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RESUMO 

 

A Cárie Severa da Primeira Infância (s-ECC) é um problema de saúde pública de 

alta prevalência e que afeta milhares de crianças em idade pré-escolar em todo o mundo. 

Por esta razão, faz-se necessário buscar formas de diagnóstico precoce da doença e/ou 

de identificar biomarcadores para a mesma. Assim, os objetivos deste estudo foram 

comparar o perfil da saliva total estimulada (SWS) e não-estimulada (UWS) de crianças 

livres de cárie com o daquelas com s-ECC antes e após tratamento odontológico. Para 

tanto avaliou-se pré-escolares com idade entre 48 e 71 meses com dentição primária 

completa. Um examinador calibrado registrou a presença e a atividade de cárie de 

acordo com o critério Nyvad para a formação de 2 grupos: grupo 1 (G1) - 41 crianças 

livres de cárie e grupo 2 (G2-t0) - 41 crianças com lesões de cárie cavitadas ativas em 

dentina. Coletou-se saliva total estimulada e não-estimulada. As crianças do G2-t0 

receberam tratamento odontológico (G2-t1) e após 2 meses a saliva destas foi 

novamente coletada. O fluxo salivar, a concentração de proteínas totais e os pesos 

moleculares destas foram determinados, bem como a detecção da histatina. A análise 

dos dados incluiu estatística descritiva e comparações inter e intragrupos usando os 

testes de Mann-Whitney e de Wilcoxon. Foram aplicados o teste t de Student, para 

amostras pareadas, e regressão linear. O nível de significância foi fixado em 5%. Os 

resultados mostraram não haver diferença estatisticamente significativa entre as médias 

das idades do G1 (62,86; DP = ± 5,91) e G2-t0 (61,00; DP = ± 6,70) (p = 0,562). O número 

médio de superfícies de lesões de cárie cavitadas em dentina no G2-t0 foi de 6,84 (± 

1,32). Quanto ao fluxo salivar, o G2-t0 apresentou 7 (17,07%) e 22 crianças (53,65%) 

com baixas taxas de fluxo estimulado (< 0,6 mL/min) e não-estimulado (< 0,2 mL/min), 

respectivamente. Após tratamento (G2-t1), este número foi reduzido para 2 (4,88%) em 

relação à SWS e para 9 (21,95%) em relação à UWS.  Diferenças estatisticamente 

significantes na concentração de proteínas salivar entre G1 e G2-t0 (p = 0,001) e G2-t0 

e G2-t1 (p = 0,001) foram observadas, mas não entre G1 e G2-t1 (p = 0,368). Ainda, foi 

observada maior frequência de proteínas de baixo peso molecular e histatina intacta no 

G1 em comparação ao G2-t0. Os pesos moleculares das proteínas presentes na saliva 

de G1 e G2-t1 foram semelhantes. Concluiu-se que o perfil proteico de crianças livres de 



 
 

cárie apresentou um padrão diferente do das crianças com s-ECC e que a realização do 

tratamento odontológico foi capaz de minimizar estas diferenças. Além disso, a histatina 

foi mais frequentemente observada no G1 em comparação ao G2-t0 e G2-t1.  

 

Palavras-chaves: Cárie dentária, Crianças, Proteômica, Histatinas, Proteínas, 

Diagnóstico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Severe Early Childhood Caries (s-ECC) is a public health problem of high 

prevalence and affects thousands of pre-school children around the world. Therefore, 

there is a need to seek for ways to early diagnosis and/or to identify biomarkers for the 

disease. Thus, the aims of this study were to compare the profile of the stimulated whole-

saliva (SWS) and unstimulated whole-saliva (UWS) of caries-free children from those with 

s-ECC before and after dental treatment. For this purpose, preschool children aged 

between 48 and 71 months, who presented complete primary dentition were evaluated. 

A calibrated examiner registered the presence and activity of dental caries according to 

the Nyvad criteria. Afterwards, 2 groups were formed: group 1 (G1) - 41 caries free 

children and group 2 (G2-t0) - 41 children presenting active cavitated dentine caries 

lesions. Stimulated whole-saliva (SWS) and unstimulated whole-saliva (UWS) were 

collected. The G2-t0 children received dental treatment (G2-t1) and 2 months after, their 

saliva was again collected. The salivary flow rate, total protein concentration, molecular 

weights, and the presence of histatin were determined. Data analysis included descriptive 

statistics. Intergroup and intragroup comparisons were made using Mann-Whitney and 

Wilcoxon's test. The Student's t-test for paired samples and linear regression were 

applied (α=0.05). The results showed that there was no statistically significant differences 

between the mean ages of G1 (62.86; SD = 5.91) and G2-t0 (61.00; SD = 6.70) (p = 

0.562). The mean number of surfaces of cavitated dentin carious lesions for G2-t0 was 

6.84 (± 1.32). With respect to salivary flow, the G2-t0 showed 7 (17.02%) and 22 children 

(53.65%) with low stimulated (<0.6 mL/min) and unstimulated (<0.2 mL/min) flow rate, 

respectively. After treatment (G2-t1), this number was reduced for 2 (4.88%) for SWS and 

9 (21.95%) for UWS. Significantly statistical differences were observed in salivary protein 

concentration between G1 and G2-t0 (p = 0.001) and G2-t0 and G2-t1 (p = 0.001), but 

not between G1 nd G2-t1 (p = 0.368). A higher frequency of low molecular weight proteins 

and intact histatin was observed for G1 compared to G2-t0. The molecular weights of the 

proteins present in the saliva of G1 and G2-t1 were similar. It was concluded that the 

protein profile of caries-free children presented a different pattern from that of children 



 
 

with s-ECC and that these differences were minimized by the dental treatment. In 

addition, histatin was more frequently observed in G1 than in G2-t0 and G2-t1. 

 

Key words: Dental caries, Children, Proteomics, Histatins, Proteins, Diagnosis.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 A Cárie da Primeira Infância (ECC – Early Childhood Caries) é uma forma 

agressiva da doença com etiologia multifatorial. Quando associada a fatores de risco 

sócio-culturais, ambientais, comportamentais (1) e biológicos (2) pode se desenvolver 

logo após a erupção dos dentes decíduos em superfícies consideradas de baixo risco 

(3). O não diagnóstico e tratamento adequados promovem rápida progressão e podem  

afetar de forma negativa e permanente o desenvolvimento psico-social e físico da 

criança, com consequente danos tanto às dentições decídua e permanente, quanto à 

saúde sistêmica da criança (4,5). 

 A ECC é mundialmente reconhecida como a doença mais prevalente na 

população infantil, com estimativas que indicam ser cinco vezes mais comum que a 

asma, quatro vezes mais que a obesidade infantil e vinte vezes mais que a Diabetes 

mellitus (4). Por esta razão, o NIDCR (National Institute of Dental and Craniofacial 

Research), sugeriu, em 1998, a inclusão do termo “Severo” para melhor definir este 

padrão de lesão de cárie (3). Assim, em 2011, a AAPD (American Academy of Pediatric 

Dentistry), definiu como Cárie Severa da Primeira Infância (s-ECC – Severe Early 

Childhood Caries) qualquer sinal de lesão cariosa em qualquer superfície dentária em 

crianças com menos de 3 anos de idade, incluindo-se lesões iniciais em esmalte.   

 A cárie dentária é um processo patológico dinâmico, biofilme-dependente, 

resultado de complexas interações entre os microrganismos bucais (e seus produtos), 

constituintes salivares e carboidratos da dieta (6,7). A dinâmica do biofilme acelular 

formado por proteínas, carboidratos e lipídios, que, via adsorção seletiva de proteínas 

derivadas do fluido bucal constitui a Película Adquirida do Esmalte (AEP- Acquired 

Enamel Pellicle) (8), torna óbvia a relação entre a saliva e as interações complexas que 

ocorrem na superfície do esmalte dentário. 

Nas últimas quatro décadas, estudos microbiológicos têm permitido melhor 

compreensão da complexidade da microbiota associada com infecções bucais por meio 

da análise do proteoma e peptidoma da saliva humana (9). Os mais recentes avanços 

tecnológicos de investigação e análise da composição salivar revolucionaram tal 

conhecimento. Outrossim, atribuiu-se às proteínas que compõem a saliva o papel 
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diagnóstico e terapêutico para prevenção, controle do desenvolvimento e tratamento das 

doenças bucais (10).  

Dados referentes à cárie dentária mostram ser esta a doença não comunicável de 

maior prevalência no mundo que afeta cerca de 3 bilhões de pessoas entre crianças e 

adultos (11). Estes dados indicam a necessidade de se buscar meios de diagnóstico 

precoce da doença, o que faz da pesquisa sobre a composição salivar um potencial 

instrumento para a determinação de biomarcadores salivares (12,13), indicadores tanto 

para a saúde quanto para o risco e prognóstico de doenças, entre elas a cárie dentária. 

Muito já se avançou neste campo, com descobertas inovadoras, como as mais recentes, 

sobre o desenvolvimento de proteínas sintéticas (14) com fins de diagnóstico e proposta 

terapêutica (15) para as doenças bucais.  

O impacto da assistência odontológica na redução da prevalência da cárie 

dentária tem permitido o monitoramento da doença em crianças. A priorização da 

atenção a determinados grupos etários se baseia na associação entre a experiência de 

cárie na dentição decídua e a experiência futura na dentição permanente (16). Estudos 

apontam para a efetividade de programas educativos que visam o aconselhamento de 

famílias e comunidades quanto aos bons hábitos de dieta e higiene bucal na redução do 

risco da cárie nestas populações (17,18). Porém, a prevenção aliada à terapia da doença 

ainda na dentição decídua, apesar de constituirem boas alternativas para o seu efetivo 

controle (19), têm se mostrado limitadas quando o problema é analisado do ponto de 

vista populacional. 

