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RESUMO 
 
 

O estresse oxidativo (EO) é considerado um fator na etiopatogênese da 

anemia de Fanconi (AF) devido à produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio nas células destes indivíduos. Por outro lado, o EO também é 

responsável por produzir alterações genéticas que promovem a iniciação e a 

proliferação de neoplasias malignas.  Por causa das mutações genéticas que a 

AF apresenta, as células não possuem a capacidade de reparação do DNA. 

Portanto um aumento no EO pode provocar aberrações cromossômicas e 

mutações, aumentando assim a chance do aparecimento de lesões malignas, 

entre as quais podemos citar o carcinoma espinocelular (CEC). A saliva tem um 

papel importante no equilíbrio do estado oxidativo intrabucal. No entanto, o 

aumento na quantidade de radicais livres pode favorecer o aparecimento do CEC. 

Considerando as evidências mencionadas, o objetivo deste trabalho foi determinar 

o estado oxidativo da saliva de indivíduos com AF. Foi coletada saliva estimulada 

e não estimulada de indivíduos com AF e de indivíduos saudáveis (controles). Em 

ambos os grupos foram analisadas as seguintes variáveis: estado oxidante total 

(EOT), capacidade antioxidante total (CAT), vitamina C, vitamina E. Todas as 

análises foram realizadas laboratorialmente por espectrofotometria e a 

comparação estatística através dos testes t e Mann Whitney, escolhendo p < 0,05 

para rejeição da hipótese nula. Os resultados mostraram que a CAT teve uma 

média estatisticamente maior em ambas as salivas analisadas, assim como as 

concentrações de vitamina C. Dentro dos limites do estudo pode-se concluir que 

os indivíduos com AF tem o estado oxidativo alterado. 

 
 
 
 

 
Palavras-chave: Antioxidantes. Oxidantes. Estresse oxidativo. Saliva. Anemia de 

Fanconi. 
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ABSTRACT 
 
 

Oxidative stress (OE) is considered a factor on the etiopathogenesis of 

Fanconi anemia (FA) due to its excessive production of reactive oxygen species on 

their cells. On the other hand, OE is also responsible for producing genetic alterations 

that promote the initiation and proliferation of malignant neoplasms. As in individuals 

with FA, cells do not have an efficient DNA repair capacity; the increase in OE can 

cause chromosomal aberrations and mutations, thus increasing the appearance 

chance of malignant lesions, among them, squamous cell carcinoma (SCC). Saliva 

has an important role in intraoral oxidative balance; however, the increase in the 

amount of salivary free radicals may promote the onset of SCC. Considering this, the 

aim of this study is to determine the salivary oxidative status of individuals with FA. 

Stimulated saliva was collected from patients with FA and healthy individuals 

(controls). In both groups the following variables were analyzed: Total oxidant status 

(TOS), total antioxidant capacity (TAC), vitamin C, vitamin E. All laboratory 

assessments were performed by spectrophotometry. T test and Mann Whitney were 

used choosing p <0.05 for statistical differences. The results showed that, TAC was 

statistically higher in both of analyzed saliva, and so were vitamin C concentrations. 

Within the study limits it can be concluded that, individuals with FA have an altered 

oxidative status. 

 
 
 
 

 
Keywords: Antioxidants. Oxidants. Oxidative stress. Saliva. Fanconi anemia. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

1.1 ESPÉCIES REATIVAS 

 
As espécies reativas abrangem em especial as espécies reativas de oxigênio 

(ERO), espécies reativas de nitrogênio (ERN), e os radicais livres (RL) (Quadro 1) 

(HALLIWELL et al., 2007). Cabe ressaltar que nem todas estas espécies reativas são 

radicais livres (STOREY et al., 2004). 

As espécies reativas podem ser geradas de diversas maneiras, tais como por 

radiação ionizante, por meio de reações químicas, enzimáticas, por processos redox 

catalisados por íons de metais de transição livres, e íons metálicos ligados a enzimas. 

Desta maneira, fontes celulares importantes de formação de espécies reativas são: 

(A) a formação de espécies reativas de oxigênio por redução incompleta do oxigênio 

na cadeia respiratória mitocondrial; e (B) os sistemas de defesa do hospedeiro, o que 

inclui a "explosão oxidativa" mediada por NADPH-oxidase, produzindo radical 

superóxido e mieloperoxidase, que conduz à formação de ácido hipocloroso nos 

fagócitos (STOREY et al., 2004). 

Dentre as espécies reativas outra molécula importante é o óxido nítrico, que é 

sintetizado por um grupo de enzimas denominadas óxido nítrico sintases. Elas 

transformam a L-arginina em NO• e L-citrulina. O NO• é pouco reativo por si só, mas na 

presença de oxigênio ou de superóxido, NO• é convertido em espécies mais reativas, 

tais como o dióxido de nitrogênio e peroxinitrito respetivamente (STOREY et al., 2004). 

O Quadro 1 mostra os mais importantes e conhecidas espécies reativas divididas 

em RL e não RL. 

Quadro 1. Os mais importantes e conhecidos oxidantes 

Radicais livres Não radicais livres 

Superóxido •O - 
2 Peróxido de hidrogenio H2O2 

Hidroperoxila HOO•
 Alquil hidroperóxido LOOH 

Peroxila LOO•
 Oxigênio singleto  1  O 2 

Alcolxia LO•
 Ozônio O3 

Hidroxila •OH Ácido hipocloroso HOCl 

Óxido nítrico •NO Peróxinitrito ONOO-
 

Dióxido nitroso •NO2 

Tomado de Halliwell e Cols, 2007. 
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As espécies reativas não radicais livres, são espécies químicas de alta reatividade 

(menor que as dos radicais livres), que apresentam todos seus elétrons 

emparelhados. Quando apresentam como átomo central o oxigênio são chamadas de 

espécies reativas de oxigênio (ERO), e de espécies reativas nitrogênio (ERN) quando 

tem como o átomo central o nitrogênio. 

As diferenças entre as ERO/N e os RL são: a reatividade entre elas, a meia vida 

de cada molécula e as concentrações em que elas se apresentam nos diferentes 

compartimentos celulares e tecidos (WINTERBOURN, 2008). 

As espécies não radicais livres, podem evoluir para radicais livres, tornando-se 

em moléculas mais reativas que podem danificar biomoléculas por oxidação. O risco 

destas reações é que os produtos de oxidação formados são os próprios radicais 

livres, que em muitos casos, podem propagar-se causando danos extensivos 

(STOREY et al., 2004). 

O Peróxido de Hidrogênio (H2O2), por exemplo, é um metabólito do oxigênio 

extremamente deletério, pois participa da reação que produz o •OH (o RL mais 

reativo). Além disso o Peróxido de Hidrogênio (H2O2) tem vida longa e é capaz de 

atravessar camadas lipídicas pelas aquaporinas reagindo com a membrana 

eritrocitária e com proteínas ligadas ao Fe3+. Portanto, pode ser altamente tóxico para 

as células uma vez que pode estar presente em qualquer compartimento da célula; 

esta toxicidade pode ser aumentada de dez para mil vezes quando em presença de 

ferro (FERREIRA et al, 1997; REUTER et al., 2010). 

Na cavidade bucal, bebidas como chás e principalmente café instantâneo são 

fonte comum de H2O2, e possui a capacidade de rapidamente se difundir pelas células 

da cavidade bucal e do trato gastrointestinal pelos transportadores de água. No 

entanto, possui algumas ações benéficas. Na boca é bactericida, em presença de 

peroxidase salivar, sendo que o H2O2   produzido pelas bactérias, é utilizado pelas 

peroxidases salivares para oxidar o tiocianeto (SCN-) em tiocianato (OSCN -), um 

produto tóxico que combaterá certas bactérias (HALLIWELL et al., 2000). 

O H2O2 também atua no combate a vírus, bactérias e outros corpos estranhos, por 

meio da produção de ácidos hipoalogenosos nos fagócitos (HALLIWELL et al., 2000). 

Além disso, devido a sua composição química e alta concentração no meio 

intracelular, possui atividade como sinalizador interagindo com os grupos tiol das 

enzimas (RECZEK et al., 2015).  

O oxigênio singleto (1O2) é outra conhecida espécie reativa não RL, e é a forma 
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excitada de oxigênio molecular. Não possui elétrons desemparelhados em sua última 

camada, e mesmo tendo importância em certos eventos biológicos, poucas alterações 

ou doenças foram relacionadas à sua presença (HALLIWELL et al., 1990). 

Já o RL, por sua vez, é uma espécie química (átomo, íon ou molécula) que 

contém um elétron (e-) desemparelhado na sua última camada, o que lhe confere alta 

reatividade (STOREY et al., 2004). Os radicais livres são extremamente reativos 

devido a sua particular configuração molecular (STOREY et al., 2004). 

Como os radicais livres (RL) apresentam pelo menos um e-  desemparelhado    no 

seu último orbital, eles têm a capacidade de ceder ou receber um elétron, oxidando-

se, ou reduzindo-se respectivamente. Isto se chama reações de óxido-redução, que 

implicam em ganho de elétrons, que são as reações de redução, ou perda de elétrons, 

que neste caso são as reações de oxidação. Neste sentido conclui-se que os radicais 

livres (RL) são formados em um cenário de reações de óxido-redução (STOREY et al., 

2004). 

Dentre os RL mais estudados estão o superóxido (O2 
•-) e o radical hidroxila (HO•), 

que são moléculas altamente reativas normalmente geradas durante a respiração 

celular e metabolismo normal da célula. Em condições fisiológicas normais, os 

radicais livres podem também funcionar como ativadores de moléculas envolvidas na 

função celular, como por exemplo, na transmissão de sinais de expressões de genes 

(HALLIWELL et al., 1990). 

O radical superóxido (O 2
•-) é formado após a primeira redução do O2, e é 

produzido durante a ativação máxima de neutrófilos, monócitos, macrófagos e 

eosinófilos (HALLIWELL et al.,1990). 

O radical hidroperoxila (HO2
•) representa a forma protonada do radical superóxido. 

Existem evidências de que o hidroperoxila é mais reativo que o superóxido, e por isso, 

possui uma maior facilidade em iniciar a destruição de membranas biológicas por 

meio da peroxidação lipídica (HALLIWELL et al.,1990). 

O radical hidroxila (•OH) é frequentemente reconhecido como a espécie iniciadora 

e a mais importante da peroxidação lipídica por ser o RL mais reativo dos sistemas 

biológicos. Entretanto, estudos recentes indicam que o ferro (Fe) também 

desempenha papel determinante na iniciação deste processo de peroxidação lipídica, 

uma vez que geralmente é oxidado pela reação de Fenton com a subsequente 

produção do radical hidroxila. Isto acontece porque o ferro é o metal pesado mais 
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abundante do organismo, mas a reação de Fenton também pode ser desencadeada 

com a presença de Cu (MINOTTI  et  al.,  1987;  HORTON  et  al.,  1989).  Neste 

sentido, verifica-se que •OH é o radical livre protagonista da maioria de lesões 

oxidativas. 

Sua reatividade é muito alta, sendo que uma vez formado reage com moléculas 

próximas que levam a lesões oxidativas ou produção de outros RL (WINTERBOURN, 

2008). Assim, se a hidroxila for produzida próximo ao DNA e a este DNA estiver   

fixado em um metal (situação comum uma vez que as fitas de DNA são negativas e 

atraem os ânions metálicos), poderão ocorrer modificações de bases purínicas e 

pirimidínicas, levando à inativação ou mutação do DNA. Além disso, a hidroxila pode 

inativar várias proteínas (enzimas e membrana celular) ao oxidar seus grupos 

sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS), também podem iniciar a oxidação dos 

ácidos graxos poliinsaturados das membranas celulares (peroxidação lipídica) 

(HALLIWELL et al., 1986). 

Portanto, apesar dos radicais livres participarem de muitos processos fisiológicos, 

eles podem apresentar-se extremamente prejudiciais para os tecidos quando a sua 

produção é descontrolada (PARKINSON, 1995; BLAKE et al., 1990). 

 

1.2 ANTIOXIDANTES 
 

 
Existem diversos mecanismos antioxidantes intrínsecos e adquiridos para manter 

o equilíbrio Redox da célula e dos tecidos. Esses mecanismos combatem os agentes 

oxidantes e são conhecidos como sistema de defesa antioxidante 

Define-se um antioxidante (AOX) como qualquer substância que, quando 

presente em baixa concentração comparada à do substrato oxidável, regenera o 

substrato ou previne significativamente a oxidação do mesmo” (HALLIWELL B, 2000). 

Os AOX podem ser produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta alimentar. São 

os responsáveis pela proteção do organismo contra a ação oxidativa dos radicais 

livres e responsáveis por inibir e/ou reduzir os danos causados pelas ERO/N. 

O fator de transcrição Nrf2 nuclear é o principal regulador da expressão gênica 

de enzimas antioxidantes (HYBERTSON et al., 2011). 

Os sistemas de defesa antioxidantes podem ser divididos em quatro subclasses: 

1. Defesas antioxidantes primárias, de natureza enzimática ou não enzimática. 

Dentre os antioxidantes não enzimáticos existem os que são produzidos pelo 
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organismo e os que são adquiridos pela dieta alimentar. Todas as defesas primárias 

que interagem diretamente com as espécies reativas de oxigênio (STOREY et al., 

2004), são conhecidos também como sistemas de prevenção, que atuam impedindo a 

formação dos radicais livres ou espécies não radicais livres. Neste grupo ainda 

encontram-se alguns outros AOX que pertencem aos sistemas varredores, os quais 

atuam impedindo a ação desses oxidantes (CLARKSON et al., 2000). 

