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RESUMO 

 

Evidências indicam que o perfil proteômico ou metabolômico da saliva de indivíduos 
sem doença cárie pode ser diferente de indivíduos com doença cárie. Apesar de haver 
um certo nível de evidência a partir da análise dos estudos primários, uma melhor 
compreensão sobre o proteoma e metaboloma da cavidade bucal, a partir da análise 
agrupada da evidência disponível, pode fornecer dados sobre prováveis candidatos a 
biomarcadores para doença cárie, possibilitando o desenvolvimento de novas 
estratégias para controle  dessa doença. Objetivo: O objetivo geral dessa tese foi 
comparar por meio de uma revisão sistemática e de meta-análise a composição 
proteica e de metabólitos da cavidade bucal entre indivíduos livres de cárie e 
indivíduos que apresentam doença cárie a fim de identificar padrões ou marcadores 
associados às condições de saúde e de doença. Conclusão: Os resultados desta 
revisão sistemática permitem concluir que existem diferenças na composição  proteica 
e de metabólitos da cavidade bucal entre indivíduos com e sem doença cárie. Os 
resultados  da meta-análise sugerem que a cavidade bucal apresenta candidados a 
biomarcadores como: proteínas totais, CAT, alfa-amilase, concentração e atividade da 
CA-VI e atividade de urease e de SAD para as condições de saúde ou de doença cárie 
e a análise qualitativa indicou outros possíveis candidatos, cuja validade precisa ser 
avaliada por futuros estudos longitudinais. 
 

Palavras-chave: Biofilme. Placa dental. Cavidade oral. Saliva. Proteoma. 

Metaboloma. Cárie dental. 
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ABSTRACT 

Evidence indicates that the proteomic or metabolomic profile of saliva of individuals 
without dental caries may be different compared with individuals with caries. Although 
there is a certain level of evidence from the analysis of primary studies, a better 
understanding of the proteome and metabolome of the oral cavity, from the grouped 
analysis of the available evidence, can provide data on candidates for biomarkers for 
dental caries, enabling the development of new strategies to control this disease. 
Objective: The aim of this thesis was to compare through a systematic review and 
meta-analysis the protein composition and metabolites of the oral cavity between 
caries-free and individuals with caries in order to identify patterns or markers 
associated with health and with dental caries. Conclusion: The results of this 
systematic review allow us to conclude that there are differences in the protein and 
metabolite composition of the oral cavity among individuals with and without caries 
disease. The results of the meta-analysis suggest that the oral cavity presents 
candidates to biomarkers such as: total proteins, TAC, alpha-amylase, concentration 
and activity of CA-VI and urease and SAD activity for health or caries disease 
conditions and qualitative analysis indicated other possible candidates, whose validity 
needs to be evaluated by future longitudinal studies. 
 
Keywords: Biofilm. Dental plaque. Oral cavity. Saliva. Proteome. Metabolome. Dental 

caries. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 Cárie Dentária – Prevalência e fatores etiológicos 

As doenças bucais são altamente prevalentes, afetando 3,5 bilhões de pessoas 

em todo o mundo. Elas incluem condições clínicas crônicas distintas que afetam a 

boca e os dentes, como cárie dentária, doença periodontal e câncer bucal. Dentre 

elas, a cárie dentária é a mais prevalente, sendo considerada a doença mais comum 

em todo o mundo (PERES  et al., 2019), uma vez que afeta 2,4 bilhões de pessoas 

(KASSEBAUM et al., 2015). 

Segundo resultados do levantamento epidemiológico SB BRASIL 2003 (BRASIL, 

2004) projeto do Ministério da Saúde que avaliou as condições de saúde bucal da 

população brasileira, cerca de 27% das crianças de 18 a 36 meses apresentavam pelo 

menos um dente decíduo com experiência de cárie, sendo que a proporção chegou a 

quase 60% das crianças de 5 anos de idade, números que refletem a necessidade da 

devida atenção durante essa faixa etária. O último levantamento nacional finalizado 

em 2010, demonstrou que a prevalência de cárie nas crianças de 5 anos de idade foi 

de 53,4%, com uma média de 2,43 dentes afetados (BRASIL, 2012), com predomínio 

do componente cariado, que é responsável por mais de 80% do índice, também foi 

possível observar uma tendência de redução da cárie entre escolares e adolescentes, 

mas, entre os adultos, a redução da gravidade da doença foi discreta, e entre os 

idosos permaneceu inalterada (CHAVES et al., 2017). Dados recentes indicam que a 

prevalência mundial de cárie não tratada em dentes permanentes foi de 29,4% em 

2017 (GBD, 2017). Esses dados reforçam a necessidade de políticas públicas de 

atenção à saúde bucal da população brasileira. 

A cárie dentária é uma doença destrutiva, biofilme-dieta dependente que para se 

desenvolver necessita da interação entre micro-organismos potencialmente 

patogênicos, e ingestão frequente de açúcar, num hospedeiro que ofereça um 

ambiente adequado, durante certo período de tempo (SANTANA et al, 2017; 

SHEIHAM; JAMES, 2015). Essa doença está distribuída em toda a população e tem 

grande potencial de trazer impactos biológicos, sociais e financeiros para os 

indivíduos acometidos e de oneração dos sistemas de saúde (KASSEBAUM et al., 

2015). Quando esse processo de perda de minerais não é controlado, a lesão de cárie 

pode progredir culminando com a destruição quase total do dente e levando à infecção 

da polpa e tecidos de suporte, ocasionando perda prematura de dentes, contribuindo 
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para alterações da fala, ou até comprometimento da oclusão e da mastigação 

(MACEDO; AMMARI, 2014). Além disso, complicações decorrentes da doença não 

tratada podem levar à ausência das crianças na escola e a uma diminuição da 

qualidade de vida (MACEDO; AMMARI, 2014; MARTINS-JUNIOR et al., 2013). 

É importante ressaltar que a dieta é considerada como um fator chave para o 

desenvolvimento de cárie dentária (SHEIHAM; JAMES, 2015). Os micro-organismos 

do biofilme dentário são capazes de metabolizarem os açúcares, provenientes dos 

alimentos, em ácidos que, por sua vez, apresentam a capacidade de interferir com o 

equilíbrio físico-químico entre superfície dental e fluidos adjacentes. As quedas de pH 

induzidas nessa condição levam à perda de minerais da superfície dental (DAWES, 

2015; PELTZER; MONGKOLCHATI, 2015) acarretando no desenvolvimento da lesão 

de cárie. É bem entendido que importantes modificações microbiológicas ocorrem no 

biofilme dentário em decorrência da acidificação induzida pela metabolização dos 

carboidratos da dieta. Fermentação de açúcares pela microbiota bucal pode levar à 

uma seleção de micro-organismos ácido-tolerantes capazes de sobreviver em 

condições de baixo pH, desestabilizando a homeostase microbiológica do biofilme. 

Nessa condição (fase acidogênica), a grande quantidade de ácidos produzidos pelos 

micro-organismos altera o equilíbrio químico entre a superfície dental e a saliva, 

possibilitando que minerais sejam perdidos da superfície dental. Uma vez que esse 

ambiente ácido seja perpetuado pela frequente ingestão de açúcares, micro-

organismos ácido-tolerantes podem prevalecer no biofilme e levar ao desenvolvimento 

de uma fase acidúrica no biofilme que é capaz de acelerar o desenvolvimento de lesão 

de cárie (TAKAHASHI; NYVAD, 2011).  

Classicamente, os Streptococcus mutans têm sido considerados como os 

principais patógenos da cárie dentária (TANZER, 2001) por serem acidogênicos e 

altamente ácido-tolerantes (HAMADA; SLADE, 1980; LOESCHE, 1986). Além disso, 

tem sido atribuído aos S. mutans a capacidade exclusiva de sintetizar polissacarídeos 

extracelulares insolúveis utilizando sacarose como substrato (NEWBRUN, 1967). 

Esses polissacarídeos, tornam o biofilme dental mais poroso (DIBDIN; SHELLIS, 

1988), facilitando a difusão de substratos pelo biofilme, o que acarreta em maiores e 

mais prolongadas quedas de pH na superfície dental (ZERO et al., 1992). Além disso, 

esses polissacarídeos extracelulares podem atuar como “colas” biológicas, 

viabilizando a aderência de bactérias à superfície dental (SCHILLING, BOWEN, 

1992). Essas alterações induzidas pelos polissacarídeos extracelulares insolúveis 
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sintetizados pelos S. mutans são fundamentais para um aumento no potencial 

cariogênico do biofilme dental (BOWEN; KOO, 2011; NOBRE DOS SANTOS et al., 

2002). Recentes pesquisas têm sugerido, entretanto, que outros microrganismos 

também têm prevalência aumentada em biofilme associados à cárie dental, tais como 

Propionibacterium ssp, Rothia ssp, Scardovia ssp, Bifidobacterium ssp (THOMAS et 

al., 2012; COLOMBO et al. 2017). Ainda, observa-se um aumento na diversidade 

microbiana em biofilmes associados aos sítios com cárie dental em comparação com 

biofilmes associados às superfícies hígidas (THOMAS et al., 2012; RICHARDS et al., 

2017). Esses dados sugerem que apesar do importante papel atribuído aos S. mutans, 

a cariogenicidade do biofilme dental está relacionada à atuação conjunta de diferentes 

grupos de microrganismos. A lesão de cárie, portanto, poderia se desenvolver devido 

a influencia do metaboloma (conjunto de metabólitos sintetizados por todos os 

microrganismos do biofilme) do biofilme dentário sobre as superfícies dentárias. 

O estudo clínico piloto de Zandona et al. (2015) comparou o perfil metabólico 

do biofilme dentário de crianças cárie ativas e livres de cárie, por análise de 

cromatografia gasosa/espectrometria de massas e verificaram que o biofilme de sítios 

cárie-ativos exibiu um perfil cromatográfico diferente dos sítios livres de cárie. Análises 

da composição qualitativa e quantitativa sugeriram um conjunto especial de álcoois 

de cadeia ramificada e ésteres presentes em intensidade substancialmente maior em 

biofilmes de sítios cárie-ativos, sugerindo que mudanças metabólicas sítio-específicas 

que ocorrem no biofilme oral durante a transição de um estado não-patogênico para 

um estado patogênico podem ser potencialmente utilizadas como indicadores 

importantes da doença cárie (ZANDONA et al., 2015). 

Além disso, como a saliva desempenha um papel fundamental na proteção 

contra a cárie e pode ser coletada de maneira fácil e não invasiva, muitos estudos 

tiveram por objetivo avaliar se existe alguma associação entre componentes salivares 

com resistência ou suscetibilidade à cárie. Alguns estudos têm indicado que o perfil 

proteômico da saliva de indivíduos sem cárie pode ser diferente do perfil proteômico 

de indivíduos com cárie (RIBEIRO et al., 2013; WANG et al., 2018b). Nesse mesmo 

contexto, Wang et al. (2018b) sugerem que cerca de 40 proteínas estão 

abundantemente expressas na saliva de indivíduos que apresentam entre 5 a 10 

dentes cariados, perdidos ou restaurados quando comparadas aos indivíduos que 

apresentam entre 1 a 4 dentes nessas mesmas condições. Belda-Ferre et al. (2015), 
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por sua vez, sugerem que existem grupos específicos de proteínas salivares que 

podem ser usados como biomarcadores de saúde bucal.  

Considerando essas evidências, é desejável que marcadores para saúde ou 

doença sejam identificados a fim de possibilitar um diagnóstico precoce da doença 

cárie (nos seus estágios mais iniciais) ou de indivíduos sob um maior risco de 

desenvolvimento de doença. Nesse sentido, é necessário conhecermos as funções 

da saliva e as evidências existentes até o presente momento sobre a relação entre os 

componentes salivares e a doença cárie.  

 

1.2 Índices Epidemiológicos 

1.2.1 CPO-D e ceo-d 

O Índice CPO, foi proposto primeiramente por Klein e Palmer, em 1937. É o 

índice mais utilizado em levantamentos epidemiológicos, é objetivo e simples, 

apresentando características favoráveis que determinaram sua utilização universal. 

Em nivel populacional, o CPO-D representa a média do número total de dentes 

permanentes cariados, perdidos e obturados. Neste cálculo, não é considerado dente 

extraído, os dentes ausentes congenitamente ou extraídos por razões ortodônticas ou 

em decorrência de acidentes traumáticos (KLEIN; PALMER, 1937). 

O índice ceo-d, foi proposto por Gruebbel, numa adaptação do índice CPO-D à 

dentição decídua. Em nível populacional, representa a média de dentes decíduos 

cariados, com extração indicada e obturados. Os dentes perdidos não são 

considerados, pela dificuldade em diferenciar extraído por cárie de esfoliação natural 

dentária (FRIAS; ANTUNES; NARVAI, 2004). Apesar de ser o índice mais 

frequentemente utilizado, o levantamento epidemiológico que utitiliza o CPO-D se 

restringe em realizar o planejamento em doença instalada.  

Alternativamente, o índice CPO ou ceo podem ser calculados por superfície 

dentária, sendo representados por CPO-S ou ceo-s. (FRIAS; ANTUNES; NARVAI, 

2004). A orientação preconizada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) é que o 

exame visual tátil seja realizado sem remoção prévia de biofilme dental e sem 

secagem das superfícies dentais. Por isso, para diagnóstico de cárie em estudos 

populacionais é considerado como cárie a presença de cavidade evidente, com 

esmalte socavado ou amolecimento detectável do assoalho ou das paredes da 

cavidade. Dessa forma, subestima-se a prevalência de cárie pois nãos e considera a 
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presença de lesões não-cavitadas. Consequentemente,, superestima-se a proporção 

de indivíduos livres de cárie. 

 

1.2.2 ICDAS 

Conforme descrito acima, segundo o critério OMS a cárie dentária só é 

diagnosticada ao nível de cavitação ou, na fase em que uma lesão se estende à 

metade externa da dentina (PITTS; FYFFE, 1988) Historicamente, este é o ponto no 

qual maioria dos dentistas concordaram que a restauração é necessária. No entanto, 

a doença está presente, diagnosticável e reversível muito antes deste estágio. 

Por isso, é necessário detectar precocemente lesões incipientes (não 

cavitadas) e em estágio reversível. (SHEEHY et al., 2001). O International Caries 

Detection and Assessment System (ICDAS) foi desenvolvido para fornecer a 

cirurgiãos-dentistas, epidemiologistas e pesquisadores um sistema baseado em 

evidências, que permita a detecção de cárie desdes os estágios mais iniciais e 

diagnóstico padronizado em diferentes ambientes e situações (PITTS, 2004). Em 

2003, o ICDAS-I foi concebido com base no princípio de que o exame visual deve ser 

realizado em superfícies limpas, livres de biofilme dental, com cuidadosa secagem da 

lesão/superfície para identificar lesões precoces (PITTS, 2004). 