 Considerando o acima exposto, este estudo teve por objetivo investigar o perfil 

salivar de crianças que, apesar de terem estilos de vida muito semelhantes, 

apresentaram ou não cárie severa da primeira infância. Ainda, determinar se o 

tratamento odontológico seria capaz de influenciar as características salivares pós-

tratamento. Desta forma, as hipóteses nulas formuladas foram: 

- Não existe diferença no perfil salivar de crianças não portadoras e portadoras 

de cárie severa da primeira infância; 

- Não existe diferença no perfil salivar de crianças com cárie severa da primeira 

infância antes e após receberem tratamento odontológico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 PELÍCULA ADQUIRIDA DO ESMALTE 

 

 A película adquirida do esmalte consiste predominantemente de proteínas 

salivares e peptídeos, além de derivados não-salivares, carboidratos e lipídeos que 

formam uma interface protetora entre a superfície do esmalte dentário e o meio bucal 

(8,20). Tal estrutura atua como barreira permeável seletiva que regula a 

desmineralização e remineralização do tecido dentário, resposta anti-inflamatória a 

possíveis agressões, atividade antimicrobiana e adsorção proteica (10). Existe evidência 

de que segundos após o primeiro contato entre a saliva e a superfície dentária, proteínas 

salivares com alta afinidade pela hidroxiapatita iniciam o processo de interação 

eletrostática com a superfície do esmalte (12,21).  

 As primeiras proteínas a interagirem com a hidroxiapatita possuem baixo peso 

molecular e  podem ser classificadas como proteínas com afinidade de ligação aos íons 

cálcio e fosfato (proteínas precursoras) (9). O segundo estágio de maturação da película 

ocorre com a adsorção de proteínas salivares atribuídas pelas interações proteína-

proteína, fase responsável pelo seu rápido aumento em espessura (100-1000 nm), 

presença de moléculas com formas complexas e maior peso molecular podendo ser 

caracterizada pela formação de sucessivas camadas proteicas ligadas às proteínas 

“precursoras” adsorvidas na superfície do esmalte (20).  

 A partir da fragmentação tríptica de dois diferentes peptídeos derivados da 

mesma proteína por meio da análise de espectrometria de massa foram identificadas 

cerca de 130 proteínas da película adquirida do esmalte de dentes permanentes (9,10). 

Poucos anos depois, as histatinas, estaterinas e proteínas ácidas ricas em prolina foram 

apontadas como as proteínas mais importantes da AEP, com importantes propriedades, 

como a alta afinidade pela hidroxiapatita e a facilidade de serem clivadas pelas enzimas 

proteolíticas encontradas na saliva (14). Em relação à dentição decídua, sabe-se  que as 

proteínas salivares mais abundantes da película adquirida são semelhantes às 

encontradas na película de dentes permanentes (12). Porém, em 2013, um estudo (10) 

identificou 76 proteínas diferentes na AEP da primeira dentição, com características 



24 
 

peculiares tais como, alta seletividade no processo de adsorção, baixo conteúdo 

enzimático e múltiplos modos de interação, guardando alta afinidade de se ligar tanto 

com íons Ca++ (cálcio) quanto com outras proteínas.  

 Acredita-se que as diferenças estruturais entre os cristais de hidroxiapatita do 

esmalte de dentes permanentes e decíduos (22,23), como angulação dos cristais e 

composição do esmalte podem explicar a presença de diferentes proteínas na AEP na 

primeira dentição. As proteínas recém-descobertas do proteoma da AEP de dentes 

decíduos (10), tais como Acidic PRPs (Salivary acidic proline-rich phosphoprotein), 

histatinas e estaterinas foram caracterizadas por possuírem pesos moleculares e 

tamanhos extremamente baixos. Mais de 2/3 dos peptídeos da película adquirida de 

dentes decíduos exibem carga positiva em pH neutro que reforçam a propriedade de 

serem adsorvidas diretamente à hidroxiapatita e outros constituintes da película (22). 

Outra importante descoberta sobre o proteoma de dentes decíduos refere-se ao fato de 

exibirem características hidrofóbicas, que contribuem com a capacidade de realizarem 

ligações inter-peptídeos e proteína-peptídeos (10). Além disso, possuem atividade 

antimicrobiana, lubrificadora, de regeneração tecidual, de resposta imunológica e de 

biomineralização (24).  

 Segundo Jayaraj e Ganesan, 2015 (5), algumas proteínas e peptídeos 

componentes da película de decíduos exibem capacidade tampão, resposta imune e/ou 

anti-inflamatórias que permitem a defesa contra agentes patógenos. Outrossim, a 

identificação de proteínas com múltiplas propriedades é de grande interesse para a 

pesquisa proteômica, pois, de tais proteínas/peptídeos pode-se obter sequência de 

aminoácidos. Assim, viabilizassem a produção, em laboratório, de proteínas sintéticas 

com finalidades diagnóstico/terapêuticas específicas promissoras (25), mas que ainda 

requerem muita investigação (26).  

 

 2.2 SALIVA 

 

 A saliva total é constituído pela secreção de glândulas salivares maiores e 

menores, fluido crevicular cervical, constituintes séricos, células epiteliais descamadas, 

muco proveniente da orofaringe e microrganismos (26, 27). As glândulas salivares 
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maiores (parótida, submandibular e sublingual) são responsáveis pela secreção de 90% 

do total da saliva presente na cavidade bucal. São conhecidas por secretar um fluido 

transportado a partir do soro proveniente dos tecidos circundantes, enquanto as 

glândulas menores labiais, bucais, linguais e palatinas fornecem os 10% do total de 

saliva restante (27). Este transporte seletivo é regulado por células epiteliais tubulares 

no interior das glândulas secretoras, que, extremamente permeáveis e envoltas por 

capilares, são inervadas de forma autônoma, sujeitas às estimulações simpática e 

parassimpática (28).  

Em relação às funções salivares, sabe-se que a saliva é um fluido complexo que 

exerce múltiplas funções na cavidade bucal: digestão, paladar, lubrificação dos tecidos 

bucais e dentários, deglutição, além de agir como barreira protetora contra agentes 

patogênicos (25). Com um pH neutro a ligeiramente básico (pH 7,42  0,4) (29) e 

heterogêneo, o biofluido incolor salivar é composto por água (99%), substâncias 

inorgânicas (0,2%) e proteínas (0,3%) além de outras substâncias orgânicas (27). As 

substâncias inorgânicas da saliva são: sódio, potássio, cálcio, cloro, bicarbonato, fosfato 

inorgânico, tiocianato, flúor, compostos iodados e magnésio. Os componentes orgânicos 

principais são as proteínas, principalmente mucina e ptialina ou alfa-amilase (enzima 

digestiva), além  da albumina, lisozima, gamaglobulinas e uréia, bem como vitaminas, 

aminoácidos, amônia, glicose, lactose, citratos, fatores intrínsecos da coagulação e 

imunoglobulinas (IgA, IgG, IgM, IgD e IgE) (30). A saliva apresenta capacidade tampão 

que desempenha importante papel na susceptibilidade à desmineralização, 

remineralização e resistência do esmalte à cárie dentária (5). 

 

2.2.1 Fluxo salivar 

As variações do fluxo salivar podem, dependendo da situação, ser causa ou 

efeito de processos patológicos bucais ou sistêmicos (30). As listas de possíveis causas 

de hipossalivação e sialorréia são extensas, entretanto, inúmeras dificuldades técnicas 

constituem limitações das pesquisas que visam determinar as variações do fluxo, de 

modo que, as investigações nem sempre são conclusivas e as relações de causa e efeito 

não estão perfeitamente estabelecidas (28).  
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Segundo Siqueira e Nicolau, 2002 (31), o fluxo salivar normal é responsável 

pela função protetora da saliva e, consequentemente, está relacionado com as condições 

de saúde do meio bucal. O aumento do fluxo salivar eleva a capacidade tampão da saliva 

devido ao aumento da concentração de bicarbonato aumenta o pH da saliva e 

consequentemente potencializa o efeito remineralizador e protetor da saliva em relação 

aos dentes (32).  

Apesar da grande variabilidade da taxa de fluxo salivar reportada entre 

indivíduos, estudos concordam que a média do fluxo salivar normal não-estimulado ou 

em repouso pode variar de 0,3 a 0,5 mL/min (31,27), que de 0,2 até 0,3 mL/min pode ser 

considerado um fluxo baixo e que menor que 0,2 mL/min pode ser considerado 

extremamente baixo (33). Para a saliva estimulada considera-se normal o fluxo salivar 

de 1 até 2 mL/min, baixo entre 0,6 e 1 mL/min e extremamente baixo, o fluxo menor que 

0,6 mL/min (32,34,35). 

 

2.2.2 Proteínas salivares  

 A saliva total é composta por um grande número de proteínas e peptídeos, cuja 

complexidade depende das funções biológicas específicas desempenhadas por elas e 

pelos compostos que formam (36). As concentrações das proteínas podem variar de 

acordo com a glândula secretora, inervação e estimulação envolvidos na sua produção 

(37).  

 As proteínas salivares e os complexos formados por elas possuem importantes 

características: multifuncionalidade, redundância e antifuncionalidade (38). A 

multifuncionalidade consiste na propriedade de uma única molécula possuir capacidade 

de exercer mais de uma função na cavidade bucal, enquanto a redundância confere uma 

mesma função biológica a mais de uma molécula. A antifuncionalidade é a propriedade 

de uma proteína, ou complexo por ela formado, de agir de forma favorável ou contrária 

ao hospedeiro (39). 

 Dentre as proteínas encontradas na saliva, a alfa amilase ou amilase salivar é a 

mais abundante, apresentando características multifuncionais de proteção quando 

suspensas na saliva, por agregar certos tipos de bactérias (tais como certos tipos de 
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Streptoccocus) para serem posteriormente digeridas e deglutidas, bem como, possuem 

função de digerir moléculas de amido e de promoção de aderência de bactérias à 

superfície do esmalte quando ligadas à AEP. Nesse sentido, podem fazer parte do 

processo de formação e espessamento do biofilme garantindo fornecimento de alimento 

às bactérias cariogênicas, auxiliando, assim, no desenvolvimento da cárie dentária (40). 

Com função de defesa física, as mucinas são glicoproteínas de alto peso molecular que 

atuam na agregação de bactérias, vírus e substâncias nocivas, agindo como barreira 

protetora na superfície dos tecidos moles e duros (41). 

 As lisozimas são proteínas que atuam em peptidoglicanos da parede celular de 

bactérias promovendo sua lise e possuem capacidade de se ligar a lipopolissacarídeos 

bacterianos, garantindo proteção contra a ação destrutiva tecidual (42). Já as 

imunoglobulinas produzidas tanto pelas glândulas salivares maiores e menores,  estão 

subdividas em diferentes tipos - IgA, IgG e IgM. As imunoglobulinas conferem 

capacidade de proteção do hospedeiro contra a adesão bacteriana aos tecidos bucais e 

facilitando a ação de outros mecanismos de defesa (43).      