2. Defesas auxiliares, que suportam a função do sistema antioxidante primário 

(por exemplo, por meio da reciclagem ou sintetizando substratos de enzimas 

antioxidantes) (STOREY et al., 2004), são conhecidas também como sistemas de 

prevenção e sistemas varredores (CLARKSON, et al., 2000). 

3. Proteínas / enzimas quelantes (por exemplo, a ferritina-complexação de metal, 

transferrina, ceruloplasmina, metalotioneína) e compostos de baixo peso molecular, 

que impedem ou minimizam a participação do ferro e de cobre (e outros metais 

pesados) na geração de radicais livres (STOREY et al., 2004). Comportam-se também 

como sistemas de prevenção e sistemas varredores (CLARKSON et al., 2000). 

4. Sistemas de reparação enzimática, que reparam as biomoléculas danificadas 

por ERO e ERN. Este último grupo de defesas consiste principalmente de uma grande 

variedade das enzimas de reparo de DNA oxidado. Além disso, algumas enzimas 

recém-descobertas também proporcionam algum grau de reparação de proteínas 

oxidadas (STOREY et al., 2004). São conhecidos também como sistemas de reparo 

que favorecem a reconstituição das estruturas biológicas lesadas (CLARKSON et al., 

2000). 

Antioxidantes enzimáticos: 

 
- Superóxido dismutase (SOD) 

Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma SOD-cobre- 

zinco (SOD 1) que está presente principalmente no citosol, e a SOD-manganês (SOD 

2) que está localizada primariamente na mitocôndria. A SOD 1 não é afetada pelo 

aumento de ERO/N, enquanto que a SOD 2 da mitocôndria aumenta sua atividade 

com o aumento do estresse oxidativo (BABIOR et al., 1997). 

Em 1969 a SOD foi descoberta por Mc Cord e Cols., isolada de eritrócitos, e o que 

descobriram foi sua capacidade de catalisar a reação dismutação de RL. Assim 

remove o radical superóxido (MCCORD et al., 1969). 

A SOD tornou-se vital para a Teoria da Toxicidade do Oxigênio (MCCORD et al., 
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1969). 

Na presença do próton H+ catalisa a dismutação do radical superóxido em H2O2 e 

O2 (BABIOR et al., 1997) e é capaz de atuar como mediador inibitório da inflamação 

mediada por neutrófilos, porém tem um rol secundário na atividade antioxidante da 

saliva (NAGLER et al. 2002). 

- Catalase 

A catalase é uma hemeproteína citoplasmática que catalisa a redução do H2O2 a 

H2O e O2. Muitas vezes continua o trabalho da SOD, sendo que a Catalase elimina o 

superóxido liberado pela SOD, produzindo H2O2. Sua atividade é dependente de 

NADPH (BABIOR et al., 1997). 

A suplementação de catalase exógena previne a oxidação da GSH mediada pelo 

H2O2, em eritrócitos humanos normais (SCOTT et al., 1991), e apresenta ação 

antioxidante marginal na saliva (NAGLER, et al., 2002). 

- Peroxidase salivar 

É a enzima antioxidante mais importante presente na saliva (NAGLER et al., 

2002). Além da função antioxidante, possui uma ação antibacteriana (NAGLER et al., 

2002). Apresenta um duplo papel no qual controla os níveis de H2O2, catalisando sua 

reação de peroxidação (reduzir H2O2 a H2O), e apresenta atividade especifica anti-

bacteriana, inibindo o metabolismo e proliferação de algumas bactérias (NAGLER et 

al. 2002). Apesar da sua importância na saliva, equivale somente a 0.01% de todas as 

proteínas presentes na saliva (NAGLER et al., 2002). 

- Glutationa peroxidase (GSH-Px) 

É uma enzima selênio dependente. Graças a esta particularidade, alguns autores 

outorgam para o selênio a capacidade de ser um cofator antioxidante, uma vez que 

sem o substrato a GSH-Px não apresentaria sua atividade (BABIOR et al., 1997). 

Apresenta ação antioxidante marginal na saliva (NAGLER et al., 2002). A GSH-Px 

catalisa a redução do H2O2 e dos peróxidos orgânicos para seus correspondentes 

álcoois à custa da conversão da GSH (Glutationa reduzida) em GSSG (Glutationa 

oxidada) (SHAN et al., 1990). Após exposição da GSH a um agente oxidante, ocorre 

sua oxidação à GSSG. A recuperação da GSH é feita pela enzima GSH-Rd 

(Glutationa Redutase), uma etapa essencial para manter íntegro o sistema de 

proteção celular (HALLIWELL, 1995). 

Este ciclo de oxidação e redução da GSH resulta em uma relação de oxidação e 



 
 

22  

redução GSSG/GSH, que é um conhecido método para mensurar os níveis de EO no 

local de interesse, sendo que GSSG é a GSH oxidada, e necessita apresentar-se 

reduzida (GSH) para atuar como um AOX de novo. Quanto maior a quantidade de 

GSSG presente na célula proporcionalmente maiores serão os níveis de agentes 

oxidantes que esse tecido ou célula possui. 

A GSH então, é um tripeptídeo que além de ajudar neste ciclo antioxidante, auxilia 

também na remoção de xenobióticos, intervém no metabolismo do ácido ascórbico, 

pode quelar Cu (unir-se com Cu), (SHAN et al., 1990) e tem ação protetora na 

cavidade bucal, contra o estresse oxidativo induzido por íons metálicos de materiais 

dentários (NAGLER et al., 2002). 

- Glutationa redutase e Glutationa S transferase 

Atuam no ciclo de óxido redução da GSH, como já foi mencionado. Após 

exposição da GSH a um agente oxidante, ocorre sua oxidação a GSSG, e a 

recuperação da GSH será feita pela enzima GSH-Rd, uma etapa essencial para 

manter íntegro o sistema de proteção celular (SHAN et al., 1990). A GSH-Rd é uma 

flavoproteína dependente da nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fosfato reduzida 

(NADPH) e, portanto, também dependente da integridade da via das pentoses (SHAN 

et al., 1990). 

A glutationa S-transferase catalisa a conjugação do GSH com xenobióticos 

incluindo aldeídos produzidos durante a peroxidação lipídica (SHAN,et al., 1990). 

Principais antioxidantes não enzimáticos: 

 
- Vitamina C 

A Vitamina C, ascorbato, ou ácido ascórbico, é um antioxidante hidrossolúvel 

obtido pela dieta. Atua eficientemente sobre o radical superóxido, peróxido de 

hidrogênio, hipoclorito, radical hidroxila e peroxila. O ascorbato pode atuar 

diretamente nas membranas celulares, por impedir a iniciação da peroxidação 

lipídica ou indiretamente por regenerar a vitamina E, que atua como antioxidante na 

fase lipofílica da membrana (FREI et al., 1989). Mas, pode funcionar como pró- 

oxidante quando em dose elevada, ou quando exposta a metal, levando à 

lipoperoxidação (CHAKRABORTHY et al., 2015). 

Dihidroascorbato redutase é a enzima encarregada de reduzir o RL ascorbil de 

novo em ascorbato para ajudar tanto no ciclo de regeneração do tocoferol quanto da 

sua própria função AOX (CHAN, 1993). 
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O ácido ascórbico apresenta-se concentrado no fluído crevicular gengival em 

relação ao plasma (NAGLER et al., 2002). 

- Vitamina E 

É constituído por 4 tocoferóis (MEYDANI, 1995). 

É um Antioxidante (AOX) lipossolúvel que combate geralmente a peroxidação 

lipídica por facilmente se adaptar a esse ambiente (FREI, 1994). É o antioxidante 

lipossolúvel mais abundante no organismo, por isso é o antioxidante estrutural da 

membrana, diferente da maior parte dos agentes antioxidantes que estão no meio 

intracelular (FREI, 1994). 

Atua bloqueando a etapa de propagação da peroxidação lipídica dos ácidos 

graxos poliinsaturados das membranas e lipoproteínas além de interceptar o radical 

hidroxila. Sistemicamente existe uma correlação entre a vitamina C e a vitamina E, 

porque a vitamina C regenera a vitamina E (ABDOLSAMADI et al., 2013). Quando a 

vitamina E reage com um RL, geralmente com um radical peroxila, se forma o radical 

tocoferil, e a vitamina C consegue ceder um elétron para o tocoferil se transformar de 

novo em tocoferol e poder combater mais RL (FREI et al., 1989; CHAN, 1993). 

- Vitamina A 

Os carotenoides são conhecidos como a Vitamina A, são AOX lipossolúveis 

também provenientes da dieta alimentar. São efetivos varredores de oxigênio singleto, 

e também podem inibir a peroxidação lipídica da membrana. Sua concentração é 

muito menor que a da vitamina E, e começa a proteger a membrana após se 

esgotarem os suprimentos dessa vitamina E (FREI, 1994). 

O ß-caroteno interage com os radicais livres especialmente quando ocorrem 

baixas tensões de O2, diferente da vitamina E (FREI, 1994). 

- Ácido Úrico 

Produzido pelo organismo por meio das bases nitrogenadas, como produto 

secundário do metabolismo. É hidrossolúvel, portanto reage com os RL, e em 

especial, com o peroxinitrito antes que este chegue a danificar a membrana. Assim, 

como a vitamina E, seu RL o ânion radical urato pode ser regenerado pelo ascorbato. 

É responsável por grande parte da atividade antioxidante total da saliva, cerca de 

85%, sendo o principal antioxidante encontrado na saliva e no fluído crevicular 

(NAGLER et al., 2002). 
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- Capacidade antioxidante total (CAT) 

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

presentes na cavidade bucal. É a linha de defesa contra os oxidantes presentes na 

cavidade bucal. Apresenta uma redução em pacientes fumantes, com líquen plano e 

câncer bucal. Quando a saliva entra em contato com a fumaça proveniente do cigarro 

ela perde a sua CAT e torna-se um ambiente produtor de oxidantes (NAGLER et al., 

2002). 

 

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO 
 

 
Desde 1969 com o descobrimento da superóxido dismutase (SOD), foi confirmado 

que os radicais livres poderiam se formar e atuar dentro da célula. Com base nessa 

informação surgiram as primeiras hipóteses sobre os radicais livres atuando na 

sinalização celular (MCCORD et al., 1969). 

Define-se o estresse oxidativo (EO), como o desequilíbrio no balanço entre 

agentes pró-oxidantes e agentes antioxidantes, em favor dos pró-oxidantes, levando a 

uma perturbação na sinalização e no controle redox e/ou dano molecular (JONES, 

2006). 

Esta definição de estresse oxidativo é a mais completa; visto que foi provado que 

as ERO, e as ERN, podem ser consideradas segundos mensageiros relevantes na 

transdução de sinais celulares, sendo benéficos e necessários no organismo. No 

entanto, são processos muito complexos e não totalmente compreendidos (STOREY 

et al., 2004). 

O excesso de ERO/ERN em um tecido contribui para condições patológicas, 

sendo os responsáveis por danificar moléculas extracelulares e intracelulares, bem 

como a ativação excessiva de processos celulares (HALLIWELL et al., 1999). 

A intensidade e patogenicidade das doenças relacionadas com EO irão depender 

naturalmente: das concentrações locais de espécies pró-oxidantes e antioxidantes, 

das constantes de velocidade da reação com moléculas-alvo como também da 

compartimentalização celular, no qual a solubilidade e disseminação são 

determinantes (GOW et al., 2001; WINTERBOURN, 2008). 

O desenvolvimento do estresse oxidativo, por um desequilíbrio no estado 

oxidativo num tecido, tem sido implicado na patogênese de muitas doenças (EREL et 

al., 2004; FERREIRA et al., 1997) (Figura 2), e no envelhecimento (LIOCHEV et al., 
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2013). 

As reações oxidativas prejudiciais no estresse oxidativo provocam a peroxidação 

lipídica, oxidação de proteínas e danos ao DNA, que podem desencadear mudanças 

no volume e formato da matriz extracelular e mitocondrial, desnaturação de proteínas, 

e inclusive levar a morte celular. Essas modificações são conhecidas como dano 

oxidativo (Figura 1) (JONES, 2006). Porém, no organismo existem mecanismos 

antioxidativos tanto enzimáticos como não enzimáticos para combater estes 

processos (EREL et al., 2004; JONES, 2006). 

Sendo assim, o monitoramento do estresse oxidativo em humanos de forma 

indireta pode ser feito por meio dos produtos de dano produzido, ou investigando o 

potencial de organismos, tecidos ou fluidos de resistir mais oxidação, ou seja, 

estudando o comportamento dos antioxidantes (ABUJA, 2001). 

Todos os componentes celulares são susceptíveis à ação dos radicais livres, 

porém as membranas celulares são as mais atingidas em decorrência da peroxidação 

lipídica, que é a oxidação dos ácidos graxos poli-insaturados das membranas 

celulares ou das organelas que acarretam alterações na estrutura e permeabilidade 

da célula ou organelas (MELLO et al., 1984). Após a perda da função da membrana 

celular, haverá perda da seletividade na troca iônica e    liberação do conteúdo de 

organelas, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomos ou liberação do Ca2+ do 

reticulo endoplasmático (RE), e formação de produtos citotóxicos (como aldeídos, o 

malondialdeído é o mais conhecido: MDA), levando a morte celular (HERSHKO, 1989; 

SHAN et al., 1990; WINTERBOURN, 2008). 