A diferença deste índice para o citado anteriormente, é que neste, ao exame 

clínico, é necessário, além da superfície limpa, sem presença de biofilme dental, que 

se tenha uma superfície cuidadosamente seca com jato de ar, por 5 (cinco) segundos 

para que se consiga identificar até as lesões iniciais (mancha branca) (ISMAIL et al., 

2007; ORMOND; DOUGLAS; PITTS, 2010; PITTS, 2004). 

A partir dos dados obtidos pelo ICDAS pode ser calculado o índice CPO (PITTS, 

2004).  

 

1.3 Saliva 

1.3.1. Fisiologia da secreção salivar 

A saliva é uma mistura complexa de fluidos produzidos por três glândulas 

salivares principais maiores (glândulas parótida, submandibular e sublingual) e várias 

glândulas salivares menores localizadas na mucosa oral  (lábios, bochechas e palato), 

apresenta  aspecto  opalescente, as vezes, límpido e incolor (ALMEIDA et al., 2008).  

As células encontradas nas glândulas salivares são células acinares, várias 

células do sistema ductal e células mioepiteliais. As células acinares, nas quais a 
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saliva é primeiramente secretada (saliva primária, isotônica em relação ao plasma), 

determinam o tipo de secreção produzida pelas diferentes glândulas. A secreção pode 

ser classificada como serosa, mucosa ou mista. As secreções serosas são produzidas 

principalmente pela glândula parótida, as secreções mucosas pelas glândulas 

menores e as secreções mistas serosas e mucosas pelas glândulas sublinguais e 

submandibulares (BERKOWITS, 2015). As células do sistema de ductos encontradas 

nos ductos salivares são classificadas como intercaladas, estriadas e excretoras. As 

células ductais intercaladas são a primeira rede de ductos que conecta as secreções 

acinares ao resto da glândula. As células estriadas são as segundas na rede, 

funcionando como regulação eletrolítica na reabsorção de Na+. As células do ducto 

final, as células do ducto excretor, contribuem continuando a reabsorção de Na+ e 

secretando K+. As células do ducto excretor são a última parte da rede de ductos antes 

que a saliva chegue à cavidade oral. A saliva após chegar na cavidade bucal (saliva 

total, hipotônica em relação ao plasma), contém componentes de origem não-

glandular, como células epiteliais orais descamadas, restos alimentares, micro-

organismos, fluido gengival e compostos derivados do sangue (proteínas plasmáticas, 

eritrócitos e leucócitos) e componentes inorgânicos (cálcio, fosfato, bicarbonato, flúor, 

sódio, cloro, potássio, magnésio, enxofre, tiocianato, chumbo, cádmio e cobre, dentre 

outros). As células mioepiteliais, que são longos processos celulares enrolados em 

torno das células acinares, se contraem na estimulação para constringir a acinar. Essa 

função, secretando ou “espremendo” o líquido acumulado, é o resultado de um 

processo puramente neural (ALMEIDA et al., 2008; BERKOWITS, 2015; GARRETT, 

1987).   

A secreção de saliva é controlada por um centro salivar composto por núcleos 

na medula (MESE; MATSUO, 2007), mas existem gatilhos específicos para essa 

secreção. Pode-se encontrar três tipos de gatilhos, ou estímulos, para essa produção: 

mecânicos (o ato de mastigar), gustativos (ácido como o gatilho mais estimulante e 

doce o menos estimulante) e olfativo (um estímulo fraco). Outros fatores que afetam 

a secreção incluem fatores psíquicos, como dor, certos tipos de medicamentos e 

várias doenças locais ou sistêmicas que afetam as próprias glândulas (BERKOWITS, 

2015; MESE; MATSUO, 2007). 

As glândulas salivares são inervadas pelo sistema nervoso autônomo formado 

por fibras nervosas simpáticas e parassimpáticas. Ao contrário do resto do corpo, as 

duas partes do sistema autônomo trabalham juntas. Vários neurotransmissores e 
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hormônios estimulam diferentes receptores, diferentes glândulas salivares 

desencadeando diferentes respostas. Quando a inervação simpática predomina, os 

impulsos simpáticos produzem uma saliva de baixo fluxo e alta concentração de 

proteína, e quando a inervação parassimpática é predominante impulsos nervosos 

parassimpáticos produzem uma saliva de alto fluxo e baixa concentração de proteína 

(GARRETT, 1987; PROCTOR; CARPENTER, 2007). A estimulação de um receptor 

geralmente aumenta e complementa outro receptor. Deve-se enfatizar que há grande 

variabilidade individual na estimulação e secreção salivar de tipo celular para tipo 

celular, afetando assim o conteúdo da saliva regionalmente e na cavidade bucal como 

um todo (PROCTOR; CARPENTER, 2007). 

Na prática clínica, a saliva secretada em repouso é muitas vezes chamada de 

"secreção não estimulada", apesar do envolvimento da atividade nervosa. O fluxo 

salivar não estimulado varia normalmente ente 0,3 e 0,6 ml/mim, sendo oriundo em 

25% da parótida, 60% da submandibular, 7 a 8% da sublingual e 7 a 8% das glândulas 

menores. Nos humanos, apenas as glândulas menores secretam saliva 

espontaneamente. Embora essas glândulas sejam inervadas e possam aumentar sua 

taxa de secreção em resposta à atividade nervosa, elas secretam saliva em baixa 

taxa, sem influência exógena durante a noite. Durante o dia e em repouso, um impulso 

reflexo nervoso – desencadeado por estímulos mecânicos de baixo grau devido aos 

movimentos da língua e dos lábios e secura da mucosa – atua nas células secretoras, 

envolvendo particularmente a glândula submandibular (BENN;THOMSON, 2014). 

A secreção estimulada  pode variar de 1 a 2 ml/min e o volume de saliva 

aumenta em cerca de 5x. Essa saliva estimulada é constituída em 50% pela saliva 

oriunda da parótida, 35% da submandibular, 7 a 8% da sublingual e 7 a 8% das 

glândulas  menores. A contribuição da parótida torna-se mais dominante em resposta 

a estímulos fortes, como o ácido cítrico, a taxa de fluxo é aproximadamente igual à da 

glândula submandibular, enquanto em resposta à mastigação, a taxa de fluxo da 

glândula parótida é duas vezes maior que da glândula submandibular. A saliva 

estimulada é produzida em aproximadamente 1h por dia, sendo o restante saliva não 

estimulada, o que totaliza 0,5 a 0,6 litros de saliva estimulada produzida por dia 

(BENN;THOMSON, 2014; EKSTRÖM et al., 2017) . 
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1.3.2 Componentes inorgânicos e funções 

A composição salivar e muito variável. De modo geral, mais de 99% da saliva 

é constituída por água. Menos de 1% restante é composto por uma variedade de 

eletrólitos  (cálcio, fosfato, bicarbonato, flúor, sódio, cloro, potássio, magnésio, dentre 

outros), proteínas (enzimas, imunoglobulinas, glicoproteínas, traços de albumina, 

polipeptídios e oligopeptídios), glicose e produtos nitrogenados, como ureia e amônia 

(BENN;THOMSON, 2014). 

Dentre os compostos inorgânicos, é possível destacar o cálcio que é 

encontrado 50% na forma iônica e o restante na forma de compostos moleculares, 

garantindo as trocas iônicas direcionadas à superfície dos dentes. A concentração de 

cálcio é maior na saliva derivada das glândulas submandibular e sublingual (2 vezes 

maior do que a parótida). Os íons fosfato têm importante papel na manutenção dos 

dentes, pois está envolvido no processo de desmineralização e remineralização e 

como nutriente da microbiota bucal.  

A manutenção da integridade dentária é uma importante função da saliva, a 

qual está diretamente relacionada aos processos de desmineralização e 

remineralização. A desmineralização ocorre quando os ácidos se difundem através do 

biofilme dentário e da película para a fase fluida presente entre os cristais da estrutura 

dentária alterando o equilíbrio fisicoquímico entre dente e fluidos orais (EDGAR, 

1990). Minerais dissolvidos posteriormente difundem-se para fora da estrutura do 

dente e na saliva ao redor do dente. A remineralização é o processo de reposição 

parcial dos minerais perdidos. A supersaturação de minerais do tipo cálcio e fosfato 

na saliva é fundamental para que este processo ocorra. As altas concentrações 

salivares de cálcio e fosfato, que são mantidas pelas proteínas salivares, são 

responsáveis pela remineralização dos tecidos dentários (ROTH; CALMES, 1981). 

Como será descrito mais adiante, a estaterina, um peptídeo salivar, contribui para a 

estabilização de sais de cálcio e fosfato na saliva (EDGAR, 1990, DOWD, 1999). As 

proteínas da película salivar, como estaterina, histatinas, cistatinas e proteínas ricas 

em prolina, são grandes demais para penetrar nos poros do esmalte. Por isso, elas 

permanecem na superfície, ligadas à hidroxiapatita, para auxiliar no controle do 

crescimento cristalino do esmalte, permitindo a penetração de minerais no esmalte 

para remineralização e limitando a saída de minerais (DOWD, 1999). Este controle de 

precipitação e de saída de minerais aumenta a estabilidade da hidroxiapatita na 

estrutura externa do dente (RICHARDSON et al., 1993). A presença de flúor na saliva 
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reduz a quantidade de minerais perdidos dos tecidos dentários e acelera a 

precipitação de minerais, contribuindo para ativar a remineralização. Além disso, o 

fluoreto participa do processo de des/remineralização dentária, visto que faz com que 

o pH crítico para desmineralização torne-se mais baixo (BENN;THOMSON, 2014). 

O bicarbonato é o principal sistema tamponante presente na saliva, 

promovendo neutralização dos ácidos produzidos pelos micro-organismos, 

aumentando o pH da saliva. A ação tampão da saliva desempenhada pelo íon 

bicarbonato, mediado pela enzima anidrase carbônica, funciona mais eficientemente 

sob fluxo salivar estimulado, mas é quase ineficaz durante períodos de baixo fluxo 

com saliva não estimulada (EDGAR, 1990; ROTH; CALMES, 1981), condição na qual 

o tamponamento é promovido pelo fosfato (LAGERLOF; OLIVEBY, 1994). O pH de 

repouso do biofilme (ou seja, o pH do biofilme 2 a 2,5 horas após a última ingestão de 

carboidratos exógenos) é de 6 a 7 (ROTH; CALMES, 1981; STEPHAN, 1944). O pH 

do biofilme cai para seu nível mais baixo, para 6,1 ou menos, aproximadamente 15 

minutos após o consumo de alimentos. A menos que haja ingestão adicional de 

carboidratos fermentáveis, o pH do biofilme retorna gradualmente ao seu pH de 

repouso de 6 a 7 (EDGAR, 1976; BIBBY et al., 1986; RUGG-GUNN et al., 1975). 

Assim, o tamponamento salivar, a depuração e a taxa de fluxo trabalham em conjunto 

para influenciar o pH intraoral. O fluxo salivar pode ser aumentado pelo estímulo da 

mastigação, bem como pela atividade muscular dos lábios e da língua (MANDEL, 

1989; MANDEL, 1987).  

 

1.3.3 Componentes orgânicos e funções 

Quanto aos componentes orgânicos, a análise do proteoma salivar humano 

caracterizou cerca de 3.000 proteínas e peptídeos diferentes (GRASS et al., 2016). 

Mais de 90% em peso dos cerca de 3.000 componentes proteicos estão presentes na 

saliva das glândulas parótidas, submandibulares e sublinguais, pertencentes às 

classes de proteínas ricas em prolina ácidas e básicas, α-amilases, mucinas, 

cistatinas, histatinas, estaterina, enzimas, peptídeos de defesa do hospedeiro dentre 

outras. Os 10% restantes (em peso) são componentes derivados das glândulas 

menores (glândulas labiais, palatinas, vestibulares e linguais) (SIQUEIRA, et al., 

2008), e de fluido crevicular, por exemplo, α-defensinas, e produtos de exsudatos 

mucosos. 
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Muitas dessas proteínas e peptídeos têm propriedades antibacterianas, 

antifúngicas e antivirais, outras lubrificam os tecidos orais, algumas ajudam a manter 

altas concentrações salivares de cálcio, algumas são enzimas digestivas e algumas 

catalisam a conversão de bicarbonato em dióxido de carbono, de ureia e de arginina 

em amônio e a maioria delas agem em conjunto e exibem multifuncionalidades 

(AMERONGEN; VEERMAN, 2002; DAWES et al., 2015; PEDERSEN et al., 2018; 

VAN’T HOF et al., 2014;). Abaixo estão alguns componentes salivares e suas funções:  

 

Mucinas:  

As mucinas são proteínas grandes e altamente glicosiladas, produzidas 

principalmente pelas células acinares mucosas das glândulas submandibulares, 

sublinguais e salivares menores (AMERONGEN; VEERMAN, 2002; AMERONGEN; 

BOLSCHER; VEERMAN, 1995; FRENKEL; RIBBECK, 2015; TABAK, 1995). Essas 

mucinas têm as propriedades de baixa solubilidade, alta viscosidade, alta elasticidade 

e forte adesividade. Qualquer contato intraoral entre tecidos moles, entre tecidos 

moles e dentes, ou entre tecidos moles e próteses se beneficia da capacidade 

lubrificante da saliva fornecida em grande parte por essas mucinas (EDGAR, 1990). 

As secreções das glândulas sublinguais e submandibulares contêm uma mucina de 

alto peso molecular e altamente glicosilada (MGI) e uma mucina de cadeia peptídica 

monoglicosilada de baixo peso molecular (MGII) (SLOMIANY et al., 1996; EDGAR, 

1990). A importância dessas 2 mucinas principais tem sido o foco de muitas pesquisas 

nas últimas 2 décadas. A MGI adsorve firmemente ao dente e, assim, contribui para a 

película salivar adquirida do esmalte. A MGI forma complexos heterotípicos com 

outras proteínas salivares, como amilase, proteínas ricas em prolina, estaterina e 

histatinas, atraindo simultaneamente a ligação de certas bactérias e fornecendo uma 

fonte de nutrientes de curto prazo para as bactérias (IONTCHEVA; OPPENHEIM; 

TROXLER, 1997). A MGII liga-se ao esmalte, mas é facilmente deslocada. Promove 

a agregação e eliminação de bactérias orais, incluindo estreptococos do grupo mutans 

(LEVINE et al., 1987). Na saliva de pacientes sem cárie, predomina a MGII, enquanto 

o nível de MGI é maior em pacientes que apresentam cárie (SLOMIANY et al., 1996). 

Uma parte importante do papel multifuncional das mucinas salivares na preservação 

da integridade da mucosa é sua capacidade de regular os níveis de cálcio intercelular 

(SLOMIANY et al., 1996). Como parte da película salivar adquirida do esmalte, as 

mucinas ajudam a iniciar a colonização microbiana nas superfícies dentárias, formam 
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uma barreira protetora e lubrificada contra o desgaste excessivo, propiciam uma 

barreira de difusão contra a penetração de ácidos e limitando a saída de minerais da 

superfície do dente (TABAK, 1982).  