                 As histatinas são constituídas por peptídeos catiônicos, compostas pelo 

aminoácido histidina, de baixo peso molecular. Atuam em processos variados 

relacionados à defesa, tais como, inibição de processos inflamatórios, proteção do 

esmalte contra desmineralização e apresentam, ainda, atividades antifúngica e 

antibacteriana (44). Possuem três formas principais que são as histatinas 1, 3 e 5 que 

diferem entre si pela forma como são produzidas, já que a 1 e 3 surgem pela expressão 

gênica dos genes HIS1 e HIS2, enquanto a histatina 5, de modificações pós-

translacionais a partir da histatina 3 (45). Estudos recentes evidenciaram que as 

histatinas possuem propriedades de adesão à película adquirida e à hidroxiapatita, 

mantendo-se protegidas dos processos de proteólise (44) e passando a apresentar 

potencial anti-fúngico (46).    

 As estaterinas e proteínas ricas em prolina estão presentes e participam da 

formação da AEP (8). Possuem atividade antibacteriana pela propriedade de se ligarem 

a glicoproteínas de bactérias o que facilita sua aglutinação para posterior deglutição pelo 

hospedeiro, e antifúngica, ao induzir a redução da agressividade da Candida Albicans 

(42). A estaterina, em particular, é uma proteína que se mantém intacta quando ligada à 
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superfície do esmalte como parte da AEP (12). Ela se destaca de outras proteínas por 

possuir dois diferentes mecanismos de controle dos fosfatos de cálcio na saliva: 1- 

inibição da precipitação espontânea dos sais de cálcio; 2- inibição do crescimento dos 

cristais de cálcio (21).  As PRPs, por outro lado, possuem fosfoserinas em seu conteúdo 

que, como resultado de modificações pós-traducionais, lhes conferem alta afinidade pela 

hidroxiapatita (45).  

 As PRPs têm sido descritas como proteínas iniciadoras relacionadas aos 

fenômenos de remineralização que ocorrem nas superfícies dos dentes no estado de 

supersaturação de cálcio na saliva  (46).     

  Por fim, as cistatinas são inibidores de proteinases do aminoácido cisteína, com 

grande capacidade de ligação ao cálcio (41). Supõe-se, pelas concentrações elevadas 

em condições patológicas, em especial da cistatina C, que estejam relacionadas aos 

processos de desmineralização e remineralização do esmalte dentário. Embora seu 

papel na doença cárie não tenha sido definido, especula-se que seus níveis possam 

estar aumentados na presença de lesões cariosas ativas. (47). 

 

2.3 MÉTODOS DE ANÁLISES PROTEÔMICAS EM SALIVA 

 

2.3.1 Concentração de proteínas totais 

 Os métodos para medição da concentração de proteínas totais são 

colorimétricos. Tais procedimentos consistem em reações químicas entre reagentes 

compostos associados à solução-teste e a soluções de referência (48), cuja coloração 

dos produtos é quantificada e comparada com a solução padrão de concentrações pré-

estabelecidas (49).  

 Na literatura, os métodos colorimétricos de mensuração da concentração de 

proteínas mais conhecidos são os métodos de Bradford, de Lowry e o de Smith ou do 

ácido bicinconínico (BCA, Bicinchoninic Acid Protein Assay) (49). O primeiro consiste em 

reações que confrontam a solução investigada com a solução-padrão de albumina sérica 

bovina, por meio da coloração de Azul-de-Coomassie G250. Isto pode levar a resultados 

pobres, pela extrema dependência da reação entre o Azul-de-Coomassie e as proteínas, 

subestimados pelas reações de menor rendimento dependendo do tipo de aminoácido 
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nelas contido (50). Os outros dois métodos, de Lowry e BCA, utilizam reações entre íons 

de cobre com as ligações peptídicas das proteínas. No método de Lowry, as ligações 

proteína-íons cobre são pigmentadas pelo azul de heteropolimolibdênio e a coloração 

azul é medida a 550 nm (51). No método de Smith, ou BCA, a reação produz coloração 

roxa mensurada a 562 nm (52) com as vantagens da reação ocorrer mais facilmente, 

exigir menos passos operatórios e ter grande aplicabilidade por ser mais tolerante a 

diferentes substâncias, tais como, tampões, drogas, ácidos nucleicos e açúcares (51).   

 

2.3.2 Eletroforese 

 A eletroforese em gel é uma técnica amplamente usada para a separação de 

biomoléculas, tais como os ácidos nucleicos e as proteínas. São métodos analíticos 

constituídos pela reação de polimerização da acrilamida e da metilenobisacrilamida, 

induzida por radicais livres, que apresentam poros de dimensões moleculares compondo 

malhas. Nessas malhas de gel, em resposta ao campo elétrico do meio, moléculas 

carregadas eletricamente sofrem separação, baseada tanto nos princípios da filtração 

em gel quanto na mobilidade eletroforética das moléculas. Nesse sentido, as grandes 

moléculas têm sua migração retardada com relação às moléculas de menor tamanho 

(49). A eletroforese pode ser classificada em dois tipos principais: os métodos 

desnaturantes e os nativos.  

 O método desnaturante, cuja  separação de proteínas desnaturadas ocorre de 

acordo com seu peso molecular e pode ser utilizado também como método de filtragem 

de proteínas (50), é a eletroforese em gel de poliacrilamida adicionado de dodecilsulfato 

de sódio (SDS-PAGE, sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) (53). 

A técnica realiza a desnaturação e dissociação das amostras submetidas aos reagentes 

e à fervura provocando o rompimento de estruturas secundárias a quaternárias 

deixando-as somente com a estrutura primária, composta por sequência de aminoácidos 

(49). Os reagentes utilizados, ditiotreitol (DTT - Dithiothreitol) e o ß-mercaptoetanol, 

promovem a desnaturação das proteínas que se ligam ao dodecil sulfato de sódio (SDS) 

e passa a ter forma retilínea e cargas elétricas proporcional ao seu peso molecular (51). 

Desta maneira, o processo de separação molecular da SDS-PAGE torna possível a 

estimativa de peso molecular por meio da comparação dos pesos encontrados nas 
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amostras testadas com soluções de referência, com proteínas de pesos moleculares 

conhecidos (54). A quantificação das proteínas é feita pela análise densitométrica da 

intensidade da cor das bandas eletroforéticas na imagem obtida do gel de eletroforese 

com softwares que possuem recursos de medição de intensidade, tal como o Bio-Rad 

Image Lab (55). 

 Nos métodos nativos as proteínas são submetidas à atração eletroforética em 

sua forma original sendo separadas por outros fatores e não pelo peso molecular. A 

eletroforese em gel nativo é empregada quando se pretende identificar proteínas por 

meio de propriedades biológicas específicas, tais como, ligações com receptores ou 

anticorpos, atividade enzimática, presença de complexos e presenças de cargas 

elétricas positivas ou negativas. Os géis nativos catiônicos são utilizados para o estudo 

das proteínas catiônicas, especialmente as histatinas e outras proteínas ricas em 

histidinas (56). Essa técnica difere da SDS-PAGE por realizar a eletroforese com 

proteínas em sua forma nativa e com o sistema eletroforético montado de forma que o 

catodo (pólo negativo) fique na posição inferior. Outra diferença é a especificidade do gel 

de poliacrilamida e das soluções-tampão, no qual a solução tampão-superior, interna ao 

cassete, difere da inferior, externa a ele, constituindo um método descontínuo de 

eletroforese (57).  

 Os métodos eletroforéticos possuem, de modo geral, limitações relacionadas à 

seleção dos reagentes, ao método de separação ou de coloração das bandas 

eletroforéticas. Quanto à separação, o fato desta ser obtida por meio de uma única 

característica da molécula, tal como peso molecular, fazendo com que diferentes 

moléculas apareçam dispostas nos mesmos níveis de separação, ou seja, nas mesmas 

bandas eletroforéticas, pode ser considerada uma limitação (58). Nos géis nativos, a 

presença de mucina, proteína de alto peso molecular, é capaz de formar complexos com 

outras moléculas, o que pode impedir a passagem destas pelos poros do gel (59). Apesar 

das limitações, alguns estudos (38,41) empregam géis nativos de eletroforese para a 

identificação e caracterização de proteínas como amilase, histatinas e proteinas ricas em 

histidinas na saliva, enquanto outros (60,61,62), utilizam o gel SDS-PAGE para encontrar 

possíveis diferenças entre bandas proteicas de amostras de saliva de indivíduos sadios 

e indivíduos portadores da doença cárie dentária. 
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2.4 CÁRIE DA PRIMEIRA INFÂNCIA 

 

A cárie dentária ainda hoje representa um grande problema para a saúde pública 

mundial (63,64), já que é a doença crônica mais comum na infância. No Brasil, o último 

levantamento epidemiológico nacional em saúde bucal que considerou a faixa etária de 

18 a 36 meses (65) encontrou uma prevalência de cárie dentária de 26,85%. Outros 

estudos indicam uma variação entre 12% a 46%, sendo que a faixa etária mais acometida 

pela doença é a de 1 a 3 anos de idade (66,67).  

 Em 2011, a AAPD (American Academy of Pediatric Dentistry) definiu como Cárie 

Severa da Primeira Infância (s-ECC – Severe Early Childhood Caries) qualquer sinal de 

lesão cariosa em qualquer superfície dentária em crianças com menos de 3 anos de 

idade, incluindo-se lesões iniciais em esmalte. Para as idades entre 3 a 5 anos, a s-ECC 

segue a descrição conforme mostra a tabela 1.  

 

Tabela 1. Definição de Cárie Severa da Primeira Infância de acordo com a idade segundo 

a American Association of Pediatric Dentistry (5,68) 

Idade Descrição 

3 anos Uma, ou mais, superfícies cavitada, restaurada ou dente perdido por cárie na 
região ântero-superior ou um escore ceos* ≥ 4 

4 anos Uma, ou mais, superfícies cavitada, restaurada ou dente perdido por cárie na 
região ântero-superior ou um escore ceos ≥ 5 

5 anos Uma, ou mais, superfícies cavitada, restaurada ou dente perdido por cárie na 
região ântero-superior ou um escore ceos ≥ 6 

 

 *ceos = superfícies cariadas, indicadas para extração, obturadas 

 

Apesar da agressividade e rápida progressão, a doença pode ser prevenida, 

controlada ou mesmo revertida. Para tal, o diagnóstico deve ocorrer no estágio inicial, 

determinado pela presença de mancha branca no esmalte dentário (16). Em estágio  

mais avançado, com presença de cavitação, há necessidade de tratamento curativo a 
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fim de evitar a progressão da doença para situações de destruição completa do dente, o 

que pode resultar em complicações locais, sistêmicas, psicológicas e sociais (17). 

