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RESUMO 
 

Pesquisas avaliando os parâmetros do estresse oxidativo da saliva em diferentes 
condições sistêmicas e bucais têm aumentado. No entanto, não há uniformidade 
no tempo de coleta de saliva para este tipo de análise. Como a composição da 
saliva varia de acordo com muitos fatores, incluindo o tempo de estímulo 
glandular, o objetivo deste estudo foi analisar as variações de alguns parâmetros 
do estresse oxidativo da saliva estimulada ao longo de 10 minutos de coleta, 
para avaliar possíveis alterações das amostras, nos diferentes intervalos. As 
amostras de saliva de indivíduos de ambos os sexos, com idade entre 19 e 38 
anos, foram coletadas durante 10 minutos em intervalos de 02 minutos. Para 
cada saliva coletada nos diferentes minutos (2, 4, 6, 8 e 10) foram determinados: 
a quantidade de saliva produzida, o estado oxidante total (EOT), a capacidade 
antioxidante total (CAT) e o índice de estado oxidativo (IEO). Todas as análises 
foram realizadas em triplicata e o EOT e o CAT foram determinados utilizando 
testes colorimétricos. Os resultados foram analisados com o teste de ANOVA 
para medidas repetidas. O teste de esfericidade de Mauchly foi aplicado, e 
sempre que este teste foi violado, as correções técnicas necessárias foram feitas 
usando o teste de Greenhouse-Geisser. Sempre que o teste F indicou 
significância estatística, a análise foi complementada por meio do teste de 
comparação múltipla de Bonferroni. Os resultados foram considerados positivos 
quando p<0,05. Não houve diferenças estatísticas entre a quantidade de saliva 
produzida nos diferentes tempos de coleta. Foi observado que a concentração 
de oxidantes totais tem maior variação ao longo do tempo de coleta da saliva 
estimulada, enquanto que a capacidade antioxidante total permanece estável. O 
IEO apresentou variação ao longo dos dez minutos. De acordo com os 
resultados, observa- se que a saliva pode ser coletada como amostra segura a 
partir do segundo minuto de estimulação. Sugere- se que os dois primeiros 
minutos de estimulação sejam descartados devido a maior variação, e que seja 
estipulado um único intervalo de coleta, a fim de diminuir as variações das 
concentrações. 

 
 

Palavras-chave: Saliva, Antioxidantes, Oxidantes, Tempo. 
  



ABSTRACT 
 

Recent research efforts have focused on evaluating the parameters of oxidative 
stress in saliva under various systemic and oral conditions. However, there is 
typically no uniformity for the saliva collection time for these types of analyses. 
Nonetheless, saliva composition has been shown to vary according to many 
factors, including the time of glandular stimulation. Thus, here we aimed to 
analyze the variations in oxidative stress parameters of stimulated saliva over a 
10 min collection period. Saliva samples from individuals of both sexes, aged 
between 19 and 38 years, were collected for 10 min at 2 min intervals. The 
amount of saliva produced in each 2 min period was measured, as well the total 
oxidant state (TOS), the total antioxidant capacity (TAC) and oxidative state index 
(OSI). All analyzes were performed in triplicate and the EOT and CAT were 
determined using colorimetric tests. The results were analyzed using ANOVA for 
repeated measures. Mauchly’s sphericity test was applied and, when violated, 
the necessary technical corrections were made using the Greenhouse-Geisser 
test. Whenever the F test indicated statistical significance, the analysis was 
complemented by the Bonferroni multiple comparison test. We found no 
significant difference between the amounts of saliva produced across the 
collection times. The concentration of total oxidants was variable over the 
stimulated saliva collection time, however, the total antioxidant capacity remains 
stable. The OSI increased over the 10 min collection period. Based on our 
findings, we recommend that saliva is best collected during the 3rd minute after 
stimulation, with the first 2 min of stimulation being discarded due to greater 
variation. The single collection interval should be stipulated to allow better inter-
study comparisons. 

 
 

Key words: Saliva, Antioxidants, Oxidants, Time 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 A saliva é um fluido biológico, cuja composição é complexa, com 

capacidade de desempenhar inúmeras e importantes funções para a saúde 

bucal e sistêmica (RUDNEY, 1995; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; 

LAWERENCE, 2002; PUY,2006). Além das suas funções fisiológicas, a saliva 

tem se mostrado um fluido passível de mensuração, possibilitando o diagnóstico 

de doenças, assim como a extração de DNA e RNA, de proteínas, a realização 

de testes de drogas e a verificação de vários parâmetros do estresse oxidativo 

(LAWERENCE, 2002; LAMSTER; AHLO, 2007 LIMA et al., 2010; YOSHIZAWA 

et al.,2013). 

  Estresse oxidativo é o desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes, em 

favor dos oxidantes. As espécies reativas de oxigênio (ERO) são agentes 

oxidantes capazes de causar vários danos em nível de membrana celular, 

proteínas e DNA (SIES, 1991; VALKO, 2007; PHAM-HUY; HE e PHAM-HUY, 

2008). Os antioxidantes são o mecanismo de defesa do organismo contra os 

agentes oxidantes, ao prevenir a ação desses agentes, bem como reparar os 

danos por eles causados (VALKO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007). 

 Em condições de saúde, espera-se um equilíbrio entre oxidantes e 

antioxidantes. O acúmulo de oxidantes pode gerar danos ao organismo, pois não 

há proteção contra a ação deletéria dos mesmos (KORACEVIC, 2001). Vários 

eventos, que envolvem processos biológicos, têm sido associados ao estresse 

oxidativo, tais como o envelhecimento e as doenças cardiovasculares, a artrite 

reumatoide, o câncer, a doença Alzheimer, a doença de Parkinson, dentre 

outras. (VALKO, 2007; PHAM-HUY; HE e PHAM-HUY, 2008). Na cavidade 

bucal, a doença periodontal, o líquen plano, a leucoplasia e o câncer bucal têm 

sido relacionados ao estresse oxidativo (DIAB-LADKI; PELLAT e CHAHINE; 

2003; MIRICESCU et al., 2011). 

 A saliva tem sido amplamente utilizada para análise dos parâmetros do 

estresse oxidativo em diferentes doenças (DIAB-LADKI; PELLAT e CHAHINE; 

2003; PHAM-HUY; HE e PHAM-HUY, 2008; MIRICESCU et al., 2011). A 

composição salivar, entretanto, pode variar de acordo com alterações no fluxo 
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salivar e tempo de estímulo (DAWES, 1967; DAWES, 1974; POLLAND; 

HIGGINS, 2003). Até o momento, não há um estudo que avalie as alterações 

nas concentrações de antioxidantes e oxidantes na saliva. 

 Por esse motivo, o objetivo do presente trabalho foi analisar as 

concentrações de antioxidantes totais, oxidantes totais e o índice de estresse 

oxidativo, contidos em amostras de saliva coletadas ao longo de dez minutos de 

estímulo. 
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2. OBJETIVO GERAL 
 
 
 Analisar as concentrações de antioxidantes totais, oxidantes totais e o 

índice de estresse oxidativo em amostras de saliva coletadas ao longo de dez 

minutos de estímulo. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. SALIVA 

 

 A saliva é um fluido biológico produzido no interior das glândulas salivares. 

Em razão de sua complexa composição, é capaz de desempenhar funções 

imprescindíveis à manutenção da saúde, como por exemplo: a lubrificação dos 

tecidos duros e moles da cavidade bucal, a ação antimicrobiana, a manutenção 

da integridade da mucosa, a limpeza, a remineralização dental, a digestão, a 

fonação, dentre outras (RUDNEY, 1995; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; 

LAWERENCE, 2002; PUY,2006). Em sua composição, têm-se a presença de 

minerais, eletrólitos, tampões, enzimas, imunoglobulinas, mucinas e outros 

componentes. Quando secretada na cavidade bucal, é denominada saliva total, 

pois há a junção das secreções de todas as glândulas salivares com células 

epiteliais descamadas, microrganismos, neutrófilos, proteínas, fluido crevicular 

gengival, restos alimentares, secreção das vias aéreas superiores e células 

sanguíneas (RUDNEY, 1995; CARPENTER, 2013; YOSHIZAWA et al.,2013). 

 O fluxo salivar pode variar individualmente, e, ao longo do dia, pode sofrer 

pequenas alterações. Considerando-se como normais, os valores do fluxo para 

saliva não estimulada, acima de 0,1mL/min e para saliva estimulada, de 

0,2mL/min (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; LAWERENCE, 2002; ALMEIDA 

et al, 2008).  

 

 

3.1.1. Alteração da composição salivar conforme o fluxo 

 

 As glândulas salivares produzem e secretam diferentes conteúdos. As 

secreções podem ser serosas, mucosas ou mistas. A glândula parótida produz 

uma secreção serosa, rica em íons e enzimas. As glândulas menores produzem 

uma saliva do tipo mucosa, que contém mucinas (glicoproteínas) e apresenta 
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pouca ou nenhuma atividade enzimática. E, por fim, as glândulas sublinguais e 

submandibulares secretam um conteúdo misto, contendo saliva dos tipos serosa 

e mucosa (HUMPRHEY; WILLIAMSON, 2001). 