Cabe ressaltar que nem sempre os processos de lipoperoxidação são prejudiciais, 

pois seus produtos são importantes na reação em cascata a partir do ácido 

araquidônico (formação de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatória, ou 

na formação de epinefrina e noradrenalina e do grupo heme da hemoglobina 

(HALLIWELL, et al., 1999). Todavia, como já se mencionou, o excesso de tais 

produtos pode ser lesivo (ROSS et al., 1991) às diferentes moléculas celulares. 
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Altas concentrações de 

ERO/ERN 

A figura 1 mostra como o estresse oxidativo modifica ou altera os diferentes 

tecidos no organismo, e as modificações que produz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Esquema resumo das alterações que o estresse oxidativo pode produzir nos 
diferentes componentes celulares (SHARMA et al., 2012). 
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Falhas sensoriais 

 

Doenças 

oculares 
 

Perda audição 

 

Doenças 

cardiovasculares 
 

Aterosclerose

HTA 

Danos por 

isquemia e 

reperfusão 

Existem então várias doenças e condições relacionadas ao estresse oxidativo, 

como as enumeradas na figura 2 (BRIEGER et al., 2012). 

 
 
 

 
 
 

Figura 2. Esquema resumo das doenças estudadas com relação no estresse 

oxidativo. 
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1.3.1 ESTRESSE OXIDATIVO: CAUSA OU CONSEQUÊNCIA? 

 

Diversos estudos demonstram a participação dos radicais livres em inúmeros 

processos patológicos. Por exemplo, no câncer, o estresse oxidativo pode ativar os 

fatores de crescimento, as citocinas inflamatórias, as quimiocinas, as moléculas 

reguladoras do ciclo celular e as moléculas antiinflamatórias. Então são ativadas as 

vias inflamatórias que levam à transformação de uma célula normal em célula tumoral. 

Essas observações sugerem que o estresse oxidativo, a inflamação crônica e o 

câncer estão intimamente ligados (REUTER et al., 2010). Porém, nestas condições 

sistêmicas em que se sugere associação ao estresse oxidativo, ainda não há 

evidências científicas suficientes para provar se o estresse oxidativo causou a 

alteração sistêmica ou se a alteração sistêmica levou a um estado de estresse 

oxidativo no organismo (Quadro 2) (HALLIWELL et al., 2007). 

 

Quadro 2. O papel do estresse oxidativo nas doenças do organismo 

 
 

Condição 

 

Será o estresse 
oxidativo a 

causa primária? 

 

Será o estresse oxidativo a 
causa secundária e contribuí 
na patogênese da doença? 

 

Existe evidência se os 
antioxidantes podem ajudar 

terapeuticamente? 

Dano induzido 
radiação Sim Não Sim 

Aterosclerose As vezes Sim Sim 

Diabetes Provavelmente 
não 

Provavelmente pelo ataque 
fagocítico ao islotes Por agora limitado 

Câncer 
Em poucos 
casos sim 

 
Provavelmente Muito limitado 

Alzheimer Não Provavelmente Limitado 

Parkinson Não Pouco provável Muito limitado 

Deficiencia de 
vitamina E Provavelmente Não Sim 

Hipertensão As vezes As vezes Um pouco 

Fonte: Traduzida e adaptada de  Halliwell e Cols. 2007. 

 
Um fato importante que percebe-se no quadro 2, é que nem sempre os 

antioxidantes produzem benefícios quando são usados como terapia; mesmo sendo 

os compostos encarregados de defender o organismo do ataque das espécies 

reativas. 
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Por exemplo no câncer, vários antioxidantes não produzem benefício nenhum. 

Sendo que o aparecimento de câncer está ligado aos reparos do DNA de uma célula 

afetada (que apresenta alguma mutação); nos quais, os sinalizadores celulares de 

sobrevivência da célula são ativados, e aumentam as concentrações das defesas 

antioxidantes, e a célula com mutações termina sobrevivendo ou sendo imortalizada, 

resultando em câncer (FRANCO et al., 2009). 

Então os antioxidantes por sua vez podem proteger células vitais de alguma 

mutação e aumentar a sobrevida, permitindo a sua duplicação, iniciando o tumor. 

Combinado neste processo pode estar também a super-expressão dos fatores de 

crescimento e de angiogênese, ajudando na progressão do tumor (REUTER et al., 

2010). 

Dentre as alterações associadas ao EO, uma das mais estudadas é o 

envelhecimento, no qual, propõe-se que poderia ser secundário ao estresse oxidativo, 

que levaria a reações de oxidação lipídica, proteica, e com o DNA, que 

desencadeariam alterações lentas e progressivas dos tecidos e do código genético 

(LIOCHEV et al., 2013). 

Doenças frequentes na velhice e já consagradas com uma relação direta com o 

estresse oxidativo são: a doença de Parkinson (RAY et al., 2014), acidente vascular 

cerebral onde há falha ou consumo excessivo de defesas antioxidantes, doença de 

Alzheimer e artrite reumatoide quando há produção de O2 -•, H2O2 e HClO4 por células 

fagocíticas ativadas (ALIEV et al., 2013) e a anemia de Fanconi, que apresenta uma 

excessiva produção de EROs nas suas células (PAGANO et al., 2004), por disfunção 

mitocondrial (PAGANO, et al., 2015). 

 

1.4 ANEMIA DE FANCONI 
 

 
A anemia de Fanconi (AF) é uma doença rara, de caráter autossômico recessivo, 

que afeta 1: 360 000 indivíduos, se reporta em pessoas de todas as raças e não tem 

predileção por sexo (TISCHKOWITZ et al., 2003). É uma síndrome com fragilidade 

cromossômica. Caracteriza-se por apresentar malformações congênitas diversas, e 

em diferentes órgãos (SAGASETA DE ILURDOZ et al., 2003; TISCHKOWITZ et al., 

2003; KUTLER et al.,  2003; ALTER, 2005). 
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1.4.1 FRAGILIDADE CROMOSÔMICA, DANO NO REPARO DO DNA E 

SUSCETIBILIDADE A TUMORES SÓLIDOS 

A instabilidade cromossômica, em conjunto com excessiva sensibilidade a 

clastogênicos, como Mitomicina C (MMC), e Diepoxibutano (DEB), são as principais 

falhas celulares da AF (ALTER, 2002). Quando uma célula saudável é exposta in vitro 

a DEB ou MMC ela tem a capacidade de se reparar, apresentando ao final do 

experimento poucas quebras cromossômicas. No entanto, o mesmo não ocorre em 

células de pessoas com AF. Nestas, as quebras são excessivas (maior do que 1.3 

quebras por metáfase) evidenciando a falha de reparo do DNA (AUERBACH, 1989). 

Essa instabilidade se apresenta pela mutação de mais de 15 genes, aos quais 

atribuem as funções de sinalização e reparo, necessárias para a proteção do DNA; 

uma vez que esses genes encarregados de proteger o DNA apresentam mutações 

esse DNA é mais frágil e com isso mais instável (WANG, 2007; KEE, 2010). 

Os pacientes com AF apresentam um alto risco de desenvolver lesões malignas 

precocemente. Uma vez que se apresenta falha no reparo do DNA e instabilidade 

cromossômica, se desenvolvem mutações, aumentando a chance de transformações 

malignas (ALTER, 1996; ROSENBERG et al., 2003; ILURDOZ et al., 2003;    JOENJE 

et al., 2001). São suscetíveis a tumores de cabeça e pescoço e ao desenvolvimento 

de leucemias e tumores de fígado (D’ANDREA  et al., 1997). 

Frente às diversas manifestações da anemia de Fanconi, a morte precoce como 

consequência das suas complicações hematológicas, efeitos adversos do transplante 

de medula óssea, e o câncer tornam-se comum nos indivíduos portadores desta 

síndrome (D’ANDREA  et al., 1997). 

O risco de desenvolver tumores malignos tem sido calculado por três diferentes 

autores. Segundo Deeg e Cols, estima-se ser de 10 000 a 15 000 vezes maior em 

indivíduos com AF, do que na população não afetada pela doença (DEEG et al., 

1996). Segundo Alter nas suas revisões de literatura tomando todos os casos 

reportados de câncer da sua base de dados, estimou que um terço dos indivíduos 

com AF desenvolvem tumores sólidos com um risco acumulado de 76% maior nas 

idades de 45 aos 48 anos (ALTER et al., 2013; ALTER et al., 2003), e que os 

cânceres mais frequentes, mais de 40% ocorreram na via aerodigestiva, (carcinoma 

espinocelular da boca, região orofaríngea, faríngea e esofágica) (ALTER et al., 2003). 

Por último, segundo Kutler e cols., a incidência de  carcinoma  espinocelular  de 

cabeça e pescoço é 500 vezes maior, em indivíduos com anemia de Fanconi (AF), 
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que do que na população em geral (KUTLER et al., 2003; KUTLER et al., 2003), o que 

é muito relevante e confere à anemia de Fanconi (AF) ser um fator de risco para o 

desenvolvimento de carcinoma espinocelular (CEC), sendo que, os indivíduos com 

anemia de Fanconi são uma população que não faz uso de nenhum fator 

predisponente ao câncer, como tabaco ou álcool, e mesmo assim se apresentam os 

tumores sólidos precocemente nas mucosas.  

Essa suscetibilidade a malignidades é de muita importância na Odontologia visto 

que muitos dos carcinomas espinocelulares acometem a mucosa bucal (KUTLER et 

al., 2003; TISCHKOWITZ et al., 2003; ACIKGOZ et al., 2005). Num estudo com 754 

indivíduos com AF, 3% da amostra apresentou carcinoma espinocelular em 

membranas mucosas. Estes indivíduos não estavam expostos aos fatores de risco 

para câncer bucal, como tabaco e álcool, e a prevalência foi maior nas mulheres 

(KUTLER et al., 2003). 

 

1.4.2 FENOTIPO 
O fenótipo destes indivíduos é amplo e muda de pessoa a pessoa, sendo que as 

malformações podem ser unilaterais ou bilaterais, e estão relacionadas a anormalidades 

congênitas ou a distúrbios hematológicos tardios (KERVILLER et al., 2000) e 

progressivos. Estas manifestações clínicas compreendem: defeitos ou anomalias físicas 

existentes ao nascimento, endocrinopatias, falhas no crescimento, ocorrência de 

tumores sólidos e anomalias hematológicas, nas quais incluem a insuficiência medular e 

o desenvolvimento de leucemia ou síndromes mielodisplásicas (SAGASETA DE 

ILURDOZ et al., 2003). 

As anomalias físicas são: 

- Alterações na pele: pigmentação da pele alterada - manchas café com leite, 

áreas com hipo e hiperpigmentação, petéquias e hematomas; 

- Baixa estatura, deficiências de crescimento, microcefalia, hidrocefalia, 

microssomia, microftalmia, microdontia e atraso no desenvolvimento. 

- Anomalias nos pés e mãos, polegar e anomalias radiais, defeitos na eminência 

tênar do radio. 

- Malformações do sistema auditivo: podem apresentar implantação baixa das 

orelhas, mudanças no pavilhão, hipoplasia do canal auricular, ausência de meato 

anterior e até perda da audição. 

- Malformações renais (em tamanho e forma): podem apresentar um rim só, rins 

fusionados, e presença de rins displásicos e císticos. 
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- Defeitos gastrointestinais, problemas cardíacos, malformações nas vértebras, 

defeitos na medula óssea, cerebelo, nervo óptico, sistema respiratório e hipospádia da 

uretra (ALTER, 2002; TISCHKOWITZ et al., 2003; AUERBACH, 2009). No  quadro 3, 

adaptada e traduzida   de Dokal, pode-se observar a porcentagem e a f r e q u ê n c i a  

das diferentes anomalias fenotípicas encontradas em indivíduos com AF (DOKAL, 

2000). 

 

Quadro 3. Frequência de anomalias em AF 

ANOMALIAS FREQUÊNCIA (%) 

Esqueletal (Radial,  de cadeira, escoliose vertebral, costelas) 76 

Pigmentações na pele (manchas café com leite, hiper e hipo- 
pigmentações) 

64 

Baixa estatura 63 

Olhos (microftalmia) 38 

Renais e do trato urinário 34 

Genitais masculinos 20 

Retardo mental 16 

Gastrointestinal (ano retal, duodenal atresia) 14 

Cardíacas 13 

Auditivas 11 

Do Sistema Nervoso Central (hidrocefalia, septo pelúcido) 8 

Sem anomalias 30 

 

Em relação à saúde bucal, são poucos os estudos na literatura, porém mostram 

uma condição de higiene oral deficiente com índice de cárie e gengivite de 35% nos 

26 indivíduos estudados (TEKCICEK et al., 2007); e uma alta predisposição a 

desenvolver cárie dental e doenças periodontais (15 participantes) (AÇIKGÖZ et al., 

2005). 

Um estudo mais amplo encontrou a presença de doenças periodontais em 36%, 

porém o aparecimento destas lesões orais foi atribuído à higiene oral deficiente (DE 

ARAUJO et al., 2007), tendo em consideração que após um levantamento bacteriano 

salivar, encontravam-se presentes algumas das principais espécies 

periodontopatogênicas, sendo que o comportamento da sua condição bucal não 

apresenta diferenças significativas com a da população em geral (LYKO et al., 2013). 

E reportam-se com alta frequência, lesões na mucosa bucal, principalmente 

traumáticas (25%), e leucoplasias (12%)  (CAVALCANTI et al., 2015). 

Desta maneira estes indivíduos apresentam uma alta prevalência de leucoplasias 

na mucosa bucal quando comparada a da população normal, que é de 2%, (PETTI et 



 
 

33  

al., 2003), e exige um acompanhamento contínuo, visto que esta lesão bucal é 

considerada um fator de risco para o desenvolvimento de câncer bucal (VAN DER 

WALL, 2009). 

Em síntese, indivíduos com AF apresentam uma maior prevalência de lesões 

bucais com potencial de malignização (PETTI et al., 2003; VAN DER WALL, 2009), 

defeitos no reparo do DNA somado a instabilidade cromossômica, que os levam à 

predisposição genética de desenvolver tumores sólidos (PAGANO et al., 2013). 

 

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO SISTÊMICO EM AF 
 

 
A toxicidade da célula pelo oxigênio vem sendo estudada desde os anos 80 

(HALLIWELL B., 1999), e na anemia de Fanconi não foi exceção.  