Diferentes sistemas visuais-táteis de classificação para a detecção de lesões de 

cárie em estágios iniciais têm sido propostos e desenvolvidos (69). Entretanto, a 

determinação da atividade de cárie, apesar de ser extremamente importante na tomada 

de decisão clínica, não é levada em consideração pela maioria dos índices, sendo o 

critério Nyvad o único método validado para se classificar as lesões cariosas em ativas 

e inativas (70). Neste método, as superfícies dentárias são avaliadas quanto à presença 

ou não da doença e, caso uma lesão seja detectada, se esta está ativa ou inativa. 

Considerando que a ECC é definida com base, também, na presença de lesões não-

cavitadas, este método de diagnóstico permite determinar com maior segurança crianças 

livres de cárie, definidas neste estudo como aquelas que não apresentam nenhum sinal 

clínico da presença e atividade da doença. 

Quanto aos tratamentos propostos para o manejo clínico da s-ECC, destaca-se o 

Tratamento Restaurador Atraumático (ART: Atraumatic Restorative Treatment). O ART 

foi desenvolvido pelo Dr. Jo E. Frencken (Universidade de Nijmegen, Holanda) e sua 

equipe, em meados dos anos 80. Esta técnica restauradora empregada em lesões 

dentinárias, raramente requer o uso de anestesia local, dispensa isolamento absoluto e 

uso de instrumentos rotatórios (71). É uma modalidade alternativa no tratamento bucal 

preventivo e curativo da cárie dentária para grupos de populações com vulnerabilidade 

social (72,73).  

A técnica do ART aumenta a probabilidade de cooperação do paciente, reduz o 

tempo operatório, evita as fobias relacionadas a punções, ruídos e vibrações e, 

consequentemente, gera menor ansiedade (74).  

 

2.4.1 Cárie dentária e saliva 

Várias tentativas de se relacionar saliva e cárie dentária já foram feitas. A 

hipossalivação foi apontada como um fator de risco à cárie em função da redução da 

capacidade tampão, e por conseguinte, do pH do meio. Ademais, por promover o 

espessamento do biofilme, com incorporação de proteínas complexas e derivados ácidos 

provenientes de agentes patógenos (27). Em um outro estudo, uma relação 
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inversamente proporcional entre fluxo salivar e o risco à cárie também foi observada, de 

maneira que quanto menor o fluxo, maiores as chances de ocorrência da doença (28). 

De acordo com um estudo usando métodos de análises proteômicas de saliva de 

pré-escolares, proteínas de baixo peso molecular equivalente ao das cistatinas, foram 

associadas à suscetibilidade destes à cárie severa (47).  

Uma investigação sobre crianças brasileiras portadoras de s-ECC relacionou o 

risco de cárie com as variações na expressão de α-amilase e anidrase carbônica (75). 

Além disso, um estudo realizado com crianças chinesas que apresentavam lesões de 

cárie antes e após receberem tratamento sugeriu que picos significativos de peptídeos 

formados por segmentos de histatina 1 estariam associados ao risco de s-ECC (76).  

Alguns estudos, porém, não encontraram diferenças significativas ao compararem 

grupos com e sem s-ECC (61,62).  

A identificação de proteínas com múltiplas propriedades é de grande interesse 

para a pesquisa proteômica que pretende utilizar os mais recentes avanços em 

nanotecnologia para determinar possíveis biomarcadores na saliva de indivíduos 

saudáveis e doentes (77,78). Portanto, a análise proteômica parece promissora e se 

justifica pela possibilidade de constituir ferramenta diagnóstico que poderia contribuir 

com o rastreio do risco e monitoração do desenvolvimento da doença em estágio 

precoce, porém ainda requer maior investigação. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Avaliar o perfil proteico da saliva estimulada e não-estimulada em crianças livre de 

cárie e com a presença de cárie severa da primeira infância, antes e após receberem 

tratamento odontológico. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar a concentração de proteínas da saliva estimulada e não-

estimulada de crianças livres de cárie e com a presença de cárie severa da 

primeira infância. 

2. Determinar a concentração de proteínas da saliva estimulada e não-

estimulada de crianças com cárie severa da primeira infância antes e após 

receberem tratamento odontológico. 

3. Determinar o fluxo salivar da saliva estimulada e não-estimulada de crianças 

livres de cárie e com a presença de cárie severa da primeira infância, antes e 

após receberem tratamento odontológico. 

4. Determinar os pesos moleculares da saliva estimulada e não-estimulada de 

crianças livres de cárie e com a presença de cárie severa da primeira infância. 

5. Determinar os pesos moleculares da saliva estimulada e não-estimulada de 

crianças com cárie severa da primeira infância antes e após receberem 

tratamento odontológico. 
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4. MÉTODOS 

 

4.1 PARTE I: PROCEDIMENTOS REALIZADOS NO BRASIL 

 

4.1.1 Aspectos éticos 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos 

da Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília (CEP/FS-UNB), número 

de registro (CAAE) 47603415.5.0000.0030 (anexo 1) e foi realizado com o apoio da 

Secretaria de Educação do Distrito Federal (anexo 2). 

 Todos os procedimentos foram realizados somente após os pais assinarem o 

termo de consentimento livre e esclarecido (apêndice 1) e as crianças, o termo de 

assentimento (apêndice 2). 

Todas as crianças que participaram da triagem inicial e calibragem (página 37) e 

que foram identificadas como portadoras de cárie foram tratadas, incluindo aquelas que 

não cumpriram os critérios de inclusão, desde que os pais tivessam assinado o termo de 

consentimento livre e esclarecido. Finalmente, mães e/ou responsáveis pelos 

participantes da pesquisa forneceram informações sobre hábitos alimentares e uso de 

medicamentos e receberam orientação sobre dieta (redução da ingestão de açúcar) e 

higiene bucal. 

 

4.1.2 Delineamento e Seleção da amostra 

 Considerando a necessidade de se incluir crianças portadoras de cárie severa da 

primeira infância, o Centro de Educação Infantil n.1 da Cidade Estrutural foi escolhido 

para seleção da amostra, obedecendo-se os seguintes critérios de inclusão: crianças 

terem entre 48 e 71 meses de idade, boas condições gerais de saúde, dentição decídua 

completa e comportamento colaborador que permitisse a realização dos exames e 

tratamento, conforme a necessidade desse último. Foram excluídas aquelas crianças 

que não apresentaram boa aceitação à realização dos procedimentos e/ou cujos pais 

não assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.  

A Cidade Estrutural é uma comunidade da região administrativa do Setor 

Complementar de Indústria e Abastecimento, no Distrito Federal, cuja formação deveu-

https://pt.wikipedia.org/wiki/Regi%C3%B5es_administrativas_do_Distrito_Federal_(Brasil)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Setor_Complementar_de_Ind%C3%BAstria_e_Abastecimento
https://pt.wikipedia.org/wiki/Setor_Complementar_de_Ind%C3%BAstria_e_Abastecimento
https://pt.wikipedia.org/wiki/Distrito_Federal_(Brasil)
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se a uma invasão de catadores de lixo próximo ao aterro sanitário de outras regiões 

administrativas. Apesar de ter sido contemplada em 2014 com melhorias na 

infraestrutura urbana, ainda compreende cidade de população com extremamente baixo 

poder sócio-cultural. 

 

4.1.3 Exame físico intra-bucal 

 O exame fisico intra-bucal foi realizado por uma única avaliadora, assistida por 

uma anotadora em ambiente escolar. Para tanto, a examinadora foi treinada e calibrada 

na utilização do critério Nyvad (anexo 3) (79,80), que foi utilizado para registro da cárie 

dentária (tabela 2). 
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Tabela 2. Critério Nyvad com seus códigos e descritores  

 

CÓDIGO CARACTERÍSTICA DESCRIÇÃO 

0* Hígido Esmalte com translucidez e textura normal (coloração em 
fissuras permitidas, desde que hígida) 

1 Cárie ativa 
(Superfície intacta) 

Superfície de esmalte branca ou amarelada com perda de 
brilho e rugosa ao toque com ponta da sonda; Superfície 
lisa: lesões de cárie típicas localizadas próximas à 
margem gengival. 
Fissura/fóssulas: morfologia intacta; lesão estendendo ao 
longo das paredes da fissura. 

2 Cárie ativa 
(Superfície irregular) 

Mesmo critério do código 1. Microcavidade restrita ao 
esmalte 

3** Cárie ativa 
(Cavitada) 

Cavidade facilmente visível a olho nu em esmalte/dentina; 
superfície da cavidade amolecida a sondagem leve. Pode 
haver ou não envolvimento pulpar. 

4 Cárie inativa 
(Superfície intacta) 

Superfície do esmalte esbranquiçada, amarronzada ou 
negra. Esmalte pode estar brilhante, duro e liso ao suave 
toque da sonda através da superfície. Nenhuma perda 
detectável clinicamente de substância. 
Fissura/fóssula: morfologia intacta, lesão estendendo ao 
longo das paredes da fissura. 

5 Cárie inativa 
(Superfície irregular) 

Mesmo critério do código 4. Defeito superficial localizado 
(microcavidade) restrita ao esmalte 

6 Cárie inativa 

(cavitada) 

Cavidade facilmente visível a olho nu em esmalte/dentina; 
superfície da cavidade pode estar brilhante e dura a 
sondagem. Sem envolvimento pulpar. 

7 Restauração 
(superfície hígida) 

Restauração bem adaptada 

8 Restauração + cárie 
ativa 

Lesão de cárie pode estar cavitada ou não 

9 Restauração + cárie 
inativa 

Lesão de cárie pode estar cavitada ou não 

 

 Código utilizado para seleção do G2 ٭٭  ;Código utilizado para seleção do G1٭ 

  

 Para o treinamento, a examinadora participou de uma aula teórica sobre o 

critério Nyvad ministrada por uma especialista, na qual foram utilizadas fotografias de 

dentes hígidos e com lesões de cárie de diferentes níveis de acometimento. Os critérios 

utilizados para julgar se uma lesão é ativa ou não também foram discutidos.  