  Em condições normais, ou seja, quando não há a presença de estímulo 

gustativo ou mecânico, o percentual de contribuição das glândulas se distribui 

da seguinte forma: as parótidas são responsáveis por aproximadamente 20% da 

saliva presente na cavidade bucal, a submandibular, responsável por 65 a 70%, 

as sublinguais, 7 a 8% e as glândulas salivares menores, por 10%. 

(HUMPRHEY; WILLIAMSON, 2001; ALMEIDA et al., 2008). Quando são 

utilizados estímulos gustativos, como ácidos ou gomas de mascar, há um 

aumento no fluxo salivar. Nessa condição, a saliva passa a ser chamada de 

estimulada, pois a composição do fluido na cavidade bucal é modificada, de 

modo que a maior produção passa a ser das glândulas parótidas, que se tornam 

responsáveis por 60% da saliva presente na cavidade oral (HUMPRHEY; 

WILLIAMSON, 2001; CARPENTER, 2013).  

 Diversos fatores são capazes de alterar o fluxo salivar. Tais alterações 

podem variar de indivíduo para indivíduo, e também no mesmo indivíduo em 

diferentes circunstâncias. A hidratação do corpo, o uso de tabaco, a postura 

corporal, o uso de medicamentos, a estimulação da saliva, algumas 

enfermidades, dentre outros fatores, são capazes de gerar alterações na 

produção de saliva. (ALMEIDA et al., 2008). O estímulo da saliva gera um 

aumento no fluxo salivar e alterações na sua composição (DAWES, 1967; 

DAWES, 1974; POLLAND; HIGGINS; ORCHARDSON, 2003). 

 As proteínas presentes na saliva são afetadas pelo aumento do fluxo 

salivar (DAWES, 1969; DAWES, 1974). Componentes como os íons sódio, 

cálcio, magnésio, cloro, bicarbonato, fosfato inorgânico, a força iônica e até o pH, 

dentre outros, podem sofrer alterações em razão do aumento do fluxo                          

salivar (DAWES, 1974; POLLAND; HIGGINS; ORCHARDSON, 2003).  Tanto 

nas glândulas parótidas quanto nas submandibulares, há um aumento nos 

eletrólitos e no pH, de acordo com o aumento do fluxo salivar (DAWES; 

KUBIENIEC, 2004). A composição da saliva oriunda da glândula submandibular 

é fortemente dependente da taxa do fluxo salivar (DAWES, 1974). 

Quando ocorre um aumento súbito do fluxo salivar, as glândulas são 

capazes de responder prontamente a esse aumento, aumentando a liberação de 
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alguns eletrólitos e proteínas (FROEHLICH; PANGBORN; WHITAKER, 1987). 

Com relação ao tempo de estímulo, as glândulas salivares podem manter uma 

secreção alta de proteínas por longos períodos de estimulação. Por isso, quando 

a saliva secretada pela parótida sofre um aumento no fluxo, devido a um 

estímulo, há uma alteração na sua composição, pois ocorre uma variação nas 

concentrações de cálcio e proteínas (DAWES, 1969; DAWES; KUBIENIEC, 

2004). Porém, alguns componentes salivares quando estimulados por muito 

tempo variam individualmente, de um até quinze minutos, até que haja uma 

produção parecida com a saliva não estimulada (DAWES, 1967).  

Em razão das mencionadas alterações na composição da saliva 

decorrentes do estímulo, e a relação das alterações com a duração do estímulo, 

quando a saliva é coletada para ser utilizada em experimentos ou para fins 

diagnósticos, é necessário que se faça uma padronização do tempo de coleta, 

da taxa do fluxo e a duração da estimulação (DAWES, 1974). 

 

 

3.2. SALIVA COMO MEIO DE DIAGNÓSTICO  

 

 Além das suas funções fisiológicas, a saliva é um fluido biológico útil no 

diagnóstico de doenças. Sua composição inclui enzimas, anticorpos, bactérias, 

vírus, eletrólitos, proteínas e outros componentes, razão pela qual a saliva tem-

se mostrado uma excelente alternativa para análises clínicas (LAWERENCE, 

2002; LAMSTER; AHLO, 2007; LIMA et al., 2010; YOSHIZAWA et al.,2013). 

 A utilização da saliva para avaliar o risco de cárie, mensurando sua 

capacidade tampão e conteúdo bacteriano, foi alvo de estudo durante muitos 

anos (SPIELMANN; WONG, 2011). Atualmente, a saliva também tem sido 

utilizada para o diagnóstico de doenças. Recentemente, avanços científicos e 

tecnológicos descobriram biomarcadores salivares específicos para um certo 

número de condições clínicas, incluindo o câncer, as doenças autoimunes e as 

doenças cardiovasculares (LAWERENCE, 2002; SPIELMANN; WONG, 2011; 

YOSHIZAWA et al.,2013). 
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 Em relação ao exame de sangue, a saliva apresenta vantagens como a 

coleta não invasiva, a diminuição do estresse para o paciente e a baixa 

complexidade da técnica de coleta, que não requer equipe treinada, podendo ser 

coletada pelo próprio paciente. Há uma diminuição dos riscos de contaminação, 

as amostras de saliva apresentam fácil armazenamento e transporte, além de 

baixo custo (YOSHIZAWA et al.,2013). 

 Devido aos avanços da microbiologia, imunologia e bioquímica, os testes 

com amostras salivares têm sido reconhecidos como um meio prático e confiável 

para diagnósticos, análises clínicas e estudos incluindo a análise de DNA, 

proteínas, bactérias, vírus, o monitoramento do uso de drogas, e a análise de 

diferentes parâmetros de estresse oxidativo (SPIELMANN; WONG, 2011). 

 Os componentes presentes na saliva agem como um “espelho do corpo”, 

de sorte que o seu uso generalizado e crescente como meio de diagnóstico tem 

a finalidade de ajudar os pacientes, os pesquisadores e os profissionais da área 

da saúde, pois é um método não-invasivo e que proporciona amostras confiáveis 

(LAWERENCE, 2002; YOSHIZAWA et al.,2013). 

 

3.3. DESENVOLVIMENTO DO ESTRESSE OXIDATIVO 

 

3.3.1. Radicais Livres 

 

 

 Radical livre (RL) é o termo designado a um átomo ou molécula que 

possua um elétron desemparelhado na sua última camada eletrônica 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990 a). Por causa desse elétron 

desemparelhado, tais átomos e moléculas apresentam alta reatividade. No 

organismo, os RL são formados num cenário de reações de óxido-redução, em 

que ganham ou perdem o elétron desemparelhado, para que possam se 

estabilizar (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

Os RL são produzidos de forma endógena e exógena. A oxidação é parte 

fundamental do metabolismo e da vida aeróbica, na qual o oxigênio é a fonte 
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mais comum de RL em sistemas biológicos. São denominados de Espécies 

Reativas de Oxigênio (ERO), os radicais livres que possuem o elétron 

desemparelhado centrado nos átomos de oxigênio, e de Espécies Reativas de 

Nitrogênio (ERN), os RL que apresentam o elétron desemparelhado centrado 

nos átomos de nitrogênio. Esses dois tipos de espécies reativas representam as 

principais formas presentes no organismo, sendo as ERO as mais importantes 

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 

Um exemplo de fonte endógena de ERO está na cadeia de transporte de 

elétrons e na gama de enzimas oxidases (BERRY; HARE, 2004; NOHL; GILLE; 

STANIEK, 2005). Elas atuam nas diferentes funções biológicas, como no 

metabolismo do oxigênio, na fagocitose, na produção de energia, na regulação 

do crescimento celular, na apoptose, dentre outras (CADENAS, 1989; 

JACOBSON, 1996; FLEURY; MIGNOTTE; VAYSSIÈRE, 2002; BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006).  

A produção de RL de forma exógena ocorre através do contato com 

fatores externos, tais como a exposição aos raios ultravioletas, o uso de forma 

direta ou indireta de cigarro, xenobióticos e quimioterápicos, pois eles são 

capazes de induzir o aumento de oxidantes no organismo (KOCYGIT; EREL; 

GUR, 2001; KOSECIK et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007). 

As ERO têm sido constantemente estudadas, uma vez que alterações 

biológicas são capazes de produzir um aumento na carga de oxidantes, por meio 

do excesso de RL no organismo. Esse aumento está associado a vários eventos 

biológicos e inúmeras doenças (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008).  

