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RESUMO  
 
Introdução:  O  diagnóstico  e  a  classificação  das  doenças  periodontais  baseiam­se 

essencialmente em parâmetros clínicos, pelo que  fornecem apenas  informação sobre  a 

destruição causada pela doença no passado. Assim, será de todo o interesse desenvolver 

novas ferramentas auxiliares de diagnóstico baseadas na análise dos fluidos orais, como 

a saliva e o fluido crevicular gengival (FCG).  

 

Objetivos: Este estudo piloto tem como objetivos comparar os níveis de nitrito na saliva 

e no FCG, em indivíduos com e sem periodontite e avaliar a correlação entre os níveis de 

nitrito e os diferentes estadios e graus da doença periodontal.  

 

Materiais e métodos: Este estudo observacional  incluiu 27 utentes adultos da Clínica 

Dentária Egas Moniz, que foram divididos em 2 grupos: Grupo A (n=13) ­ participantes 

periodontalmente saudáveis e o Grupo B (n=14) ­ participantes com periodontite. Após o 

preenchimento  de  um  questionário  e  recolha  de  dados  clínicos,  foi  efetuado  um 

diagnóstico periodontal que incluiu a avaliação dos seguintes parâmetros: Índice de Placa, 

Índice  Gengival,  Profundidade  de  Sondagem  e  Recessão  Gengival.  Foram  recolhidas 

amostras de saliva não­estimulada e amostras de fluido crevicular gengival. 

 

Resultados:  Devido  à  reduzida  amostra  deste  estudo,  não  foi  possível  chegar  a 

conclusões estatisticamente válidas. A partir de uma análise descritiva, observou­se uma 

tendência para alguns fatores aumentarem os valores de concentração de nitrito tanto na 

saliva, como no FCG. 

 

Conclusões: A partir dos resultados obtidos, parece haver uma relação entre os valores 

de  nitrito,  a  severidade  e  a  progressão  da  doença  periodontal.  Contudo,  devido  ao 

reduzido tamanho da amostra as variações observadas estão dentro do erro experimental 

assim, não é possível tirar conclusões definitivas.  

 

Palavras­chave: Doença periodontal; nitrito; saliva; fluido crevicular gengival.   
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ABSTRACT  

Background: Diagnosis and classification of periodontal diseases are essentially based 

on clinical parameters, so they only provide information about the destruction caused by 

the disease in the past. Thus, it will be of great interest to develop new auxiliary diagnostic 

tools  based on  the  analysis  of  oral  fluids,  such  as  saliva  and  gingival  crevicular  fluid 

(GCF). 

Objectives:  This  pilot  study  aims  to  compare  nitrite  levels  in  saliva  and  GCF,  in 

individuals with and without periodontitis and to evaluate the correlation between nitrite 

levels and different stages and degrees of periodontal disease. 

Materials and methods: This observational study included 27 adult patients of Clínica 

Dentária Egas Moniz, which were divided into 2 groups: Group A (n = 13) ­ periodontally 

healthy participants and Group B (n = 14) ­ participants with periodontitis. After filling 

out a questionnaire by the participants and collecting clinical data, a periodontal diagnosis 

was  made,  which  included  an  assessment  of  the  following  parameters:  Plaque  Index, 

Gingival Index, Probing Depth and Gingival Recession. Unstimulated saliva and gingival 

crevicular fluid were collected. 

Results: Due to the small sample of this study, it was not possible to reach statistically 

valid conclusions. From a descriptive analysis, a tendency was observed for some factors 

to increase the nitrite concentration values in both saliva and FCG. 

Conclusions:  From  the  results  obtained,  there  seems  to be  a  relationship between  the 

nitrite values, the severity and the progression of periodontal disease. However, due to 

the small sample size the variations observed are within the experimental error thus, it is 

not possible to draw definitive conclusions. 

Keywords: Periodontal disease; nitrite; saliva; gingival crevicular fluid. 
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I. INTRODUÇÃO  

 
1. Periodonto  

1.1. Anatomia do periodonto 

  O periodonto (do latim “peri”, que significa em redor e “odontos” que significa 

dente) é constituído pelo cemento, ligamento periodontal e osso alveolar, como se pode 

observar na Figura 1. A função primordial do periodonto é ligar o dente ao tecido ósseo, 

conferindo­lhe suporte e integridade assim como, defesa contra agentes externos (Lindhe 

et  al.,  2003).  É  de  extrema  importância  reconhecer  que  cada  um  destes  componentes 

periodontais  tem  uma  estrutura  muito  especializada  e  que  as  suas  características 

estruturais definem diretamente as suas funções. Assim, o funcionamento adequado do 

periodonto só será alcançado por meio da integridade estrutural e da interação entre os 

seus componentes (Nanci & Bosshardt, 2006). 