Os tipos específicos de mucinas que foram caracterizados na cavidade oral 

incluem MUC5B, MUC7, MUC19, MUC1 e MUC4 (FRENKEL; RIBBECK, 2015). Como 

as mucinas são hidrofílicas e contêm muita água, são eficazes na lubrificação e 

manutenção de uma superfície úmida nos dentes e na mucosa oral. Assim, elas 

fornecem uma barreira protetora eficaz contra a ressecamento e contra a penetração 

de substâncias potencialmente prejudiciais às células epiteliais e contra proteases 

produzidas por bactérias no biofilme (TABAK, 1995; AMERONGEN; BOLSCHER; 

VEERMAN, 1995; FRENKEL; RIBBECK, 2015). A variabilidade das complexas 

cadeias laterais de oligossacarídeos nas mucinas oferece amplas possibilidades de 

interações com superfícies orais, micro-organismos orais e outras proteínas salivares, 

como s-IgA, lactoferrina e lisozima, alterando assim suas propriedades e capacidade 

de modular a colonização microbiana na cavidade oral (TABAK, 1995; AL-HASHIMI; 

LEVINE, 1989; IONTCHEVA; OPPENHEIM; TROXLER, 1997; WICKSTROM et al., 

2000; FRENKEL; RIBBECK, 2017; BRUNO et al., 2005). As mucinas salivares podem 

servir como carreadores de proteínas salivares e transportá-las por toda a cavidade 

oral, a fim de aumentar sua retenção na película salivar adquirida do esmalte e/ou 

proteger as proteínas da degradação proteolítica por meio da formação de complexos 

proteicos. No entanto, as mucinas também são a fonte predominante e mais acessível 

de açúcar para o crescimento bacteriano.  

MUC5B, a mucina formadora de gel primário na cavidade oral, é secretada por 

células mucosas nas glândulas salivares submandibulares, sublinguais, palatinas e 

labiais (NIELSEN et al., 1997; THORNTON et al., 1999). Foi demonstrado que MUC5B 

afeta as interações entre alguns micro-organismos, reduzindo a adesão e a formação 

de biofilme influenciando a composição da microbiota oral (FRENKEL; RIBBECK, 

2017; FRENKEL; RIBBECK, 2015). Além disso, MUC5B limita a virulência de Candida 

albicans reduzindo a formação de hifas, que estão associadas à invasão da célula 

hospedeira (KAVANAUGH et al., 2014). Isso pode contribuir para explicar por que 

patógenos oportunistas como C. albicans, podem existir na microbiota oral como 

residentes não patogênicos sem causar manifestação clínica de candidíase oral. As 

mucinas salivares também reduzem a infecção de células T pelo HIV-1 (BERGEY et 

al., 1994).  
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A MUC7 é menor do que a MUC5B e é uma mucina não formadora de gel 

produzida pelas células acinares salivares mucosas e serosas, exceto pelas células 

serosas da parótida e da língua (TROXLER et al., 1997; PILUDU et al., 2003). Embora 

a MUC7 seja menos eficiente como lubrificante, ela é notavelmente mais eficiente na 

aglutinação e depuração bacteriana do que a MUC5B e, portanto, uma parte 

importante do sistema de defesa não imune da saliva (LOOMIS et al., 1987; REDDY 

et al., 1992). Assim, a MUC7 liga-se diretamente aos micro-organismos para facilitar 

sua remoção por deglutição. A MUC7 também se liga a proteínas ricas em prolina 

ácidas e básicas, estaterinas e histatina 1 e, através da formação desses complexos 

de proteínas, os protege da proteólise, modula sua função e atividade e também serve 

como um sistema de entrega para distribuição de proteínas salivares secretoras em 

todo a cavidade oral (LOOMIS et al., 1987). 

As mucinas MUC1 são glicoproteínas associadas à membrana, que estão 

presentes na parte superficial do epitélio oral, particularmente nas superfícies 

epiteliais vestibulares e labiais, mas também revestem os ductos das glândulas 

parótidas, submandibulares e salivares menores (PRAMANIK et al., 2010; 

SENGUPTA et al., 2001; LI et al., 2003; KIRKEBY; MOE; BARDOW, 2010; CHANG et 

al., 2011; KULLAA et al. 2014; GIBBINS et al., 2014). A MUC4 é uma mucina 

transmembrana secretada pela glândula submandibular humana (KULLAA et al., 

2014; LIU et al., 2002). Supõe-se que desempenhe um papel nas interações célula-

célula e célula-matriz extracelular e na sinalização celular (FRENKEL; RIBBECK, 

2015). Níveis salivares reduzidos de MUC4 podem resultar em capacidade 

prejudicada de aglutinar patógenos orais, levando à formação de um biofilme 

composto por micro-organismos mais virulentos e resposta inflamatória contínua em 

pacientes com periodontite (PEDERSEN; BARDOW; NAUNTOFTE, 2005). 

 

Imunoglobulinas: 

As duas principais classes de imunoglobulinas presentes na saliva humana são 

a IgA secretora (s-IgA) e a IgG (KORSRUD; BRANDTZAEG, 1982; BRANDTZAEG, 

1984; BRANDTZAEG, 2013). A IgA dimérica é produzida pelas células plasmáticas 

no estroma das glândulas salivares e, em seguida, transportada através das células 

epiteliais glandulares pelo receptor de Ig polimérico, ou seja, o componente secretor 

da membrana. Na superfície apical da célula epitelial, IgA é exocitada após a clivagem 

do receptor de Ig, formando a s-IgA, a qual é secretada juntamente com a saliva que 
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está sendo produzida (BRANDTZAEG, 2013; BRANDTZAEG; PRYDZ, 1984). A maior 

parte da IgG salivar deriva do sangue por vazamento passivo através do fluido 

crevicular gengival, e apenas uma pequena parte se origina das glândulas salivares. 

A fração monomérica (não secretora) de IgA na saliva total é pequena (15% da IgA 

salivar total) e entra principalmente na cavidade oral através do fluido crevicular 

gengival ou transudato da mucosa (BRANDTZAEG, 2013; GRONBLAD, 1982). As 

frações salivares de IgM, IgD e IgE são pequenas e derivam predominantemente de 

fluido gengival e os níveis de IgM na saliva estão correlacionados tanto à concentração 

sérica de IgM quanto à inflamação periodontal (BRANDTZAEG, 2013). 

Na cavidade oral, o mecanismo de defesa mais importante da s-IgA parece ser 

a ligação a antígenos na saliva, na mucosa oral e na película salivar adquirida do 

esmalte; uma atividade designada por “exclusão imune” (BRANDTZAEG, 2013). 

Embora o componente secretor de s-IgA proteja a imunoglobulina de ser degradada 

por enzimas proteolíticas, há um grupo de bactérias que quebram enzimaticamente 

partes da isoforma s-IgA, por exemplo Streptococcus sanguinis e Streptococcus mitis 

e patógenos periodontais tal como Porphyromonas gingivalis, Prevotella spp. e 

espécies de Capnocytophaga spp. (KILIAN et al., 1996; RUSSELL et al., 1999). As 

propriedades antimicrobianas de s-IgA também incluem a inibição da adesão 

microbiana às superfícies mucosas e dentárias e eliminação aprimorada de micro-

organismos, por exemplo, Streptococcus mutans, da cavidade oral por aglutinação. 

Assim, as imunoglobulinas salivares atuam em conjunto com os mecanismos de 

defesa do sistema imune inato, mas a formação de anticorpos salivares em resposta 

a, por exemplo, estreptococos também é importante para a colonização precoce das 

superfícies orais (KILIAN et al., 1996; RUSSELL et al., 1999; BORGES et al., 2015). 

 

Peptídeos antimicrobianos: 

Fazem parte da imunidade inata os peptídeos antimicrobianos (geralmente 

denominados AMPs), que são rapidamente mobilizados para neutralizar um amplo 

espectro de micro-organismos (PETERS; SHIRTLIFF; JABRA-RIZK, 2010). Nos 

humanos, os AMPs inatos mais proeminentes são as catelicidinas e defensinas 

(produzidas pelas células do sistema imune), bem como as histatinas (produzidas e 

secretadas na saliva pelas glândulas salivares) (PETERS; SHIRTLIFF; JABRA-RIZK, 

2010).  
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A maioria dos AMPs que atuam sobre a membrana celular é formada por 12-

50 resíduos de aminoácidos unidos entre si por ligações amida (denominadas 

peptídicas), apresenta carga líquida positiva (+2 a +9) em pH fisiológico e estrutura 

anfipática (LAI; GALLO, 2009) com aproximadamente 50% de resíduos de 

aminoácidos hidrofóbicos (MARR; GOODERHAM; HANCOCK, 2006). Estas 

características parecem ser fundamentais para a atividade contra a célula microbiana, 

já que a etapa inicial de seus mecanismos de ação é a sua atração eletrostática pelos 

grupos carregados negativamente de compostos da parede e da membrana celular. 

Uma diferença marcante dos AMPs em relação aos antibióticos convencionais é a sua 

rápida ação bactericida em concentrações próximas ou iguais às MICs (mínimas 

concentrações inibitórias do crescimento dos microorganismos sobre os quais eles 

atuam) ( FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2001), o que dificulta o surgimento da resistência 

microbiana. Além disso, em concentrações superiores às MICs, alguns AMPs chegam 

inviabilizar 99,999% das bactérias em poucos minutos (STEIBERG et al., 1997). Os 

AMPs são capazes de inviabilizar os micro-organismos e apresentar baixa toxicidade 

para as células do hospedeiro, o que é o tipo de comportamento esperado para 

biomoléculas que fazem parte da imunidade inata. Para exercer a atividade 

bacteriostática ou bactericida, os AMPs que têm como alvo celular a membrana 

plasmática microbiana, devem primeiro ser atraídos eletrostaticamente, danificar e 

atravessar a parede celular. As paredes celulares bacterianas contêm moléculas 

aniônicas atrativas aos AMPs como os lipopolissacarídeos (Gram-negativas), o ácido 

teicóico e o ácido lipoteicóico (Gram-positivas) (MATSUZAKI, 2009). Quanto às 

membranas plasmáticas de fungos, elas são constituídas de proteínas (52%), de 

fosfolipídeos (7%) e de ergosterol (4%), além de outros compostos minoritários. 

Quanto ao seu mecanismo de ação são propostos três modelos (1) ripas de barril; (2) 

carpete e (3) poro toroidal (TOKE, 2005). Segundo o modelo ripas de barril (barrel-

stave), a face hidrofóbica do AMP interage com as cadeias carbônicas dos lipídeos da 

membrana plasmática e a sua face hidrofílica fica exposta, de modo a compor o lúmen 

do canal transmembranar formado. Já o modelo carpete prevê inicialmente a interação 

eletrostática entre os resíduos carregados positivamente do peptídeo e as cargas 

negativas dos fosfolipídeos; em seguida, o AMP se acumula na superfície da 

membrana plasmática, recobrindo-a de forma análoga a um tapete, podendo causar 

a sua permeabilização. Finalmente, no modelo poro toroidal, o peptídeo anfipático 

interage eletrostaticamente com a membrana plasmática fosfolipídica e une-se 
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paralelamente à mesma. Dessa forma, o peptídeo separa as cabeças polares dos 

fosfolipídeos e induz a monocamada lipídica superior a dobrar-se através do poro. 

Assim, neste modelo, o lúmen do poro é formado por moléculas de peptídeos e 

cabeças polares dos fosfolipídeos intercaladas (TOKE, 2005). Em decorrência desses 

mecanismos, formam-se poros na superfície microbiana, inviabilizando o crescimento 

dos micro-organismos. Como exemplo de AMPs temos a catelecidina LL-37, as alfa-

defensinas HNP-1 a HNP-4 (provenientes de neutrófilos e das células ductais das 

glândulas salivares) e as beta-defensinas HBD-1 a HBD-3 (também provenientes de 

neutrófilos e das células ductais das glândulas salivares, mas também de macrófagos, 

monócitos e células dendríticas). 

As histatinas são uma família de peptídeos catiônicos produzidos pelas células 

ductais das glândulas salivares parótidas, sublinguais e submandibulares 

(OPPENHEIM et al., 1988; AHMAD et al., 2004). As histatinas adsorvem prontamente 

a hidroxiapatita e contribuem para a formação da película salivar adquirida do esmalte, 

desempenhando assim um papel na colonização bacteriana nas superfícies dentais. 

A presença de histatinas intactas na película salivar adquirida do esmalte  indica que, 

uma vez adsorvidas, elas são capazes de evitar a degradação proteolítica por micro-

organismos (GYURKO et al., 2001). Todas as três principais histatinas humanas, ou 

seja, histatina-1, -3 e -5, exibem atividade antifúngica para C. albicans, mas a 

histatina-5 parece ser a mais eficiente (OPPENHEIM et al., 1988; GYURKO et al., 

2001; SIQUEIRA et al., 2010, OPPENHEIM et al., 2012; XU et al., 1991). As histatinas 

também exercem propriedades antibacterianas e antivirais (MACKAY et al., 1984; 

NISHIKATA et al., 1991; GUSMAN et al., 2001).  

Como peptídeos catiônicos, as histatinas podem se ligar a membranas 

celulares microbianas carregadas negativamente, promover agregação e integrar-se 

à bicamada lipídica da membrana celular. Supõe-se que este último mecanismo 

resulte na formação de canais iônicos, poros transmembrana, vazamentos de 

membrana e rompimento de membrana, eventualmente levando à morte de células 

microbianas (XU et al., 1991; LI et al., 2003; GROGAN et al., 2001). A histatina-5 

também exibe locais de ligação específicos para íons metálicos, tais como zinco e 

cobre. Consequentemente, os micro-organismos são privados desses íons, que são 

importantes para a função de suas enzimas e, portanto, para o seu crescimento 

(GROGAN et al., 2001; MELINO et al., 2006). A histatina-5 também demonstrou inibir 

a atividade enzimática de bactérias envolvidas na doença periodontal, por exemplo, 
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P. gingivalis (GUSMAN et al., 2001; NISHIKATA et al., 1991). Juntamente com as 

estaterinas, a histatina-1 modula a adesão de S. mutans às superfícies dentais, 

presumivelmente por meio da inibição competitiva da adsorção de glicoproteínas 

salivares de alto peso molecular (SHIMOTOYODOME et al., 2006). 

 

Amilase salivar:  

A α-amilase é uma das enzimas mais abundantes da saliva humana e também 

está presente na película salivar adquirida do esmalte e no biofilme dental 

(AMERONGEN; VEERMAN, 2002; HANNIG; HANNIG; ATTIN 2005; HANNIG et a., 

2017;  LUNDMARK et al., 2017; SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012; 

ORSTAVIK; KRAUS, 1973; AGUIRRE et al., 1987; SCANNAPIECO; TORRES; 

LEVINE, 1993; HANNIG et al., 2004). É secretada principalmente pelas células 

serosas acinares nas glândulas parótidas e, em menor quantidade, pelas células 

serosas nas glândulas submandibulares (DAWES et al., 2015; HANNIG; HANNIG; 

ATTIN 2005; AGUIRRE et al., 1987; SCANNAPIECO; TORRES; LEVINE, 1993; 

HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001). A α-amilase salivar decompõe o amido ingerido 

por clivagem das ligações α-1,4 glicosídicas das moléculas de amido em maltose, 

maltotriose e dextrinas. A α-amilase salivar é ativa em um pH acima de 6 e é inativada 

no ambiente ácido do estômago (AMERONGEN; VEERMAN, 2002; VAN’T HOF et al., 

2014; PEDERSEN et al., 2018; DAWES et al., 2015; HUMPHREY; WILLIAMSON, 

2001). A maltose pode ser fermentada por bactérias orais e a hidrólise da maltotriose 

leva a glicose adicional para o metabolismo por bactérias no biofilme. A produção de 

ácido láctico resultante da metabolização desses oligossacarídeos produzidos pela 

ação enzimática da α-amilase reduz o pH dentro do biofilme, o que contribui para a 

desmineralização do dente e o desenvolvimento de lesões de cárie (SCANNAPIECO; 

TORRES; LEVINE, 1993).  