 Para a calibração, foram realizados exames visual tátil em 10 crianças de 5 

anos de idade do Centro de Educação Infantil n.1 da Estrutural, aleatoriamente 

selecionadas, que não participaram da investigação, porém receberam tratamento 
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conforme repectivas necessidades detectadas. Os exames foram realizados em macas 

portáteis, em sala bem iluminada, por dois dias consecutivos. Foram utilizados  sonda 

OMS, espelho clínico, rolete de algodão, sem a utilização da seringa tríplice. Todos os 

dados foram anotados por uma assistente, também treinada, em uma ficha específica 

(apêndice 3). Os exames foram repetidos num intervalo de uma semana, e a pesquisa 

só se iniciou após a examinadora atingir um coeficiente kappa de 0,82. 

 Para os estudo principal, foram examinadas 92 crianças, de acordo com a idade 

indicada pelos dados de matrícula das mesmas. Ao final dos exames, 41 crianças 

compuseram o grupo 1 (G1) (figuras 1a e 1b) e 41 o grupo 2 (G2) (figuras 1c e 1d), 

considerando a ausência de qualquer sinal de cárie (G1 - Nyvad código 0) ou a presença 

lesão de cárie ativa em dentina (G2 - Nyvad código 3), com ou sem ocorrência lesão de 

cárie em esmalte, com ou sem envolvimento pulpar. 

 

 

                                                                                                                                                                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. (a) e (b): crianças do grupo 1 com ausência de qualquer sinal de cárie (G1 - 

Nyvad código 0); (c) e (d): crianças do grupo 2 com presença lesão de cárie ativa cavitada 

em dentina (G2 - Nyvad código 3) 

 

a b

c d 
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4.1.4 Coleta de saliva  

Todas as coletas de saliva foram realizadas na escola por uma única operadora, 

acompanhada por uma auxiliar entre 09:00 e 11:00 horas da manhã para minimizar o 

efeito do ritmo circadiano e 2 h após a última refeição (15). Um estudo piloto para 

treinamento da examinadora e anotadora foi realizado com base nos protocolos de coleta 

estimulada e não-estimulada realizados em estudos anteriores (5,12,15). 

A última refeição das crianças foi o café da manhã balanceado, às 07:00 horas,  

realizado na escola. Em seguida, os participantes eram levados a uma sala para realizar 

escovação supervisionada utilizando-se pedra-pomes em pó e água (12) e aguardar 

pelos procedimentos de coleta. A saliva estimulada e não-estimulada das crianças de 

ambos os grupos foi coletada em dois dias consecutivos  

A saliva não estimulada (UWS - Unstimulated whole-saliva) foi coletada com um 

catéter plástico macio descartável (figura 2a), que foi introduzido na cavidade bucal das 

crianças, após ser conectado a uma bomba de sucção elétrica portátil (Graco, California, 

USA) (figura 2b). Como o objetivo do método é a coleta de saliva não estimulada e a 

presença do catéter flexível pode fornecer uma ligeira estimulação, a saliva produzida 

nos primeiros 10 segundos foi descartada (31). O procedimento foi explicado para a 

criança antes e a mesma foi orientada para manter os olhos abertos, não mastigar e não 

movimentar a mandíbula para não estimular o fluxo salivar.  

A coleta foi realizada em uma sala bem ventilada e bem iluminada com a criança 

sentada confortavelmente em uma cadeira. A assistente realizou a anotação das 

informações pessoais do participante e da coleta em ficha própria (apêndice 3). Usando 

luvas, a examinadora inseriu um sugador descartável conectado à uma bomba de 

aspiração à vácuo portátil e ligou o aparelho. Com auxílio de um cronômetro, a saliva foi 

coletada durante 2 minutos permitindo o cálculo do fluxo salivar inicial (32). Após este 

período, a coleta continuou até serem coletados 3,5 mL de saliva mensurada no tubo 

Falcon graduado.  

 O tempo de coleta da saliva foi cronometrado e registrado (5). O cálculo do fluxo 

foi feito dividindo o total de saliva obtido em mL dividido por 2. A amostra foi colocada 
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em tubo de ensaio identificado (nome, grupo e data) e foi mantida em gelo durante toda 

a coleta para posterior procedimento de adequação e armazenamento no laboratório 

(32). Todo o procedimento foi repetido no dia seguinte, na mesma sequência e hora, 

para todas as crianças com o objetivo de garantir a confiabilidade dos dados. 

A coleta da saliva total estimulada (SWS – Stimulated whole-saliva) foi realizada 

por meio da mastigação de um pedaço de filme plástico (parafilme de 6.25 cm2, Bemis 

NA, Neenah, WI, USA) que a criança foi orientada a mastigar enquanto se procedia a 

coleta da mesma (31). Um tubo de plástico (Falcon Tube) graduado foi utilizado para a 

coleta (figura 2c). A criança foi orientada a cuspir a saliva no tubo a cada minuto e não 

engolir (figura 2d). Todo o procedimento foi cronometrado e registrado em ficha própria 

por um assistente (apêndice 3). A saliva coletada nos primeiros 60 segundos foi 

descartada, segundo preconiza Siqueira, o tempo para a ativa secreção salivar após 

estímulo (31). A coleta foi realizada por mais 8 minutos. Ao final,  a criança foi orientada 

a cuspir a saliva com o parafilme (44). Foi registrada a razão entre o volume de saliva 

coletada e o tempo utilizado na coleta (mL/min). Todas as amostras foram identificadas 

e mantidas no gelo para posterior procedimento em laboratório. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.bing.com/search?q=Neenah%2c+WI%20wikipedia
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Figura 2. (a) e (b): coleta de saliva não-estimulada (UWS); (c) e (d): coleta de saliva 

estimulada (SWS) 

 

4.1.5 Tratamento restaurador atraumático 

 As crianças do Grupo 2, portadoras de cárie severa da primeira infância foram 

tratadas por uma odontopediatra em ambiente escolar treinado para realização do 

tratamento em campo. As lesões de cárie cavitadas foram tratadas por meio do ART (16) 

e as lesões ativas em esmalte receberam fluorterapia com verniz fluoretado 

a b

c d 
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(Colgate Duraphat Varnish, London, UK). Crianças com lesões cavitadas em dentina 

com envolvimento pulpar receberam tratamento endodôntico (realizado na clínica de 

Odontopediatria do Hospital Universitário de Brasília) previamente ao TRA. Crianças com 

lesões de cárie extensas sem a possibilidade de receberem tratamento endodôntico ou 

raízes dentárias remanescentes tiveram tais elementos dentários extraídos na própria 

escola.  

A fluorterapia constitui da aplicação de verniz fluoretado 

(Colgate Duraphat Varnish 50mg/Ml Dental Suspension) aplicado com microbrush nas 

lesões de mancha branca ativas em esmalte (figuras 3a e 3b). O procedimento foi 

realizado uma vez por semana durante quatro semanas consecutivas segundo o 

seguinte protocolo: 

- a criança foi deitada na maca; 

- os dentes foram limpos; 

- foi realizada a secagem da superfície dentária com gaze; 

- Verniz fluoretado Duraphat foi aplicado com auxílio de microbrush. 

 

  

Figura 3. (a) e (b): aplicação de verniz fluoretado em lesões de mancha branca ativas 

em esmalte de crianças do G2 

Para as lesões cavitadas em dentina, o TRA foi realizado foi realizado na própria 

escola, utilizando-se macas portáteis, Kit ART (Duflex - SSWhite, MG, BR), sonda OMS, 

espelho clínico, gaze e rolete de algodão. 

a b 
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A figura 4 mostra lesão de cárie cavitada ativa em dentina (figura 4a) em uma 

criança do G2 e a restauração de TRA concluída (figura 4b). A sequência operatória foi 

realizada da seguinte maneira: após a colocação da criança na maca, os dentes foram 

limpos e o campo operatório isolado com roletes de algodão. Em seguida, foram 

utilizadas curetas afiadas para a remoção da dentina cariada. Caso houvesse esmalte 

sem suporte, este foi quebrado também manualmente. A remoção da dentina seguiu os 

preceitos da remoção seletiva de tecido de cariado (69). Tendo sido removido o tecido 

cariado amolecido, a cavidade foi restaurada utilizando-se cimento de ionômero de vidro 

de alta viscosidade (Equia Fil, GC America, EUA) seguindo o protocolo abaixo: 

 - Lava-se e seca-se a cavidade com uma bolinha de algodão molhada com água 

e seca, respectivamente; 

 - Faz-se o condicionamento da cavidade utilizando-se uma bolinha de algodão  

embebida em ácido poliacrílico a 11,5% (Nova DFL, RJ, BR) por 15 segundos; 

 - Lava-se com uma bolinha de algodão embebida em água de 5 a 10 segundos e 

seca-se com bolinha de algodão; 

 - Manipula-se mecanicamente (Amalgamador Capsular digital EC-Mix-Ecel SP, 

BR) as cápsulas do Equia Fil (GC America, EUA) por 10 segundos; 

 - Imediatamente após, inserir o material colocando-se a ponta da seringa na parte 

inferior da cavidade e preenchendo-a para além de seus limites, até que o ionômero se 

estenda sobre as fissuras adjacentes; 

 - Pressiona-se o dedo enluvado e vaselinado sobre a cavidade por 40 segundos;  

 - Retira-se o excesso de ionômero de vidro com instrumentos de corte manual e 

um explorador na crista marginal; 

 - Verifica-se a oclusão utilizando-se papel carbono (Contacto Film Angelus, SP, 

BR);  

 - Aplica-se o protetor de superfície (Equia Coat, GC America) e fotopolimeriza-se 

(Fotopolimerizador Gnatus, SP, BR) por 20 segundos; 
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Nos casos de cavidades de classe II, utilizou-se o sistema de matriz de aço e 

grampo Palodent  (Dentsply Sirona, PA, EUA) e cunha de madeira (cunha anatômica de 

Madeira – TDV, SC, BR).  

                                    
 

 

 

 

 

 

Figura 4. (a) lesão de cárie cavitada ativa em dentina no dente 73; (b) dente restaurado 

seguindo o protocolo TRA 

 

4.1.6 Reavalição do G2 

Dois meses após a realização dos tratamentos, as crianças do G2 foram re-

examinadas segundo o critério Nyvad pela mesma avaliadora. Nova coleta de saliva, 

estimulada e não estimulada, foi realizada em dois diasconsecutivos, seguindo os 

protocolos já descritos. Desta forma, a avaliação do perfil salivar do G2 ocorreu em dois 

momentos, t0 e t1, ou seja, antes a após a intervenção terapêutica, respectivamente. 

