL de saliva, 100 uLL de DNPH (10
mmol/L em 0,5 mol/L de HsPOs) e apds 10 minutos de incubagdo em temperatura
ambiente foi adicionado 50 pL de NaOH (6 mol/L) e incubado novamente a temperatura
ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi lida a 450 nm e os resultados foram expressos

em nmol/mg de proteina total.

2.3.6 Oxido nitrico (NO) salivar

O oxido nitrico (NO) é um radical livre muito reativo com tempo de meia-vida
curto. Devido a isso, a quantificagdo de seus metabdlitos nitrito/nitrato (NOXx) é mais
frequentemente utilizada para avaliar a concentragao/producdo de NO. A reacdo de Griess
é¢ 0 método mais utilizado para determinar as concentracdes de NOx, devido a sua
simplicidade, rapidez, custo-beneficio e por ser um indicador indireto de producéo de NO
(Diaz et al., 2013; Souza et al., 2019).

Foi adicionado 100 pL do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% e 0,1% de
dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina em 2,5% de acido fosférico) a 50 pL da saliva.
A concentracdo de nitrito na amostra foi determinada pela curva padréo de nitrito de sédio
(NaNO.) em concentragdes variando de 3,12 - 200 pmol/L e a absorbancia foi lida a 570

nm. Os resultados foram expressos em pmol/mL.

2.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = DP (desvio padrdo). A andlise estatistica
dos resultados foi realizada pelo teste ANOVA um critério, seguido do teste de Student-
Newman-Keuls, por ter distribuicdo normal. Diferencas entre os grupos foram

consideradas significativas quando p < 0,05.
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A correlacdo entre as variaveis dependentes foi realizada pelo teste de correlagédo
de Pearson e a correlagdo entre grupos (ICCMS™) e variaveis dependentes, foi feita por
teste de correlagdo de Spearman (Graph Pad, versdo 6.0, GraphPad Software Corporation,
La Jolla, CA, USA). Valores de r > 0.30 foram considerados significativos para
correlacdo baixa, de r > 0.50 foram considerados significativos para correlagdo moderada

e r > 0.70 foram considerados significativos para correlagéo alta (Mukaka, 2012).
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3 Resultados e Discussao

Neste estudo foram avaliadas 120 criangas de 1-3 anos. A distribui¢do 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 progressao das lesdes de carie houve aumento da
atividade da SOD sens KCN, sem alteracdo da atividade da SOD ins KCN, além do
aumento da biodisponibilidade do NO salivar. Portanto a hipdtese do estudo foi
parcialmente aceita. Como nenhum estudo avaliou a progressdo das lesbes de carie
relacionado a carbonilacdo de proteinas em criangas, o presente estudo traz novas

informacdes para o campo.

A concentragdo total de proteinas na saliva das criancas do grupo B ndo foi
alterada em relacdo as criangas sem carie (grupo A), mas aumentou significativamente e
progressivamente nos grupos C e D (Figura 1). Uma correlacdo positiva foi encontrada
entre a concentracdo de proteinas salivares e a severidade da carie entre 0s grupos,
sugerindo que quanto mais severa € a lesdo (esmalte e dentina) maior é a concentragdo de

proteinas salivares.

O material de bidpsia de carie revelou uma proporcdo significativa de
metaloproteinases (MMP) nas lesGes, que correspondeu aos niveis aumentados de MMP
salivares, embora diluidos com outros perfis de proteases direcionados a determinados
peptideos (Koller et al., 2021). Além disso, no estudo de Koller et al., 2021, a analise de
protease realizada demonstrou que a maioria das caracteristicas diferenciais da saliva

entre o status da carie pode ser alinhada a interacGes especificas das lesdes de carie.

A atividade aumentada de sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
em saliva de criancas com cérie, reduziu o dano oxidativo salivar (Silva et al., 2016). A
quantificacdo dos niveis de proteina carbonilada foi avaliada para verificarmos possiveis
alteracdes associadas ao dano oxidativo salivar. Divergente ao estudo anterior (Araujo et
al., 2020) no qual o dano oxidativo foi avaliado pela peroxidacdo lipidica, neste estudo
avaliamos a carbonilacdo de proteinas. A proteina carbonilada é considerada também um
biomarcador de oxidacdo (Gonos et al., 2018), uma vez que encontramos vantagens em
comparagdo com outros biomarcadores devido a sua simplicidade e estabilidade das
proteinas carboniladas (Baraibar et al., 2013; Baltacioglu et al., 2019). Os resultados
mostraram (Figura 3) que o nivel de proteina 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 ndo houve diferencas entre os grupos A e B (p >
0.05). Uma correlagéo forte (r > 0.70) e negativa (Spearman r = -0.7458, p < 0.0001) foi
observada entre os niveis de proteina carbonilada e os diferentes estagios da cérie,
mostrando que ha uma correlacdo inversamente proporcional entre os niveis de proteina
carbonilada e a severidade da céarie. Estes resultados corroboram os apresentados por
Araujo et al. (2020) que demonstraram que ha uma correlagéo inversamente proporcional
entre os niveis de peroxidagdo lipidica (MDA) e a severidade da cérie. Juntos os
resultados obtidos mostram que quanto maior a severidade da céarie, ou seja, carie
moderada e cérie severa, menor € a peroxidacgdo de lipideos (Araujo et al., 2020) e menor