A α-amilase salivar não só viabiliza a fermentação de carboidratos complexos 

e a aderência das bactérias às superfícies orais, como também se liga 

especificamente a certas espécies bacterianas orais. Assim, a α-amilase pode se 

combinar com s-IgA na película salivar adquirida do esmalte para formar um receptor 

de ligação para S. sanguinis (GONG; MAILLOUX; HERZBERG, 2000). Além disso, 

Streptococcus gordonii e S. mitis codificam proteínas de ligação de amilase 

específicas (adesinas) (LI; TANZER; SCANNAPIECO, 2002; VORRASI et al., 2010). 

Por meio desses vários mecanismos, a α-amilase salivar desempenha um papel 
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importante na modulação da adesão, co-adesão e colonização de micro-organismos 

e no suporte da simbiose entre hospedeiro e microbioma da cavidade bucal. 

 

Lipase:  

A lipase lingual é secretada pelas glândulas de von Ebner presentes na língua. 

A lipase lingual liberada pelas glândulas serosas da língua, junto com a saliva, inicia 

a hidrólise dos ácidos graxos a partir dos triacilglicerídeos contribuindo assim para 

início da digestão de gorduras (VARGA, 2012). 

 

Lisozima:  

A lisozima faz parte dos mecanismos de defesa salivar da resposta imune inata. 

A lisozima presente na saliva origina-se das glândulas salivares maiores e menores 

e, em menor quantidade, do fluido crevicular gengival e dos leucócitos salivares. A 

lisozima está presente na película salivar adquirida do esmalte, bem como no biofilme 

(BRUNO et al., 2005; MEMARZADEH ZAHEDANI et al., 2017; GIBBONS; 

STOPPELAAR; HARDEN, 1966; BALEKJIAN; HOERMAN; BERZINSKAS, 1969; 

KORSRUD; BRANDTZAEG, 1982; RUDNEY, 1985). 

A lisozima exerce atividade enzimática por meio da hidrólise das ligações β-

1,4-glicosídicas entre o ácido N-acetilmurâmico e a N-acetil-d-glucosamina na camada 

de polissacarídeo da parede celular da bactérias Gram-positivas. Além desta 

conhecida atividade bacteriolítica e de ser uma proteína altamente catiônica, a 

lisozima também tem a capacidade de agregar bactérias orais, por exemplo, 

estreptococos, afetando assim sua aderência às superfícies orais e promovendo a 

eliminação de micro-organismos da cavidade oral. Além disso, a lisozima pode ativar 

autolisinas bacterianas que destroem as paredes celulares bacterianas (RUDNEY, 

1985; TELLEFSON; GERMAINE, 1986; SCANNAPIECO, 1994) e também foi 

demonstrado que a lisozima exerce atividades antifúngicas, bem como antivirais 

(SAMARANAYAKE et al., 1997; YEH et al., 2018; TSANG; SAMARANAYAKE, 1999; 

FABIÁN et al., 2012).  

 

Lactoferrina: 

A lactoferrina é uma glicoproteína de ligação ao ferro secretada pelas células 

acinares serosas das glândulas salivares maiores e menores. A lactoferrina na saliva 

total também se origina de neutrófilos e do fluido crevicular gengival e os níveis de 
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lactoferrina são elevados em infecções e condições inflamatórias (MASSON; 

HEREMANS; SCHONNE, 1969; REITAMO; KONTTINEN; SEGERBERG-

KONTTINEN, 1980; EBERHARD et al., 2006). A lactoferrina se liga e sequestra o ferro 

disponível e, consequentemente, priva os micro-organismos como bactérias, 

leveduras e parasitas de ferro, essencial para o crescimento desses micro-

organismos. Esse processo de privar as bactérias de nutrientes vitais é chamado de 

“imunidade nutricional” (MANDEL, 1976). Como uma proteína catiônica, a lactoferrina 

também pode promover a aderência e agregação de certos micro-organismos, bem 

como contribuir para a degradação das membranas celulares microbianas. Foi 

demonstrado que a forma de lactoferrina livre de ferro (apo-lactoferrina) medeia a 

aglutinação de S. mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus rattus, S. sanguinis, 

P. gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, enquanto a forma da 

lactoferrina já saturada com íons ferro apenas aglutina S. mutans indicando que a 

lactoferrina possui fortes propriedades bacteriolíticas independentes de ligação ao 

ferro (SOUKKA; TENOVUO; RUNDEGREN, 1993; ARSLAN; LEUNG; WU, 2009). 

Além dos efeitos antibacterianos sobre bactérias cariogênicas e patógenos 

periodontais (TENOVUO; LUMIKARI; SOUKKA, 1991; WAKABAYASHI et al., 2009), 

a lactoferrina também exerce atividade antifúngica, por exemplo, contra C. albicans e 

Candida krusei (NIKAWA et al., 1993; WU et al., 1999) e atividade antiviral, por 

exemplo, contra o vírus herpes simplex, o que provavelmente ocorre via neutralização 

do vírus por ligação direta e/ou bloqueando glicosaminoglicanas específicas da célula 

hospedeira usados para  adesão viral (VALIMAA et al., 2009). A lactoferrina humana 

é multifuncional, apresentando extensas atividades antimicrobiana, anti-inflamatória e 

imunomoduladora. Desempenha um papel central na regulação da microbiota oral e 

no estado inflamatório da mucosa oral, mantendo o microbioma da cavidade bucal  em 

simbiose com o hospedeiro (NIKAWA et al., 1993; SOUKKA; TENOVUO; 

LENANDER-LUMIKARI, 1992).  

 

Enzimas relacionadas à geração de compostos alcalinos: 

Ureia e arginina (aminoácido semi-essencial) estão normalmente presentes na 

cavidade bucal em concentrações de 3-10mM e de 50 μM, respectivamente. A ureia 

é rapidamente hidrolisada pela enzima urease bacteriana que a converte em amônia 

e CO2. Já a arginina é desaminada e convertida em ornitina e amônia por um conjunto 

enzimático denominado de Sistema Arginina Desaminase (SAD) (LIU; NASCIMENTO; 
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BURNE, 2012). Os grupos de bactérias envolvidas nas atividades ureolítica e 

arginolítica são S. sanguiniis, Streptococcus parasanguinis, S. gordonii, Streptococcus 

salivarius, Actinomyces naeslundii e outros (GORDAN et al., 2010; LIU et al., 2011; 

NASCIMENTO et al., 2009). A amônia produzida atua como aceptora de íons 

hidrogênio contribuindo para o tamponamento e elevação do pH na cavidade bucal. 

Baixa atividade ureolítica e de SAD tem sido observada em indivíduos com dietas ricas 

em carboidratos (GORDAN et al., 2010; CHEN; CLANCY; BURNE, 1996). Hipotetiza-

se que a atividade da urease e do SAD poderia estar associada à diminuição da 

experiência de cárie (NASCIMENTO et al., 2009). 

 

Antioxidantes: 

Antioxidantes são compostos que desempenham o importante papel de 

proteger as estruturas biológicas do estresse oxidativo promovido por radicais 

livres/espécies reativas de oxigênio (FR/ROS) que são caracterizados por átomos ou 

moléculas que apresentam elétrons não pareados. Os FR/ROS são naturalmente 

produzidos pelo hospedeiro como uma resposta aos micro-organismos presentes na 

cavidade bucal. Esse estresse oxidativo ocorre quando há um desequilíbrio entre a 

produção de FR/ROS e a atividade desses compostos antioxidantes. A atividade 

antioxidante da saliva é desempenhada por sistemas antioxidantes enzimáticos 

(peroxidases salivares) e por sistemas não-enzimáticos (como por exemplo, ácido 

úrico, albumina, glutationa, ácido ascórbico). Coletivamente, esses sistemas fazem 

parte da “capacidade antioxidante total” - TAC da saliva (ALAJBEG et al., 2017). 

Dentre os antioxidantes enzimáticos destaca-se a enzima superóxido 

dismutase (SOD), a qual catalisa a conversão de ânion superóxido em oxigênio e 

peróxido de hidrogênio (HALLIWELL, 1999). Catalase, lactoperoxidase, 

mieloperoxidase e íons tiocianato (SCN-) (HOOGENDOORN et al., 1977) também 

estão dentre os antioxidantes presentes na saliva. As enzimas peroxidases 

(lactoperoxidase e mieloperoxidase) salivares são produzidas nas glândulas parótidas 

e submandibulares (RIVA et al., 1978). Essas enzimas catalisam a oxidação do 

tiocianato (SCN-) a hipotiocianato (OSCN-) mediada por peróxido de hidrogênio 

(HOOGENDOORN et al., 1977; TENOVUO et al., 1981; IHALIN; LOIMARANTA; 

TENOVUO, 2006). A lactoperoxidase e o tiocianato são constituintes naturais da 

saliva (TENOVUO et al., 1981; IHALIN; LOIMARANTA; TENOVUO, 2006). A 

mieloperoxidase é uma proteína derivada de leucócitos e a concentração desta 
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enzima na saliva reflete a inflamação gengival e da mucosa (MIYASAKI; 

NEMIROVSKIY, 1997). Os sistemas de peroxidase salivar exercem atividade 

antimicrobiana e protegem as células e proteínas do hospedeiro dos efeitos 

potencialmente prejudiciais do peróxido de hidrogênio. O hipotiocianato inibe 

processos metabólicos bacterianos importantes e exerce efeitos antimicrobianos 

sobre S. mutans, lactobacilos, leveduras, várias espécies Gram-negativas, incluindo 

patógenos periodontais, por exemplo Porphyromonas gingivalis e Prevotella 

intermedia, e certos vírus (TENOVUO; LUMIKARI; SOUKKA, 1991; LUMIKARI et al., 

1991; MIKOLA; WARIS; TENOVUO, 1995; KHO et al., 2012). Hipotiocianato também 

contribui para reduzir a hidrólise de proteínas associadas com a produção de 

compostos sulfurados voláteis relacionados com o mau-hálito (NAKANO et al., 2016). 

Parece que as peroxidades salivares também podem funcionar como uma catalase. 

Visto que H2O2 é altamente tóxico para células humanas e OSCN- não é, a 

peroxidação do SCN- in vivo pode servir ao duplo propósito de limitar o acúmulo de 

níveis tóxicos de H2O2, que são produzidos por bactérias comensais e pelas glândulas 

salivares enquanto, ao mesmo tempo, fornecem OSCN- e HOSCN. 

 

Anidrase carbônica: 

O sistema tampão mais importante em condições de estimulação salivar é o 

sistema bicarbonato, que é responsável por 70 a 90% da capacidade tampão da saliva 

total. Baseia-se no seguinte equilíbrio: CO2 + H2O ↔ H2CO3↔ HCO3- + H+ onde a 

concentração de bicarbonato (HCO3-) tende a aumentar com a estimulação do fluxo 

salivar (LILIENTHAL, 1955; IZUTSU, 1981; BARDOW et al., 2000). Na presença de 

um ácido (H+), este combina-se com o bicarbonato promovendo a formação de ácido 

carbônico (H2CO3) que é instável e se decompõe em água e gás carbônico volátil. O 

equilíbrio químico desloca-se no sentido de formação de CO2, promovendo a completa 

remoção de ácido, o que é conhecido como neutralização ou tamponamento (KIVELA 

et al., 1999a). Esta reação na cavidade oral e no trato digestivo superior é catalisada 

pela enzima anidrase carbônica VI (AC VI) que está presente na saliva (KIVELA et al., 

1999a;  KIMOTO et al., 2006). 

As anidrases carbônicas (AC) são metaloenzimas de zinco que participam da 

manutenção da homeostase do pH em vários tecidos e fluidos biológicos do corpo 

humano catalisando a reação de hidratação reversível do dióxido de carbono (SLY; 

HU, 1995; PASTOREKOVA et al., 2004). Dentre as 16 isoenzimas isoladas de 
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mamíferos, pelo menos duas (AC II e AC VI) estão envolvidas na fisiologia salivar, 

uma vez que expressas nas glândulas salivares de humanos, participam da regulação 

do pH no meio bucal (AC VI) e da secreção de bicarbonato na saliva (AC II) (KADOYA 

et al., 1987; PARKKILA et al., 1990; SUPURAN; SCOZZAFAVA, 2007). Em humanos, 

a AC VI é produzida unicamente pelas células acinares serosas das glândulas 

parótidas e submandibulares e é secretada na saliva, seguindo o ritmo circadiano, 

com baixa concentração durante o sono, aumentando rapidamente ao acordar e após 

a primeira refeição (PARKKILA et al., 1990; PARKKILA et al., 1995). Tal secreção é 

muito semelhante à da enzima α-amilase salivar, e uma correlação positiva foi 

encontrada entre o nível de atividade de α-amilase salivar e a concentração de AC VI, 

sugerindo-se que as duas enzimas poderiam ser secretadas pelos mesmos grânulos 

e mecanismos secretórios (PARKKILA et al., 1995; KIVELA et al., 1999b). 