Foi observada a presença excessiva do oxigênio nas células de pacientes com 

anemia de Fanconi causando uma toxicidade e consequentemente a indução de 

estresse oxidativo. Estes trabalhos relacionam o estresse oxidativo com a doença, e 

consideram-lhe como um fator crítico em sua patogênese (DU et al., 2008; LI et al., 

2014). 

Este estresse oxidativo é evidenciado também em estudos in vitro e in vivo, nos 

quais se encontraram acúmulos de subprodutos de dano ao DNA (8- 

hydroxideoxiguanosina) (DEGAN et al., 1995) e outras anomalias de âmbito oxido- 

redutivas, como um aumento na proporção de glutationa reduzida: glutationa oxidada 

(GSH:GSSG), (PAGANO et al., 2004) e expressão da SOD (PETROVIE et al., 2011). 

Assim, baseados no fenótipo da doença, os autores sugerem que AF é uma 

doença relacionada com a formação de ERO (PAGANO et al., 2003). E propõe-se, um 

vínculo entre o fenótipo da AF e o estresse oxidativo (PAGANO et al., 2005). 

O estresse oxidativo é então considerado um fator etiológico na patogênese da 

doença. Por exemplo, atribui-se o desenvolvimento da falência medular à produção de 

ERO, resultante do contato com agentes físicos e químicos, baseados na conhecida 

sensibilidade das células hematopoiéticas as ERO (PAGANO et al., 2005). Além 

disso, o estresse oxidativo está relacionado a outras características clínicas como a 

pigmentação anormal da pele, que está atribuída a mecanismos moleculares 

regulados por processos redox, sendo graças aos processos oxidativos, que se 

consegue a biossíntese da melanina, relacionado com a expressão de Tioredoxina 

(AHMAD, 2006). Outras malformações podem ser atribuídas à exposição ao estresse 
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oxidativo no desenvolvimento intrauterino (PAGANO et al., 2015). De fato, na literatura 

existe uma controvérsia se o fenótipo dos pacientes com AF reflete melhor o cenário 

de uma resposta deficiente ao dano no DNA ou se deve apenas a um desequilíbrio no 

estado oxidativo do paciente (AHMAD, 2006). 

A figura 3 mostra as alterações no nível de EO e proteínas nos indivíduos com 

AF.  

 

 

 

 

Figura 3. Mecanismo de produção de EO e alterações fenotípicas na anemia de 

Fanconi.  (Modificado de Li et al., 2014). 

 
É sugerido um estado pró-oxidante após encontrar em pacientes com AF pré- 

transplante um aumento de 8-OhdG e níveis aumentados de GSSG. Como se 

encontraram valores diferentes em pacientes transplantados, sendo menores os 

valores de GSSG no indivíduos que já tinham sido transplantados, entende-se que 
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esse ambiente pró-oxidante pode ser reduzido após o transplante de células tronco 

hematopoiéticas (TCTH) (PAGANO et al., 2004). 

 

Figura 4. Defeitos provocados por excesso de ERO na anemia de Fanconi a nível 

mitocondrial (Modificado de Kumari et al., 2012). 

 
Defeitos genéticos próprios da AF contribuem na acumulação de ERO (Figura 4), 

que afeta as mitocôndrias e vai gerar uma diminuição no seu potencial de membrana, 

tornando o sistema de desintoxicação das ERO incapazes de responder ao excesso 

dessas espécies. Isto leva à anormalidades mitocondriais (fragmentação), resultando 

em diminuição do consumo de oxigênio, baixa produção de ATP e, provavelmente, 

outras consequências como citotoxicidade e morte celular (KUMARI et al., 2012). 

Alterações nas funções mitocondriais das células de AF apresentam então, 

maiores níveis de ERO, menores valores de potencial de membrana mitocondrial, que 

leva a uma mudança na morfologia da mesma, uma diminuição na produção de ATP, 

consequência da perda do potencial de membrana, diminuição do consumo de 

oxigênio, aumento da SOD 1, e uma falha na resposta do complexo NADPH ante a 

presença de H2O2 para tentar compensar a produção diminuída de ATP (KUMARI et 

al., 2012). 

Também na AF, tem-se evidenciado um envolvimento das ERO na 

hipersensibilidade aos clastogênicos do DNA (PAGANO, 2000). Os resultados que 

suportam esta evidência são o fato de diminuir essa hipersensibilidade após a 

presença de antioxidantes como a catalase, SOD, e vitamina E (NORDENSON et al., 

1977; PINCHEIRA et al., 2001), o que explica uma vez mais o desequilíbrio oxidativo 
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nestes indivíduos, a nível celular e de DNA. 

Acredita-se que a GST está envolvida no mecanismo principal de desintoxicação 

por DEB (PELIN et al., 1996), no qual parece que essa sensibilidade aumentada   aos 

clastógenos é relacionada a anormalidades nas expressões desse tripeptídeo 

(PAGANO et al., 2015). Outra enzima envolvida nessa proteção à clastógenos é a 

tiorredoxina, a qual protege os fibroblastos de indivíduos com AF da toxicidade 

induzida por eles (RUPPITSCH et al.,1998). 

Outro indicador na AF de produção de ERO, são as concentrações elevadas TNF- 

α encontradas em pacientes com AF em níveis significativamente aumentados em 

comparação com plasma dos controles (SCHULZ et al., 1993) . Desde que TNF-α é 

um reconhecido indutor na produção de ERO, uma vez que ativa os fagócitos, e eles 

liberam ERO (SCHULZ et al., 1993). 

 

1.6 ESTUDOS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM SALIVA 

 

Atualmente biomarcadores salivares são válidos como medidores para avaliar o 

estresse oxidativo, e elucidar seus mecanismos. A 8- hidroxideoxiguanosina (8- 

OHdG), produto da oxidação do DNA e o malondialdeído (MDA), produto da 

peroxidação lipídica, podem ser facilmente avaliados à partir da saliva. Deficiências no 

sistema de defesa antioxidante levarão ao aumento na concentração destes 

biomarcadores para estresse oxidativo e do estado antioxidante total tanto em soro 

quanto na saliva. Os níveis aumentados destes produtos da oxidação estão 

relacionados a níveis mais altos de doença (SOTILLO et al., 2011). 

Wang e Cols. apresentam os principais estudos que foram feitos com saliva 

pesquisando níveis de oxidantes e antioxidantes, os quais objetivam identificar 

desequilíbrios a nível oxidativo segundo as condições estudadas (WANG et al., 2015). 

Há o desenvolvimento de técnicas bioquímicas de amostragem que quantificam 

as substâncias envolvidas no sistema oxidante-antioxidante em diversos fluidos 

corporais (EREL, 2004; EREL, 2005; BENEDETTI et al., 2014). 

Os métodos mais utilizados para aferição indireta dos radicais livres e, 

consequentemente, das lesões oxidativas, são os espectrofotométricos e 

cromatográficos, que medem separadamente a atividade enzimática da SOD, da 

catalase, da GSH-Px, da GSH-Rd ou a concentração dos tripeptídeos (GSH, GSSG) e 

dos aldeídos (MDA). Por exemplo, a peroxidação lipídica é habitualmente medida pelo 
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método do MDA, e o estresse oxidativo por dosagens de GSSG e/ou pelo cálculo da 

razão GSSG/GSH (STOREY et al., 2004). 

Quando as diferentes espécies de oxidantes e antioxidantes são medidas 

separadamente, apresentam técnicas demoradas, trabalhosas, dispendiosas e 

complicadas. Portanto foi proposto o estudo do estado oxidante total (EOT) (EREL, 

2004) e da capacidade antioxidante total (CAT) (EREL, 2004; BENEDETTI et al., 

2014). Uma vez que seus efeitos são aditivos (EREL, 2004). 

Atualmente, têm sido estudadas com estas metodologias laboratoriais doenças 

sistêmicas como Diabetes Mellitus, esclerose múltipla, síndrome de Down, Alzheimer 

e condições orais como lesões pré-malignas, estomatite aftosas recorrentes, câncer 

de boca, cárie dental, periodontite, entre outros (WANG et al., 2015). 

Na doença periodontal por exemplo o dano induzido pelos radicais livres é 

estudado por seu envolvimento na maioria das condições patológicas de origem 

inflamatória. Se atribui aos leucócitos a produção de EROs, para à destruição das 

bactérias involucradas na patogênese da doença. Entretanto essas bactérias também 

são produtoras de EROs. Então quando há um desequilíbrio biológico, estes radicais 

podem danificar também as células do próprio organismo, neste caso o tecido 

periodontal (DIAB-LADKI et al., 2003). 

Foram estudados biomarcadores (MDA, CAT) de estresse oxidativo em ulceras 

aftosas recorrentes e em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2, nos quais foram 

medidas a nível salivar e a nível sérico, em ambos os estudos os valores estiveram 

fortemente correlacionados demostrando a validade da saliva como fluido corporal 

para diagnóstico (SARAL et al., 2005; AL-RAWI et al., 2011). 

Hegde et al. (2009) avaliaram a CAT em crianças com cárie da primeira infância e 

cárie rampante, e verificaram que há um aumento da CAT nas crianças com cárie em 

relação aos seus grupos controles. E verificou-se que os níveis aumentados de CAT 

se dão devido à resposta inflamatória gerada pela infecção da cárie ou pela má 

higienização oral observada. E por fim, verificaram que em crianças mais velhas a 

CAT tem níveis aumentados, sugerindo para este resultado que se alimentaram de 

alimentos mais sólidos e com maiores quantidades de antioxidantes (HEGDE et al., 

2009). 

Valores aumentados de CAT foram encontrados também em doenças sistémicas 

como Diabetes Mellitus- tipo 1 (ASTANEIE et al., 2005), escleroderma (ZALEWSKA et 

al., 2014), e em doenças locais como líquen plano oral (BATTINO et al., 2008), e 
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periodontite crônica (SU et al., 2009). Os autores sugerem que os níveis aumentados 

de CAT são devido à resposta inflamatória do organismo frente a infecção ou como 

uma resposta doença que o indivíduo apresenta. 

Um número de biomarcadores de estresse oxidativo têm sido identificados e 

quantificados na saliva. Esses biomarcadores, representam moléculas que tenham 

sido submetidas a modificações in vivo, na presença de ERO/N causadas por as 

diferentes doenças estudadas (WANG et al., 2015). Porém, este é o primeiro estudo 

que faz uma análise salivar em indivíduos com Anemia de Fanconi. 
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2 OBJETIVO GERAL 
 
 

 
Analisar o estado oxidativo salivar nos pacientes com anemia de Fanconi. 

 
 
 
 
 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 
2.1.1 Mensurar o estado oxidante total presente na saliva dos indivíduos com AF. 

 
2.1.2 Estudar a capacidade antioxidante total da saliva, e avaliar as 

concentrações de vitaminas C e E nestes indivíduos. 

2.1.3 Analisar diferenças entre a saliva estimulada e não estimulada de indivíduos 

com AF. 



40 

 
 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

 
3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

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

com parecer de número 1.032.358. Os indivíduos foram convidados a assinar o termo 

de consentimento livre e esclarecido, autorizando a participação voluntária na 

pesquisa. 

3.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA  

Estudo transversal, pareado por sexo e idade. 

3.3 POPULAÇÃO DO ESTUDO 

Os participantes do presente estudo são todos os pacientes com anemia de 

Fanconi em pré-transplante atendidos de Janeiro a Dezembro 2015 no Hospital de 

Clínicas da Universidade Federal de Paraná (HC UFPR). 

A amostra foi por conveniência. Após passar pela consulta médica, os pacientes 

elegíveis eram convidados a participar do estudo. 

3.4 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes com diagnóstico de 

AF não transplantados no HC UFPR com idade igual ou superior a 4 anos, no período 

de maio a novembro 2015. 

Uma vez coletado um caso, procurava-se o controle saudável. Cada controle foi 

cuidadosamente selecionado segundo o sexo e a idade do indivíduo previamente 

coletado com anemia de Fanconi.  

Todos os participantes do grupo controle eram saudáveis sistemicamente, não 

apresentavam doenças orais e não faziam uso de nenhum medicamento. Foram  

abordados em escolas de Curitiba, da triagem da Clínica de odontopediatria, e de 

estudantes de Odontologia. 

3.5 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Foram excluídos os participantes que não estavam aptos para cuspir, tabagistas, 

presença de outras doenças locais e/ou desordens sistêmicas. 

Indivíduos em uso de medicação com vitamina C e /ou vitamina E, assim como 

qualquer outro vitamínico, que pudesse influenciar nas concentrações. 
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3.6 COLETA DE DADOS 

Informações como sexo, idade, e medicamentos que utilizavam foram coletados 

dos indivíduos com AF. Dos prontuários médicos foram extraídos o fenótipo dos 

pacientes, alguma restrição da dieta e confirmados os medicamentos que tomavam. 

3.7 COLETA DE SALIVA E FLUXO SALIVAR 

Foi solicitado aos participantes não comer, beber nem escovar os dentes por um 

período de, pelo menos, uma hora antes da coleta de saliva. As coletas de saliva 

foram feitas entre os períodos de 8:00 e 11:30h da manhã, sob condições 

padronizadas. Antes do início da coleta foi solicitado que deglutisse a saliva presente 

na cavidade bucal. 

Foram coletadas saliva não estimulada e estimulada, com o objetivo de ver as 

diferenças entre as salivas sendo que na população em geral, a saliva estimulada 

apresenta maiores níveis de AOX, quando comparada com a não estimulada 

(NAGLER et al., 2002). O aumento do fluxo mediante a estimulação muda as 

concentrações de vários constituintes da saliva (APS et al., 2004). 