As principais ERO são classificadas em dois diferentes grupos: os 

radicalares e os não radicalares. Dentre os radicalares, os principais são a 

hidroxila, o superóxido, a peroxila, hidroperoxila e a alcooxila; e entre os não 

radicalares, estão o oxigênio singlete, o ozônio, o peróxido de hidrogênio e o 

ácido hipocloroso (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BATTINO et al., 1999; 

VASCONCELOS et al., 2007). 

 O radical hidroxila é o mais reativo e também o mais deletério ao 

organismo, pois possui uma meia-vida muito curta, e, uma vez formado, não há 

um mecanismo de defesa contra ele, consequentemente, o radical acaba 

reagindo com uma série de endobióticos, causando modificações no DNA, danos 

às proteínas, gerando a inativação de enzimas e destruição de membranas. O 
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radical hidroxila é formado, principalmente, pela reação do peróxido de 

hidrogênio com metais de transição (conhecidas como reações de Fenton e 

Haber-Weiss) e também pela homólise da água por exposição à radiação 

ionizante (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS et al., 2007)  

 O radical superóxido é gerado como resultado de vários processos 

celulares na cadeia de transporte de elétrons da mitocôndria e do microssomo, 

através de enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase, ou ainda pela 

redução do oxigênio (NOHL; GILLE; STANIEK, 2005). Em meio aquoso é um 

oxidante fraco, porém pode formar um tipo de ERN, o peroxinitrito, que é 

considerado um ótimo microbicida (VASCONCELOS et al.,2007). 

 O oxigênio singlete é produzido por reações fotoquímicas ou por outras 

radiações, e é a forma mais deletéria de oxigênio, pois pode gerar ou fazer um 

papel intermediário na toxicidade fotoinduzida do oxigênio em organismos vivos 

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). O peróxido de hidrogênio é resultado da 

dismutação do ânion-radical superóxido por enzimas oxidases, localizadas nos 

peroxissomos ou pela beta-oxidação de ácidos graxos. Ele é capaz de 

atravessar as camadas lipídicas, podendo reagir com a membrana dos eritrócitos 

e com proteínas ligadas ao Ferro; e em presença de Ferro, gera hidroxila e torna-

se altamente tóxico para as células (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

 As reações do peróxido de hidrogênio são catalisadas por metais como o 

ferro e o cobre; sendo o ferro, o metal de transição mais abundante no 

organismo. As reações de Fenton e Haber-Weiss, que são reações de oxido-

redução catalisadas pelos metais de transição, levam à redução do peróxido de 

hidrogênio, com formação de subprodutos altamente reativos e danosos ao 

organismo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BATTINNO et al., 1999). 

  O organismo está sujeito às ações constantes das ERO e ERN. Quando 

há um excesso na produção, principalmente de ERO, ou quando a produção 

perdura por longos períodos, pode ocorrer um efeito tóxico, que resulta na 

disfunção dos processos fisiológicos, pois sua alta reatividade leva a um ataque 

contra as macromoléculas celulares, podendo danificar tecidos e células 

(MCCORD, 1993; PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). 
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3.3.2. Antioxidantes 

 

 

Toda vez que os RL são produzidos, o organismo possui um mecanismo 

de defesa para combatê-los, os antioxidantes (AO). Em condições normais, há 

um equilíbrio entre ação dos RL e dos AO. Segundo Halliwel, “antioxidante é 

qualquer substância que, quando presente em baixa concentração comparada à 

do substrato oxidável, regenera o substrato ou previne significativamente a 

oxidação do mesmo” (HALLIWELL, 2000).  

 Os AO podem ser classificados como enzimáticos e não enzimáticos, 

podendo ser produzidos endogenamente ou obtidos através da alimentação. As 

principais enzimas antioxidantes são: a superóxido dismutase (SOD), a catalase, 

a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GRX) (GATÉ et al., 1999). 

As enzimas AO estão envolvidas diretamente na neutralização dos RL, e o 

sistema antioxidante enzimático está predominantemente presente no meio 

intracelular (VASCONCELOS et al., 2006; VALKO et al., 2007). 

A primeira linha enzimática de defesa contra os RL é a SOD, que catalisa 

a reação do ânion superóxido, formando peróxido de hidrogênio, por redução. O 

oxidante formado é transformado em água e oxigênio, pela catalase ou GPx. A 

enzima GPx faz a remoção do peróxido de hidrogênio, e o utiliza para oxidar a 

glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG). Além do peróxido de 

hidrogênio, a GPx atua sobre peróxidos residuais de ácidos graxos, nas 

membranas e lipoproteínas, reduzindo também os hidroperóxidos (GATÉ et al., 

1999; VASCONCELOS et al., 2007). 

  A GPx integra o grupo de selenoproteínas, que têm seu sítio ativo no 

selênio (Se), obtido através da dieta; ligado à metionina, em alimentos de origem 

vegetal (selenometionina), e ligado a cisteína em alimentos de origem animal 

(selenocisteína). Devido a sua forma de obtenção há uma recomendação de sua 

inclusão na alimentação (VASCONCELOS et al., 2007; PHAM-HU; HE; PHAM-

HUY, 2008). 

A GRx é uma enzima do tipo flavoproteína, sendo dependente da NADPH 

e da integridade da via das pentoses. Ela é capaz de regenerar a GSH em GSSG 

utilizando NADPH como uma fonte redutora (VASCONCELOS et al., 2007). 
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Os AO não enzimáticos são classificados em metabólicos (endógenos) e 

nutrientes (obtidos diretamente da dieta).  Os metabólicos são produzidos pelo 

organismo, através do metabolismo, como por exemplo: a glutationa, a L-

arginina, a coenzima Q10, a melatonina, o ácido úrico, a bilirrubina, a 

transferrina, dentre outros (GATÉ et al., 1999; BARREIROS; DAVID; DAVID, 

2006; VALKO et al, 2007).   

Os nutrientes são compostos que não podem ser produzidos pelo 

organismo, por isso, é necessário que haja uma complementação nutricional 

para que possam atuar na frente de defesa antioxidante.  São exemplos de 

nutrientes: a vitamina E (tocoferol), a vitamina C (ácido ascórbico), o 

betacaroteno (os carotenóides), a ceruloplasmina, metais (selênio, magnésio e 

o zinco) e flavonoides (GATÉ et al., 1999). Dessa forma, uma dieta balanceada 

é importante para que não haja uma depleção na função AO. O tipo de AO, bem 

como a sua ação, dependerá do tipo de RL a ser combatido e local de sua ação 

(CADENAS, 1989; HALLIWELL, 1995). 

 A junção dos vários tipos de AO é denominada de capacidade 

antioxidante total (CAT), considerada como o equilíbrio entre os seus 

componentes, de modo que tal cooperação entre os diversos AO possui uma 

ação protetora maior sobre os ataques dos RL do que a ação individual de cada 

AO (HALLIWELL, 1995; GATÉ et al., 1999). 

 Em sistemas aeróbicos, é essencial o equilíbrio entre agentes óxido-

redutores (RL) e o sistema de defesa AO. Esse sistema de defesa pode agir em 

três linhas, as quais são definidas de acordo com a ação que o AO promove. 

Uma delas atua como detoxificadora do agente, agindo antes que ocorra a lesão, 

ou seja, de forma preventiva. A segunda linha de AO é chamada “limpeza dos 

radicais”, pois é capaz de eliminar os RL. E, por fim, a última possui a função de 

reparar a lesão ocorrida (KORACEVIC, 2001; BATTINO et al.,2002). 

 Os AO com função preventiva evitam o início das reações em cadeia dos 

radicais peróxidos, reduzindo a espécie molecular e impedindo a formação de 

RL, e agem sequestrando os metais de transição (ferro e o cobre) impedindo-os, 

também, de participar das reações. Os Antioxidantes preventivos são 

constituídos pela catalase, GPx e pelas proteínas que se ligam a metais 

(transferrina, ceruloplasmina e albumina) (KORACEVIC, 2001; VALKO, 2007). 
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 Os AO que realizam a “limpeza dos radicais” são capazes de eliminar, 

como numa espécie de varredura, os RL do organismo, impedindo, assim, a 

iniciação e a propagação das reações em cadeia. Nesse subtipo de AO têm-se 

o ubiquinol, a vitamina E, a vitamina A, os carotenoides, o ácido úrico, o ácido 

ascórbico, a albumina e a bilirrubina (BATTINO et al., 1999; BATTINO et al., 

2002). 