 

4.1.7 Procedimento para adequação e armazenamento das amostras  

 Todas as amostras foram identificadas e mantidas no gelo durante todo o 

procedimento de coleta. Imediatamente após o término da coleta em ambiente escolar, 

foram encaminhadas ao Laboratório do Departamento de Farmácia da Universidade de 

Brasília. No laboratório, todas as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g 4°C por 20 

min (55) e o sobrenadante foi separado dos pellets em alíquotas de 1 mL. As amostras 

foram congeladas a – 20°C e, após a liofilização, foram congeladas, armazenadas a - 

80º C (12) e exportadas em gelo seco para o Departamento de Bioquímica da Schulich 

School of Medicine & Dentistry, University of Western Ontario (UWO), in London, ON, 

Canada.  

a b 
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4.2 PARTE II: PROCEDIMENTOS REALIZADOS NO CANADÁ 

 

4.2.1 Preparo das amostras para realização dos experimentos laboratoriais 

As amostras exportadas para o Canadá foram submetidas a uma sequência de 

procedimentos no Laboratório de Saliva do Departamento de Bioquímica da Schulich 

School of Medicine & Dentistry of UWO, London, ON, Canada. Para as análises da saliva 

coletada, as amostras liofilizadas e reidratadas com 1 mL de água ultrapura e os tubos 

Eppendorf de 1,5 mL foram agitados por 30 segundos, num Eppendorf Thermomixer F2.0 

(IL, USA) estando prontos para serem submetidos ao primeiro experimento laboratorial.  

 

4.2.2 Experimento 1: Ensaio do ácido bicinconínico (Bicinchoninic acid assay - 

BCA)  

A concentração significativa de proteínas presentes no sobrenadante da saliva 

(WSSs – Whole-saliva supernatants) foi medida por meio do Ensaio do Ácido 

Biocinconínico (BCA - Thermo Fisher Pierce, Rockford, IL, USA) utilizando-se albumina 

de soro bovino como padrão (IL, USA) (44,55). Para essa análise, nove soluções-padrão 

de albumina sérica em concentrações crescentes pré-estabelecidas de 0 a 2000 µg/mL 

foram adicionadas ao reagente do BCA em duplicata para se construir a curva de 

calibração ao lado das amostras de saliva a serem estudadas e colocadas para reagir 

por trinta minutos. A absorbância foi então medida por um espectrômetro específico 

(iMark Microplate Reader, Bio Rad Inc., Hercules, USA) e os dados encontrados foram 

exportados para o programa Microsoft Excel 2013 (Microsoft Inc., Redmond, USA). Nele, 

foi construída uma curva de calibração feita com as médias dos valores de absorbância 

de cada uma das concentrações de soluções-padrão, na qual foram extraídos o 

coeficiente de determinação R2 e a equação de primeiro grau correspondente. O critério 

adotado para a validação da análise foi encontrar o valor do coeficiente de determinação 

R2 dessa curva de calibração acima de 0,99 e a equação do primeiro grau foi utilizada 

para se calcular a concentração de proteínas de cada amostra. Os dados da 

concentração de proteínas totais foram analisados estatisticamente pela análise de 

variância. 
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Os resultados obtidos foram registrados para realização de cálculos necessários 

para posterior avaliação. Alíquotas contendo 20 µg de proteínas salivares foram 

preparadas em novos microtubos Eppendorf de 1,5 mL e desidratados em vapor rotativo 

(Vaccufuge Plus, Eppendorf, Hamburg, Germany), sendo mantidas a – 20º C até o uso 

no experimento seguinte. 

 

4.2.3 Experimento 2: SDS-PAGE (Sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis) – Gel de Eletroforese 

 Esse experimento foi realizado para determinação da quantidade de proteínas 

salivares de acordo com seus pesos moleculares por meio da separação eletroforética. 

Após a medição das concentrações de proteínas totais nas amostras, foram calculadas 

as médias e desvios padrão de concentração de proteínas totais nas amostras do G1, 

G2-t0 e  G2-t1.  Para cada grupo citado, foram selecionadas 6 amostras coletadas de 

forma estimulada e de forma não-estimulada com valores de concentração de proteínas 

próximos às médias totais dos grupos.  

Cada alíquota selecionada foi ressuspensa com 20 µL de uma solução-tampão 

composta por dodecil sulfato de sódio (SDS) a 2%, ditiotreitol (DTT) a 165 mM, glicerol 

a 20%, tris (hidroximetil) aminometano a 20 mM ajustado a pH 6,8 com ácido hidro-

clorídrico (Tris-Cl), ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 2 mM, azul de bromofenol 

a 0,1 mg/mL e 5 mM de de beta-mercaptoetanol (BME). Em seguida, ressuspensões 

foram fervidas por 5 minutos. 

Cada ressuspensão foi carregada em um poço de um gel de poliacrilamida a 12% 

(gel de separação) e a 4% (gel de carregamento), contendo dodecil-fosfato de sódio, 

montado em um conjunto minigel de eletroforese Mini Protean (Bio-Rad Inc., Hercules, 

USA). 5 µL de Precision Plus All Blue (Bio-Rad Inc., Hercules, USA) foi carregado no 

primeiro poço de cada gel para servir de padrão de referência. O processo de 

eletroforese seguiu o método de Laemmli (53), tendo como parâmetros temperatura 

ambiente de 22º C e corrente de 100 V por cerca de duas horas. A corrente foi desligada 

quando as proteínas alcançaram aproximadamente 0,5 cm da parte inferior do gel. As 

placas de vidro do minigel foram separadas e o gel nela contido foi retirado e corado a 

temperatura ambiente por cerca de duas horas com Azul de Coomassie G250 a 0,2%, 
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metanol a 40% e ácido acético a 10%. A etapa de descoloração foi realizada com solução 

aquosa de metanol a 40% e ácido acético a 10% por aproximadamente 16 horas até que 

o gel estivesse suficientemente descolorido, sendo em seguido, submerso em água 

ultrapura. 

 

4.2.4 Experimento 3: Gel nativo catiônico 

 A partir do experimento 1 (parte II) do presente estudo, foram selecionadas 

amostras do G1, G2-t0 e G2-t1, coletados de forma estimulada e não estimulada, com 

concentrações de proteínas totais próximos das médias totais de cada respectivo grupo 

para submetê-las ao gel nativo catiônico. 

 Esse método eletroforético utiliza um gel específico, preparado em duas fases: o 

gel de separação e o gel de carregamento, cada um contendo concentrações diferentes 

de poliacrilamida e polimerizadas por luz incandescente de 120 V, a 100 e 60 W, 

respectivamente. Os géis foram montados no conjunto minigel de eletroforese Mini 

Protean (Bio-Rad Inc., Hercules, USA), carregados com as proteínas salivares 

ressuspendidas em 20 µL de uma solução tampão aquosa contendo 4 g de sacarose, 4 

mg verde metil e volume final de 10 mL. Sendo um método nativo, as proteínas 

ressuspendidas não são fervidas, sendo carregadas no gel de eletroforese após a 

ressuspensão. A ressuspensão de 4 µg de cada uma das histatinas 1, 3 e 5 foi realizada 

em 20 µL da solução-tampão utilizada, para servir como padrão de comparação. A 

eletroforese foi montada para que as proteínas catiônicas fossem atraídas do anodo 

localizado na parte superior para o catodo localizado na parte inferior do gel, utilizando 

voltagem de 100 V por um tempo de aproximadamente 2,5 horas. As amostras 

ressuspendidas foram carregadas nos géis em poços contíguos. Cada amostra de saliva 

foi submetida a três experimentos independentes de eletroforeses e cada grupo foi 

disposto em um único gel. 

 A corrente elétrica foi interrompida quando as proteínas alcancaram 0,5 cm de 

distância do fim da parte inferior do gel. As placas de vidro do minigel foram separadas 

e o gel foi fixado por 30 min com ácido tricloroacético a 20%, corado por uma hora em 

solução aquosa específica para gel catiônico, contendo Azul de Coomassie G250 a 

0,1%, metanol a 8% e ácido acético a 7% em temperatura constante de 60ºC. Em 
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seguida, os géis foram descoloridos com metanol, ácido acético e água na proporção 

40:10:50 até que as imagens ficassem nítidas. Os géis foram conservados em água 

ultrapura até que a realização do registro das imagens fosse realizada no programa Bio-

Rad ChemiDrop MP para posteriores análises. 

 

4.2.5 Imagens: Bio-Rad Image Lab  

As imagens do gel foram obtidas utilizando-se um digitalizador Bio-Rad 

ChemiDrop MP (Bio-Rad Inc., Hercules, USA), conectado a um computador contendo 

um programa Image Lab 5.2 (Bio-Rad Inc., Hercules, USA), sendo então, exportadas 

para o formato JPEG. As linhas e bandas estudadas foram selecionadas com as 

ferramentas contidas no referido programa e as bandas mais intensas foram 

selecionadas para quantificação densitométrica relativa, usando valores de intensidade 

de cada banda ajustada pelos valores do plano de fundo.  

 

4.2.6 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas com o sofware IBM SPSS Statistic 

versão 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Após a aplicação do teste de normalidade 

de Shapiro-Wilk, foi verificado que os dados de fluxo salivar e concentração de proteínas 

não apresentaram distribuição normal.  Sendo assim, determinou-se o uso do teste t de 

Student para amostras independentes para analisar os pesos moleculares. Para 

comparar fluxos salivares e concentração de proteínas totais, testes estatísticos não-

paramétricos foram empregados. Para a avaliação intergrupo, G1 vs G2, aplicou-se o 

teste de Mann-Whitney e para avaliação intragrupo, G2-t0 vs G2-t1, empregou-se o teste 

de Wilcoxon. Em todas as análises, o nível de significância foi fixado em 5% (p < 0,05) 

(81,82). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CARACTERÍSTICAS DA AMOSTRA 

  

Foram incluídas 82 crianças, das quais 46 eram do sexo masculino (56,1%) e 36 

do sexo feminino (43,9%), com média de idade de 61,9 meses (± 2,08). A média de idade 

das crianças do G1 foi 62,86 meses (± 5,91) e G2 foi de 61 meses (± 6,70) (p = 0,562). 

 

5.2 PERFIL DE CÁRIE DENTÁRIA 

 

A distribuição dos códigos Nyvad (80) das crianças do G2 está apresentada na 

tabela 3. Observa-se que o código mais prevalente foi o 3 e que o escore médio foi de 

11,68 superfícies ativas e inativas em esmalte e/ou dentina. 