O papel fisiológico da AC VI salivar tem sido esclarecido nos últimos anos 

(LEINONEN et al., 1999; KIVELA et al., 1999b; KIVELA et al., 2003; KIMOTO et al., 

2006; FRASSETO et al., 2012). Pesquisas demonstram que a AC VI salivar pode ser 

considerada uma proteína anticárie na saliva (LEINONEN et al., 1999; KIMOTO et al., 

2006). Quando da exposição do biofilme à sacarose, ocorre uma queda do pH no 

intervalo de poucos minutos, o que pode levar à dissolução mineral dos tecidos 

dentários. Esse fenômeno continua ocorrendo até que o pH retorne ao valor acima do 

pH crítico para esmalte ou dentina (DAWES, 2008). O mecanismo pelo qual esta 

isoenzina atua no controle do pH, sugere que a AC VI liga-se a película de esmalte e 

facilita a neutralização ácida pelo bicarbonato salivar (LEINONEN et al., 1999). No 

biofilme dental, a AC VI fica situada em sítios ideais para catalisar a reação reversível 

de conversão de bicarbonato salivar e íons de hidrogênio fornecidos por bactérias 

cariogênicas, em dióxido de carbono e água  (LEINONEN et al., 1999, KIMOTO et al., 

2006). O estudo de Kimoto et al. (2006) evidenciou a presença desta enzima no 

biofilme dental, sendo mostrado uma diminuição do pH do biofilme, quando a cavidade 

bucal era submetida a um bochecho com solução de acetazolamida, inibidor 

específico da enzima AC VI. Esses autores sugerem que pelo mecanismo catalisador 

exercido pela enzima, a AC VI seja capaz de prover uma maior neutralização dos 

ácidos do biofilme dental. 
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Proteínas ricas em prolina: 

As proteínas ricas em prolina (PRPs) são produzidas pelas glândulas parótidas 

e submandibulares e constituem 25-30% de todas as proteínas da saliva (BENNICK, 

1982; KAUFFMAN et al., 1986; TAKANO et al., 1993). As PRPs salivares são divididas 

em PRPs ácidas, básicas e glicosiladas. Os PRPs ligam-se à superfície dos dentes e 

à mucosa oral e estão envolvidas na formação da película salivar adquirida do 

esmalte. As PRPs especialmente ácidas têm a capacidade de inibir a precipitação 

espontânea de sais de fosfato de cálcio e, assim, contribuir para a manutenção da 

supersaturação da saliva e para a proteção dos dentes (MEHANSHO; BUTLER; 

CARLSON, 1987; CARLSON, 1993; MURRAY; WILLIAMSON, 1994). Especialmente 

as PRPs glicosiladas se ligam e aglutinam bactérias orais, tais como Fusobacterium 

nucleatum, permitindo que sejam removidos da cavidade oral por meio da deglutição 

(AZEN; PRAKOBPHOL; FISHER, 1993). Foi demonstrado que as PRPs ácidas 

promovem a adesão de bactérias específicas às superfícies dentais, por exemplo, 

Actinomyces viscosus e S. gordonii (GIBBONS; HAY, 1988; GIBBONS; HAY, 1989; 

GIBBONS; HAY, 1991). Assim, as PRPs salivares têm impacto na colonização do 

biofilme e na interação entre as espécies bacterianas, ajudando a manter uma 

microbiota equilibrada. PRPs básicas e glicosiladas também promovem a adesão de 

C. albicans assim, desempenham um papel na sua colonização nas superfícies orais 

(CANNON; CHAFFIN, 1999). No entanto, não está claro se este mecanismo é 

realmente importante para equilibrar todo o microbioma oral ou se a ação das PRPs 

aumenta o risco de desenvolvimento de candidíase oral. 

 

Estaterina: 

A estaterina está presente na saliva das glândulas parótidas e 

submandibulares. A estaterina é uma fosfoproteína que se liga à hidroxiapatita e 

contribui para a formação da película salivar adquirida do esmalte. A estaterina inibe 

a precipitação primária ou espontânea de fosfato de cálcio das superfícies dentais e, 

portanto, é importante para a integridade dos dentes (HAY et al., 1977). No entanto, a 

estaterina também é conhecida por promover a adesão de A. viscosus às superfícies 

dos dentes e possuir locais de ligação específicos para fímbrias de P. gingivalis 

(AMANO et al., 1996). Além disso, a estaterina induz a transição de hifas de C. 

albicans para forma leveduriforme e podem, assim, contribuir para a defesa oral contra 

candidíase oral (LEITO et al., 2009). A ligação da estaterina às mucinas forma 
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complexos de proteínas que podem proteger as proteínas contra a atividade 

proteolítica microbiana e também promover a agregação de micro-organismos que 

podem ser eliminados pela deglutição (BRUNO et al., 2005). 

 

Cistatinas: 

As cistatinas são fosfoproteínas contendo cisteína, que têm propriedades de 

inibição de proteinase, controlando assim a atividade proteolítica do hospedeiro, por 

exemplo, leucócitos durante processos inflamatórios ou de micro-organismos 

(SHOMERS et al., 1982; BLANKENVOORDE et al., 1998). Uma série de diferentes 

formas de cistatina, tais como cistatina A, cistatina B, cistatina S, cistatina SN, cistatina 

SA e cistatina D foram detectadas na saliva humana (BLANKENVOORDE et al., 1998; 

HENSKENS; VEERMAN; NIEUW AMERONGEN, 1996; MANCONI et al., 2017). Elas 

participam da formação da película salivar adquirida do esmalte e também podem 

afetar a precipitação do fosfato de cálcio. Foi demonstrado que as cistatinas possuem 

uma variedade de propriedades antimicrobianas. Assim, a cistatina SA exerce 

atividade antibacteriana contra o patógeno periodontal A. actinomycetemcomitans e a 

cistatina S pode inibir parcialmente as enzimas proteolíticas liberadas da P. gingivalis 

(BLANKENVOORDE et al., 1998; HENSKENS; VEERMAN; NIEUW AMERONGEN, 

1996; GANESHNARAYAN et al. 2012). Além disso, as cistatinas também parecem ter 

fortes propriedades antifúngicas, pois os pacientes com doença autoimune endócrina 

com candidíase mucocutânea crônica também sofrem de deficiência de cistatina SA1 

(LINDH et al., 2013). 

 

Aglutininas: 

A aglutinina salivar é uma proteína altamente glicosilada, com massa molecular 

de aproximadamente 340 kDa. A aglutinina salivar, compartilha uma série de 

características com a MUC7, ambas são proteínas monoméricas, fortemente 

glicosiladas, com propriedades extremamente pegajosas. Como consequência, em 

condições nativas essas proteínas ocorrem associadas a uma variedade de proteínas 

salivares, incluindo s-IgA (BIESBROCK; REDDY; LEVINE, 1991; MEHROTRA; 

THORNTON; SHEEHAN, 1998). Tanto a MUC7 quanto a aglutinina salivar são 

produzidas nas células serosas das glândulas submandibular, sublingual e labial 

(SHARMA et al., 1998; BIKKER et al., 2002). No entanto, a aglutinina, ao contrário da 

MUC7, também é sintetizada na glândula parótida. Na glândula parótida, a aglutinina 
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foi localizada apenas nas células ductais, enquanto na glândula submandibular a 

aglutina foi detectada tanto nas células acinares serosas quanto nas células serosas 

semilunares que cobrem os ácinos mucosos (BIKKER et al., 2002). Esta glicoproteína 

salivar, também é detectável como componente da película salivar adquirida do 

esmalte na superfície do dente (CARLÉN; OLSSON, 1995). A aglutinina, como MUC7, 

se liga a uma ampla variedade de micro-organismos, incluindo S. mutans, S. salivarius 

e S. sanguis promovendo a remoção desses micro-organismos da cavidade bucal 

(LIGTENBERG; VEERMAN; NIEUW AMERONGEN, 2000). 

 

Gustatina/Lipocalina: 

A hipotonicidade da saliva viabiliza nossa capacidade de degustação de 

alimentos salgados. Esta capacidade de degustação aprimorada depende da 

presença da proteína gustatina, que se liga ao zinco (ROTH; CALMES, 1990). A 

lipocalina é uma proteína secretada pelas glândulas de Von Ebner (localizadas ao 

redor das papilas circunvaladas e foliadas da língua). Essa proteína foi descrita, 

originalmente, como a proteína responsável pela percepção do paladar amargo. Além 

dessa função gustatória, a lipocalina pode agir como inibidora de cisteína proteinase, 

como um produto da peroxidação do estresse-oxidativo induzido nos macrófagos e, 

devido à sua atividade de nuclease, pode atuar como agente antiviral, inibindo a 

replicação de ambos os vírus de RNA e DNA (YUSIFOV et al., 2000).  

 

Dessa forma, em vista do exposto nos parágrafos acima, a saliva desempenha 

várias funções, dentre elas  tamponamento, limpeza, manutenção da integridade do 

dente e atividade antimicrobiana. A atuação conjunta dessas funções contribui para a 

manutenção da saúde da cavidade bucal. Veremos a seguir as evidências 

relacionadas à associação entre determinados componentes proteicos da cavidade 

bucal e cárie dentária. 

 

1.4 Relação entre componentes proteicos da cavidade bucal e cárie dentária – 

evidências obtidas de revisões sistemáticas e meta-análises 

 

A revisão sistemática de Martins et al. (2013) avaliou se as proteínas salivares 

podem ou não ser consideradas biomarcadores para cárie dentária. Foram incluídos 

7 estudos correspondendo a  237 indivíduos sem cárie 260 indivíduos com cárie, com  
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idade variando de 7 a ≥ 50 anos. Todos os estudos consideraram presença de 

cavidade em esmalte ou dentina como limiar de diagnóstico. Os estudos avaliaram 

saliva coletada diretamente da glândula parótida, saliva estimulada total ou saliva não 

estimulada. De forma geral, esses estudos avaliaram níveis de proteínas ricas em 

prolina, proteínas ácidas secretadas pela parótida, proteínas ricas em prolina básicas, 

proteínas totais, lisozima, histatina, estaterina, amilase, ácido úrico, glicoproteínas e 

s-IgA. Com base nos resultados dos estudos selecionados, três deles encontraram 

uma diferença estatisticamente significativa entre os indivíduos com e sem 

experiência de cárie (AYAD et al., 2000; TULUNOGLU et al., 2006; ROA et al., 2008). 

O estudo desenvolvido por Tulunoglu et al. 2006, encontrou maior concentração de 

proteínas totais em indivíduos com experiência de cárie dentária. O estudo de Roa et 

al. (2008) sugeriu que uma proteína com 17 kDa de peso molecular esteve relacionada 

à experiência de cárie dentária, enquanto que indivíduos com ou sem cárie 

apresentam fenótipos diferentes de proteínas ricas em prolina (AYAD et al., 2000), o 

que pode ser atribuído à expressão diferencial de proteases, inibidores de protease 

ou polimorfismos em potenciais locais de clivagem proteolítica. Não foram 

encontradas diferenças nas concentrações de lisozima, histatina, estaterina, amilase, 

ácido úrico, proteínas ricas em prolina, proteínas secretadas pela parótida, 

glicoproteínas e s-IgA (STUCHELL; MANDEL, 1983; DODDS et al., 1997; 

SHIMOTOYODOME et al., 2007). Embora esses estudos tenham encontrado uma 

relação entre fenótipos de proteínas, concentração de proteínas totais e peso 

molecular de proteínas, não foi possível concluir que existem evidências suficientes 

para estabelecer proteínas salivares como biomarcadores de cárie dentária. 

Piekoszewska‐Ziętek et al. (2019) analisaram a relação de determinadas 

proteínas e peptídeos salivares com a ocorrência de cárie em crianças através de 

revisão sistemática. Um total de 22 artigos foram incluídos na revisão sistemática: 15 

estudos avaliaram glicoproteínas (sendo 14 relacionados à imunoglobulinas s-IgA e 

IgG), 6 estudos avaliaram peptídeos antimicrobianos (defensinas, catelicidinas e 

histatinas) e 3 estudos avaliaram enzimas salivares (anidrase carbônica, lactoferrina, 

amilase, proteinase 3) e glicoproteínas (mucinas 5B e mucina 7). Treze artigos 

avaliaram dentição decídua, sete estudos avaliaram dentição mista e cinco estudos 

avaliaram dentição permanente. Um total de 1510 participantes foram avaliados, 

sendo 554 sem cárie e 956 com cárie. A idade dos participantes variou de 1 a 18 anos. 

Experiência de cárie foi avaliada considerando tanto lesões iniciais (não-cavitadas) 
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quanto cavidades de cárie como limiar de diagnóstico. Os estudos avaliaram tanto 

saliva estimulada quanto saliva não estimulada. Cinco estudos encontraram menores 

níveis de s-IgA em indivíduos com cárie (DOIFODE et al., 2011; OMAR et al., 2012; 

KURIAKOSE et al., 2013, PAL et al., 2013; COLOMBO et al., 2016a), enquanto que 

seis estudos mostraram níveis mais elevados de s-IgA na saliva de indivíduos com 

cárie (DE FARIAS et al., 2003; AL AMOUDI et al., 2007; BAGHERIAN et al., 2008; 

THAWEBOON et al., 2008; RANADHEER et al., 2011; YANG et al., 2015a). Malcom 

et al. (2014) apresentou um estudo interessante que comprovou correlação positiva 

entre a presença de s-IgA anti‐Streptococcus mutans e anti‐Streptococcus sanguis e 

níveis salivares dessas bactérias. Este fenômeno pode estar relacionado com a 

necessidade do organismo de produzir imunoglobulinas específicas direcionadas 

contra um determinado patógeno que precisa ser neutralizado. Um estudo não 

mostrou diferença nos níveis de s-IgA entre indivíduos com e sem cárie (SHIFA et al., 

2008) e dois estudos mostraram maiores níveis de IgG em indivíduos com cárie (DE 

FARIAS et al., 2003; BAGHERIAN et al., 2008). Em relação aos peptídeos 

antimicrobianos, alguns autores afirmam aumento significativo na β-defensina salivar 

2 (JURCZAK et al., 2015), histatina 5 (JURCZAK et al., 2015), catelicidina LL37 

(DAVIDOPOULOU et al., 2012; MALCOLM et al., 2014) e α‐defensina (MALCOLM et 

al., 2014) em indivíduos com alta experiência de cárie ou alta quantidade salivar de S. 

mutans. Colombo et al.  (2016a) e Toomarian et al. (2011) não observaram tais 

diferenças. Um resultado diferente dos demais foi obtido por Tao et al. (2005) 

sugerindo que uma concentração significativamente maior de α-defensinas esteve 

presente na saliva de crianças livres de cárie. Makawi et al. (2017) observaram altas 

concentrações de anidrase carbônica-6 em pacientes com baixo risco de cárie na 

dentição decídua e permanente. Isso poderia sugerir o papel protetor da anidrase 

carbônica acelerando a neutralização de ácidos e regulando o pH salivar. Correlação 

negativa entre níveis de mucina 5B e experiência de cárie foi observada por 

Angwaravong et al. (2015). Não foram observadas diferenças nos níveis de amilase e 

de lactoferrina entre indivíduos com e sem cárie (DE FARIAS et al., 2003; MALCOM 

et al., 2014) e maiores níveis de proteinase-3 foram encontrados em indivíduos sem 

cárie (YANG et al., 2015a). Os autores desta revisão sistemática discutem que as 

diferenças nos resultados obtidos nos estudos incluídos podem ser consequência do 

fato de que existem muitos fatores que contribuem para o desenvolvimento de cárie, 
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como composição salivar, taxa de fluxo salivar, propriedades dos tecidos duros dos 

dentes, higiene bucal e dieta dos participantes.  

A revisão sistemática de Hegde et al. (2019) avaliou o papel de vários 

componentes salivares e sua relação com participantes com e sem cárie dentária. O 

número de participantes para amostra total foi de 2552, sendo 240 no grupo sem cárie, 

e 2312 no grupo com cárie. Experiência de cárie foi avaliada considerando tanto 

lesões iniciais (não-cavitadas) quanto cavidades de cárie como limiar de diagnóstico. 