 Os AO com função de reparar a lesão ocorrida interceptam diretamente 

os RL, interrompendo a propagação das reações em cadeia. Integram essa 

categoria de antioxidantes a SOD, o ácido úrico, as proteínas com grupamento 

sulfidrila (tiol), o ácido ascórbico, a alfa-tocoferol, o GSH, e a bilirrubina. O ácido 

úrico exerce as duas funções, reparadora e preventiva, a primeira eliminando 

radicais de oxigênio, e a segunda formando um complexo estável com íons ferro 

(DAVIES et al., 1986) 

 

3.3.3. Estresse oxidativo 

 

 

 Quando ocorre um desequilíbrio entre os oxidantes e AO, devido a falhas 

na regeneração da CAT, há o acúmulo de RL no organismo, o qual é 

denominado de estresse oxidativo (EO). Esse acúmulo pode gerar efeitos 

prejudiciais ao organismo como, por exemplo, ataques e alterações das 

macromoléculas celulares, com consequente desenvolvimento de diversos 

eventos fisiopatológicos. Incluem-se nessas alterações: os danos à nível de 

membrana celular (peroxidação lipídica), danos ao DNA e às proteínas 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990b; SIES, 1991; VALKO, 2007; PHAM-HUY; 

HE; PHAM-HUY, 2008). 

A peroxidação lipídica é o resultado do ataque dos radicais livres contra 

as membranas celulares e lipoproteínas, ocasionando alterações na estrutura e 

na permeabilidade, podendo levar à expansão do líquido intracelular, e risco de 

ruptura da membrana da célula e das organelas, gerando uma possível morte 

celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990b). É gerada após a interação de uma 

espécie reativa com a membrana que pode culminar numa reação em cadeia, 
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que após ser iniciada é capaz de afetar um grande número de moléculas 

lipídicas, resultando na formação de produtos citotóxicos e mutagênicos como o 

malondialdeído (MDA) e dienos conjugados. Apesar de seus efeitos nocivos ao 

organismo, os efeitos da peroxidação lipídica nem sempre são prejudiciais, pois 

seus produtos estão presentes na resposta inflamatória, por exemplo 

(MCCORD, 1993; BATTINO et al., 1999; VALKO, 2007).  

O ataque às proteínas ocorre devido à presença de vários sítios reativos, 

e de ligação com metais, os quais são capazes de realizar reações de óxido 

redução reversíveis. Essas reações, por sua vez, geram sinais capazes de 

serem reconhecidos por proteases específicas, culminado com a sua 

degradação e mudanças estruturais, com subsequente perda da atividade 

enzimática (BATTINO et al., 1999).  O dano oxidativo ao DNA acontece porque 

os RL têm a capacidade de atacar o açúcar presente na desoxirribose e nas 

bases purínicas e pirimidínicas (constituintes do DNA e RNA), quebrando as 

cadeias de DNA, levando a mutações e apoptose (ABDI; ALI, 1999, 

VASCONCELOS et al., 2007). 

 

3.3.3.1. Doenças sistêmicas relacionadas ao estresse oxidativo 

 

 

O câncer é gerado por um complexo processo que inclui alterações 

celulares e moleculares, mediadas por vários estímulos endógenos e exógenos. 

Lesões oxidativas em DNA estão presentes no seu desenvolvimento (VALKO et 

al., 2006; VALKO et al., 2007).  As etapas de iniciação e promoção do câncer 

estão intimamente associadas a defeitos nos cromossomos e à ativação de 

proto-oncogenes. Sendo essas etapas induzidas pelos RL (ABDI; ALI, 1999). 

Um dano comum ao DNA é a formação de bases hidroxiladas que 

interferem no crescimento normal das células, alterando a transcrição do gene, 

gerando mutações gênicas (VALKO et al., 2006). O dano oxidativo ao DNA 

produz uma multiplicidade de modificações em sua estrutura, incluindo lesões 

nas bases dos açúcares e rupturas dos filamentos das proteínas do DNA. O uso 

de tabaco e inflamação crônica, resultante de doenças não infecciosas, são 
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exemplos de fontes de dano oxidativo ao DNA que podem contribuir para o 

desenvolvimento de câncer e outras neoplasias (SHA; KHAND; KHAND, 2015). 

A doença cardiovascular é de etiologia multifatorial, e dentre os fatores de 

risco para o seu desenvolvimento têm-se a hipercolesterolemia, a hipertensão, 

o tabagismo, diabetes, a má alimentação, o estresse, a idade, a falta de 

exercícios físicos, dentre outros (VALKO et al., 2007; CERIELLO, 2008). 

O EO tem sido associado às doenças cardiovasculares, porém, ainda não 

se sabe se sua atuação se dá como causa primária ou secundária. Estudos 

mostram essa associação em uma variedade de doenças cardiovasculares, 

como na aterosclerose, na isquemia, na hipertensão, nas cardiomiopatias, na 

hipertrofia cardíaca e na insuficiência cardíaca congestiva (CERIELLO, 2008). 

Em doenças neurológicas, como a doença de Alzheimer, a doença de 

Parkinson, a esclerose múltipla, a esclerose lateral amiotrófica, a perda de 

memória e a depressão, têm sido investigada a relação com o EO (KARLIK et 

al., 2015). Na doença de Alzheimer, o dano oxidativo desempenha um papel 

importante na perda de neurônios e na progressão da demência (CHRISTEN, 

2000). No cérebro dos pacientes portadores de Alzheimer tem sido encontrado 

a presença de beta amiloide, um peptídeo tóxico que resulta do EO e 

desempenha um importante papel nos processos neurodegenerativos (PHAM-

HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). 

As doenças inflamatórias pulmonares, como a asma e a doença pulmonar 

obstrutiva crônica, são caracterizadas pela inflamação crônica, e pelo EO 

(MACNEE, 2001; CARAMORI; PAPI, 2004). Os oxidantes desempenham uma 

exacerbação da inflamação, por meio da ativação de diferentes quinases e 

fatores de transcrição (MACNEE, 2001). 

A artrite reumatoide é uma doença autoimune caracterizada pela 

inflamação crônica das articulações e do tecido que as circundam, com a 

infiltração de macrófagos e células T ativadas. A patogênese da doença ocorre 

devido à geração de ERO e ERN no local da inflamação. O dano causado pelo 

EO ocorre devido ao aumento dos níveis de prostaglandinas e isoprostanos no 

soro e no fluido sinovial (VALKO et al., 2007; BUCZKO; ZALEWSKA; 

SZARMACH, 2015). 

 O EO desempenha papel em uma variedade de doenças renais, como 

glomerulonefrite, nefrite túbulo intersticial, insuficiência renal crônica, uremia e 
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proteinúria. A nefrotoxicidade de certas drogas, como ciclosporina, gentamicina, 

tracolimus, ocorre, principalmente, através da peroxidação lipídica, resultado do 

EO (GALLE, 2001). 

 A degeneração macular e a catarata são relacionadas à idade e ao EO, 

responsável pela alteração de vários tipos de células do olho. Sob a ação dos 

RL, ocorre a degeneração das proteínas das células oculares, levando à 

formação da catarata. A exposição à radiação, a longo prazo, pode inibir a mitose 

da pigmentação, danificando os segmentos de fotorreceptores, e essa ação é 

associada a peroxidação lipídica (BEATTY et al., 2000).   

 De acordo com essa importante associação entre eventos fisiológicos e 

desordens, estudos sobre EO e a CAT têm sido frequentes, e de grande 

importância (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). O EO pode ser mensurado 

em diversos fluidos corporais como suor, leite materno, urina, plasma, saliva, 

líquido cerobroespinhal, sêmen, dentre outros (EREL, 2005; VASCONCELOS et 

al., 2007). 

 

3.3.3.2. Doenças bucais relacionadas ao estresse oxidativo 

 

 

 Há um aumento do EO nas doenças que acometem a cavidade bucal, tal 

como na doença periodontal, no câncer bucal, na ulceração aftosa recorrente, 

no líquen plano e na leucoplasia (DIAB-LADKI; PELLAT; CHAHINE; 2003; 

MIRICESCU et al., 2011).   

 A doença periodontal, além de uma desordem local, tem sido associada 

a doenças como diabetes do tipo 1 e 2, à artrite reumatoide e às doenças 

cardiovasculares (ESEN et al., 2012; SG et al., 2014). Ela é causada por 

bactérias que ocasionam a destruição do tecido conjuntivo e do osso em torno 

da raiz do dente. O ataque bacteriano desencadeia a liberação de citocinas, as 

quais aumentam a atividade dos polimorfonucleares (PMN). Após a estimulação 

dos PMN pelos antígenos bacterianos, ocorre um colapso respiratório como 

resposta do hospedeiro à infecção, e nesse momento há uma grande formação 

e liberação de ERO.  
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A liberação de RL acaba gerando um dano oxidativo local (IANNITTI; ROTTIGNI; 

PALMIERI, 2012; BALTACIOĞLU et al., 2014 BUCZKO; ZALEWSKA; 

SZARMACH, 2015). 

 O líquen plano e a reação liquenóide bucal têm sido associados ao EO, 

pois a inflamação crônica associada aos longos períodos de danos oxidativos 

contra as lipoproteínas de membrana, geram mutações com potencial 

carcinogênico (IANNITTI; ROTTIGNI; PALMIERI, 2012). O MDA, em pacientes 

portadores de líquen plano, apresenta um nível mais elevado, e os AO 

apresentam valores reduzidos. O EO, a longo prazo, pode contribuir para o 

potencial de malignização, tanto no líquen plano como na leucoplasia (KUMAR 

SRIVASTAVA et al., 2014). 