 

  O periodonto é uma unidade estrutural dinâmica que experiencia certas mudanças 

com  a  idade  e  em  adição,  sofre  modificações  morfológicas  causadas  por  alterações 

funcionais e do meio oral, estando em constante desenvolvimento (Hassell, 1993; Lindhe 

et al., 2003). 

                               
Figura 1­ Composição tecidular do periodonto. (Adaptado de Lindhe et al., 2003). 

 

1.1.1. Gengiva 

  A gengiva, representada na Figura 2, é a única relativamente aos tecidos referidos 

anteriormente, que é visível clinicamente na inspeção da cavidade oral (Hassell, 1993; 

Lindhe et al., 2003). É uma adaptação da mucosa oral que compreende componentes de 
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tecido  epitelial  e  tecido  conjuntivo,  este  último  também  designado  de  lâmina  própria 

(Lindhe et al., 2003; Nanci & Bosshardt, 2006). O epitélio é dividido em três secções 

funcionais ­ gengival, sulcular e epitélio de união ou juncional. Por outro lado, o tecido 

conjuntivo  é  dividido  em compartimentos  superficial  e  profundo. O epitélio  juncional 

desempenha um papel crucial, pois vai isolar os tecidos periodontais do ambiente oral. A 

sua integridade é essencial para a manutenção de um periodonto saudável. As patologias 

periodontais instalam­se quando a estrutura do epitélio juncional está debilitada (Nanci 

& Bosshardt, 2006). Os tecidos conjuntivos do periodonto são altamente vascularizados, 

facilitando a migração dos componentes moleculares e celulares do sangue para os tecidos 

periodontais.  Assim,  o  fluido  crevicular  gengival  (FCG)  produzido  pelo  tecido 

conjuntivo, poderá atravessar o epitélio de união e ficar alojado no sulco gengival (Taylor 

& Preshaw, 2016). 

 

  Esta estrutura tecidular é relevante para este estudo, pois não só revela o estado 

de  saúde oral macroscopicamente  como permite  recolher  amostras  relevantes  de  FCG 

presentes no sulco e ainda, confirmar o estado de saúde oral pela medição das dimensões 

do sulco gengival através de uma sonda periodontal, visível na Figura 3 (Lindhe et al., 

2003; Taylor & Preshaw, 2016). 

 

  O  FCG  é  um  fluido  fisiológico  e  um  exsudado  inflamatório  que  pode  ser 

facilmente  recolhido por meio de  tiras  de papel  ou micropipetas  (Barros  et  al.,  2016; 

Ozmeric, 2004). A composição do FCG difere em termos de composição microbiana e de 

biomarcadores  moleculares  quando  se  comparam  indivíduos  com  doença  periodontal 

versus indivíduos periodontalmente saudáveis. Vários autores afirmam que, há mudanças 

claras na composição do FCG durante a progressão da doença e que certos mediadores 

podem ser usados para prever a sua evolução. Assim, a composição do FCG pode ser 

potencialmente usada para detetar alterações subclínicas no metabolismo e remodelação 

dos tecidos (Barros et al., 2016). 

 

  A  maioria  dos  marcadores  da  doença  periodontal  são  originados  das  células 

presentes  no  FCG. Os  componentes  celulares  do  FCG são 70  ­  80% de granulócitos, 

10 ­ 20% de monócitos/ macrófagos, 5% de mastócitos e 5% de linfócitos T (Ozmeric, 

2004). 
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Figura 2­ Corte histológico  representativo da  composição da gengiva  e  da área de  contacto  entre a 
gengiva e o esmalte (E). (Adaptado de Lindhe et al., 2003). 
 
 
 

A                                              B                                       C 

 
Figura 3­ A: Medição das dimensões do sulco gengival através de uma sonda periodontal em saúde oral; 
B: Medição das dimensões do sulco gengival através de uma sonda periodontal na presença de recessão 
gengival; C: Medição das dimensões do sulco gengival através de uma sonda periodontal na presença 
de hiperplasia gengival. (Adaptado de Lindhe et al., 2003). 
 