é a carbonilacédo de proteinas.

Recentemente mostramos (Araujo et al., 2020) que a atividade total da SOD foi
maior em saliva de criancas com lesGes de carie em esmalte e em dentina, quando
comparadas as criancas livres de cérie ou com les@es iniciais de carie (sem cavitacao).
No presente estudo, a atividade das isoformas da SOD sensivel e insensivel ao KCN, foi
avaliada na saliva dos diferentes grupos. Os resultados (Figura 2) mostraram que a
atividade da SOD ins ao KCN ndo 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. Néo foram observadas diferencas entre os resultados obtidos nos grupos C e D (p
> 0.05) ou entre os grupos A e B (p > 0.05). Uma correlacdo positiva e moderada foi
observada entre a progressdo das lesbes de cérie e a atividade da SOD sens KCN
(Spearman r = 0.6028, p < 0.0001), mostrando que com a progressdo das lesdes de céarie
h& o aumento da atividade da SOD sens KCN.

Considerando que a atividade da SOD total esta relacionada a atividade das
isoformas avaliadas e que ndo observamos diferencas dos valores de SOD ins KCN entre
0s grupos (Figura 2), podemos sugerir que o aumento da atividade da SOD total na saliva
de criancas com cérie cavitada em esmalte e dentina (Araujo et al, 2020) seria devido a

maior atividade da isoforma SOD sen KCN.

Uma correlagdo negativa, fraca (Pearson r = -0.3150, p = 0.0009), foi observada
entre a atividade da SOD sens KCN e os niveis de proteina carbonilada salivar dos
diferentes grupos, sugerindo que o aumento da atividade da SOD sens KCN determinaria
menor quantidade de proteina carbonilada nos grupos de criangas com carie moderada e
severa. Nossos achados reforcam a observag@o que na carie ou em sua progressao com

lesdo de esmalte e dentina, a atividade da SOD sensivel ao KCN é aumentada e reduz o
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dano oxidativo salivar. O menor dano oxidativo salivar associado a leséo de carie reforca

a observacéo da atividade aumentada da SOD.

A SOD, por reduzir a concentracdo de EROS no meio, é considerada um
antioxidante enzimético que inibe a degradagdo de NO. O 6xido nitrico (NO) € um radical
livre, sintetizado a partir da oxidagdo do aminoacido L-arginina a L-citrulina e oxido
nitrico, em processo catalisado pelas enzimas o0xido nitrico sintase (NOS) (Wyszynska et
al., 2021). A molécula de NO ¢ altamente reativa, e participa tanto de processos
patoldgicos quanto fisioldgicos, respondendo rapidamente a exacerbacdo da doenca
(Wyszynska 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 sintese de NO em macrdfagos seria estimulada por lipopolissacarideo
(LPS) ou endotoxina bacteriana. A acdo antibacteriana do NO é dada por inibicdo do
crescimento bacteriano e/ou pelo aumento da citotoxidade mediada por macrofagos da
saliva. Por ser um radical livre, 0 NO atravessa facilmente as membranas celulares e pode
provocar danos aos microrganismos por diferentes mecanismos, alterando a oxidacao

bioldgica nas mitocondrias e promovendo danos ao DNA (Syed et al., 2016).

Os primeiros estudos sobre o papel antimicrobiano o NO, mostrou que o NO ¢
formado na boca e sua concentracao esta diretamente relacionada a quantidade de nitrito
salivar e ingestdo de nitrato pela dieta (Silva Mendez et al., 1999). O Nitrato dietético €
encontrado em varios tipos de frutas, vegetais e na agua potavel (Ghasempour et al.,
2014), onde uma parte é convertida em nitrito pela acdo da nitrato redutase, que sdo
enzimas expressas por microrganismos (Xia et al., 2006). Apesar da divergéncia entre o
efeito da acidificacdo do meio pelas bactérias cariogénicas sobre a atividade
antibacteriana do NO, foi demonstrado que o nitrito tem atividade contra Helicobacter
pylori (Dykhuizen et al., 1996) e impede a producdo de &cido por cepas de S. Mutans
(Radcliffe et al., 2002).