 As ERO são conhecidas por desempenhar um papel importante nos 

estágios de iniciação e promoção do câncer. O ataque ao DNA ocorre devido à 

ação dos RL, principalmente o radical hidroxila, que é capaz de induzir mudanças 

conformacionais no DNA, incluindo quebra de cadeia, modificação de bases, 

danos aos genes supressores de tumores e expressão de proto-oncogenes 

(ABDI; ALI, 1999).  

 Em pacientes com câncer bucal há uma diminuição dos níveis de enzimas 

AO, um aumento de peróxido de hidrogênio e do radical superóxido. O câncer 

bucal, frequentemente, é precedido por lesões com potencial de transformação 

maligna, como o líquen plano e a leucoplasia. Tanto o câncer como as lesões 

potencialmente malignas estão associadas ao estresse oxidativo, e, esse por 

sua vez, também é capaz de transformar um tecido sadio em tecido neoplásico 

(IANNITTI; ROTTIGNI; PALMIERI, 2012; VLKOVÁ et al., 2012). 

 

3.4. SALIVA E SUA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE 

 

 Dentre as suas inúmeras funções (digestão, mastigação, atividade 

antifúngica, atividade antibacteriana, atividade antiviral, lubrificação 

tamponamento, atuação no balanço hídrico, deglutição), a saliva pode ser 

considerada a primeira linha de defesa contra o EO na cavidade bucal, pois é 
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rica em AO, como ácido úrico, albumina, ácido ascórbico e enzimas 

antioxidantes (BATTINO et al., 1999; HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; 

GREABU et al.,2007).  

 Vários eventos que acontecem na cavidade bucal, como a presença de 

inflamações gengivais e o uso de tabaco, podem gerar um aumento nos RL 

(BATTINO et al., 2002; MIRICESCU et al., 2011). Inclusive a mastigação de 

alguns alimentos pode provocar o aumento desses RL e promover uma 

peroxidação lipídica (CAĞLAYAN et al., 2008). Por isso, a saliva tem um papel 

importante no controle e modulação dos danos oxidativos na cavidade bucal 

(GREABU et al.,2007).  

 As ações antioxidantes da saliva compreendem a supressão da 

peroxidação lipídica dos alimentos ingeridos, inibindo o potencial mutagênico 

dos indutores de ERO e das ERN, que são efetivamente eliminados pelos 

componentes AO da saliva (GREABU et al.,2007; MIRICESCU et al., 2011). 

 A glândula parótida é a principal fonte de AO da saliva, quando 

comparada com as salivas provenientes das glândulas submandibular e 

sublingual (NAGLER, et al.; 2002). Os AO presentes nas glândulas parótidas têm 

a função de combater os RL, provenientes da alimentação, e, também, 

neutralizar as reações de Fenton e Haber-Weiss, responsáveis pela liberação de 

RL (GREABU et al., 2007). A glândula parótida, todavia, tem uma pequena 

contribuição na saliva total em repouso, somente quando é estimulada, nas 

refeições, por exemplo, é que ela se torna responsável pela maior vazão de 

saliva na cavidade bucal (ALMEIDA et al., 2008). 

A capacidade antioxidante total (CAT) da saliva é a junção de todos os 

antioxidantes presentes na cavidade bucal, e constitui a primeira linha de defesa 

contra os oxidantes ali presentes, apresentando-se reduzida em pacientes com 

líquen plano, câncer bucal, diabéticos e fumantes. Quando a saliva entra em  

contato com a fumaça proveniente do cigarro, perde a sua CAT e torna-se um 

ambiente produtor de oxidantes (NAGLER et al.; 2002; GREABU et al.,2007; 

MIRICESCU et al., 2011). 

 Na TABELA 1 e na TABELA 2, observam-se, respectivamente, os 

principais AO enzimáticos e AO não enzimáticos presentes na saliva e suas 

principais funções. 
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TABELA 1 -  PRINCIPAIS ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS PRESENTES NA SALIVA E SUAS 
FUNÇÕES. 

ANTIOXIDANTES 
ENZIMÁTICOS 

FUNÇÃO AUTOR 

 
Peroxidase Salivar 

É a enzima antioxidante mais importante 
presente na saliva, e também possui uma ação 
antibactericida. Na saliva de pacientes fumantes 

e/ou com câncer bucal apresenta- se reduzida. 

Nagler et al.; 
2002 

Greabu et al.; 
2007 

 
Superóxido 

Dismutase (SOD) 

Apresenta um papel antioxidante secundário, 
capaz de atuar como mediador inibitório da 
inflamação mediada por neutrófilos. Apresenta 
uma redução em pacientes com câncer bucal. 

 
Nagler, et al.;  

2002 

Ceruloplasmina Liga os íons metálicos. Greabu et al.; 
2007 

FONTE: A Autora (2015) 

 

 

TABELA 2 -  PRINCIPAIS ANTIOXIDANTES NÃO ENZIMÁTICOS PRESENTES NA SALIVA E        
SUAS FUNÇÕES. 

ANTIOXIDANTE 
NÃO ENZIMATICO 

FUNÇÃO AUTOR 

 
 

ÁCIDO ÚRICO 

Principal antioxidante encontrado na saliva e no 
fluido crevicular gengival, é responsável por grande 
parte da atividade antioxidante total da saliva, 
possui uma ação potente na limpeza do ácido 
hipocloroso e oxigênio singlete, reage com a 
hidroxila e faz ligação com os íons ferro e cobre. 

 
Battino, et al.; 

2002;  
Nagler, et al.; 

2002 

 
 

ALBUMINA 

Presente na saliva e fluido crevicular gengival, 
aparece em menor quantidade quando comparado 
ao ácido úrico, possui uma ação preventiva, ao ligar-
se aos íons metálicos, é um antioxidante de limpeza, 
apresenta níveis reduzidos quando em presença de 
estresse oxidativo. 

 
Battino et al.; 

2002; 
Greabu,et al.; 

2007 

 
 

GLUTATIONA 

Mesmo em baixas concentrações apresenta uma 
significativa função de limpeza, promove regulação 
de citocinas na doença periodontal, tem ação 
protetora na cavidade bucal contra o estresse 
oxidativo induzido por íons metálicos de materiais 
dentários. 

 
Battino, et al.; 

2002;  
Nagler, et al.; 

2002 

 
 

ÁCIDO 
ASCÓRBICO 

Apresenta- se concentrado no fluido crevicular 
gengival em relação ao plasma, possui uma atuação 
parecida com a da albumina, tem ações de limpeza e 
prevenção, regenera a vitamina E (tocoferol), em 
pacientes fumantes é capaz de evitar o dano 
oxidativo causado pela fumaça do cigarro. 

 
Battino, et al.; 

2002;  
Greabu,et al.; 

2007 

 
FONTE: A Autora (2015) 
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3.5. MÉTODOS PARA AVALIAR O ESTRESSE OXIDATIVO SALIVAR 

 

 A saliva tem sido muito utilizada em estudos que envolvem a avaliação 

dos parâmetros do estresse oxidativo. Observa-se, na TABELA 3, que a maior 

parte dos estudos utiliza apenas alguns marcadores do dano oxidativo como o 

MDA, por exemplo, ou os AO enzimáticos e não enzimáticos separados, e a 

CAT, porém, poucos trabalhos avaliam o EOT, a CAT e o IEO juntos. 

 Segundo Erel (2004), a medição da CAT é capaz, não apenas, de 

mensurar os antioxidantes totais presentes na saliva e refletir com precisão o 

estado dos antioxidantes totais no organismo, como também é utilizada para 

avaliar indiretamente a atividade dos RL e, através da avaliação do EOT, tem-se 

a atividade dos RL. Porém, quando mensurados de forma separada, não há 

como definir um desequilíbrio entre os sistemas antioxidantes e oxidantes; e 

seria interessante mensurá-los, uma vez que o dano oxidativo ocorre quando há 

esse desequilíbrio (EREL, 2005; VASCONCELOS et al., 2007) 

 Observa- se, também, na TABELA 3, que não há uma padronização nos 

tempos de coleta, muitos trabalhos sequer especificam na metodologia o tempo 

em que a coleta da saliva foi realizada. Não existem trabalhos na literatura que 

definam o tempo ideal para a coleta de amostras viáveis para mensuração dos 

parâmetros do estresse oxidativo, bem como trabalhos que mostrem o que 

acontece na amostra biológica em diferentes tempos de estímulo.  
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TABELA 3 -  ARTIGOS DA LITERATURA QUE UTILIZAM A SALIVA PARA MENSURAÇÃO 
DOS PARÂMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO, TEMPOS DE COLETA E 
PARÂMETRO UTILIZADO.                                                                