 Para a coleta da saliva não estimulada, foi orientado para o participante 

permanecer sentado com a boca aberta durante 5 minutos e que cuspisse conforme a 

saliva ficasse no assoalho de boca.  

A saliva estimulada foi coletada pelo método de spitting (o método do cuspe), 

sendo estritamente estimulada com um filme de parafina.  A saliva coletada foi 

acondicionada em recipientes estéreis devidamente identificados. Durante a coleta, e 

para seu transporte, as amostras permaneceram em um isopor com gelo. As amostras 

foram centrifugadas a 9.030 x g (10.000 RPM) durante 4 minutos. 

O fluxo salivar foi medido com a ajuda de micropipetas calibradas em laboratório. 

A coleta da saliva dos controles seguiu o mesmo protocolo. Todas as amostras foram 

armazenadas a -20°C e todas as análises realizadas em menos de 15 dias. 

Após a coleta da saliva prosseguiu -se uma avaliação clínica intraoral, e anotada 

a condição bucal deles. 

3.8 ANÁLISES BIOQUÍMICA DA SALIVA 
3.8.1 DETERMINAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL 

(CAT) 

Determinou-se a CAT pelo método de Erel (Erel, 2004), no qual as reações de 

radicais livres são iniciadas com a produção do radical hidroxilo por meio de reação de 

Fenton e a velocidade desta é monitorada seguindo a absorvância de radicais 
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dianisidil coloridos.  

Uma alíquota de saliva de cada amostra foi adicionada a uma solução contendo 

75 mM de solução de Clark e Lubs (160 ml de KCl (75 mM) e 40 ml de HCl 37% (75 

mM), pH final 1,8), 10 mM de o-dianisidina e 45 μM de Fe (NH4)2(SO4)2 6H2O. 

Posteriormente foi realizada a leitura das amostras num leitor de microplaca a uma 

absorbância de 450nm. Após a primeira leitura foi adicionada uma alíquota de uma 

solução 7.5 μM de H2O2, preparada na solução de Clark e Lubs, e após de   7 

minutos, uma nova leitura foi realizada. A curva padrão foi feita com Trolox em PBS 

(pH 7,4). Todas as amostras foram avaliadas em triplicata e os resultados foram 

determinados mediante a diferença das leituras e expressos em mmol Trolox 

equivalente/L. 

3.8.2 DETERMINAÇÃO DO ESTADO OXIDANTE TOTAL (EOT) 

O EOT    foi     determinado     pelo     método     de     Erel     (EREL,     2005).  O 

método é baseado na oxidação do íon ferroso em íon férrico na presença de várias 

espécies oxidantes em meio ácido e a medição do íon férrico pelo laranja de xilenol.  

Uma alíquota de saliva de cada amostra foi adicionada a uma solução contendo: 

150 μM de xilenol, 140 μM de NaCl, 90 ml de H2SO4 25 μM e 10 ml de glicerol 1,35 M. 

Posteriormente foi realizada a leitura das amostras num leitor de microplaca a uma 

absorbância de 550 nm. Após a primeira leitura foi adicionada uma alíquota de uma 

solução contendo: 5 mM de Fe (NH4)2(SO4)2 6H2O e 10 mM de o-dianisidina em 10 ml 

de H2SO4 25 mM.  Após 4 minutos, uma nova leitura foi realizada. A curva padrão foi 

feita com H2O2. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata e os resultados 

foram determinados mediante a diferença das leituras e expressos em μmol H2O2 

equivalente /L. 

3.8. 3 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DA VITAMINA E 

A vitamina E foi determinada pela redução do Mo (VI) a Mo (V), produzida pelo 

analito da amostra e a subsequente formação do complexo fosfato/Mo(V) de cor verde 

a pH ácido (Prieto, Pineda e Aguilar, 1999). 

 Uma alíquota de 100 µl de saliva de cada amostra foi adicionada a uma solução 

contendo 1000 µl de Reagente 1 (4 m M molibdato de amoníaco, 0.6 M ácido 

sulfúrico, 28 mM sódio fosfato). Posteriormente foi realizada a leitura das amostras a 

uma absorbância de 695 nm. Os resultados foram expressos em mmol/L (mM) e curva 

padrão foi feita com Trolox em PBS (pH 7,4). 
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3.8.4 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DA VITAMINA C 

A vitamina C foi determinada pela formação da cor proveniente da interação do 

ácido ascórbico com o reagente de Folin (Jagota e Dani, 1982). A saliva foi preparada 

com 0.2 ml de TCA 10%, depois colocada em um banho de gelo e por último uma 

centrifugação de 3000 rpm por 5 min. Uma alíquota de 200 µl de saliva de cada 

amostra preparada foi adicionada a uma solução contendo 1,5 ml de água miliQ e 0.2 

de Folin. Posteriormente foi realizada a leitura das amostras a uma absorbância de 

720 nm. Os resultados foram determinados mediante a fórmula de tomada de ensaio 

e expressos em mg/L. 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados coletados foram tabulados e organizados estatisticamente por meio do 

programa Statistical Package for the Social Sciences® (versão 19.0; SPSS Inc., 

Chicago, IL, EUA). 

Os resultados das variáveis foram analisados aplicando os testes t de student 

(para comparação dos grupos com distribuição normal dos dados) e de U de Mann 

Whitney (para dados não paramétricos). 

Foi realizada uma regressão linear, para determinar no laboratório a concentração 

de cada variável e outra com dados pareados para ajustar os dados por sexo idade, 

presença de doença periodontal e cárie, que pudesse influenciar no resultado, no 

grupo caso. A significância estatística foi considerada quando p < 0,05 e R2 sejam 

maiores que 0,98, respectivamente. 

Para avaliação da normalidade dos dados foi usado o Teste Shapiro Wilk por 

compreender uma amostra de 40 participantes. 
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RESUMO 
 
 

O estresse oxidativo (EO) é considerado um fator na etiopatogênese da 

anemia de Fanconi (AF) devido à produção excessiva de espécies reativas de 

oxigênio nas células destes indivíduos. Por outro lado, o EO também é 

responsável por produzir alterações genéticas que promovem a iniciação e a 

proliferação de neoplasias malignas.  Por causa das mutações genéticas que a 

AF apresenta, as células não possuem a capacidade de reparação do DNA. 

Portanto um aumento no EO pode provocar aberrações cromossômicas e 

mutações, aumentando assim a chance do aparecimento de lesões malignas, 

entre as quais podemos citar o carcinoma espinocelular (CEC). A saliva tem um 

papel importante no equilíbrio do estado oxidativo intrabucal. No entanto, o 

aumento na quantidade de radicais livres pode favorecer o aparecimento do CEC. 

Considerando as evidências mencionadas, o objetivo deste trabalho foi determinar 

o estado oxidativo da saliva de indivíduos com AF. Foi coletada saliva estimulada 

e não estimulada de indivíduos com AF e de indivíduos saudáveis (controles). Em 

ambos os grupos foram analisadas as seguintes variáveis: estado oxidante total 

(EOT), capacidade antioxidante total (CAT), vitamina C, vitamina E. Todas as 

análises foram realizadas laboratorialmente por espectrofotometria e a 

comparação estatística através dos testes t e Mann Whitney, escolhendo p < 0,05 

para rejeição da hipótese nula. Os resultados mostraram que a CAT teve uma 

média estatisticamente maior em ambas as salivas analisadas, assim como as 

concentrações de vitamina C. Dentro dos limites do estudo pode-se concluir que 

os indivíduos com AF tem o estado oxidativo alterado. 

 
 
 
 

 
Palavras-chave: Antioxidantes. Oxidantes. Estresse oxidativo. Saliva. Anemia de 

Fanconi. 
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ABSTRACT 
 
 

Oxidative stress (OE) is considered a factor on the etiopathogenesis of 

Fanconi anemia (FA) due to its excessive production of reactive oxygen species on 

their cells. On the other hand, OE is also responsible for producing genetic 

alterations that promote the initiation and proliferation of malignant neoplasms. As in 

individuals with FA, cells do not have an efficient DNA repair capacity; the increase 

in OE can cause chromosomal aberrations and mutations, thus increasing the 

appearance chance of malignant lesions, among them, squamous cell carcinoma 

(SCC). Saliva has an important role in intraoral oxidative balance; however, the 

increase in the amount of salivary free radicals may promote the onset of SCC. 

Considering this, the aim of this study is to determine the salivary oxidative status of 

individuals with FA. Stimulated saliva was collected from patients with FA and 

healthy individuals (controls). In both groups the following variables were analyzed: 

Total oxidant status (TOS), total antioxidant capacity (TAC), vitamin C, vitamin E. All 

laboratory assessments were performed by spectrophotometry. T test and Mann 

Whitney were used choosing p <0.05 for statistical differences. The results showed 

that, TAC was statistically higher in both of analyzed saliva, and so were vitamin C 

concentrations. Within the study limits it can be concluded that, individuals with FA 

have an altered oxidative status. 

 
 
 

Keywords: Antioxidants, oxidants, oxidative stress, saliva, Fanconi anemia. 
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INTRODUÇÃO 
 
 

 
A anemia de Fanconi (AF) é definida como uma síndrome de fragilidade 

cromossômica, autossômica recessiva, caracterizada por apresentar 

malformações congênitas diversas em 70% dos casos e em diferentes órgãos. 

Estas manifestações clínicas se agrupam em quatro grandes grupos: defeitos ou 

anomalias físicas existentes ao nascimento, endocrinopatias e falhas no 

crescimento, ocorrência de tumores sólidos malignos e anomalias, que incluem a 

insuficiência medular e desenvolvimento de leucemia ou síndromes 

mielodisplásicas, resultando em incontáveis fenótipos nestes pacientes 

(SAGASETA DE ILURDOZ et al., 2003), com uma patogênese muito diversa e 

pouco compreendida.  

São poucos os estudos sobre a condição bucal em portadores de AF 

(TEKCICEK et al., 2007, AÇIKGÖZ et al., 2005; DE ARAUJO et al., 2007 ;LYKO, 

et al., 2013, CAVALCANTI et al., 2015) e reportam com uma alta frequência à 

presença de lesões em mucosa bucal, principalmente de origem traumática, como 

hiperceratoses, e em menor prevalência, lesões leucoplásicas (CAVALCANTI et 

al., 2015). Fato que é de alta relevância ao associar a predisposição destes 

pacientes a desenvolver tumores sólidos malignos, visto que as leucoplasias são 

lesões com potencial de malignização (VAN DER WAAL, 2009). 

O estresse oxidativo (EO) é definido como um desequilíbrio entre o número 

total de oxidantes ou espécies reativas do oxigênio (ERO) contra a capacidade 

antioxidante total, em favor dos oxidantes, levando a uma perturbação na 

sinalização e no controle redox e/ou dano molecular (JONES, 2006) podendo 

produzir alterações nos componentes biológicos. 

Os indicadores do estresse oxidativo incluem bases de DNA alteradas, 

produtos de oxidação de proteínas, estado oxidante total alterado, e produtos de 

peroxidação de lipídeos que podem relacionar-se com o desenvolvimento de 

lesões malignas (HALLIWELL et al., 1999), ou na patogênese de várias doenças 

degenerativas crônicas, (HALLIWELL, 1994) como a anemia de Fanconi 

(PAGANO et al., 2003). 

Alguns autores atribuem à toxicidade excessiva do oxigênio molecular nas 
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células dos pacientes a causa da anemia de Fanconi (AF), relacionando o 

estresse oxidativo com a doença, considerando-o como um fator crítico na 

patogênese da mesma (DU et al., 2008; LI et al., 2014). Outros autores, baseados 

no fenótipo da doença, sugerem que AF é uma doença relacionada com a 

formação de ERO (PAGANO et  al.,    2003). 

Propõe-se então, na literatura, uma associação entre o fenótipo clínico da AF e o 

estresse oxidativo como um fator etiológico da doença. Por exemplo, atribui-se o 

desenvolvimento da falência medular à produção de ERO, resultante do contato 

com agentes físicos e químicos, baseados na conhecida sensibilidade das células 

hematopoiéticas as ERO. 

Além disso, o estresse oxidativo está relacionado a outras características 

clínicas da doença, como a pigmentação anormal da pele, que é atribuída a 

mecanismos moleculares regulados por processos redox, sendo responsáveis os 

processos oxidativos na biossíntese da melanina, relacionado com a expressão 

de Tiorredoxina. Outras malformações podem dar-se pela exposição ao estresse 

oxidativo no desenvolvimento intrauterino. De fato, na literatura existe uma 

controvérsia se o fenótipo dos pacientes com AF reflete um cenário de resposta 

deficiente ao dano ao DNA ou deve-se apenas a um desequilíbrio no estado 

oxidativo do paciente (AHMAD, 2006). 

Os pacientes com AF apresentam um alto risco de desenvolver lesões 

malignas precocemente, apresentando mais chances de desenvolver tumores de 

cabeça e pescoço quando comparados com a população em geral 

(TISCHKOWITZ et al., 2003; KUTLER et al., 2003; ACIKGOZ et al., 2005). Sua 

predisposição parece estar ligada a uma falha no mecanismo de reparo que estes 

pacientes apresentam no DNA, o que deve resultar em mutações, aumentando 

chance de transformações malignas. (ALTER, 1996; ROSENBERG et al., 2003). 

Pela mesma causa, a detecção precoce de lesões potencialmente malignas é de 

extrema importância nestes indivíduos, uma vez que os tratamentos com 

radioterapia e quimioterapia são contraindicados, devido a excessiva toxicidade, 

deixando somente a possibilidade de cirurgia, que pode ser curativa só em casos 

de detecção precoce e sem disseminação (SALUM et al., 2006). 