Em nosso estudo, foi avaliado se a progressdo da cérie estaria associada a
possiveis alteragbes na concentragdo de NO salivar. Para isto, foram avaliadas as
concentragOes de nitrito (NO2") e nitrato (NOs’), metabdlitos de NO (NOx) que, como
descrito acima, séo derivados e proporcionais as concentracfes de NO. A concentragédo
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 ndo houve diferenca entre os grupos A e B (p > 0.05).
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Quando a concentracdo de NOx salivar foi normalizada pela concentracdo de proteina
total (Figura 4B), foi observada maior concentragéo nos grupos C e D (p < 0.001) quando
comparados aos demais grupos. N&o foram observadas diferengas entre os grupos C e D
(p > 0.05) e entre Ae B (p > 0.05).

Nossos resultados diferem dos apresentados por Syed et al. (2016), que
demonstraram que o nivel de NO em saliva de criancgas livres de carie € maior quando
comparado com criangas com cérie ativa, sugerindo um papel protetor de NO em relagédo
a carie. Resultados semelhantes foram encontrados por Doel et al. (2004) e Hegde et al.
(2008), que haviam sugerido que criangas com maior porcentagem de reducédo de nitrato
em nitrito tiveram menos carie, e que pacientes com uma alta concentracao de nitrato na
saliva e uma flora oral com alta capacidade para reduzir nitrato a nitrito, teriam menos
carie do que aqueles com baixa concentracdao de nitrato na saliva e uma flora oral com
baixa capacidade de reduzir nitrato em nitrito. Por outro lado, nossos resultados estdo de
acordo com os apresentados por Carossa et al. (2001) e Bayindir et al. (2005) que
sugeriram que a menor incidéncia de cérie estaria associada a maior quantidade de NO na
saliva uma vez que os niveis de NO aumentariam apés a deposicdo de placa bacteriana.
Carossa et al. (2001) sugerem ainda que a ma higienizacéo levaria a deposicéo de nitrito
em niveis de acidez abaixo de pH 7,0 e ativaria a enzima 6xido nitrico sintase, ou seja, a

ma higienizacdo levaria ao aumento da producéo de NO.

As analises demonstraram que ha uma forte correlacdo (Spearman r = 0.8267, p <
0.0001) entre os estagios das lesdes de carie e 0s niveis aumentados de NOx salivar e que
apesar de fraca (Pearson r = 0.5717, p < 0.0001), ha correlacdo significativa, entre os
valores de nitrito salivar e da atividade SOD sens KCN. Reforcando estes resultados, foi
observado que ha uma correlagdo moderada (Pearson r = -0.6100, p < 0.0001) e
inversamente proporcional entre as concentragBes de nitrito salivar e proteina
carbonilada. Estes resultados sugerem que o aumento da concentracdo de NOXx salivar,
associado a severidade da carie, dependente da maior atividade de SOD sens KCN. Esta
sugestdo é reforcada pelos resultados obtidos no grupo B, pois na saliva de criangas com
carie inicial, ndo foi observada alteracdo da atividade da SOD sen KCN, e

consequentemente, ndo foi observada alteracéo da quantidade de NOx.

A quantidade de bacteérias, o pH, o bioflime oral, o processo de desmineralizacdo
tem um peso maior que a quantidade de NO, mostrando que o NO é uma defesa em

situagdes onde existir um equilibro entre os fatores de risco a carie. Nesse momento, essa
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defesa, ou seja, a producdo de NO, talvez seja 0 que determine o ndo aparecimento da
carie, pois a quantidade de microrganismos € menor. Porém se a crianga tiver uma dieta
cariogénica, uma pobre higienizagdo oral, pH mais baixo, biofilme oral com baixa
capacidade de reduzir nitrato em nitrito, sdo fatores muito maiores que contribuiriam e

impediriam a acdo anticariogénica.

Nosso estudo demonstrou que nos estagios de maior severidade de carie (grupos
C e D, céarie de esmalte e dentina, respectivamente) foram encontramos maiores
concentracdes de NOx. No entanto, ao avaliarmos a quantidade de NO na saliva de
criangas com carie no estagio inicial (grupo B), verificamos que ndo é diferente da
quantidade detectada em criangas sem cérie. Estes resultados estdo diretamente
associados a atividade da SOD sens KCN aumentada nos estagios de maior severidade de
carie, e sugerem que a maior quantidade de NO salivar depende principalmente da
atividade da SOD. Os resultados mostrados neste estudo poderiam levantar dividas sobre
o0 papel anticariogénico do NO, uma vez que seria esperado que a cérie ndo progredisse

em local com maior biodisponibilidade de NO.