Os estudos avaliaram tanto saliva estimulada, quanto saliva não-estimulada. Os 

autores constataram que no estudo de Nascimento et al. (2009) a atividade média de 

SAD (Sistema Arginina Desaminase) nas amostras salivares foi aproximadamente 

cinco vezes maior no grupo de indivíduos livres de cárie em comparação com 

indivíduos com atividade de cárie e os níveis de urease salivar não mostraram 

diferença estatística entre esses grupos. A capacidade antioxidante total da saliva foi 

maior em indivíduos com cárie (HEGDE et al., 2013a), sendo que na pesquisa de 

Hegde et al. (2014a), a atividade da superóxido dismutase (SOD) foi maior no grupo 

de indivíduos cárie ativos. Maiores níveis de proteínas totais salivares foram 

encontrados em indivíduos com maior experiência de cárie (maiores valores de CPO-

D) (PATANKAR et al., 2013). Além disso, níveis de MUC1 e MUC5B e de amilase 

salivar foram maiores em indivíduos com alta experiência de cárie dentária 

(GABRYEL-POROWSKA et al., 2014; MONEA et al., 2018). Por outro lado, indivíduos 

com cárie apresentaram menores níveis de albumina salivar (HEGDE et al., 2014b). 

No estudo de Shetty et al. (2017), bandas correspondentes às proteínas ricas em 

prolina estiveram presentes em 95% dos indivíduos sem cárie, enquanto que apenas 

65% dos indivíduos com cárie apresentaram essas bandas. Assim, foi possível 

concluir que existe uma associação entre vários componentes da saliva e a cárie 

dentária. 

A revisão sistemática de Ahmad et al. (2022) foi realizada para atualizar a 

revisão sistemática anterior publicada em 2013 que teve como objetivo avaliar a 

associação entre cárie e proteínas salivares comparando indivíduos sem cárie e com 

cárie. Dos 22 estudos incluídos, 1551 indivíduos foram recrutados, dos quais 848 

indivíduos (54,7%) eram cárie ativos  e 703 (45,3%) eram sem cárie, com idades entre 

6 e 70 anos.  Experiência de cárie foi avaliada considerando tanto lesões iniciais (não-

cavitadas) quanto cavidades de cárie como limiar de diagnóstico. Todos os estudos 

incluídos avaliaram a saliva não estimulada, com duas exceções, que avaliaram a 
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saliva estimulada. Um aumento estatisticamente significativo nos níveis salivares de 

α-amilase (MONEA et al., 2018; SITARU et al., 2018), APRP-1 (SZKARADKIEWICZ-

KARPINSKA et al., 2018), HTN-5 (GORNOWICZ et al., 2014), lactoperoxidase 

(GORNOWICZ et al., 2014) e MUC1 (GABRYEL-POROWSKA et al., 2014) foi 

encontrado em pacientes com cárie, enquanto os níveis salivares de CA-VI (PICCO 

et al., 2017), proteinase-3 (YANG et al., 2015b) e estaterina (ANGARITA-DÍAZ et al., 

2021) foram observados significativamente aumentados em sem cárie. Uma 

associação estatisticamente não significativa foi observada entre os níveis salivares 

de 7 proteínas, incluindo a catelicidina LL-37 (ANGARITA-DÍAZ et al., 2021; 

STOJKOVIĆ et al., 2020), fibronectina (STOJKOVIĆ et al., 2020), APRP-1 

(SZKARADKIEWICZ-KARPINSKA et al., 2018), HNP-5 (STOJKOVIĆ et al., 2020), 

hBD-2 (STOJKOVIĆ et al., 2020), MUC5B (GABRYEL-POROWSKA et al., 2014) e 

MUC7 (GABRYEL-POROWSKA et al., 2014), entre indivíduos com e sem cárie. 

Resultados conflitantes foram encontrados em relação aos níveis salivares de 

imunoglobulinas (s-IgA e IgG) e proteínas totais entre indivíduos com cárie e sem 

cárie. Cinco dos estudos incluídos relataram um aumento estatisticamente 

significativo nos níveis salivares de s-IgA em pacientes com cárie  (GORNOWICZ et 

al., 2014; HAERI-ARAGHI et al., 2018; KHAN et al., 2021; NAWAZ et al., 2019; PRIYA 

et al., 2013), enquanto sete estudos relataram um aumento estatisticamente 

significativo de IgA em indivíduos sem cárie (CASTRO et al., 2016; GOLPASAND 

HAGH et al., 2013; JAGADESH BABU et al., 2017; PAL et al., 2013; RAZI et al., 2020; 

SOESILAWATI et al., 2019; YASSIN, 2016). No entanto, dois estudos relataram uma 

associação não significativa de IgA entre indivíduos com cárie e sem cárie (AL-ANI et 

al., 2020; ANGARITA-DÍAZ et al., 2021). Em relação ao nível de proteínas totais na 

saliva, dois estudos relataram um aumento estatisticamente significativo em pacientes 

com cárie (PYATI et al., 2018; RAZI et al., 2020), enquanto um estudo relatou um 

aumento estatisticamente significativo em indivíduos sem cárie (CASTRO et al., 

2016). Da mesma forma, concentrações salivares comparáveis de HNP-1 

(STOJKOVIĆ et al., 2020), hBD-2 (STOJKOVIĆ et al., 2020), s-IgA (AL-ANI et al., 

2020), IgG (RAZI et al., 2020), catelicidina LL-37 (STOJKOVIĆ et al., 2020), MUC5B 

(GABRYEL-POROWSKA et al., 2014), MUC7 (GABRYEL-POROWSKA et al., 2014) 

e APRP-1 (AL-ANI et al., 2020) foram encontrados entre indivíduos com e sem cárie. 

Os estudos incluídos foram categorizados como baixo risco de viés (n= 15), médio 

risco de viés (n=4), e alto risco de viés (n=3). Devido à heterogeneidade significativa 
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em relação aos protocolos de estudo e resultados relatados entre os estudos 

incluídos, uma meta-análise não pôde ser realizada. Foi possível concluir que, os 

níveis salivares de proteína(s) podem ser um biomarcador útil para o diagnóstico de 

cárie, especialmente alfa-amilase, proteína-1 rica em prolina ácida, histatina-5, 

lactoperoxidase, mucina-1, anidrase carbônica 6, proteinase-3, e estaterina. No 

entanto, seu valor diagnóstico deve ser verificado por estudos prospectivos de larga 

escala. 

Fidalgo et al. (2014) avaliaram a associação entre níveis salivares de s-IgA total 

e cárie dentária através de revisão sistemática e meta-análise. Um total de 14 estudos 

do tipo caso-controle foram incluídos, com um tamanho total de amostra de 303 

pacientes (com idade variando de 3 a 63 anos), incluindo 201 pacientes com cárie e 

102 controles saudáveis (sem cárie dentária). Os estudos incluídos avaliaram níveis 

de s-IgA na saliva não-estimulada e na saliva estimulada. Experiência de cárie foi 

avaliada de acordo com critérios da Organização Mundial da Saúde (ao nível de 

cavitação). A meta-análise de 13 estudos não mostrou diferença nos níveis salivares 

de s-IgA entre indivíduos com ou sem cárie. Devido à elevada heterogeneidade 

(I2=98%), seis estudos foram removidos pela análise de sensibilidade. Dessa forma, 

a meta-análise dos 7 estudos restantes (I2=41%) indicou níveis mais altos de s-IgA no 

grupo de indivíduos com cárie [diferença padronizada de médias (SMD)=0.27, IC 95%: 

0.17; 0.38, p<0,00001]. Os autores verificaram ausência de viés de publicação. Com 

base nesses achados, concluiu-se que indivíduos com cárie apresentam níveis 

salivareis aumentados de s-IgA. Segundo os autores, isso deve-se ao fato de que a 

s-IgA (enquanto fator imunológico), desempenha um papel de proteção do hospedeiro 

contra cárie, podendo ter seus níveis aumentados em resposta à exposição prévia à 

cárie dentária.  

Já em 2020, Wu et al. (2020)  também compararam os níveis salivares de s-

IgA entre grupos de pacientes com e sem cárie e analisaram se experiência de cárie 

(alta ou baixa), idade (crianças: < 18 anos; adultos: > 18 anos), tipos de dentição 

(decídua, mista e permanente), e diferentes regiões geográficas (Asia, Europa, 

América do Norte, América do Sul e África) interferem com os níveis salivares de s-

IgA. Um total de 30 estudos do tipo caso-controle foram incluídos, com um tamanho 

total de amostra de 1545 pacientes, correspondente à 918 pacientes com cárie e 627 

pacientes sem cárie. Saliva não-estimulada foi coletada desses participantes. 

Experiência de cárie foi avaliada de acordo com critérios da Organização Mundial da 
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Saúde (ao nível de cavitação). Os autores verificaram que os níveis salivares de s-IgA 

em pacientes com cárie foram significativamente mais baixos do que aqueles em 

controles saudáveis [diferença padronizada de médias (SMD) = -0.49, IC 95%: -0.94; 

-0.03, p = 0.03]. Elevada heterogeneidade foi observada dentre os estudos incluídos 

na meta-análise (I2=93%). Além disso, os resultados da análise de subgrupos 

mostraram que a diminuição significativa do nível de s-IgA salivar foi correlacionada 

com pacientes crianças (SMD= -0.45, IC 95%: -0.89; -0.01, p = 0.04); e asiáticos 

(Asiático: SMD= -0.62, IC 95%: -1.17; -0.08, p = 0.02). Além disso, os níveis salivares 

de S-IgA nos pacientes de alta experiência de cárie (CPO-D/ceod > 5) foram 

significativamente menores quando comparados aos indivíduos de baixa experiência 

(CPO-D/ceod < 5) ou livres de cárie (baixa experiência: SMD= -0.89, IC 95%: -1.46; 

0.31, p=0.003; livres de cárie: SMD= -1.67, IC 95%: -2.60; -0.74, p<0.001). A fim de 

reduzir a heterogeneidade, análise de sensibilidade foi realizada e verificou-se que 14 

estudos apresentaram heterogeneidade aceitável (I2=46%). Meta-análise desses 

estudos (correspondendo a 265 participantes sem cárie e 410 participantes com cárie) 

também mostrou  menores níveis salivares de s-IgA em indivíduos com cárie (SMD= 

-1.23, IC 95%: -1.48; -0.99, p<0,001). Pequeno viés de publicação foi observado 

dentre os estudos incluídos. Foi possível concluir que os níveis salivares de s-IgA em 

pacientes com cárie foram significativamente mais baixos do que em controles 

saudáveis. Também foi demonstrado que a s-IgA salivar pode ser usada como medida 

alternativa para identificar indivíduos sob risco ou mais suscetíveis à cárie, sugerindo 

que a s-IgA salivar pode ser um fator protetor para a cárie dentária. Como se observa, 

esses resultados são contraditórios em relação àqueles reportados por Fidalgo et al. 

(2014), cujos estudos incluídos avaliaram níveis de s-IgA tanto na saliva estimulada 

quando na saliva não estimulada. Wu et al. (2020) discutem que, idealmente, deve-se 

considerar saliva não-estimulada para essa análise uma vez que a interação entre 

substâncias antibacterianas e bactérias na saliva ocorre principalmente na saliva total 

não estimulada (BENDERLI et al., 2000). 

A associação entre os níveis de arginina na saliva e no biofilme ou atividade de 

SAD em crianças e adultos com e sem cárie dentária também foi avaliada por uma 

revisão sistemática com meta-análise (BIJLE et al., 2018). Os estudos foram 

subdivididos em atividade de SAD em (a) saliva de crianças e adolescentes, (b) saliva 

de adultos (> 18 anos), (c) biofilme de crianças e adolescentes e (d) biofilme de 

adultos. A idade dos participantes variou de 2 a 83 anos. Experiência de cárie foi 
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avaliada considerando tanto lesões iniciais (não-cavitadas) quanto cavidades de cárie 

como limiar de diagnóstico. Sete estudos foram incluídos na análise qualitativa e 4 

estudos foram incluídos na meta-análise (totalizando 464 participantes, sendo 284 

com cárie e 180 sem cárie). Os resultados da meta-análise revelaram maior atividade 

de SAD no biofilme de adultos sem cárie [diferença padronizada de médias (SMD) = 

0.93, IC 95%:0.24; 1.62, p = 0,008], na saliva de adultos sem cárie (SMD = 0.87, IC 

95%:0.77; 0.98, p < 0,001) e na saliva de crianças e adultos sem cárie (SMD = 0.85, 

IC 95%:0.54; 1.16, p < 0,001). A heterogeneidade foi elevada para a meta-análise de 

SAD no biofilme de adultos (I2= 76,7%) e moderada para saliva de adultos e saliva de 

crianças e adultos (I2=53,7% e 47,4%, respectivamente). Os autores sugeriram que 

as atividades de SAD na saliva e no biofilme podem ser indicadores promissores de 

risco de cárie para adultos, porém os resultados permanecem inconclusivos para 

crianças. 

Nível salivar de antioxidantes totais e sua relação com cárie em crianças foi 

avaliado por Pani (2018). O número de participantes para amostra total foi de  611 

com idade < 14 anos, sendo 306 no grupo sem cárie, e 305 no grupo com cárie. 

Experiência de cárie foi avaliada considerando cavidades de cárie como limiar de 

diagnóstico.  Os estudos avaliaram apenas saliva não estimulada. Maior capacidade 

antioxidante total foi encontrada em indivíduos com cárie, embora uma elevada 

heterogeneidade tenha sido observada dentre os 13 estudos avaliados na meta-

análise. 

 Uma análise mais ampla do proteoma salivar e sua relação com cárie foi 

avaliada por Al-Tarawneh et al. (2011). Os autores revisaram trabalhos que avaliaram 

proteoma salivar por espectrometria de massas a fim de identificar biomarcadores 

proteicos. Neste estudo, foram incluídos 21 trabalhos que relacionavam proteoma 

salivar com diversas doenças, como Síndrome de Sjogren, carcinona espinocelular, 

periodontite, e cárie dentária, dentre outras doenças. Especificamente em relação à 

cárie, dois estudos foram avaliados, totalizando 46 participantes livres de cárie e 37 

participantes com cárie. O estudo de Preza et al. (2009) mostrou que um grande 

número de proteínas pode ser identificado por análise proteômica de secreção das 

glândulas parótidas, porém parece que o envelhecimento tende a ser acompanhado 

por mudanças em ambos os volume e composição da saliva, e essas alterações 

parecem ser mais pronunciadas em idosos que apresentam cárie radicular. Já Vitorino 

et al. (2006) observou por eletroforese 2D que a película salivar de indivíduos livres 
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de cárie apresenta maior quantidade de proteínas ricas em prolinas ácidas, lipocalina 

e de cistatina, enquanto que a película de indivíduos com cárie apresenta quantidade 

de amilase, imunoglobulina A e lactoferrina maiores. A análise conjunta desses dois 

estudos não permitiu identificar um padrão proteico associado à condição de saúde 

ou de doença. Este fato poderia ser atribuído aos seguintes motivos: os investigadores 

utilizaram diferentes tipos de saliva coletada e protocolo de coleta. No trabalho de 

Preza et al. (2009), foi utilizada saliva estimulada e coletada de parótida, enquanto 

que saliva não-estimulada foi utilizada por Vitorino et al. (2006) É possível que a 

composição proteica da saliva total seja diferente da saliva da parótida. Além disso, 

os métodos de análise foram diferentes: Preza et al. (2009) utilizou SDS-PAGE e LC-

MS/MS, enquanto que Vitorino et al. (2006) utilizou eletroforese 2D e MALDI-TOF/MS.  