 

Tabela 3. Distribuição dos códigos Nyvad de cárie em crianças do G2 
 

Critério Nyvad Frequência de superfícies afetadas (DP) 

Código 1 - Cárie ativa (superfície intacta) 4,24 (±1,48) 

Código 2 - Cárie ativa (superfície 
descontínua) 

4,14 (±1,04) 

Código 3 - Cárie ativa (superfície cavitada) 6,84 (±1,32) 

Código 4 - Cárie inativa (superfície intacta) 0,42 (±0,62) 

Código 5 - Cárie inativa (superfície 
descontínua) 

0,66 (±0,36) 

Código 6 - Cárie inativa (superfície cavitada) 4,84 (±1,29) 

Código 7 - Superfície restaurada (bem 
adaptada) 

4,72 (±1,15) 

Código 8 - Superfície restaurada com 
presença de cárie ativa na interface dente-
restauração 

5,88 (±1,44) 

Código 9 - Superfície restaurada com 
presença de cárie inativa na interface dente-
restauração 

4,66 (±0,82) 

      *DP = Desvio padrão 
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5.3 FLUXO SALIVAR 

 

Os valores médios e medianas das taxas de fluxo salivar estão apresentados na 

tabela 4. Nota-se que, tanto para o UWS quanto para o SWS, os valores médios diferiram 

estatisticamente entre G1 e G2-t0 e G2-t0 e G2-t1 (ambos p < 0,001). Além disso, no 

G2-t0, 7 (17,07%) e 22 (53,65%) crianças apresentaram taxas de fluxo de SWS (< 0,6 

mL / min) e UWS (< 0,2 mL / min) extremamente baixas, respectivamente. O número de 

crianças (G2-t1) que continuaram apresentando valores extremamente baixos para SWS 

foi reduzido para 2 (4,88%) e para UWS para 9 (21,95%) crianças após o tratamento 

odontológico. 

 

Tabela 4. Taxas de fluxo salivar para a saliva total estimulada e não-estimulada de G1, 
G2-t0 e G2-t1 
 
  

 G1 G2-t0 G2-t1   

 n = 41 n = 41 n = 41 

Fluxo salivar estimulado (mL/min) 

 Mediana (IIQ) 

Comparação  

(valor de p) 

Fluxo < 0,6 mL/min  

1,38 (1,17-2,32) 

G1 vs G2-t0  

(< 0,001) 

0 

1,05 (0,76-1,23) 

G2-t0 vs G2-t1  

(< 0,001) 

7 (17,07%) 

1,31 (1,04-2,19) 

G2-t1 vs G1  

(0,428) 

2 (4,88%) 

Fluxo salivar não-estimulado (mL/min) 

 Mediana (IIQ) 

Comparação  

(valor de p)  

Fluxo < 0,2 mL/min 

0,50 (0,43-0,60) 

G1 vs G2-t0  

(< 0,001) 

0 

0,29 (0,12-0,45) 

G2-t0 vs G2-t1  

(< 0,001) 

22 (53,65%) 

0,50 (0,41-0,60) 

G2-t1 vs G1  

(0,878) 

9 (21,95%) 

 
Nota-se: DP = Desvio padrão; IIQ (Intervalo interquartil) = diferença entre os percentis 75 e 25 
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5.4 PERFIL PROTEICO 

 

A figura 5 mostra os gráficos representativos do experimento 1 deste estudo, o 

Ensaio do Ácido Bicinconínico (BCA - Thermo Fisher Pierce, Rockford, IL, USA) 

utilizando albumina de soro bovino como padrão (IL, USA), para caracterização inicial 

das amostras de saliva coletadas.  

 

                                                                      

  

 

 

 

 

 

 

                                                                  

 

 

 

 

 

 

                                                                

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Concentração de proteína total das soluções-padrão em razão da absorbância 

diante dos padrões de albumina sérica bovina mostrando o desenvolvimento dos 
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resultados das amostras de G1 nas coletas estimulada (a) e não-estimulada (b), G2-t0 

nas coletas estimulada (c) e não-estimulada (d) e G2-t1 nas coletas estimulada (e) e não-

estimulada (f) 

 

Os gráficos a, b, c, d, e e f (figura 5) mostram a calibração da curva dos padrões 

de albumina sérica uitlizadas para o cálculo das concentrações de proteínas das 

amostras de saliva dos participantes do estudo. O valor do coeficiente de determinação 

R2 encontrado foi 0,99, indicando alta correlação linear dos padrões de albumina sérica.   

Todos os valores de concentrações de proteínas das amostra foram transferidos 

para um banco de dados e submetidos à análise estatística. Na tabela 5 observa-se que 

não houve nenhuma diferença estatisticamente significativa entre G1 e G2-t1. No 

entanto, quando G2-t0 foi comparado aos outros grupos, diferenças estatísticas foram 

detectadas tanto em relação ao G1 (p < 0,001) quanto ao G2-t1 (p < 0,001), em ambas 

coletas estimulada e não-estimulada. 
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Tabela 5. Concentração de proteínas observada na SWS (Stimulated whole-saliva) e 

UWS (Unstimulated whole-saliva) em G1, G2-t0 e G2-t1 

 

 
    Nota-se: DP = Desvio padrão; IIQ (Intervalo interquartil) = diferença entre os percentis 75 e 25 
    * Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas 
 

Com relação aos pesos moleculares das proteínas, as imagens dos géis de G1 e 

G2-t1 apresentaram distribuição de peso molecular semelhante, que diferiu do gel de 

G2-t0 (figura 6A). Na figura 6B, observa-se que G1 apresentou os maiores picos de 

densidade (> 1500) na faixa de intervalo de baixo peso molecular (a). A faixa intervalar 

de alto peso molecular (h) apresentou picos de baixa densidade em todos os grupos 

(<750). 

Variáveis G1 
n = 41 

G2-t0 
n = 41 

G2-t1 
n = 41 

  Concentração de proteínas (SWS) µg/mL 

 Média (DP)  683,56 (240,63)A 1102,86 (252,37)B                   657,21 (188,44)A 

   
Mediana (IIQ) 

 637,30 

(554,55-756,15) 

1138,10                                632,20 

(879,35-1281,60)                 (545,60-742,35) 

  Comparação 
 
(valor de p) 

G1 vs G2-t0 
 
(< 0,001) 

G2-t0 vs G2-t1 
 
(< 0,001) 

G1 vs G2-t1 
 
(0,749) 

 

  Concentração de proteínas (UWS) µg/mL  

 Média (DP) 703,24 (196,06)A 1139,77 (422,69)B 723,22 (181,87)A 

 

Mediana (IIQ) 
663,90 

(589,15-774,65) 

1028,70 

(845,95-1318,95) 

712,40 

(600,85-806,40) 

 Comparação 
 
(valor de p) 

G1 vs G2-t0 
 
(< 0,001) 

G2-t0 vs G2-t1 
 
(< 0,001) 

G1 vs G2-t1 
 
(0,368) 
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Figura 6 (A) gel SDS-PAGE de G1, G2-t0 e G2-t1. Na faixa 1: padrão de albumina com 

pesos moleculares pré-determinados (10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 e 250 kDa). 

Da faixa 2 a 5: quatro alíquotas com 20 µg de proteínas foram selecionadas de cada 

grupo. Os pesos moleculares foram expressos em kDa em intervalos variando até 250 

(a: 0 a 20; b:> 20 a 40; c:> 40 a 60; d:> 60 a 80; e:> 80 a 100; f:> 100 para 120; g> 120 

a 140; e h:> 140 a 160 kDa). (B) Medidas de densidade óptica das pistas de gel SDS-

PAGE mostrando os picos de densidade em relação aos pesos moleculares do padrão 

de albumina 
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Tabela 6. Pesos moleculares (PM) das proteínas detectadas no G1, G2-t0 e G2-t1 em 

intervalos pré-estabelecidos de 20 kDa 

Intervalo PM (kDa) G1 G2-t0 G2-t1 P  

  n = 41 n = 41 G1 vs 

 G2-t1 

G1 vs 

G2-t0 

G2-t0 vs 

 G2-t1 

  (%) (%)             (%)    

A 0 – 20 39,76      20,65 24,56 0,089 0,012 0,038 

B >20-40 12,37 19,89 10,92 0,098 0,023 0,026 

C >40-60 22,42     38,22 22,73 0,654 0,042 0,04 

D >60-80 20,72 39,83 18,14 0,435 0,005 0,003 

E >80-100 12,17 26,07 13,43 0,563 0,002 0,006 

F >100-120 2,19 17,85 10,28 0,043 0,026 0,022 

G >120-140 3,21 8,62 2,45 0,786 0,031 0,012 

H >140-160 3,82 13,98 14,11 0,039 0,045 0,068 

 

Quando a distribuição dos pesos moleculares das proteínas G1 e G2-t0 foi 

comparada, foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre todos os 

intervalos (tabela 6). A comparação entre G1 e G2-t1 mostrou que não houve diferença 

estatística significativa, exceto para os intervalos f (> 100 a 120 kDa) e h (> 140 a 160 

kDa). Pode-se especular tais diferenças com a vulnerabilidade à recorrência da doença. 

A comparação entre G2-t0 com G1 e G2-t1 mostrou que houve diferenças estatísticas 

significativas em todos os intervalos de Pesos Moleculares.  
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As imagens obtidas pelo gel catiônico nativo são mostradas na figura 7. A histatina 

intacta foi detectada em todos os grupos, porém foi mais freqüentemente observada no 

G1 (figura 7). 

 

Figura 7 Imagem de eletroforese em gel catiônico corado com azul de Coomassie. Na 

coluna da esquerda estão os padrões de histatina 1, 3 e 5 corados. Nas outras colunas 

são amostras de G1, G2-t0 e G2-t1, sendo as faixas 2 e 3 amostras SWS, 4 e 5 amostras 

UWS e faixas 6 com amostras escolhidas aleatoriamente. As setas mostram bandas 

coradas em regiões correspondentes à histatina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

G1  ┌ SWS ┐  ┌ UWS┐     G2-t0 ┌ SWS ┐  ┌ UWS┐     G2-t1 ┌ SWS ┐  ┌ UWS┐     
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6 DISCUSSÃO 

 

A presente investigação forneceu informações sobre o perfil proteico salivar de 

crianças com e sem experiência de cárie dentária. Os achados mais importantes 

observados foram que a presença de lesões de cárie cavitadas em dentina não tratadas 

afeta algumas características importantes da saliva e seu perfil salivar, e que tais 

alterações podem ser minimizadas por meio de tratamento odontológico. 