Interessantemente, a quantificacdo de NO nos grupos A e B mostra que ha
producdo basal e que possivelmente o NO seria uma defesa importante em situacdes em
que o equilibro entre os fatores de risco a carie dentaria ndo tenham sido alterados
significativamente. No entanto, nos estagios associados a maior severidade da carie, é
possivel que a acdo antibacteriana do NO seja sobreposta por fatores cariogénicos
externos como a dieta, o biofilme e a quantidade de bactérias cariogénicas, e o baixo pH

salivar, favorecendo o processo de desmineralizacdo e a progressao da carie.

Os resultados em conjunto sugerem que a severidade da carie aumenta a atividade
da SOD sens KCN que leva ao menor dano oxidativo salivar e, consequentemente a maior
biodisponibilidade de NO.

L%w %@m/&m& g@m&} b%éon



38

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que a progressdo da carie 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 enzimética e da
biodisponibilidade de NO, a progressdo da carie nestas condi¢cdes se daria quando 0s
fatores extrinsecos estiverem prevalecendo aos fatores de defesa antioxidante da saliva e
acdo antibacteriana do NO. Com isso, podemos reforcar a importancia do
acompanhamento odontoldgico preventivo da carie desde a primeira infancia para que
sejam reduzidos os fatores de risco da cérie e prevaleca a defesa antioxidante salivar e

acao antibacteriana do NO.
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Figura 1 — Concentracdo de proteinas (mg/dL) em amostras de saliva de criangas livres de
carie (Grupo A) e com carie em diferentes estagios (Grupos B-D). Os pontos representam
os resultados individuais dentro de cada grupo. Letras minusculas diferentes representam
diferencas estatisticas entre os grupos (p < 0.0001). A linha tracejada entre 0s grupos
representa a correlacéo positiva (r=0.7084) entre a concentracgdo de proteinas salivares e a
severidade da cérie.
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Figura 2 — Atividade de superéxido dismutase (SOD) sensivel ao cianeto de potassio (KCN)
e SOD insensivel ao KCN (SOD sens KCN e SOD ins KCN, respectivamente) (UE/mL/mg
total de proteina) em amostras de saliva de criancas livres de cérie (Grupo A) e com carie
em diferentes estagios (Grupos B-D). As barras representam a média + DP. Letras
diferentes maiusculas representam diferencas estatisticas para SOD sens KCN (p < 0.0001)
e letras iguais mindsculas representam similaridade estatistica para SOD ins KCN (p >
0.05).
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Figura 3 — Proteina Carbonilada (nmol/mg) em amostras de saliva de criangas livres de
carie (Grupo A) e com carie em diferentes estagios (Grupo B-D). As barras representam a
média + DP. Letras diferentes minusculas significam diferencas estatisticas entre os grupos
(p <0.001).
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Figura 4 - Oxido nitrico (NO) salivar (em pmol/ml para o grafico em (A) e em pmol/mg de
proteina total para o grafico em (B)) nas amostras de saliva de criancas livres de carie
(Grupo A) e com cérie em diferentes estagios (Grupos B-D). As barras representam a média
+ DP. Letras diferentes minusculas significam diferencas estatisticas entre os grupos (p <
0.001).
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DE BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO NA SALIVA E SUA
CORRELAGAO COM OS ESTAGIOS DA CARIE NA PRIMEIRA INFANCIA.

Pesquisador: Cristina Antoniali Silva

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 71063417.4.0000.5420

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba - UNESP
Patrocinador Principal: Universidade Estadual Paulista JGlio de Mesquita Filho

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.305.254

Apresentagdo do Projeto:

A cérie dentéria é uma doenga que ainda atinge grande parcela da populagdo mundal. Os biomarcadores
do dano oxidativo podem ser

quantificados na saliva de individuos com cérie. Recentemente, fol demonstrado que os niveis de estresse
oxidativo estdo reduzidos em saliva de

criangas com cérie precoce da infancia, de 0-3 anos, quando comparadas a criangzs sem experiéncia de
carie, devido ao aumento da atividade de

sistemas antioxidantes enzimatico (SOD) e ndo-enzimaticos (FRAP e acido drico). No entanto, ndo foi
avaliado se haveria relagdo direta entre

estagios distintos de acometimento da doenga cérie e os niveis de biomarcadores do dano oxidativo na
saliva destas criangas. O objetivo deste

estudo sera avaliar se hé relagfio entre a capacidade antioxidante total, a atividade da SOD, FRAP, &cido
arico, GSH, GSSG e atividade da

peroxidase na saliva de criangas em fungao de diferentes estagios de cérie classificados pelo sistema
ICDAS. Serdo selecionadas 120 criangas de 0