 

1.5 Ferramentas e metodologias para análise proteômica e metabolômica da 

cavidade bucal 

 

 Os avanços científicos e tecnológicos das últimas décadas oportunizaram o 

desenvolvimento de novas metodologias e técnicas para análise de proteínas e de 

metabólitos. Em adição aos métodos convencionais de purificação e de quantificação 

de proteínas específicas, como análises cromatográficas, de imunoabsorção e do tipo 

blotting, novas ferramentas têm possibilitado identificação mais robusta e em larga 

escala de um conjunto ou de todas as proteínas (proteoma) ou de todos os metabólitos 

(metaboloma) presentes em uma determinada amostra. Por isso, é importante 

conhecermos essas diferentes ferramentas, suas aplicações, bem como as vantagens 

e desvantagens de cada uma delas. 

A análise proteômica permite o estudo das proteínas e suas isoformas a partir 

de amostras biológicas (PANDEY; MANN, 2000). Historicamente, a proteômica surgiu 

no final da década de 1970, criando as bases de dados de proteínas com o uso de 

eletroforese bidimensional (2D) que separa as proteínas utilizando dois parâmetros 

diferentes, na primeira dimensão por ponto isoelétrico (ponto onde a carga líquida seja 

igual a zero) e na segunda por peso molecular (O’FARREL, 1975). O termo “proteoma” 

foi proposto por Wilkins e Willians em 1994, significando um conjunto de proteínas 

expressas por um genoma, ou no caso de organismos multicelulares, proteínas 

expressas por tecido ou células diferenciadas (WILKINS et al., 1996).  
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O início da proteômica foi marcado pela caracterização de perfis proteicos, 

passando, posteriormente, a focar outros aspectos como a quantificação de proteínas, 

as interações entre proteínas e as modificações pós-traducionais, permitindo a 

descoberta de novos alvos terapêuticos e moléculas bioativas. O caráter dinâmico do 

proteoma oferece como vantagem a identificação de variações ocasionais neste 

conteúdo sob ação de estímulos hormonais, utilização de drogas e/ou exposição a 

patógenos (AVEZUM et al., 2004; CARVALHO, 2006).  

A análise proteômica apresenta maior número de variáveis em relação a 

análise genômica e do transcriptoma devido à grande diversidade química das 

proteínas e interconectividade destas em complexos e redes de sinalização, as quais 

podem variar muito de acordo com o tempo e espaço (ALTELAAR; MUNOZ; HECK, 

2013). Neste sentido, a análise proteômica permite observar de forma indireta a 

expressão dos genes e a concentração relativa de seus produtos. Ainda, a análise 

proteômica permite a identificação de marcadores biológicos específicos de 

determinado estado patológico que podem ser úteis no diagnóstico de doenças e no 

monitoramento de sua evolução e também no tratamento (MANCONE et al., 2013; 

ZHANG et al., 2005; ZHAO et al., 2003). 

Atualmente segundo Aslam et al. (2017), é possível dividir as técnicas 

proteômicas em: convencionais, avançadas e quantitativas. 

 

1.5.1 Técnicas convencionais para purificação e quantificação das proteínas  

1.5.1.1 Técnicas baseadas em Cromatografia  

1.5.1.1.1 Cromatografia de Troca Iônica (Ion Exchange Chromatography - IEC) 

O termo Cromatografia iônica foi introduzido em 1975, pelos pesquisadores 

Small, Stevens e Baumann, abrangendo termos como troca iônica, exclusão iônica  e 

cromatografia líquida de elevada performance (HPLC). Atualmente, a cromatografia 

Iônica  é o método dominante na determinação de ânions, ao invés de métodos de 

espectroscopia atômica, comumente utilizado para a determinação de cátions 

(SAMUELSON, 1963).  

A cromatografia de troca iônica é uma ferramenta versátil para a purificação de 

proteínas com base em grupos carregados em sua superfície. As proteínas variam 

entre si em sua sequência de aminoácidos; certos aminoácidos são aniônicos 

enquanto outros são catiônicos. A carga líquida contida por uma proteína em pH 

fisiológico é avaliada pelo equilíbrio entre essas cargas. Inicialmente, a cromatografia 
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por troca iônica separa a proteína com base em sua natureza de carga (aniônica e 

catiônica), ainda com base na força de carga comparativa. Na análise de dados, um 

Software recebe o sinal da célula de condutividade e analisa os dados comparando 

os picos da amostra em um cromatograma com os produzidos por uma solução 

padrão.  

A cromatografia de troca iônica possui um baixo custo, permite a determinação 

de espécies iônicas orgânicas e inorgânicas, é sensível à baixas concentrações (μg 

ou menos), permite a análise de pequenos volumes de amostra (1 mL), dentre outras 

vantagens (JUNGBAUER; HAHN, 2009). Como desvantagem apresenta a 

necessidade de  equipamento específico, mão de obra especializada e técnico 

capacitado em operar o equipamento e analisar os resultados. 

 

1.5.1.1.2 Cromatografia de Exclusão por Tamanho (Size Exclusion Chromatography - 

SEC) 

A cromatografia por exclusão de tamanhos (SEC) separa as proteínas com 

base na permeação através de uma matriz transportadora porosa com tamanho de 

poro distinto; portanto, as proteínas são separadas com base no tamanho molecular. 

A cromatografia de exclusão por tamanho é uma técnica robusta capaz de manipular 

proteínas em diversas condições fisiológicas na presença de detergentes, íons e 

cofatores ou em diversas temperaturas. Essa técnica é usada para separar proteínas 

de baixo peso molecular e é uma ferramenta poderosa para purificação de complexos 

de proteínas multiméricas não covalentes sob condições biológicas (VOEDISCH; 

THIE, 2010). Portanto, a cromatografia de exclusão por tamanho é amplamente usada 

tanto no desenvolvimento quanto na fabricação para caracterização de moléculas 

bioterapêuticas.. 

 

1.5.1.1.3 Cromatografia de Afinidade  

A Cromatografia de Afinidade é um método de separação de uma biomolécula 

de uma mistura, com base em uma interação de ligação macromolecular altamente 

específica entre a biomolécula e outra substância. O tipo específico de interação de 

ligação depende da biomolécula de interesse (AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2018) . A 

cromatografia de afinidade é útil por sua alta seletividade e resolução de separação 

(NINFA et al., 2009), em comparação com outros métodos cromatográficos. Essa 

técnica representou um grande avanço na purificação de proteínas permitindo ao 
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pesquisador explorar a degradação de proteínas, modificações pós-traducionais e 

interação proteína-proteína. 

 O princípio básico por trás da Cromatografia de Afinidade é a interação 

reversível entre o ligante de afinidade da matriz cromatográfica e as proteínas a serem 

purificadas (HAGE et al., 2012). A grande vantagem da cromatografia de afinidade é 

a sua capacidade de explorar as propriedades únicas das proteínas ao invés de 

pequenas diferenças nas propriedades físico-químicas entre as proteínas.       

 

 1.5.1.1.4 Cromatografia Líquida (CL) 

A Cromatografia Líquida é uma técnica de separação físico-química 

amplamente utilizada para o estudo de diferentes moléculas, como aminoácidos, 

proteínas, ácidos nucléicos, carboidratos e outras substâncias, como fármacos e 

pesticidas.  

Nesta técnica, a amostra é transportada através de uma coluna que contém 

uma fase móvel (líquida), que é ancorada por uma fase estacionária imiscível fixa. Os 

componentes da amostra que são mais fortemente retidos na fase estacionária 

movem-se mais lentamente no fluxo da fase móvel, enquanto aqueles que se ligam 

mais fracamente se movem mais rapidamente. Assim, consequente às diferentes 

mobilidades, dá-se a separação dos componentes em bandas ou zonas (RIVIER; 

MCCLINTOCK, 1983). 

Existem dois métodos de cromatografia líquida principalmente usados na 

proteômica: Cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa (RP-HPLC) e 

Cromatografia líquida de ultra alta eficiência (CLAE) (AZARKAN et al., 2007).  

A RP-CLAE (HPCL) é o tipo mais comum e conta com uma diversidade de 

fases móveis e estacionárias. Por outro lado, a CLAE oferece vantagens em termos 

de resolução, velocidade e sensibilidade (NOVÁKOVÁ et al., 2006). Baseia-se nos 

mesmos princípios da RP-CLAE (HPCL), mas usa nas partículas estacionárias fases 

menores que 2μm, o que aumenta a resolução e reduz o tempo de análise.  

 

1.5.1.2. Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (Enzyme-linked immunosorbent 

assay- ELISA) 

O Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) foi desenvolvido e descrito por 

Peter Perlmann e Eva Engvall na Universidade de Estocolmo, Suécia, em 1971. Antes 

do surgimento do ELISA, as técnicas de imunoensaio usavam marcadores radioativos, 
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o que trazia riscos para a saúde dos pacientes. O ELISA então surge como um método 

imunoenzimático alternativo, altamente sensível e amplamente utilizado para fins 

diagnósticos. O ensaio utiliza um antígeno ou anticorpos ligado em uma superfície 

sólida e a adição de anticorpos-conjugados com enzimas mede as flutuações nas 

atividades enzimáticas que são proporcionais à concentração de anticorpos e 

antígenos na amostra biológica (LEQUIN, 2005). 

Existem vários modelos de testes de ELISA; em sua forma mais simples, 

chamada ELISA indireto, um antígeno aderido a um suporte sólido (placa de ELISA; 

placas de 96 poços) é preparado; a seguir coloca-se sobre este a amostra teste 

(exemplo: soro humano), na busca de anticorpos contra o antígeno. Se houver 

anticorpos na amostra teste ocorrerá a formação da ligação antígeno-anticorpo, que 

posteriormente é detectada pela adição de um segundo anticorpo (específico  contra 

o anticorpo da amostra teste) o qual é ligado à peroxidase. Ao adicionar-se o substrato 

apropriado para a enzima (isto é, H2O2 dissolvida em uma substância química que dá 

uma reação colorida quando H2O2 é degradada). Os poços onde ocorreu a reação 

antígeno-anticorpo apresentam então uma coloração diferente (variável dependendo 

da quantidade de antígeno-anticorpo). Outro método é o chamado ELISA de bloqueio 

ou competição, em que a presença de anticorpos em determinada amostra é revelada 

pela competição com um anticorpo específico (mono ou policlonal) dirigido contra o 

antígeno. Neste caso, alteração na coloração ocorrerá nos poços onde não havia 

anticorpos específicos ao antígeno avaliado (GAN; PATEL, 2013). Como 

desvantagem dessas técnicas baseadas em atividade enzimática, resultados falso-

positivos em relação a quantidade de anticorpos primários presentes podem ser 

produzidos.  

 

1.5.1.3 Western blotting 

Western blotting é um teste mais sensível que ELISA, é uma técnica analítica 

usada para identificar uma proteína específica em uma determinada amostra. Essa 

técnica avalia a capacidade de uma enzima ou anticorpo primário marcado com 

fluorescência em se ligar ao seu antígeno específico. É um processo de três etapas 

que começa com a eletroforese da amostra de interesse em gel, seguida de 

transferência da proteína para uma membrana de transferência, e então, aplicação de 

um anticorpo específico que identificará a proteína de interesse por um processo de 

“sondagem” (KURIEN; SCOFIELD, 2006). 
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Uma das maiores vantagens do Western blotting é sua sensibilidade, ou seja, 

capacidade de detectar apenas 0,1 nanogramas de proteína em uma amostra. Maior 

sensibilidade significa que menos anticorpos são necessários para o teste, o que 

reduz significativamente os custos do laboratório (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 

1979). Essa também é uma técnica altamente específica, o que deve-se a dois 

grandes fatores contribuintes. Primeiro, a eletroforese em gel classifica uma amostra 

em proteínas de tamanho, carga e conformação diferentes. Este processo em si é um 

enorme passo para a detecção, uma vez que as bandas formadas no gel já dão pistas 

sobre o tamanho da proteína ou polipeptídio de interesse. A especificidade da 

interação anticorpo-antígeno serve como o segundo grande fator. Como os anticorpos 

específicos mostram afinidade por proteínas específicas, o processo pode detectar 

seletivamente uma proteína alvo, mesmo em uma mistura de 300.000 proteínas 

diferentes (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979). 

Em relação às limitações, proteínas maiores que não tenham tempo suficiente 

para se transferir adequadamente para a membrana de transferência, assim como 

presença de bandas distorcidas, desbotadas ou até múltiplas, podem produzir 

resultados falso-negativos (RENART; REISER; STARK, 1979). Uma outra 

desvantagem refere-se ao elevado custo do equipamento necessário para detecção 

e geração de imagens (por exemplo, sistemas quimioluminescentes, fluorescentes, 

radioativos ou de detecção a laser) (RENART; REISER; STARK, 1979). 

  

1.5.2. Técnicas Avançadas para separação, isolamento e caracterização das 

proteínas 

1.5.2.1. Abordagens baseadas em gel 

1.5.2.1.1 Eletroforese em gel de dodecil sulfato de sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE)  

SDS-PAGE é uma técnica de alta resolução para a separação de proteínas de 

acordo com seu peso molecular (de 10 kDa a 300 kDa). O SDS-PAGE tem a vantagem 

de ser barato e altamente confiável. Sua resolução de separação é maior do que a 

Cromatografia de Exclusão de Tamanho, mas não tão alta quanto a eletroforese em 

gel bidimensional (descrita a seguir). As proteínas da amostra são capazes de se 

mover submetidas a um campo elétrico em um meio com pH diferente do seu ponto 

isoelétrico. Diferentes proteínas em mistura migram com diferentes velocidades de 

acordo com a razão entre sua carga e massa. A adição de dodecil sulfato de sódio, 
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porém, desnatura as proteínas, separa-as de acordo com o peso molecular (DUNN, 

1986), permitindo a identificação presuntiva com base nesse peso molecular. 

 

 1.5.2.1.2 Eletroforese em gel bidimensional (2D-PAGE) 

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) é um método 

eficiente e confiável para separação de proteínas com base em sua massa e carga. 

Essa técnica é capaz de fazer uma triagem de cerca de 5.000 proteínas diferentes, 

dependendo do tamanho do gel. Na primeira dimensão, as proteínas são separadas 

por carga em tiras de gradiente de pH (de acordo com o ponto isoelétrico), e na 

segunda dimensão, as proteínas são separadas com base nas diferenças entre suas 

massas. Como desvantagem dessa técnica pode-se citar a possibilidade de diferentes 

proteínas apresentarem carga e massa semelhantes, dificultando sua separação no 

gel (RABILLOUD, 2002).    