Autor 5 
minutos 

A partir de 
10 minutos 

Não descreve Parâmetro 

     

Abdolsamadi   et al, 2011 - X - Ácido Úrico, SOD, 
GPx e peroxidase 

Agha-Hosseini  et al., 2012 - - X CAT e MDA 

Ahmadi-Motamayel et al., 
2013 

X - - CAT 

Al- Rawi et al., 2011 X - - Ácido Úrico, SOD, 
GSH 

Arana et al.,2006 X - - GSH, GPx, GRX 

Baltacioglu et al., 2014 X - - MDA, EOT, CAT E 
IEO 

Brock et al.,2004 X - - CAT 

Buduneli et al.,2006 - - X GSH, Ácido 
Ascórbico e CAT 

Cağlayan et al., 2008 X - - EOT, CAT e IEO 

Cunha-Correia et al., 2014 - X - SOD, GPx, Ácido 
Úrico  

De Sousa et al., 2015 - X - SOD, MDA, Acido 
Urico , Vitamina C, 

peroxidase, proteína 
total, CAT 

Diab-Ladki, Pellat Chahine; 
2003 

 

X 

 

- 

 

- 

Xantina- Xantina 
oxidase, proteínas 

totais e CAT 

Gümüs et al.,2009 X - - GSH, GSSG, 
Vitamina C, Acido 

Urico, CAT 

Fonte: A Autora (2015)             contínua  
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TABELA 3 -  ARTIGOS DA LITERATURA QUE UTILIZAM A SALIVA PARA MENSURAÇÃO 
DOS PARÂMETROS DO ESTRESSE OXIDATIVO, TEMPOS DE COLETA E 
PARÂMETRO UTILIZADO.                                                                   conclusão 

Autor 5 
minutos 

A partir 
de 10 

minutos 

Não 
descreve 

Parâmetro 

     

Kamodyová; Tótchova, 
2013 

- - X CAT, proteínas totais, 
peroxidação lipídica 

Karlík et al.,2015 X - - CAT, oxidação proteica e 
peroxidação lipídica 

Lettrichová et al.,2015 - - X  CAT 

Liskmann et al., 2007 X - - Acido Urico , Ácido Ascórbico, 
mieloperoxidase, CAT 

Metgud; Bajaj, 2014  - - X MDA e GSH 

Özcan et al., 2014 - - X MDA 

Prabhakar; Dodawad; 
OS, 2009 

X - - CAT e proteínas totais 

Rai et al., 2012 X - - MDA, Vitamina C e E 

Rai; Hegde; Jose, 2012  - - X CAT 

Sayedda; Ahmed, 2012 - - X CAT 

SG et al., 2014 - - X MDA 

Sheltty et al.,2014 - - X Glutationa e SOD 

Shirzad et al., 2014 - - X CAT e peroxidação lipídica 

Tunuloglu, Demirtas, 
Tunuloglu, 2006 

 

X 

- - CAT e proteínas totais 

Zaleweska et al., 2014 - X - Peroxidase, SOD, Ácido Úrico e 
CAT 

Yang et al., 2014 - - X SOD, CAT 

Yigla , Berkovich , 
Nagler, 2007 

 

- 

 

X 

 

- 

CAT, Acido Urico, peroxidase, 
SOD, Albumina, proteínas totais 

FONTE: A autora (2015)        
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4.MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Aspectos Éticos 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do 

Paraná, com parecer de número 872.583. Os indivíduos participantes foram 

convidados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, autorizando 

a participação voluntária na pesquisa (ANEXO 1). 

 

4.2. Coleta das amostras 

 

 Participaram do estudo 19 estudantes da Pós-Graduação da UFPR, de 

ambos os sexos, com idade entre 19 e 38 anos, sadios, não fumantes e que não 

faziam uso de nenhum medicamento.   

 A coleta da saliva foi realizada no laboratório de Bioquímica Bucal do 

Programa de Pós-Graduação em Odontologia da UFPR, entre 9h e 11h da 

manhã. Os participantes foram previamente orientados para comparecerem em 

jejum, bem como terem realizado a higiene bucal, 2h antes da coleta 

(NAVAZESH; CHRISTENSEN, 1982). 

 A saliva foi estimulada através de um pedaço de parafilme (2cm x 2cm), 

e coletada, separadamente, a cada dois minutos, até completar 10 minutos. Os 

participantes expeliram a saliva em tubos tipo Falcon de 10mL, devidamente 

etiquetados com o número do minuto de referência (2”,4”,6”,8” e 10”), de modo 

que, ao final, cada indivíduo coletou 5 amostras de saliva, totalizando 95 

amostras para o estudo. 

Durante a coleta, os tubos foram armazenados em gelo. Após a coleta, foi 

realizada a medição do fluxo salivar com o auxílio de micropipetas. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 9.030 x G (10.000 rpm), 

durante 4 minutos, e o sobrenadante foi colocado em microtubos plásticos 

estéreis, devidamente identificados com os respectivos tempos de estímulo. As 
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amostras de saliva foram armazenadas em freezer, a -20 ºC, por um período 

máximo de 15 dias até o momento da análise bioquímica. 

 

4.3. Análise Bioquímica 

 

Reagentes 

 

 Os reagentes o-dianisidina, sulfato de amônio e ferro (II) e Trolox (ácido 

6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-Carboxílico) foram adquiridos da empresa 

Sigma-Aldrich (São Paulo – Brasil). O Alaranjado de Xilenol PA (tetrassódico) 

foi adquirido da empresa Cloroquímica (Curitiba – Brasil). 

 

4.4. Determinação da Capacidade Antioxidante Total (CAT) 

 

 A CAT foi determinada pelo método sugerido por Erel (EREL, 2004), 

otimizado para medição em saliva, e todas as amostras foram avaliadas em 

triplicata. Uma alíquota de saliva de cada amostra foi adicionada a uma solução 

contendo 75mM de solução de Clark e Lubs (160mL de KCl (75mM) e 40 mL de 

HCl 37% (75mM), pH final 1,8), 10mM de o-dianisidina e 45μM de 

Fe(NH4)2(SO4)2·6H2O.  Posteriormente, foi realizada a leitura das amostras em 

leitor de microplaca a uma absorbância de 450nm. 

 Após a leitura, foi adicionada uma alíquota de uma solução 7,5μM de 

H2O2, preparada na solução de Clark e Lubs, e após 4 minutos, uma nova leitura 

foi realizada.  

 A curva padrão foi feita com Trolox em PBS (pH 7,4). Os resultados foram 

determinados mediante a diferença das leituras e expressos em mmol 

equivalente de Trolox/L. 
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4.5. Determinação do Estado Oxidante Total (EOT) 

 

 O EOT foi determinado pelo método sugerido por Erel (EREL, 2005), 

otimizado para medição em saliva, e todas as amostras foram avaliadas em 

triplicata. Uma alíquota de saliva de cada amostra foi adicionada a uma solução 

contendo: 150μM de xilenol, 140 μM de NaCl, 90mL de H2SO4 25μM e 10mL de 

glicerol 1,35M. Posteriormente, foi realizada a leitura das amostras em leitor de 

microplaca a uma absorbância de 550nm. 

 Após a leitura, foi adicionada uma alíquota de uma solução contendo: 

5mM de Fe(NH4)2(SO4)2  6H2O e 10mM de o-dianisidina em 10mL de H2SO4 

25mM.  Após 4 minutos, uma nova leitura foi realizada.  

 A curva padrão foi feita com H2O2. Os resultados foram determinados 

mediante a diferença das leituras e expressos em μmol equivalente de H2O2/L.  

 

4.6. Determinação do Índice de Estresse Oxidativo (IEO) 

 

 O IEO foi considerado como razão entre o EOT e a CAT (EREL, 2005). 

Para realizar o cálculo, a unidade do CAT foi ajustada de mmol equivalente de 

Trolox/L para μmol equivalente de Trolox/L. O valor do IEO foi calculado da 

seguinte forma:  

 

 

 

 

 

 

 

IEO =  EOT X 100 

 CAT  



36 
 

4.7. Análise Estatística 

 

 Os dados foram tabulados e analisados utilizando o software Statistical 

Package for Social Science - SPSS 20.0 (IBM, Chicago, IL). Para a determinação 

da curva de calibração, foi utilizado o teste de regressão linear. Para tratamento 

dos dados, foi utilizado análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas. O 

teste de esfericidade de Mauchly foi aplicado, e sempre que este teste foi violado, 

as correções técnicas necessárias foram feitas usando o teste de Greenhouse-

Geisser. Sempre que o teste F indicou significância estatística, a análise foi 

complementada por meio do teste de comparação múltipla de Bonferroni. O 

limite de significância estatística foi fixado em 5% (P<0,05). 
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5.RESULTADOS 

 

 

 A média do fluxo salivar estimulado foi determinada para cada intervalo 

de tempo. Em média, o fluxo permaneceu constante ao logo dos 10 minutos 

(GRÁFICO 1). No primeiro intervalo (T2), a média do fluxo foi de 2,62mL/min 

(±1,09), posteriormente, no minuto 4, o fluxo diminuiu para 2,04mL/min (±0,86) 

e, a partir deste ponto, manteve-se praticamente constante nos tempos T6 

(2,17mL/min ±0,95), T8 (2,01 mL/min ±0,96) e T10 (2,05 mL/min ±0,98).  