-3 anos de idade, de instituigdes de ensino da cidade de Aragatuba. A coleta salivar sera realizada em
criangas em jejum de 2 horas, com o uso de
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Bairro: VILA MENDONCA CEP: 18.015-050
UF: SP Municipio: ARACATUBA l
iT-lmmo: (18)3636-3200 Fax: (18)3636-3332 E-mail: andreberioz@foa.unesp.be ‘

51



| UNESP - FACULDADE DE
| ODONTOLOGIA-CAMPUS DE m‘"“'
| ARAGATUBA/ UNIVERSIDADE

|
|
|

Continuagso do Parecer: 2.305.254

salivette®. A saliva serd centrifugada, o sobrenadante serd aliquotado e armazenado a -80°C, até a
realizagdo dos testes bioquimicos. Os dados

serao submetidos a ANOVA a 1 critério para cada marcador isoladamente, seguida pelo teste de Student-
Newman-Keuls. Caso os dados ndo

apresentem distribuigdo normal e homogénea, os dados serdo analisados teste de Kruskal Wallis. Os dados
também serdo submetidos a analise de

regressao multivariada. O nivel de significdncia adotado sera de 5%.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar se ha relagéo entre o aumento de biomarcadores de dano/estresse oxidativo na saliva de criangas
com carie em diferentes estagios

classificados pelo ICDAS

Objetivo Secundario:

« Avaliar o dano oxidativo lipidico por meio da determinagdo de MDA na saliva de criangas sem cdrie @ com
cérie dentdria em diferentes estagios de

evolugio,

« Avaliar a atividade da SOD na saliva de criangas sem cérie @ com cérie dentaria em diferentes estagios de
evolugao;

« Avaliar a FRAP e acido Urico na saliva de criangas sem carie e com cérie dentéria em diferentes estigios
de evolugdo;

» Padronizar as técnicas para quantificar a relagdo da Glutationa oxidada (GSH) e Glutationa reduzida
(GSSG) na saliva de criangas sem cérie e com

cérie dentaria em diferentes estagios de evolugao;

« Padronizar a técnica para quantificar a atividade de Glutationa peroxidase na saliva de criangas sem cérie
e com cérie dentdria em diferentes

estagios de evolugdo;

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa apresenta risco minimo, e durante o procedimento de coleta da saliva, quaisquer problemas e/ou
ocorréncias resultardo na interrupgao

do procedimento.

Beneficios:
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Além do beneficio cientifico, as criangas passardo pela avaliag&o odontolégica, realizada pelo cirurgido
dentista Heitor Ceolin Araujo e este ira

realizar os encaminhamentos, se necessario.

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa interessante e bem fundamentada, apresenta métodos cientificos adequados

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Nao ha.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao ha.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Salientamos que, de acordo com a Resolugdo 466 CNS, de 12/12/2012 (titulo X, se¢do X.1., art. 3, item b, e,

titulo XI, segdo X1.2,, item d), ha necessidade de apresentag@o de relatérios semestrais, devendo o primeiro
relatério ser enviado até 01/03/2018,

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

i [2h b B e S PSR i il [Bel

Informagbes Basicas|PB_INFORMACOES_BA _DO_| 15/09/2017

|do Projeto ROJETO 946143 pdf 13:22:11

Projeto Detalhado / |Projeto_CEP.pdf 01/09/2017 |Heitor Ceolin Araujo | Aceito

Brochura 12:31:53

| Investigador -

Outros termotese.pdf 05/07/2017 |Heitor Ceolin Araujo | Aceito
19:53:50

Outros FICLINICAHEITOR.pdf 05/07/2017 |Heitor Ceolin Araujo | Aceito
19:48:37

[TCLE I Termos de | TCLEHeitor.pdf 05/07/2017 | Heitor Ceolin Araujo | Aceito

Assentimento / 19:45:01

Justificativa de

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 21/06/2017 |Heitor Ceolin Araujo | Aceito
12:33:44

Situagdo do Parecer:
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Continuagiio do Parecar: 2,305 254

Mecessita Apraciagdc da CONEP:
Maao

ARACATUBA, 29 de Setembro da 2017
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Assinado por:

Aldiéris Alves Pesquaira
(Coordenador)
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