No câncer, o estresse oxidativo pode ativar os fatores de crescimento, 

citocinas inflamatórias, quimiocinas, moléculas reguladoras do ciclo celular, e as 
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moléculas de processos antiinflamatórios. Como o estresse oxidativo ativa vias 

inflamatórias que levam à transformação de uma célula normal em célula tumoral, 

as observações sugerem que o estresse oxidativo, inflamação crônica e o câncer 

estão intimamente ligados (REUTER et al., 2010). A extensão do dano ao DNA é 

proporcional à magnitude do estresse oxidativo. Este estresse reflete o dano dos 

agentes oxidantes e a efetividade da capacidade de defesa dos antioxidantes 

( A O X )  (BAHAR et al., 2007). 

Células com um funcionamento normal reconhecem e eliminam ou reparam esses 

danos ao DNA, mas células com defeito na reparação de DNA pode resultar em 

aberrações cromossômicas, como as observadas em AF (NORDENSON  et  al., 

1977). Esta situação é de suma importância, sendo os pacientes com anemia de 

Fanconi suscetíveis ao desenvolvimento de massas tumorais sólidas, e tendo um 

comprovado estresse oxidativo intrínseco. 

A saliva pode demonstrar praticamente todo o espectro de estados normais e 

de doença de um indivíduo. Quase tudo o que pode ser medido no sangue 

também pode ser medido na saliva (KAUFMAN et al., 2002). A saliva tem também 

um papel importante no equilíbrio do estresse oxidativo intrabucal, por ser 

considerada um fluido com potencial antioxidante. No entanto, o aumento na 

quantidade de ERO no fluido salivar pode favorecer o aparecimento de câncer 

espinocelular de boca, como observado no estudo de Nagler e colaboradores, no 

qual a saliva ao perder sua capacidade antioxidante se converteu em um fluido 

pró-oxidante (NAGLER et al., 2006). Frente a estas evidências, esta pesquisa se 

propôs a estudar pela primeira vez em indivíduos com AF o estado oxidativo 

salivar. 

 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 

 
ASPECTOS ÉTICOS 

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

Paraná com parecer de número 1.032.358. Os indivíduos foram convidados a 

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

voluntária na pesquisa. 
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POPULAÇÃO DO ESTUDO 

Os participantes do presente estudo são todos os pacientes com anemia de 

Fanconi em pré-transplante atendidos no Hospital de Clínicas da Universidade 

Federal de Paraná (HC UFPR). 

A amostra foi por conveniência. Após passar pela consulta médica, os 

pacientes elegíveis eram convidados a participar do estudo. 

CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

Foram convidados a participar do estudo todos os pacientes com diagnóstico 

de AF não transplantados no HC UFPR com idade igual ou superior a 4 anos, no 

período de maio a novembro 2015. 

Uma vez coletado um caso, procurava-se o controle saudável. Cada controle 

foi cuidadosamente selecionado segundo o sexo e a idade do indivíduo previamente 

coletado com anemia de Fanconi.  

Todos os participantes do grupo controle foram saudáveis sistemicamente, 

não apresentavam doenças orais e não faziam uso de nenhum medicamento. 

Foram abordados em escolas de Curitiba, da triagem da Clínica de odontopediatria, 

e de estudantes de Odontologia. 

CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Foram excluídos os participantes que não estavam aptos para cuspir, 

tabagistas, presença de outras doenças locais e/ou desordens sistêmicas. 

Indivíduos em uso de medicação com vitamina C e /ou vitamina E, assim 

como qualquer outro vitamínico, que pudesse influenciar nas concentrações 

salivares. 

COLETA DE SALIVA E FLUXO SALIVAR 

Foi solicitado aos participantes não comer, beber nem escovar os dentes por 

um período de, pelo menos, uma hora antes da coleta de saliva. As coletas de 

saliva foram feitas entre os períodos de 8:00 e 11:30h da manhã, sob condições 

padronizadas. Antes do início da coleta foi solicitado que deglutisse a saliva 

presente na cavidade bucal. 

Foram coletadas saliva não estimulada e estimulada, com o objetivo de ver as 

diferenças entre as salivas sendo que na população em geral, a saliva estimulada 

apresenta maiores níveis de AOX, quando comparada com a não estimulada 

(NAGLER et al., 2002). O aumento do fluxo mediante a estimulação muda as 
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concentrações de vários constituintes da saliva (APS et al., 2004). 

 Para a coleta da saliva não estimulada, foi orientado para o paciente 

permanecer sentado com a boca aberta durante 5 minutos e que cuspisse 

conforme a saliva ficasse no assoalho de boca.  

Na saliva estimulada foi coletada pelo método de spitting (o método do cuspe), 

sendo estritamente estimulada com um filme de parafina.  A saliva coletada foi 

acondicionada em recipientes estéreis devidamente identificados. Durante a coleta, 

e para seu transporte, as amostras permaneceram em um isopor com gelo. As 

amostras foram centrifugadas a 9.030 x g (10.000 RPM) durante 4 minutos. 

A coleta da saliva dos controles seguiu o mesmo protocolo. Todas as 

amostras foram armazenadas a -20°C e todas as análises realizadas em menos 

de 15 dias. 

ANÁLISE BIOQUÍMICA DA SALIVA 

DETERMINAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAT) 

Determinou-se a CAT pelo método de Erel (Erel, 2004), no qual as reações 

de radicais livres são iniciadas com a produção do radical hidroxilo por meio de 

reacção de Fenton e a velocidade desta é monitorada seguindo a absorvância de 

radicais dianisidil coloridos.  

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

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

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

(NH4)2(SO4)2 6H2O. Posteriormente foi realizada a leitura das amostras num 

leitor de microplaca a uma absorbância de 450nm. Após a primeira leitura foi 

adicionada uma alíquota de uma solução 7.5 μM de H2O2, preparada na solução 

de Clark e Lubs, e após de   7 minutos, uma nova leitura foi realizada. A curva 

padrão foi feita com Trolox em PBS (pH 7,4). Todas as amostras foram avaliadas 

em triplicata e os resultados foram determinados mediante a diferença das leituras 

e expressos em mmol Trolox equivalente/L. 

DETERMINAÇÃO DO ESTADO OXIDANTE TOTAL (EOT) 

O    EOT    foi     determinado     pelo     método     de     Erel     (EREL,     

2005).  O método é baseado na oxidação do íon ferroso em íon férrico na 

presença de várias espécies oxidantes em meio ácido e a medição do íon férrico 

pelo laranja de xilenol.  
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Uma alíquota de saliva de cada amostra foi adicionada a uma solução 

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

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

microplaca a uma absorbância de 550 nm. Após a primeira leitura foi adicionada 

uma alíquota de uma solução contendo: 5 mM de Fe (NH4)2(SO4)2 6H2O e 10 

mM de o-dianisidina em 10 ml de H2SO4 25 mM.  Após 4 minutos, uma nova 

leitura foi realizada. A curva padrão foi feita com H2O2. Todas as amostras foram 

avaliadas em triplicata e os resultados foram determinados mediante a diferença 

das leituras e expressos em μmol H2O2 equivalente /L. 

DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DA VITAMINA E 

A vitamina E foi determinada pela redução do Mo (VI) a Mo (V), produzida 

pelo analito da amostra e a subsequente formação do complexo fosfato/Mo(V) de 

cor verde a pH ácido (Prieto, Pineda e Aguilar, 1999).  

Uma alíquota de 100 µl de saliva de cada amostra foi adicionada a uma 

solução contendo 1000 µl de Reagente 1 (4 m M molibdato de amoníaco, 0.6 M 

ácido sulfúrico, 28 mM sódio fosfato). Posteriormente foi realizada a leitura das 

amostras a uma absorbância de 695 nm. Os resultados foram expressos em 

mmol/L (mM) e curva padrão foi feita com Trolox em PBS (pH 7,4). 

DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DA VITAMINA C 

A vitamina C foi determinada pela formação da cor proveniente da 

interação do ácido ascórbico com o reagente de Folin (Jagota e Dani, 1982). A 

saliva foi preparada com 0.2 ml de TCA 10%, depois colocada em um banho de 

gelo e por último uma centrifugação de 3000 rpm por 5 min. Uma alíquota de 200 

µl de saliva de cada amostra preparada foi adicionada a uma solução contendo 

1,5 ml de água miliQ e 0.2 de Folin. Posteriormente foi realizada a leitura das 

amostras a uma absorbância de 720 nm. Os resultados foram determinados 

mediante a fórmula de tomada de ensaio e expressos em mg/L. 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados coletados foram tabulados e organizados estatisticamente por 

meio do programa Statistical Package for the Social Sciences® (versão 19.0; 

SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). 

Os resultados das variáveis foram analisados aplicando os testes t de 

student (para comparação dos grupos com distribuição normal dos dados) e de U 
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de Mann Whitney (para dados não paramétricos). 

Foi realizada uma regressão linear, para determinar no laboratório a 

concentração de cada variável e outra com dados pareados para ajustar os dados 

por sexo idade, presença de doença cárie e periodontal, que pudesse influenciar 

no resultado, no grupo caso. A significância estatística foi considerada quando p < 

0,05 e R2 sejam maiores que 0,98, respectivamente. 

Para avaliação da normalidade dos dados foi usado o Teste Shapiro Wilk 

por compreender uma amostra de 40 participantes. 

 

RESULTADOS 
 

A amostra do grupo com anemia de Fanconi foi composta por 40 

indivíduos, não transplantados. A saliva estimulada foi coletada de todos os 

participantes, porém, a não estimulada, somente de 20, devido à dificuldade em 

obter saliva não estimulada nas crianças.  

Os dados sóciodemograficos de cada indivíduo podem ser observados na 

Tabela 1 na qual a porcentagem de homens e mulheres é praticamente igual. A 

idade média da amostra foi de 14,5 anos (4 a 33 anos). A porcentagem de 

indivíduos que aguardavam o transplante de células tronco hematopoiéticas 

(TCTH) é 67,5% e a média de tempo do diagnóstico foi de 5 anos. Nenhum dos 

participantes possuem restrição alimentar. 

Os valores do EOT, CAT, vitamina E e vitamina C na saliva estimulada de 

todos os participantes e seus controles pode ser observada na da Tabela 2. Tanto 

a CAT como a Vitamina C apresentaram valores significativamente maiores nos 

indivíduos com AF. 

O mesmo resultado foi observado na saliva não estimulada, porém, quando 

comparadas as médias de cada parâmetro entre os dois tipos de saliva, os da 

estimulada foram significativamente maiores, tanto na CAT quanto na Vitamina C, 

com um p = 0,07 e p = 0,001 respectivamente (Tabela 3). 

Os participantes foram divididos de acordo com a faixa etária, sendo que, 

os de 4 a 11 anos foram considerados crianças, de 13 aos 17 anos como 

adolescentes, e adultos aqueles com idade superior a 18 anos. 

Foram comparados os indivíduos com AF de cada faixa etária e resultou 

que, os adolescentes e adultos apresentaram maiores níveis de oxidantes do que 
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as crianças, o que foi estatísticamente significante. Já entre adolescentes e 

adultos não houve diferenças significativas. 

Quando se compararam os níveis de EOT, CAT, vitamina E e vitamina C 

dos indivíduos com AF em cada faixa etária com seus controles o comportamento 

da CAT e da vitamina C, continua igual ao das tabelas anteriores (maior nos 

indivíduos com AF). A CAT foi significativamente maior nos indivíduos com AF, 

em crianças e adolescentes especificamente. E a vitamina C foi maior nas 

crianças e adultos com AF do que nos controles. Todavia houve também uma 

diferença significativa entre as concentrações de oxidantes nas crianças, sendo 

maior nos controles. E os níveis de vitamina E foram maiores nos controles no 

grupo dos adolescentes (Tabela 4). 

Também na tabela 4, nos resultados exclusivos do grupo controle, 

observou-se que eles tiveram significância estatística nas concentrações do EOT, 

sendo maior sua concentração nos adultos quando comparado com as crianças e 

adolescentes. Porém quando comparadas as concentrações nas crianças e os 

adolescentes, os valores não apresentaram significância estatística. Na CAT, 

todos os grupos apresentaram diferenças significativas entre eles, diminuindo 

segundo a faixa etária da amostra. Por outro lado nas concentrações de vitaminas 

esse efeito não foi linear, e apresentaram um p< 0,05 nas concentrações de 

vitamina E no grupo dos adolescentes quando comparados com crianças e 

adultos, sendo os primeiros aqueles que tinham valores superiores. Nas 

concentrações de vitamina C, adolescentes e adultos tiveram significâncias 

estatísticas quando comparados com as crianças, sendo as crianças as que 

apresentavam uma menor concentração. 

Além da divisão por idade, os participantes foram agrupados de acordo 

com o gênero (Tabela 5). Compararam-se os valores dos homens e das mulheres 

em cada faixa etária, e resultou que: nas crianças o EOT e a CAT foi maior no 

sexo masculino, e a vitamina C foi maior no sexo feminino. Já nos adolescentes 

foi no sexo feminino que tiveram um maior EOT, por último na faixa etária dos 

adultos somente a vitamina E que teve uma diferença estatística, sendo um valor 

maior no sexo masculino. Quando foram comparados os controles de cada faixa 

etária, somente houve diferenças significativas nas concentrações de vitamina E, 

nos adolescentes, sendo maior no sexo masculino, e nos adultos as 
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concentrações de vitamina E e C que também apresentou concentrações maiores 

no sexo masculino. (Tabela 5). Os testes estatísticos entre os controles e os 

indivíduos com AF não foram apresentados porque obteve-se os mesmos 

resultados quando divididos somente por idade. 