 O teste de esfericidade de Mauchly indicou que a suposição de 

esfericidade se cumpre para o efeito do fluxo salivar ao longo do tempo (χ2(9) 

=14,59, p>0,05). O fluxo salivar não foi afetado nos diferentes intervalos do 

estímulo, F (0,91, 0,39) = 2,31, p=0,07, η2
p=0,151. 

 
GRÁFICO 1 -  MÉDIA DO FLUXO SALIVAR (mL/min) NOS DIFERENTES INTERVALOS 

DE ESTÍMULO. CURITIBA-PR, 2015. 
   FONTE: A AUTORA 

 

 A concentração de antioxidantes totais nas amostras de saliva apresentou 

alterações ao longo do tempo de estudo (GRÁFICO 2).  
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GRÁFICO 2 -  VALOR MÉDIO DAS CONCENTRAÇÕES    DE ANTIOXIDANTES TOTAIS 

(mM) NAS AMOSTRAS DE SALIVA NOS DIFERENTES INTERVALOS DE 
ESTÍMULO. CURITIBA - PR, 2015 

  FONTE: A AUTORA 
 

Entre T2 e o T4 houve uma diminuição na concentração de antioxidantes 

totais nas amostras, com um aumento entre os intervalos T4 e T6, e novamente 

a queda de concentração entre T6 e T10. O teste de esfericidade de Mauchly 

indicou que a suposição de esfericidade se cumpre para o efeito da concentração 

de antioxidantes ao longo do tempo (χ2(9) = 8,74, p>0,05). A concentração de 

antioxidantes totais não foi afetada nos diferentes intervalos do estímulo, F (1,53, 

2,77) = 0,55, p=0,7, η2
p=0,03. 

As concentrações de oxidantes totais também apresentaram variações ao 

longo do tempo (GRÁFICO 3). Houve uma queda na média das concentrações 

nos primeiros 2 minutos. Posteriormente, houve um aumento, com estabilização 

entre o minuto 6 e minuto 8, e novamente a concentração tende a aumentar, 

porém, com valores inferiores aos observados no T2.  

O teste de esfericidade de Mauchly indicou que a suposição de 

esfericidade não se cumpre para o efeito da concentração de oxidantes ao longo 

do tempo (χ2(9) = 37,75, p<0,05); por esse motivo, os graus de liberdade foram 

corrigidos com a estimação de esfericidade de Greenhouse-Geisser (ε = 0,553). 

A concentração de oxidantes totais não foi afetada nos diferentes intervalos do 

estímulo, F (25,23, 12,72) = 1,98, p=0,147, η2
p=0,099. 
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GRÁFICO 3 -  VALOR MÉDIO DAS CONCENTRAÇÕES DE OXIDANTES TOTAIS (µM) 

NAS   AMOSTRAS DE SALIVA NOS DIFERENTES INTERVALOS DE 
ESTÍMULO. CURITIBA - PR, 2015 

  FONTE: A AUTORA 
 

 A comparação entre as concentrações de oxidantes totais e antioxidantes 

totais ao longo dos 10 minutos analisados pode ser observada no GRÁFICO 4.  

 
GRÁFICO 4 -  COMPARAÇÃO ENTRE AS MÉDIAS DAS CONCENTRAÇÕES DE 

ANTIOXIDANTES E OXIDANTES TOTAIS. CURITIBA-PR, 2015 
  FONTE: A AUTORA 

 

Em relação ao índice de estresse oxidativo, foi observado que há uma 

leve tendência de aumento ao longo do tempo de coleta (GRÁFICO 5). 

Primeiramente, houve um declínio entre T2 e T4, e, a partir de T4 até T8, há um 

aumento acentuado no índice. Já entre T8 e T10, o índice parece tornar-se mais 

estável. 
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GRÁFICO 5 -  MÉDIA DO ÍNDICE DE ESTRESSE OXIDATIVO NAS AMOSTRAS DE 

SALIVA. CURITIBA-PR, 2015 
  FONTE: A AUTORA 
 

O teste de esfericidade de Mauchly indicou que a suposição de 

esfericidade se cumpre para o efeito do índice de estresse oxidativo ao longo do 

tempo (χ2(9) = 13,37, p>0,05). O índice não foi afetado nos diferentes intervalos 

estudados, F (0,32, 0,36) = 0,88, p=0,48, η2
p=0,047. 

 Os resultados obtidos, referentes às concentrações de oxidantes e 

antioxidantes e o índice de estresse oxidativo, ao longo dos 10 minutos, podem 

ser visualizados na TABELA 4, mostrando que não houve significância 

estatística nos diferentes tempos de coleta. 
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TABELA 4 -  MÉDIAS E DESVIOS PADRÃO DAS CONCENTRAÇÕES DE OXIDANTES    
TOTAIS, ANTIOXIDANTES TOTAIS E ÍNDICE DE ESTRESSE OXIDATIVO 
NOS DIFERENTES TEMPOS DE COLETA. CURITIBA-PR, 2015 

 
Minuto 2 

Média (DP) 

Minuto 4 

Média (DP) 

Minuto 6 

Média (DP) 

Minuto 8 

Média (DP) 

Minuto 10 

Média (DP) 

Oxidantes Totais 

(µM) 

4,33 (3,03) 2,79 (2,64) 3,44(3,43) 3,43(2,16) 4,13(3,57) 

Antioxidantes 

Totais (mM) 

2,91(2,12) 2,61(1,68) 3,34(3,16) 2,87(2,19) 2,65(1,95) 

Índice de Estresse 

Oxidativo 

0,224(0,244) 

 

0,146(0,145) 

 

0,195(0,231) 

 

0,239(0,251) 

 

0,245(0,209) 

 

Teste Anova para medidas repetidas 

FONTE: A AUTORA 
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6.DISCUSSÃO 

 

 O presente trabalho analisou as concentrações de oxidantes totais e 

antioxidantes totais presentes na saliva, ao longo de 10 minutos de estímulo, e 

foi observado que essas concentrações permaneceram constantes ao longo do 

tempo. 

 Os dezenove participantes foram escolhidos por conveniência, com 

preferência por indivíduos saudáveis e sem comorbidades, para que não 

houvesse outras variáveis que pudessem interferir no estudo. Desta maneira, 

não foram incluídos no estudo indivíduos fumantes, com doenças, ou que 

apresentassem hipossalivação, bem como indivíduos que faziam o uso de 

medicamentos e/ou complementação vitamínica. Pois essas situações poderiam 

gerar valores destoantes, uma vez que são condições que podem alterar o 

estresse oxidativo. 

 Com relação ao fluxo salivar, não houve diferença significativa ao longo 

dos 10 minutos de estímulo. Dong, Puckett Jr. e Dawes (1995) analisaram o 

efeito de diferentes frequências de mastigação sobre a taxa do fluxo salivar, ao 

longo de 20 minutos, e constataram que elas não exerceram influência 

significativa sobre a taxa do fluxo salivar ao longo do tempo. Semelhantemente, 

Polland, Higgins e Orchardson (2003) não encontraram, também, relação entre 

a duração do estímulo da mastigação e as taxas do fluxo salivar durante 90 

minutos, pois o fluxo apresentou estabilidade ao longo do tempo.  

Ghezzi, Lange e Ship (2000) avaliaram as variações do fluxo salivar das 

glândulas parótida e submandibular ao longo de seis horas, e observaram que 

oscilações ocorrem e que, após um tempo, há uma tendência à estabilidade dos 

valores. No presente trabalho, apesar de não serem observadas diferenças 

significativas, podemos observar no GRÁFICO 1, que depois de dois minutos de 

estímulo, o fluxo salivar se torna mais estável. O aumento do fluxo salivar 

observado nos primeiros minutos da coleta, com o declínio subsequente, 

seguido de equilíbrio ao longo do tempo, foi encontrado também nos estudos de 

Dong, Puckett Jr. E Dawes (1995); Polland, Higgins e Orchardson (2003) e 

Dawes e Kubieniec (2004). Tal aumento do fluxo salivar, verificado nos primeiros 

dois minutos, provavelmente está associado à resposta rápida das glândulas ao 
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estímulo da mastigação mecânica (FROEHLICH; PANGBORN; WHITAKER, 

1987). 