 

1.5.2.1.3 Espectrometria de Massa (MS) 

A técnica de espectrometria de massa (MS) consiste basicamente na ionização 

de um composto e na avaliação da razão massa/carga (m/z) dos íons. O equipamento 

utilizado para essa finalidade compreende uma fonte de ionização, um ou mais 

analisadores de massas e um detector. A fonte de ionização é utilizada para gerar 

íons peptídicos ou proteicos, geralmente transferindo prótons (H+) para as moléculas 

sem alterar sua estrutura química. O íon é acelerado por campo elétrico e separado 

de acordo com a razão m/z no analisador de massas (ou então é selecionado de 

acordo com uma m/z previamente determinada) e fragmentado em um processo 

denominado in tandem. Finalmente, os íons passam pelo detector o qual é conectado 

a um computador com programas para análise de dados (MAY et al., 2011). 

Atualmente, existem dois métodos principais de ionização utilizados em 

proteômica: o MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) e o ESI 

(Electrospray Ionization). O MALDI é empregado para amostras em estado sólido, e o 

ESI é indicado para amostras em estado líquido (ZALUZEC; GAGE; WATSON, 1995).  

Esses ionizadores são a chave para manter a sensibilidade, precisão de massa, 

resolução e gerar espectros de massa de íons ricos em informações (espectros de 

MS/MS) a partir de fragmentos de peptídeos (STRATHMANN; HOOFNAGLE, 2011). 

No método MALDI, os peptídeos são cocristalizados com uma matriz orgânica, 

geralmente ácido α-ciano-4-hidroxicinamínico. Após bombardeamento por laser, a 
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matriz sublima e seus íons transferem a carga para os analitos, resultando na 

formação de íons peptídicos (SALEEM et al., 2019; STRATHMANN; HOOFNAGLE, 

2011). Uma variante do MALDI denominada SELDI (Surface-Enhanced Laser 

Desorption/Ionization) é geralmente empregada para análise do proteoma de baixo 

peso molecular e utiliza várias matrizes ou chips que exploram as características 

cromatográficas e biofísicas das diferentes proteínas. Esses chips podem apresentar 

superfícies hidrofóbicas, de troca iônica ou com íons metálicos imobilizados, ou 

mesmo anticorpos, receptores, enzimas e ligantes com alta afinidade por proteínas 

especificas (TANG; TORNATORE; WEINBERGER, 2004). Assim, após a lavagem 

dos compostos não ligados, uma matriz é colocada sobre o chip e os espectros são 

obtidos por ionização com laser. Outra variante do MALDI é o IMS (Imaging Mass 

Spectrometry), que permite a obtenção de dados de massas de peptídeos e proteínas 

diretamente de secções de tecidos biológicos. Esse método oferece importantes 

vantagens em relação a análise por imuno-histoquímica, incluindo rapidez e 

independência do uso de anticorpos (GUSTAFSSON et al., 2011). 

No ESI, diferentemente do MALDI, uma solução aquosa com o analito é forçada 

a atravessar uma agulha capilar submetida a alta voltagem. A solução é ejetada como 

um aerossol de gotas altamente carregadas que, após evaporação do solvente por 

um fluxo de gás inerte aquecido, geram formas ionizadas do analito (NGUYEN; FENN, 

2007). As vantagens do ESI são sua alta reprodutibilidade e alta elasticidade para 

combinar muitas categorias de MS. Por outro lado, as desvantagens do ESI são que 

ele requer uma grande quantidade de amostras e vários picos são produzidos devido 

aos muitos íons carregados que resultam na complexidade dos espectros MS/MS 

(CHIOU; WU, 2011). 

Independentemente do método de ionização, a massa molecular dos íons é 

avaliada em um analisador após passagem por uma câmara de vácuo. Os tipos mais 

comuns de analisadores são o TOF (Time Of Flight), o quadrupolo (Qs) e o ION TRAP 

(MAY et al., 2011). Nos analisadores TOF, os íons resultantes da primeira fase são 

acelerados por um potencial entre dois eletrodos e atravessam um tubo de vácuo com 

velocidade inversamente proporcional a sua massa. Quando os íons atingem o 

detector, o tempo decorrido entre a ionização e a detecção é utilizado para derivar o 

valor m/z. Na verdade, o detector converte o sinal da passagem do íon em sinal 

analógico, que é lido e interpretado por uma estação de trabalho. O resultado final é 

um gráfico de m/z versus intensidade (contagem de íons), comumente referido como 
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espectro MS (WOLLNIK, 1993). Os sinais gerados são comparados com informações 

disponíveis em bancos de dados como o MASCOT (PERKINS, 1999) e o SEQUEST 

(ENG; MCCORMACK; YATES, 1994), o que permite identificar a proteína de 

interesse. Uma das limitações do sistema MALDI-TOF é a dificuldade de detecção de 

proteínas de baixo peso molecular. Para melhorar o desempenho, os analisadores 

TOF podem ser combinados com analisadores quadrupolos (Qs), que apresentam um 

conjunto de quatro eletrodos em bastão e funcionam como filtros de massas. Entre 

esses eletrodos, um campo elétrico assegura que somente íons de uma determinada 

razão m/z sigam a trajetória ao detector enquanto os demais são desviados 

(CHERNUSHEVICH; LOBODA; THOMSON, 2001). Os analisadores do tipo ION 

TRAP ou armadilha de íons (IT) filtram e aprisionam em um campo elétrico 

tridimensional íons de interesse, que são gradualmente liberados em ordem de m/z 

crescente (WANG; FRANZEN; WANCZEK, 1993). Os FT-ICRs (Fourier Transform Ion 

Cyclotron Resonance) aprisiona os íons em um campo magnético adicional, que força 

os íons a exibirem um movimento circular com ciclos de alta frequência. O analisador 

determina a razão m/z a partir da frequência do movimento ciclotrônico utilizando a 

transformação de Fourier (MAY et al., 2011). O orbitrap é outro tipo de analisador IT 

no qual os íons oscilam ao longo e ao redor de um eletrodo em forma de espiral. A 

frequência dessa oscilação é proporcional a raiz quadrada da razão massa/carga e 

pode ser determinada com alta precisão (HU et al., 2005; WALTHER; MANN, 2010).  

Após a determinação da m/z do peptídeo intacto, pode ser realizado o seu 

sequenciamento por meio de uma segunda rodada de espectrometria de massa (MS): 

os peptídeos mais abundantes são especificamente selecionados e submetidos a 

fragmentação por colisão com um gás inerte (CID – dissociação induzida por colisão) 

ou por transferência de elétrons (ETD). A fragmentação do peptídeo parental ocorre 

predominantemente ao longo de seu esqueleto, em geral entre o oxigênio do carbonil 

e o nitrogênio da amida. O espectro MS/MS resultante é na realidade uma lista de 

razões m/z para fragmentos distintos cujas diferenças em massa correspondem a um 

único aminoácido. A avaliação desses fragmentos permite a dedução da sequência 

do peptídeo. Com os resultados de vários desses peptídeos, a proteína é identificada 

(WALTHER; MANN, 2010).  

Os espectrômetros de massa são equipamentos muito caros e delicados. 

Embora sejam conhecidos por produzir informações extensas sobre proteínas, falso-

negativos, falso positivos e espectros não identificados podem estar dentre os 
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problemas decorrentes do seu uso (CHANNAVEERAPPA; NGOUNOUWETIE; 

DARIE, 2019). 

 

1.5.3. Técnicas Quantitativas 

1.5.3.1. Marcação de afinidade por isótopo  (Isotope-Coded Affinity Tag  -ICAT) 

O ICAT é um método de marcação química in vitro que usa uma etiqueta 

de biotina para marcar proteínas contendo resíduos de cisteína (CRAFT et al., 

2013). As proteínas contendo cisteína extraídas das amostras são marcadas por 

reagentes ICAT comerciais. Após a purificação de amostras, os peptídeos contendo 

cisteína são isolados por cromatografia de afinidade com avidina. Peptídeos contendo 

cisteína com marcadores de isótopos são identificados e quantificados por 

cromatografia líquida-MS/MS. Na marcação química, os proteomas a serem 

comparados devem ser purificados e fracionados exatamente nas mesmas condições 

experimentais  (GYGI et al., 1999). 

Existem várias vantagens importantes da tecnologia ICAT: (1) a incorporação  

de diferentes isótopos estáveis em duas amostras permite a determinação da 

abundância relativa de proteínas diferentes nas duas amostras simultaneamente; (2) 

a biotina facilita a separação cromatográfica de peptídeos contendo cisteína de todos 

os outros peptídeos, diminuindo assim o background durante a cromatografia líquida 

subsequente/detecção de MS; (3) a seleção de peptídeos contendo cisteína permite 

que o software de identificação de peptídeos se concentre exclusivamente em 

peptídeos trípticos contendo cisteína no banco de dados de proteínas possibilitando 

uma identificação mais rápida. 

As principais desvantagens dessa abordagem são: (1) os peptídeos/proteínas 

alvo devem conter pelo menos uma cisteína para serem marcados e identificados; e 

(2) é necessário pelo menos 1 pmol do fator alvo para identificação. No entanto, a 

maioria das proteínas conhecidas contém cisteína (GYGI et al., 1999). 

     

1.5.3.2. Marcação isobárica para quantificação relativa e absoluta (Isobaric tag 

for relative and absolute quantitation - iTRAQ)  

          O  iTRAQ é um método de marcação isobárica usado para determinar a 

quantidade de proteínas de diferentes fontes em um único experimento (ROSS et al., 

2004; ZIESKE, 2006; GAFKEN; LAMPE, 2006). Ele usa moléculas marcadas com 
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isótopos estáveis que podem ser ligadas covalentemente ao N-terminal e às aminas 

da cadeia lateral das proteínas.    

Atualmente, existem dois reagentes usados principalmente: 4-plex e 8-plex, 

que podem ser usados para rotular todos os peptídeos de diferentes 

amostras/tratamentos (GAFKEN; LAMPE, 2006). Estas amostras são então 

agrupadas e geralmente fracionadas por cromatografia líquida e analisadas por 

espectrometria de massa in tandem (MS/MS). Uma pesquisa de banco de dados é 

então realizada para identificar os peptídeos marcados e, portanto, as proteínas 

correspondentes. A fragmentação do marcador (tag) gera um íon repórter de baixa 

massa molecular que pode ser usado para quantificar relativamente os peptídeos e 

as proteínas dos quais eles se originaram (WIESE, 2007). 

Ao tentar realizar experimentos de proteômica quantitativa, as ferramentas 

necessárias para uma análise confiável podem ser caras. A maneira mais barata de 

quantificar peptídeos é uma abordagem sem-marcação (non-tagged); no entanto, 

condições de execução variáveis para o espectrômetro de massa podem levar a erros 

(OLD et al., 2005). A quantidade de tempo e instrumento necessário para as 

replicações técnicas também é uma problema quando se trata de abordagens sem-

marcação. Além disso, não é possível quantificar com precisão a abundância relativa 

de diferentes peptídeos, uma vez que essas moléculas têm propriedades físico-

químicas diferentes e, portanto, se comportarão de maneira diferente sob condições 

de espectrometria de massa (CHEN et al., 2015). Os diferentes métodos de rotulagem 

para proteômica quantitativa também têm suas falhas. Um problema universal com a 

maioria das abordagens de marcação é que pode haver marcação incompleta dos 

peptídeos, o que causaria erros na análise quantitativa. 

 

Considerando as evidências apresentadas nos tópicos anteriores, especialmente 

aquelas provenientes de revisões sistemáticas, parece que determinadas proteínas e 

metabólitos são diferencialmente abundantes ou são diferencialmente expressos na 

cavidade bucal entre indivíduos com ou sem cárie dentária. Apesar de haver um certo 

nível de evidência a partir da análise dos estudos primários, ainda há uma carência 

de meta-análises sobre esse tema. Uma melhor compreensão sobre o proteoma e 

metaboloma da cavidade bucal, a partir da análise agrupada da evidência disponível, 

pode fornecer dados sobre prováveis candidatos a biomarcadores para doença cárie, 

possibilitando o desenvolvimento de novas estratégias para controle  dessa doença. 
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2. OBJETIVO 

O objetivo desse trabalho foi avaliar por meio de uma revisão sistemática e de 

meta-análise da literatura se a composição proteica e de metabólitos da cavidade 

bucal de indivíduos livres de cárie é diferente comparada aos indivíduos que 

apresentem doença cárie a fim de identificar padrões ou marcadores associados às 

condições de saúde e de doença. 

2.1. Objetivos Específicos: 

✓ Identificar grupos proteicos  diferencialmente abundantes na película dentária, 

na saliva ou no biofilme dentário de indivíduos livres de cárie em comparação 

aos indivíduos com doença cárie dentária; 

✓ Identificar metabólitos diferencialmente abundantes na película dentária, na 

saliva ou no biofilme dentário supra-gengival de indivíduos livres de cárie em 

comparação aos indivíduos com doença cárie dentária; 

✓ Identificar potenciais marcadores funcionais associados às condições de saúde 

ou de doença cárie. 

2.2. Hipótese  

 A hipótese nula é de que cavidade bucal de indivíduos livres de cárie não 

apresenta perfil proteômico e/ou metabolômico distinto da cavidade bucal de 

indivíduos com doença cárie. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados desta revisão sistemática permitem concluir que existem 

diferenças na composição  proteica e de metabólitos da cavidade bucal entre 

indivíduos com e sem doença cárie. De forma geral, a cavidade bucal de indivíduos 

com cárie apresenta maior concentração de proteínas totais, maior CAT, maior 

atividade de alfa-amilase e de CA-VI, super-expressão de proteínas HAUS4, CAH1, 

IL36A, IL36G, AIMP1, KLHL8, KLH13 e SAA1, maiores níveis de lactato, acetato, 

aminoácidos livres, ácidos graxos e hipoxantina, maior intensidade de compostos 

correspondentes à álcoois e ésteres presentes no biofilme dentário associado à lesões 

não-cavitadas, menor atividade de urease e de SAD, menor nível de CA-VI, menor 

concentração de s-IgA (população de elevada experiência de cárie), menor 

concentração de cistatina e de mucina 5B e menor intensidade de picos 

cromatográficos relacionados aos peptídeos 3186.2, 3195.8 e 3324.8 Da. Além disso, 

picos cromatográficos relacionados aos peptídeos 1346,6 Da, 2603,5 Da e 3192,8 Da 

foram exclusivos de indivíduos com cárie. Por outro lado, a cavidade bucal de 

indivíduos sem cárie apresenta super-expressão de proteínas ZN511, PRP1 e de 

glutationa sintetase. A proteína E2AK4 foi exclusivamente identificada na saliva de 

indivíduos sem cárie. Os resultados  da meta-análise sugerem que a cavidade bucal 

apresenta candidados a biomarcadores como: proteínas totais, CAT, alfa-amilase, 

concentração e atividade da CA-VI e atividade de urease e de SAD para as condições 

de saúde ou de doença cárie e a análise qualitativa indicou outros possíveis 

candidatos, cuja validade precisa ser avaliada por futuros estudos longitudinais. 
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