 

DISCUSSÃO 

 
Atualmente, apesar da demonstração do papel do estresse oxidativo na 

patogênese da anemia de Fanconi (PAGANO et al., 2015), as conclusões sobre o 

estado oxidativo salivar em indivíduos com AF são incertas. Desta forma torna-se 

um estudo importante, por analisar o perfil de oxidantes e antioxidantes da saliva 

secretada de um amplo número de pacientes com AF não transplantados. Um 

aspecto interessante foi o aumento da CAT e da Vitamina C dos indivíduos com 

AF. 

A CAT sempre foi maior, quando comparado com o controle, embora a 

EOT não apresenta-se valores elevados. Isto sugere um aumento no 

comportamento de defesa do organismo. Uma possível explicação perante esse 

aumento do CAT, é o fato da AF ser uma doença conhecida por manter um 

estresse oxidativo intrínseco, o que pode produzir uma necessidade de aumentar 

essa defesa no organismo completo (ZALEWSKA et al. 2014) e estar frente a uma 

resposta do organismo para a condição da doença. 

Como a vitamina C está dentro dessa capacidade antioxidante elevada, o 

fato de encontrar seus níveis aumentados, sugere que a vitamina C influenciou 

nesse resultado. Porém a vitamina E, não teve esse comportamento. Por isso, um 

dado importante para avaliar seria a dieta; a qual, nesta pesquisa, foi realizada 

apenas uma pergunta sobre restrição de algum grupo alimentício. A dieta seria 

importante pois as vitaminas antioxidantes provém dela (HALLIWELL et al., 1995), 

e sua concentração se vê afetada pelo consumo. Em um estudo foi avaliada a 

suplementação de AOX no organismo e foi sugerido que além de melhorar a 

condição sistémica do participante, aumentou as concentrações do parâmetros 

mensurados, os quais foram analisados em plasma (ASSMANN et al., 2015). 

Estudos futuros podem direcionar maiores questões a respeito da 

frequência e qualidade das refeições, para obter mais informações sobre o perfil 

vitamínico da saliva. Não obstante, um outro estudo no qual se avaliaram 44 
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indivíduos com AF, encontrou-se que 52% apresentavam uma baixa renda 

familiar (FURQUIM et al., 2014), o que poderia refletir na dieta da família, 

sugerindo que a metade da amostra não tem as condições econômicas para 

seguir uma dieta rica em vitaminas (GALOBARDES, et al., 2001). 

A CAT considera a ação sinergista e cumulativa dos antioxidantes 

presentes na amostra biológica, conferindo essa capacidade de eliminar os 

radicais livres (RL). Porém uma explicação do porquê no grupo com AF, a 

vitamina C apresentou diferença significativa e a vitamina E não, pode ter sido 

ocasionado pelo fato da CAT depender de muitos outros fatores, como o 

envelhecimento, a doença base, tratamentos farmacológicos, entre outros 

(ZALEWSKA et al. 2014). 

Na literatura existe somente um outro estudo no qual se avaliaram as 

concentrações de antioxidantes (AOX) em comparação com um grupo controle 

(PAGANO et al., 2004). Neste estudo foi medido em plasma concentrações de 

vitamina C, ácido úrico e vitamina E, e não apresentaram nenhuma diferença em 

relação ao grupo controle (PAGANO et al., 2004). 

Estudos mais específicos devem ser feitos para saber quais desses 

antioxidantes estão elevados na saliva, pois pode ser produto de um desequilíbrio 

ao nível nuclear, de sinalização, que por sua vez provoca uma sobrevida celular, e 

uma consequente formação de tumores sólidos, como foi explicado por Li et al. (LI 

et al., 2014). 

As metodologias utilizadas neste estudo por ser colorimétricas apresentam 

apenas uma estimativa, que reflete as concentrações dos parâmetros estudados, 

porém, como não são métodos específicos apresentam uma limitação. Para isso 

recomendam-se novos estudos re-dirigidos a traçar um perfil salivar dos 

antioxidantes e métodos mais específicos para avaliar dano oxidativo na cavidade 

oral desses indivíduos. 

Esse comportamento de defesa antioxidante mantém-se, em menor medida 

(concentrações mais baixas), na saliva não estimulada, quando comparada com a 

saliva estimulada (Tabela 3), conferindo credibilidade aos testes laboratoriais, 

vendo que o curso da doença é a mesma nos dois tipos de saliva. 

Como o envelhecimento é uma condição conhecida, no qual o estresse 

oxidativo tem muita influência (HERSHKOVICH, et al., 2007), se dividiram os 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galobardes%20B%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11369739
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parâmetros por idade, os quais estão elucidados na tabela 4. 

Com respeito aos parâmetros salivares comparados entre as diferentes 

faixas etárias dos indivíduos com AF (Tabela 4), os adolescentes e adultos se 

comportam de maneira semelhante, sem mostrar diferenças significativas. Talvez, 

pelo fato de ter um envelhecimento precoce (NEVELING et al., 2009), no qual os 

adolescentes apresentam já características iguais ou muito parecidas aos adultos. 

Esse dado é de difícil estudo, pois a expectativa de vida nestes pacientes ainda é 

curta, fato pelo qual não se sabe se esses parâmetros chegam a um pico na 

adolescência e continuam assim, ou se há uma mudança quando mais velhos, 

como observado no envelhecimento de um adulto saudável (SALVOLINI et al., 

2000). 

Se demostra também, que a CAT aumentada pode estar relacionada aos 

valores dos grupos mais novos (crianças e adolescentes), o que era de se 

esperar, sendo que com o aumento de idade as defesas AOX do organismo vão 

diminuindo (HERSHKOVICH, et al., 2007). De fato um resultado muito importante 

do presente estudo foi o comportamento do EOT e da CAT nos controles quando 

foram divididos por faixas etárias (Tabela 4), no qual observou-se um aumento 

esperado de EOT e diminuição da CAT, conforme passam os anos dos indivíduos 

(HERSHKOVICH, et al., 2007; SALVOLINI et al., 2000).  

A divisão em grupos foi feita baseado no artigo de Pagano e Cols., no qual 

houve diferenças por sexo e idade (PAGANO et al., 2004). No presente estudo 

teve-se a vantagem, que os grupos de cada faixa etária ficaram distribuídos de 

forma homogênea, diminuindo a influência negativa que o tamanho da amostra 

pode ter nas diferenças estatísticas. 

Quando foi comparado cada parâmetro segundo o sexo, resultou que a 

maioria das diferenças estatísticas foram maiores no sexo masculino, diferente ao 

encontrado por Pagano et al., porém seus experimentos foram in vitro (PAGANO 

et al., 2004). Quanto às diferenças encontradas nos controles o mais provável é 

que sejam pela dieta, já que estas apresentaram-se somente nas concentrações 

de vitaminas (Tabela 5). 

Cabe ressaltar que na AF, por ser uma doença rara, geralmente os estudos 

apresentam números de amostras pequenos. Com respeito a sua cavidade bucal, 

este estudo é um dos que apresenta uma das maiores amostras (AÇIKGÖZ et al., 
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2005; DE ARAUJO et al., 2007; TEKCICEK et al., 2007; LYKO  et al., 2013; 

CAVALCANTI et al., 2015). 

Dessa forma, este estudo abre caminho para uma nova área de pesquisa 

nos indivíduos com anemia de Fanconi, no qual o comportamento do estresse 

oxidativo da doença parece provocar localmente, na boca, alterações no sistema 

de defesa. Porém, ainda muito deve ser feito para compreender o porquê da 

preferência das mucosas no aparecimento de tumores sólidos como o carcinoma 

espinocelular. 

 

 

CONCLUSÃO 

 
Indivíduos com AF tem o estado oxidativo alterado, com os níveis de CAT e 

vitamina C aumentados quando comparada com os controles. 
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TABELAS 
 

Tabela 1.Características sociodemográficas da amostra estudada de AF*.  
 

Idade   

MÉDIA 14.5  

N 40  

Gênero (n, %)   

MASCULINO 19 47,50% 

FEMENINO 21 52,50% 

Precisam de TCTH NÃO SIM 

N 13- 32,5% 27- 67,5% 

Anos diagnóstico AF   

ME, rango 5,12 [0,4-18] 

Fonte: O autor. 
* Como os controles foram pareados por sexo e idade apresentam as mesmas 

caracteristicas socio-demográficas. 

 
 
 
 

Tabela 2. Parâmetrosde saliva estimulada medidos em indivíduos com anemia de 

Fanconi, e os valores de p. 

 

Parâmetros de saliva 

estimulada (n: 40) 

Anemia de Fanconi 

(±DP) 

 

Controle (±DP ) 
 

Valores p 

EOT µmol/ml 3,720 (±4,310) 1,567 (±1,103) 0,443 

CAT  

mmol/ml 
0,591 (±0,367) 0,181 (±0,179) ≥0,001* 

VITAMINA E mmol/ml 0,321 (±0,151) 0,301 (±0,160) 0,493 

VITAMINA C 

mg/ml 
0,006 (±0,004) 0,002 (±0,0018) ≥0,001* 

*Significância estatística. DP= Desvio Padrão. Fonte: O autor. 
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Tabela 3. Parâmetros de saliva não estimulada medidos em indivíduos com 

anemia de Fanconi, e os valores de p. 

 

Parâmetros 

de saliva não 

estimulada (n: 20) 

Anemia de 

Fanconi 

(±DP ) 

 

Controle (±DP ) 

 

Valores 

p 

EOT µmol/ml 1,250 (±0,889) 1,286 (±0,767) 0,595 

CAT mmol/ml 0,239 (±0,1098) 0,065 (±0,0157) 0,007* 

VITAMINA E 

mmol/ml 

 

0,262 (±0,289) 
 

0,298 (±0,196) 
 

0,628 

VITAMINA C 

mg/ml 
0,0037 (±0,003) 0,0007 (±0,0006) 0,001* 

*Significância estatística. DP= Desvio Padrão. Fonte: O autor. 
 

 
Tabela 4. Parâmetros de saliva estimulada em indivíduos com AF e seus controles, 

divididos por idade. 

 

ANEMIA DE FANCONI CONTROLE 

 

 CRIANÇAS ADOLESCENTES ADULTOS CRIANÇAS ADOLESCENTES ADULTOS 
PARÂMETRO       

 (4-12) (13-17) (> 18) (4-12) (13-17) (> 18) 
SALIVAR       

 N:16 N: 14 N:10 N:16 N: 14 N:10 

 

EOT  
0,518 * (±0,475) 4,119 (±4,726) ** 5,822 (±4,601) ** 

1,383 
 

1,724 (±0,253) 
5,853 

# 
µmol/ml (±1,017) (±5,370) 

 

 
 

 

VITAMINA E 

µmol/ml 

 

0,318 (±0,092) 0,356 * (±0,236) 0,418 (±0,186) 

 

0,283 

(±0,123) 

0,609(±0,391) 
#

 

 

0,290(±0,224) 

 

 
*Significância estatística quando comparado com controle.** Significância estatística quando 
comparado com criança, grupo AF *** Significância estatística quando comparado com 

adolescente, grupo AF 
# 

Significância estatística, grupo controles. Fonte: O autor. 

VITAMINA C 

mg/ml 
0,007 * (±0,004) *** 0,003 (±0,0016) 

0,0061* 

(±0,004) 

0,0004 
# 

(±0,0001) 

0,0029 

(±0,002) 

0,00202 

(±0,0016) 

CAT 

mmol/ml 
0,662 * (±0,395) 0,546 * (±0,319) 0,563 (±0,504) 

0,255 
# 

(±0,197) 

0,106(±0,173) 
#

 0,085 
# 

(±0,058) 
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Tabela 5. Parâmetros de saliva estimulada em indivíduos com AF e seus controles 

divididos por sexo e idade. 

 
 

FAIXA ETÁRIA EOT µmol/ml CAT mmol/ml VITAMINA E VITAMINA C 

ME, (DP) ME, (DP) µmol/ml mg/ml 

ME, (DP) ME, (DP) 

CRIANÇAS  (4-12 ANOS) 

AF 

HOMEM 2,136 (1,941)* 1,015 (0,112)* 0,341 (0,111) 0,010 (0,002) 

MULHER 0,412 (0,413) 0,302 (0.166) 0,282 (0,038) 0,0044 (0,0041)* 
 

  CONTROLES  
 

HOMEM 1,341 (0,831) 0,302 (0,221) 0,305 (0,106) 0,0008 (0,0008) 

MULHER 1,425 (1,233) 0,160 (0,143) 0,263 (0,141) 0,001 (0,001) 

ADOLESCENTES (13-17 ANOS) 

AF     

HOMEM 0,951 (0,878) 0,668 (0,331) 0,366 (0,169) 0,006 (0,004) 

MULHER 5,316 (4,983)* 0,363 (0,219) 0,486 (0,470) 0,0034 (0,0016) 
 
  CONTROLES  

HOMEM 1,593 (0.387) 0,164 (0,218) 0,722 (0,288)* 0,0041 (0,0017) 

MULHER 1,696 (0,302) 0,0112 (0,001) 0,255 (0,106) 0,002 (0,002) 

ADULTOS (18- 33 ANOS) 

AF     

HOMEM 7,487 (5,099) 0,513 (0,646) 0,829 (0,463)* 0,0066 (0,004) 

MULHER 4,713 (4,338) 0,613 (0,578) 0,327 (0,142) 0,004 (0,0002) 

  CONTROLES  

HOMEM 5,846(4,650) 0,058 (0,061) 0,401 (0,165)* 0,003 (0,0004)* 

MULHER 5,858 (6,241) 0,189 (0,179) 0,099 (0,086) 0,0004 (0,0001) 

*Significância estatística; as comparações foram feitas entre sexo, dentre cada faixa etária.  