Embora a cárie dentária seja o foco principal de estudos ao longo de várias 

décadas por meio de diferentes metodologias, a doença ainda é o um grave problema 

de saúde bucal tanto em crianças como em adultos (83). Para a população infantil, em 

especial, a cárie é a doença crônica de maior prevalência em todo o mundo (2), tornando-

a um sério problema de saúde pública, cujo manejo clínico é extremamente dispendioso 

quando em estágios mais avançados (16). Além disso, a cárie severa da primeira infância 

pode ter um impacto negativo na qualidade de vida (84) e no crescimento da criança (6). 

Desta forma, faz-se necessário buscar alternativas que possam identificar indivíduos que 

sejam mais suscetíveis ao desenvolvimento da doença, ou ao menos, métodos que 

sejam capazes de identificá-la o mais precocemente possível. Foi com base nesses 

argumentos que a presente investigação foi delineada. 

  Com relação à definição da ECC, a AAPD afirma que a doença é caracterizada 

pela presença de qualquer lesão cariosa (cavitada ou não) em crianças com até 71 

meses de idade (68). No entanto, pode ser mais agressiva (s-ECC) quando dependendo 

do número de superfícies dentárias afetadas. Assim, 41 dos 82 participantes da presente 

investigação eram portadores de s-ECC, com um escore médio de 11,68 superfícies 

cavitadas e não-cavitadas (ativas e inativas). Além disso, é importante ressaltar que para 

evitar qualquer viés no diagnóstico da cárie dentária, optou-se por utilizar o critério de 

Nyvad, uma vez que este é capaz de detectar tanto a presença quanto à atividade da 

lesão cariosa, desde seu primeiro sinal clínico. Desta forma, pode-se inferir que o grupo 

controle do presente estudo foi composto por 41 crianças livres de cárie, já que foram 

incluídas apenas aquelas com código Nyvad 0. Por conseguinte, foram formados  dois 

grupos claramente distintos em termos de perfil de cárie dentária com estilos de vida 

extremamente semelhantes. Para tal, foram observadas, durante a seleção dos 
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participantes, características que pudessem tornar os participantes homogêneos para 

reduzir variáveis confundidoras (63), tais como:  endereço de moradia para garantir a 

mesma quantidade de ingestão de água fluoretada, o uso de medicamentos, doenças 

sistêmicas e rotinas de alimentação e higiene bucal, que somente pode ser controlada 

no período da manhã. 

Outro ponto que merece discussão é o papel da saliva no desenvolvimento da 

cárie dentária. A literatura mostra que até a presente data, nenhum parâmetro salivar 

avaliado por um único teste, pôde distinguir com alta sensibilidade e especificidade 

indivíduos que, em condições normais, são propensos a desenvolver lesões cariosas 

daqueles que não são (85,86).  

Com relação ao fluxo salivar, a presente investigação identificou, no grupo de 

crianças com s-ECC antes de receberem tratamento, uma redução de 12,19% para as 

taxas de fluxo estimuladas e 31,7% para as taxas de fluxo não-estimuladas após 

receberem tratamento. Outras difenças apresentadas pelo grupo com s-ECC antes de 

receberem tratamento foram os valores de concentração de proteínas e distribuição de 

pesos moleculares quando comparadas às crianças livres de cárie. Esse resultado 

discorda do estudo realizado em pré-escolares indianos, em que ambos os parâmetros 

não diferiram naqueles com ou sem s-ECC (77). Uma possível explicação pode estar 

relacionada ao critério diagnóstico de cárie utilizado. No presente estudo, como 

mencionado anteriormente, foi utilizado um critério mais acurado que permite a detecção 

de lesões em estágio inicial (79), enquanto que no estudo indiano, o índice CPO (cariado, 

perdido e obturado) foi aplicado. Neste sistema, apenas as lesões de cárie dentária 

cavitadas em dentina são incluídas, o que pode ter levado os pesquisadores a 

classificarem crianças com lesões de cárie em esmalte (em estágio inicial) como crianças 

livres de cárie.  

O mesmo raciocínio pode ser aplicado a um estudo no qual não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas entre a concentração de proteínas salivares em 

crianças alemãs diagnosticadas com e sem ECC (62). Os autores enfatizaram que as 

crianças que compuseram o grupo com ECC já apresentavam manifestação clínica da 

doença. Assim, este ponto metodológico pode ter introduzido um viés no que diz respeito 

ao diagnóstico da doença. Portanto, recomenda-se enfaticamente que, em estudos 
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futuros, crianças com lesões iniciais de cárie ativa em esmalte sejam consideradas 

doentes, uma vez que tais lesões, por definição, são contabilizadas tanto no diagnóstico 

de s-ECC quanto o de ECC (68). 

Em relação ao tratamento odontológico oferecido às crianças do G2, pode-se 

afirmar que é uma estratégia amplamente testada no mundo, tais com Brasil (87,88), 

Holanda (89), China (90), Austrália (91), África do Sul (92), dentre outros países, 

enriquecendo a evidência científica relacionada à técnica. Apresenta como vantagem 

sua facilidade de uso em campo, o que aumenta o acesso da população aos cuidados 

de saúde bucal (69,70). Finalmente, o TRA tem se mostrado como uma forma mais 

“amigável” de introduzir a criança ao tratamento odontológico, uma vez que a anestesia 

local é raramente requerida e que não se usa o motor de alta rotação (71). 

O gel de eletroforese SDS-PAGE foi utilizado para a análise do peso molecular 

das proteínas de crianças livres de cárie e daquelas com s-ECC antes e após receberem 

tratamento. As imagens dos géis dos grupos analisados mostraram que a presença de 

s-ECC influenciou na frequência de proteínas salivares e que o G1 apresentou perfil 

protéico rico em proteínas de baixo peso molecular. Esse não é um resultado inesperado, 

pois estudos anteriores mostraram que existe uma diferença entre o perfil de algumas 

proteínas salivares quando crianças afetadas pela ECC são comparadas a crianças não-

doentes (74,93), indicando que elas têm o potencial de ser consideradas como 

biomarcadores para a ECC (94). 

Sobre as proteínas salivares de baixo peso molecular, a evidência científica 

mostra que são proteínas precursoras da AEP e que exibem características hidrofóbicas 

(10), o que lhes confere alta afinidade pela hidroxiapatita. Adicionalmente, apresentam 

atividade antimicrobiana, de regeneração tecidual, de resposta imunológica e de 

biomineralização (24). Em estudos anteriores comparando crianças portadoras de s-

ECC pré e pós-tratamento (75,95), a histatina-1 e a histatina-5 foram relatadas como 

possíveis biomarcadores para a s-ECC. Esses achados corroboram com os achados da 

presente investigação, em que a histatina foi mais frequentemente detectada no grupo 

de crianças livres de cárie e pode ser explicada pelo fato de a histatina ser considerada 

um dos principais componentes da estrutura  protéica da superfície dentária (95). Além 

disso, tem sido demonstrado que a histatina inibe enzimas proteolíticas originadas de 
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microrganismos ou do hospedeiro, sendo considerada de grande importância no 

processo de defesa oral e reabilitação tecidual (97). 

No que se refere ao impacto do tratamento odontológico realizado no grupo com 

s-ECC sobre os parâmetros salivares testados, observou-se que após o tratamento as 

diferenças encontradas entre o referido grupo antes de receber atendimento e o grupo 

de crianças livres de cárie não foram mais evidenciadas. Conforme descrito em estudos 

anteriores, tanto a expressão de diferentes peptídeos (95) quanto a atividade de 

proteínas saliva (75) sofrem alterações significativas quando grupos de crianças com s-

ECC foram comparadas antes e após a realização de tratamento odontológico. 

Especula-se que a selagem de lesões cariosas cavitadas pode modificar o perfil protéico 

da saliva e que a ativação de determinadas enzimas tem a capacidade de modular a 

colonização bacteriana (96), invertendo a direção das reações de catálise, provocando 

uma redução da acidez do meio bucal (75). O retorno ao padrão de concentração e 

distribuição de proteínas do grupo s-ECC após o tratamento para o padrão observado 

nos grupos livres de cárie também pode estar relacionado ao processo de regulação 

negativa de peptídeos antimicrobianos demonstrado em um estudo chinês (97) que 

utilizou peptídeos salivares para diferenciar o estado da cárie dentária correlacionando-

a com a recorrência da s-ECC em pré-escolares. Observa-se que as diferenças 

encontradas entre os intervalos de altos pesos moleculares quando os grupos avaliados 

foram comparados mostraram-se próximos de valores não-significativos. Pode-se 

especular que, conforme encontrado no estudo chinês tais pesos moleculares podem 

estar associados à vulnerabilidade de reincidência da doença. 

Com relação à metodologia aplicada nesta investigação, o método de separação 

eletroforética utilizando o SDS-PAGE pode ser considerado uma limitação do presente 

estudo. Embora seja bastante utilizado em muitos outros estudos (32, 98,99), o 

experimento tem sido relatado como procedimento que pode não ser sensível o 

suficiente para detectar diferenças sutis entre proteínas menos abundantes. Portanto, a 

combinação de métodos proteômicos seria aconselhável para garantir mais 

detalhamento e maior especificidade dos resultados. 
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7 CONCLUSÕES 

 

7.1 CONCLUSÕES GERAIS 

 

Foi observada diferença significativa no fluxo salivar e nos perfis proteicos da saliva 

estimulada e não-estimulada de crianças livres de cárie e com a presença de s-ECC, 

antes de receberem tratamento odontológico.  

 

7.2 CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

 

1. As diferenças encontradas entre concentrações de proteínas, fluxos salivares e 

pesos moleculares da saliva estimulada e não-estimulada de crianças livres de 

cárie e com a presença de s-ECC, antes de receberem tratamento odontológico 

foram minimizadas após a realização do tratamento odontológico.  

2. Crianças livres de cárie apresentaram altos picos de densidade de moléculas com 

baixo peso molecular e maior presença de histatina intacta.  

3. Crianças livres de cárie não apresentaram picos de densidade de moléculas com 

alto peso molecular. 

4. A presença de picos de densidade de moléculas com alto peso molecular em 

crianças com s-ECC após receberem tratamento odontológico pode estar 

associada à recorrência da doença. 
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ANEXO 1 – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA – FS/UNB (PÁGINAS 1 A 6) 
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ANEXO 2 – TERMO DE ANUȆNCIA DA SECRETARIA DE ESTADO DE EDUCAÇÃO 
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