 No que diz respeito aos antioxidantes, também não foi observada 

diferença estatística na concentração ao longo do tempo. Dawes (1967, 1969 e 

1974) avaliou a influência do fluxo salivar sobre as concentrações de proteínas, 

nas glândulas parótidas e submandibulares, constatando que a concentração de 

proteínas é dependente do fluxo salivar, sendo assim, quando o fluxo aumenta, 

as concentrações salivares de proteína também aumentam. 

  Por outro lado, Tunuloglu, Demirtas e Tulunoglu (2006) e Prabhakar, 

Dodawad e OS (2009) encontraram uma correlação entre o aumento da 

concentração de proteínas concomitantemente com o aumento dos 

antioxidantes na saliva. Como as proteínas são o principal constituinte do 

sistema antioxidante (BATTINO et al., 2002), ao aumentar o fluxo, aumenta 

também a concentração de antioxidantes. No presente trabalho, não houve 

diferença no fluxo salivar, e isto pode explicar a manutenção da concentração 

dos antioxidantes ao longo do tempo de estudo. 

  A concentração de oxidantes também não sofreu diferença significativa. 

A manutenção das concentrações de oxidantes pode estar relacionada à 

estimulação para coleta da saliva. Rosenhek, MacPherson e Dawes (1993) 

mostraram que a dureza da goma de mascar para estimular o fluxo de saliva 

influencia o padrão da mastigação, e gera uma modificação do fluxo e na 

composição salivar. No presente trabalho, durante a coleta salivar, o filme de 

parafina utilizado foi trocado ao longo dos dez minutos, a cada troca ocorreu uma 

alteração na consistência da parafina, provocando um aumento da mastigação, 

e, como consequência, um possível aumento da peroxidação lipídica e da 

concentração de oxidantes, que, apesar da oscilação observada no gráfico 3, 

não apresentou diferença significativa em suas concentrações. 

 O IEO, que mede a razão entre oxidantes e antioxidantes, também não 

mostrou diferenças significativas. Esen et al. (2012), Baltacioğlu et al. (2014) 

sugeriram a importância da avaliação do IEO, ao invés de apenas a medição 

separada de antioxidantes e oxidantes, uma vez que essas concentrações 

sofrem constantes alterações. Logo, o IEO é importante na avaliação do 

equilíbrio entre as concentrações de oxidantes e antioxidantes. Dentre os 

trabalhos que utilizam a saliva como amostra para avaliar os parâmetros do 
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estresse oxidativo, a maioria não realiza a mensuração do IEO. Dos artigos 

levantados neste estudo, apenas Cağlayan et al. (2008) e Baltacioğlu et al. 

(2014) realizaram esta medição na saliva. Sendo assim, pode-se sugerir que há 

uma necessidade da mensuração do IEO para poder avaliar se há desequilíbrio 

entre oxidantes e antioxidantes, e considerar um potencial dano causado pelo 

estresse oxidativo.  

No presente trabalho, a análise de CAT, EOT e IEO nos diferentes tempos 

de coleta não apresentou diferenças significativas no resultado. De acordo com 

o que foi observado, os autores sugerem que, a partir do primeiro intervalo, seja 

utilizado o menor tempo possível de coleta. Apesar de não haver diferença 

estatística do fluxo salivar ao longo do tempo, recomendamos considerar a 

variação ocorrida no primeiro intervalo, descartando, assim, os primeiros dois 

minutos de estímulo, esperando para que haja a estabilização do fluxo salivar 

para utilização da amostra. Dessa forma, verificou-se que o tempo de coleta de 

3 a 4 minutos é confiável para se obter uma amostra adequada, dispensando 

longos períodos de estimulação que podem causar desconforto aos participantes 

dos estudos.  

Os autores também sugerem que, quando selecionado o tempo para 

coleta, em futuros estudos que analisem o estresse oxidativo, o mesmo seja 

padronizado na metodologia para todos os indivíduos participantes do estudo, 

visando a evitar as alterações de concentrações nos diferentes minutos.  
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7.CONCLUSÃO 

 

 

Dentro dos limites do estudo, pode-se concluir que as concentrações de 

oxidantes totais, antioxidantes totais na saliva, bem como o índice de estresse 

oxidativo, ao longo dos dez minutos de estímulo, não sofreram alterações 

significativas, podendo ser realizada a análise salivar em qualquer período de 

coleta dentro dos dez minutos. 
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APÊNDICE 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 Nós, José Miguel Amenábar, Josi Karla Amadeu, Aline Lemes e Juliana Schussel, 
pesquisadores da Universidade Federal do Paraná, estamos convidando o(a) Senhor(a) a 
participar  de um estudo intitulado “Avaliar a capacidade antioxidante total, estado oxidante total 
e índice de estresse oxidativo presentes na saliva em diferentes tempos de coleta e diferentes 
temperaturas de armazenamento”. Este estudo visa criar um método de coleta e armazenamento 
de saliva para estudos futuros.  
a) O objetivo desta pesquisa é avaliar os componentes químicos presentes na saliva em 
diferentes tempos de coleta e diferentes temperaturas de armazenamento.   
b) Caso você  participe da pesquisa, será necessário coletar sua saliva durante um período de 
10 minutos uma única vez. A coleta deverá ser realizada com intervalo de uma hora após a 
refeição e/ou com mesmo intervalo da última higiene bucal. Para a coleta, deverá permanecer 
sentado verticalmente em local confortável e antes do início da coleta será solicitado que degluta 
a saliva presente na cavidade bucal. Então, após cada 30 segundos, despejará a saliva 
secretada dentro de um recipiente devidamente identificado. O tempo de coleta será controlado 
pelo examinador com o auxílio de um cronômetro digital. A saliva coletada será armazenada em 
freezer para posterior análise. Após finalizado o estudo, o material será guardado por 90 dias e 
então descartado.   
c) Para tanto você deverá comparecer  na clínica da disciplina de Estomatologia do Curso de 
Odontologia da Universidade Federal do Paraná (Av. Lothário Meissner, 632) para realização da 
coleta que não deverá tomar mais do que 20 minutos do seu tempo.   
d) Apesar de não haver risco previsível aos participantes da pesquisa, você poderá sentir leve 
desconforto e ressecamento da boca pelo longo período de coleta proposto.    
e) Os benefícios esperados com essa pesquisa são: obter a melhor maneira de utilizar a saliva 
em estudos científicos. No entanto, nem sempre você será diretamente beneficiado com o 
resultado da pesquisa, mas poderá contribuir para o avanço científico.    
f) O pesquisador José Miguel Amenabar, professor adjunto da disciplina de Estomatologia da 
UFPR, pode ser contatado pelo telefone: 3360-4024 ou pelo email: jamenaba@gmail.com, ou 
ainda na clínica de Odontologia da UFPR, localizada na Av. Lothário Meissner, 632, para 
esclarecer eventuais dúvidas que o(a) Sr.(a) possa ter e fornecer-lhe as informações que queira, 
antes, durante ou depois de encerrado o estudo. O Sr.(a) poderá ainda solicitar outras 
informações as demais colaboradoras do estudo: Josi Karla Amadeu: jkamadeu@gmail.com  
Aline Lemes: all.louise@hotmail.com   Juliana Schussel : juiana.schussel24@gmail.com    
g) A sua participação neste estudo é voluntária e se você não quiser mais fazer parte da pesquisa 
poderá desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam o termo de consentimento livre 
e esclarecido assinado. A sua recusa não implicará na interrupção de seu atendimento e/ou 
tratamento, que está assegurado 
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 h)  As informações relacionadas ao estudo poderão conhecidas por pessoas autorizadas, como 

os alunos de pós-graduação relacionados ao projeto. No entanto, se qualquer informação 

for divulgada em relatório ou publicação, isto será feito sob forma codificada, para que a 

sua identidade seja preservada e seja mantida a confidencialidade.  

 

i) As despesas necessárias para a realização da pesquisa não são de sua responsabilidade e 

pela sua participação no estudo você não receberá qualquer valor em dinheiro.  

 

j) Quando os resultados forem publicados, não aparecerá seu nome, e sim um código.  

 

Eu,_________________________________ li esse termo de consentimento e 

compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicação que 

recebi menciona os riscos e benefícios. Eu entendi que sou livre para interromper minha 

participação a qualquer momento sem justificar minha decisão. Eu entendi o que não posso 

fazer durante a pesquisa e fui informado que serei atendido sem custos para mim se eu 

apresentar  algum problema. 

 

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo. 

 

 

_________________________________ 

(Assinatura do Participante de pesquisa ou responsável legal) 

 

Local e data 

 

 

 

_________________________________ 

Assinatura do Pesquisador   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Comitê de ética em Pesquisa do Setor de Ciências da Saúde da FUFPR Rua Pe. 

Camargo, 280 – 2º andar – Alto da Glória – Curitiba-PR –CEP:80060-240 Tel (41)3360-

7259 - e-mail: cometica.saude@ufpr.br 
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ANEXO I 
 

Anexo 1 – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do Setor de 
Ciências da Saúde da Universidade Federal do Paraná 
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