Fonte: O autor. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

 
Indivíduos com AF tem o estado oxidativo alterado, com os níveis de CAT e 

vitamina C aumentados quando comparada com os controles. 
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FIGURA 1. Esquema resumo das alterações que o estresse oxidativo pode 

produzir nos diferentes components celulares  (SHARMA et al., 2012). 
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FIGURA 2. Esquema resumo das doenças estudadas com relação no estresse 

oxidativo. 
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FIGURA 3. Mecanismo de produção de EO e alterações fenotípicas na 

anemia de Fanconi.  (Modificado de Li et al., 2014). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

FIGURA 4. 

Defeitos provocados por excesso de ERO na anemia de Fanconi a nível 

mitocondrial (Modificado de Kumari et al., 2012). 
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TABELAS 
 

Tabela 1.Características sociodemográficas da amostra estudada*. 
 

Idade   

MÉDIA 14.5  

N 40  

Gênero (n, %)   

MASCULINO 19 47,50% 

FEMENINO 21 52,50% 

Precisam de TCTH NÃO SIM 

N 13- 32,5% 27- 67,5% 

Anos diagnóstico AF   

ME, rango 5,12 [0,4-18] 

Fonte: O autor. 
* Como os controles foram pareados por sexo e idade apresentam as mesmas 

caracteristicas socio-demográficas. 
 
 
 

 

Tabela 2. Parâmetrosde saliva estimulada medidos em indivíduos com anemia de 

Fanconi, e os valores de p. 

 

Parâmetros de saliva 

estimulada (n: 40) 

Anemia de Fanconi 

(±DP) 

 

Controle (±DP ) 
 

Valores p 

EOT µmol/ml 3,720 (±4,310) 1,567 (±1,103) 0,443 

CAT 

mmol/ml 

 

0,591 (±0,367) 
 

0,181 (±0,179) 
 

≥0,001* 

VITAMINA E mmol/ml 0,321 (±0,151) 0,301 (±0,160) 0,493 

VITAMINA C 

Mg/ml 

 

0,006 (±0,004) 
 

0,002 (±0,0018) 
 

≥0,001* 

*Significância estatística. DP= Desvio Padrão. Fonte: O autor. 
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Tabela 3. Parâmetros de saliva não estimulada medidos em indivíduos com 

anemia de Fanconi, e os valores de p. 

 

Parâmetros 

de saliva não 

estimulada (n: 20) 

Anemia de 

Fanconi 

(±DP ) 

 

Controle (±DP ) 

 

Valores 

p 

EOT µmol/ml 1,250 (±0,889) 1,286 (±0,767) 0,595 

CAT mmol/ml 0,239 (±0,1098) 0,065 (±0,0157) 0,007* 

VITAMINA E 

mmol/ml 
0,262 (±0,289) 0,298 (±0,196) 0,628 

VITAMINA C 

mg/ml 
0,0037 (±0,003) 0,0007 (±0,0006) 0,001* 

*Significância estatística. DP= Desvio Padrão. Fonte: O autor. 
 

 
Tabela 4. Parâmetros de saliva estimulada em indivíduos com AF e seus controles, 

divididos por idade. 

 

ANEMIA DE FANCONI CONTROLE 

 

 CRIANÇAS ADOLESCENTES ADULTOS CRIANÇAS ADOLESCENTES ADULTOS 
PARÂMETRO       

 (4-12) (13-17) (> 18) (4-12) (13-17) (> 18) 
SALIVAR       

 N:16 N: 14 N:10 N:16 N: 14 N:10 

 

EOT  
0,518 * (±0,475) 4,119 (±4,726) ** 5,822 (±4,601) ** 

1,383 
 

1,724 (±0,253) 
5,853 

# 
µmol/ml (±1,017) (±5,370) 

 

 
 

 

VITAMINA E 

µmol/ml 

 

0,318 (±0,092) 0,356 * (±0,236) 0,418 (±0,186) 

 

0,283 

(±0,123) 

0,609(±0,391) 
#

 

 

0,290(±0,224) 

 

 
*Significância estatística quando comparado com controle.** Significância estatística quando 
comparado com criança, grupo AF *** Significância estatística quando comparado com 

adolescente, grupo AF 
# 

Significância estatística, grupo controles. Fonte: O autor. 

VITAMINA C 

mg/ml 
0,007 * (±0,004) *** 0,003 (±0,0016) 

0,0061* 

(±0,004) 

0,0004 
# 

(±0,0001) 

0,0029 

(±0,002) 

0,00202 

(±0,0016) 

CAT 

mmol/ml 
0,662 * (±0,395) 0,546 * (±0,319) 0,563 (±0,504) 

0,255 
# 

(±0,197) 

0,106(±0,173) 
#

 0,085 
# 

(±0,058) 
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Tabela 5. Parâmetros de saliva estimulada em indivíduos com AF e seus controles 

divididos por sexo e idade. 

 
 

FAIXA ETÁRIA EOT µmol/ml CAT mmol/ml VITAMINA E VITAMINA C 

ME, (DP) ME, (DP) µmol/ml mg/ml 

ME, (DP) ME, (DP) 

CRIANÇAS  (4-12 ANOS) 

AF 

HOMEM 2,136 (1,941)* 1,015 (0,112)* 0,341 (0,111) 0,010 (0,002) 

MULHER 0,412 (0,413) 0,302 (0,166) 0,282 (0,038) 0,0044 (0,0041)* 
 

  CONTROLES  
 

HOMEM 1,341 (0,831) 0,302 (0,221) 0,305 (0,106) 0,0008 (0,0008) 

MULHER 1,425 (1,233) 0,160 (0,143) 0,263 (0,141) 0,001 (0,001) 

ADOLESCENTES (13-17 ANOS) 

AF     

HOMEM 0,951 (0,878) 0,668 (0,331) 0,366 (0,169) 0,006 (0,004) 

MULHER 5,316 (4,983)* 0,363 (0,219) 0,486 (0,470) 0,0034 (0,0016) 
 
  CONTROLES  

HOMEM 1.593 (0.387) 0.164 (0.218) 0.722 (0.288)* 0,0041 (0,0017) 

MULHER 1,696 (0,302) 0,0112 (0.001) 0,255 (0,106) 0,002 (0,002) 

ADULTOS (18- 33 ANOS) 

AF     

HOMEM 7,487 (5,099) 0,513 (0,646) 0,829 (0,463)* 0,0066 (0,004) 

MULHER 4,713 (4,338) 0,613 (0,578) 0,327 (0,142) 0,004 (0,0002) 

  CONTROLES  

HOMEM 5,846(4,650) 0,058 (0,061) 0,401 (0,165)* 0,003 (0,0004)* 

MULHER 5,858 (6,241) 0,189 (0,179) 0,099 (0,086) 0,0004 (0,0001) 

*Significância estatística; as comparações foram feitas entre sexo, dentre cada faixa etária.  

Fonte: O autor. 
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GRÁFICOS 
 

Gráfico 1. (a) Média da concentração do EOT e CAT medidas em saliva 

estimulada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 1. (b) Média da concentração de vitamina e medidas em saliva 

estimulada. 
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Gráfico 1. (c) Média da concentração de vitamina c medidas em saliva 

estimulada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 2. (a) Média da concentração de EOT e CAT, medidas em saliva 

não estimulada. 
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Gráfico 2. (b) Média da concentração de vitamina e medidas em 

saliva não estimulada. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 2. (c) Média da concentração de vitamina c medidas em 

saliva não estimulada. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1 - Comitê de ética em pesquisa (CEP) em seres humanos do setor de ciências da saúde 
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Anexo 2 – Termo de consentimento livre e esclarecido para os participantes adultos 
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Anexo 3 – Termo de consentimento livre e esclarecido para candidatos adolescentes 
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Anexo 4 – Termo de consentimento livre e esclarecido para candidatos pediátricos 
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Anexo 5. Ficha de coleta de dados para os indivíduos com AF. 
 



 
 

100  

Anexo 6. Normas para publicação – ARCHIVES OF ORAL BIOLOGY  
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cause confusion   or render the intended meaning unclear, the names of microbes should be 
spelt in full. Only those names which were included in the Approved List of Bacterial Names, Int 
J Syst Bacteriol 1980; 30: 225-420 and those which have been validly published in the Int J Syst 
Bacteriol since 1 January 1980 have standing in nomenclature. If there is good reason to use a 
name that does not have standing in nomenclature, the names should be enclosed in quotation 
marks and an appropriate statement concerning the nomenclatural status of the name should 
be made in the text (for an example see Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 547-556). When the 
genus alone is used as a noun or adjective, use lower case Roman not italic, e.g.'organisms 
were staphylococci' and 'streptococcal infection'. If the genus is specifically referred to use 
italics e.g. 'organisms of the genus Staphylococcus'. For genus in plural, use lower case roman 
e.g. 'salmonellae'; plurals may be anglicized e.g.'salmonellas'. For trivial names, use lower case 
Roman e.g. 'meningococcus' 

Artwork 
Image manipulation 

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation 
for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with 
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accordingly. For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific feature 
within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of 
brightness,  contrast,or color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or 
eliminate any information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma 
settings) must be disclosed in the figure legend. 

Electronic artwork 
General points 
• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 
• Embed the used fonts if the application provides that option. 

• Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or 

use fonts that look similar. 
• Number the illustrations according to their sequence in the text. 
• Use a logical naming convention for your artwork files. 
• Provide captions to illustrations separately. 
• Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version. 
• Submit each illustration as a separate file. 

A detailed guide on electronic artwork is available on our 
website: https://www.elsevier.com/artworkinstructions. 

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are 
given here. 

Formats 

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) 
then please supply 'as is' in the native document format. 
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is 
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the 
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given 
below): 
EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts. 
TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi. 
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 
dpi. TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a 
minimum of 500 dpi. 

Please do not: 
• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a 

low number of pixels and limited set of colors; 
• Supply files that are too low in resolution; 
• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 

Illustration services 
Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration Services   
to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the images 
accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and 
medical- style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing' is 
also available, where our illustrators take your image(s) and improve them to a professional 
standard. Please visit the website to find out more. 

Tables 
Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the 
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in 
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be 
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results 
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules. 

Reference management software 

Most   Elsevier   journals   have   their   reference   template    available    in    many    of    the 
most  popular   reference   management   software   products.   These   include   all   products   
that support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley 
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero (https://www.zotero.org/), 
as well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles). Using the word processor plug-ins 
from these products, authors only need to select the appropriate journal template when 
preparing their article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in 
the journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the 
sample references and citations as shown in this Guide. 
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Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the 
following link: 

http://open.mendeley.com/use-citation-style/archives-of-oral-biology 
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley 
plug- ins for Microsoft Word or LibreOffice. 

Reference style 

Text: Citations in the text should follow the referencing  style  used  by  the  American  
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American 
Psychological Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be 
ordered from http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept., P.O.B. 2710, 
Hyattsville, MD 20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK. 
List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if 
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be 
identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of publication. 
Examples: 

Reference to a journal publication: 
Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific 
article. 
Journal of Scientific Communications, 163, 51–59. 

Reference to a book: 
Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman, (Chapter 
4). 

Reference to a chapter in an edited book: 
Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article. In B. 
S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281–304). New York: 
E-Publishing Inc. 
Reference to a website: 
Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK. (2003). 
http://www.cancerresearchuk.org/ aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ Accessed 13.03.03. 

AudioSlides 
The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published 
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online 
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their 
own words and to help readers understand what the paper is about. More information and 
examples are available at https://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will 
automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance 
of their paper. 

Submission checklist 
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the 
journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item. 

Ensure that the following items are present: 
One author has been designated as the corresponding author with contact details: 
• E-mail address 
• Full postal address 

All necessary files have been uploaded, and contain: 
• Keywords 
• All figure captions 

• All tables (including title, description, footnotes) 

Further considerations 
• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' 
• References are in the correct format for this journal 
• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa 

• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the 

Internet) 
Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white 
• Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required. 

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com. 
AFTER ACCEPTANCE 
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Use of the Digital Object Identifier 
The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The 
DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the 
publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it 
is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet 
received their full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; 
here an article in the journal Physics Letters B): 
http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059 
When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never 
to change. 

Online proof correction 
Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing 
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to 
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy 
Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to 
directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors. 
If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All 
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative 
methods to the online version and PDF. 
We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use 
this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, 
tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be 
considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all 
corrections are sent back   to us in one communication. Please check carefully before replying, 
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your 
responsibility. 

Offprints 
The corresponding author,  at no cost, will be provided with a personalized link providing 50      
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. This link can         
also be used for sharing via email and social networks. For an extra charge, paper offprints         
can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted  for  
publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's 
WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed 
copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to 
collate multiple articles within a single cover 
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets). 

Statistical analysis 
Authors should ensure that the presentation and statistical testing of data are appropriate and 
should seek the advice of a statistician if necessary. A number of common errors should be 
avoided, e.g.: - 
 

• Use of parametric tests when non-parametric tests are required 

 
• Inconsistencies between summary statistics and statistical tests such as giving means and standard 
deviations for data which were analysed with non-parametric tests. 

 

• Multiple comparisons undertaken with multiple t tests or non-parametric equivalents rather than 
with analysis of variance (ANOVA) or non-parametric equivalents. 

 

• Post hoc tests being used following an ANOVA which has yielded a non-significant result. 

 
• Incomplete names for tests (e.g. stating "Student's t test" without qualifying it by stating "single 
sample", "paired" or "independent sample") 

 

• N values being given in a way which obscures how many independent samples there were (e.g. 
stating simply n=50 when 10 samples/measurements were obtained from each of 5 animals/human 
subjects). 

 

• Stating that P=0.000 (a figure which is generated by some computer packages). The correct 
statement (in this case) is P<0.0005. 
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AUTHOR INQUIRIES 

You can track your submitted article at https://www.elsevier.com/track-submission. You can track 
your accepted article at https://www.elsevier.com/trackarticle. You are also welcome to contact 
Customer Support via http://support.elsevier.com. 
© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com 
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