1.1.2. Ligamento periodontal  

  Entre o cemento que cobre a raiz e o osso do processo alveolar existe um espaço 

de 0,15 a 0,38 mm que é preenchido pelo ligamento periodontal (Hassell, 1993; Jiang et 

al., 2016; Nanci & Bosshardt, 2006). É um tecido conjuntivo laxo, celular e vascularizado 

que  tem como principal  função o  suporte  dos dentes  e  ao mesmo  tempo permite­lhes 
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suportar forças de mastigação consideráveis. Adicionalmente, é um reservatório celular 

para a homeostase do tecido, permitindo a reparação ou regeneração tecidular (Lindhe et 

al., 2003; Nanci & Bosshardt, 2006). 

 

  O principal  componente do  ligamento periodontal  é  um arranjo  sistemático de 

feixes  de  tecido  fibroso  denso,  intimamente  entrelaçado  e  flexível.  Este  conjunto, 

composto por fibras elásticas, fibras de Sharpey, fibras oxitalânicas, associadas a vasos 

sanguíneos  e  células,  possuem  disposições  e  orientações  individualizadas,  como  é 

possível ver na Figura 4 (Hassell, 1993; Lindhe et al., 2003). 
 

1.1.3. Cemento radicular 

  O cemento é um tecido avascular mineralizado e especializado, que cobre toda a 

superfície  da  raiz,  formando  uma  interface  entre  a  dentina  radicular  e  o  ligamento 

periodontal,  representado na  Figura 4. Ocasionalmente,  também o podemos  encontrar 

tanto na  coroa dos dentes,  em pequenas porções,  como  também se pode  estender  aos 

canais  radiculares  (Cho & Garant, 2000; Lindhe et  al., 2003). Esta estrutura apresenta 

muitas  semelhanças  com o  tecido ósseo no  entanto,  não  contém vasos  sanguíneos ou 

linfáticos,  não  tem  inervação,  não  sofre  reabsorção ou  remodelação  fisiológica mas  é 

caracterizado  por  uma  deposição  contínua  ao  longo  da  vida  (Lindhe  et  al.,  2003). 

Comparativamente  a  outros  tecidos  mineralizados,  apresenta  uma  matriz  orgânica 

composta  por  fibras  de  colagénio  e  uma  matriz  inorgânica  composta  por  65%  de 

hidroxiapatite  (Lindhe  et  al.,  2003;  Nanci  &  Bosshardt,  2006).  Tradicionalmente,  é 

classificado pela ausência ou presença de células em cemento acelular e cemento celular, 

respetivamente (Cho & Garant, 2000).  

 

  O cemento  tem várias  funções,  fornece ancoragem para os  feixes das  fibras de 

colagénio  do  ligamento  periodontal,  contribui  para  o  processo  de  reparo  após  dano  à 

superfície radicular e ainda, permite o ajuste da posição do dente a novas necessidades. 

Em suma, a área total da superfície da raiz coberta pelo cemento representa uma superfície 

disponível para a fixação do tecido conjuntivo (Lindhe et al., 2003). 

 

1.1.4. Osso alveolar 

  Os processos alveolares representam extensões do corpo da mandíbula e da maxila 

e o seu desenvolvimento é contíguo ao desenvolvimento e erupção dos dentes (Hassell, 
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1993; Lindhe et al., 2003). O osso alveolar propriamente dito, representado na Figura 4, 

também  chamado  de  osso  fasciculado,  reveste  o  alvéolo  onde  se  vai  alojar  o  dente, 

fornecendo fixação para os feixes de fibras do ligamento periodontal. Caso haja algum 

tipo  de  reabsorção  deste  osso  esta  é  assíncrona,  para  que  a  inserção  do  ligamento 

periodontal seja apenas perdida localizadamente e por curtos períodos de tempo (Nanci 

& Bosshardt, 2006). O osso alveolar é constituído por dois tipos de osso, o compacto, que 

reveste  as  paredes  dos  alvéolos  e  o  osso  esponjoso  que  se  encontra  numa  posição 

intermédia entre os alvéolos e o osso compacto (Lindhe et al., 2003). 

            
Figura 4­ Ilustração da posição do ligamento periodontal entre o cemento radicular e o osso alveolar e 
representação das fibras do ligamento. (Adaptado de Lindhe et al., 2003). 
 
2. Doença periodontal 

2.1. Epidemiologia da doença periodontal 

  Ao longo dos anos foram realizadas estimativas da incidência e da prevalência da 

doença periodontal. Estas têm representado um dos principais desafios do estudo desta 

doença, devido à existência de diversos critérios diagnósticos e de métodos de avaliação 

e à falta de consenso no que diz respeito à definição e gravidade da doença periodontal. 

Assim, têm sido geradas estimativas incorretas e imprecisas do verdadeiro impacto global 

desta  patologia  (Carrizales­Sepúlveda  et  al.,  2018;  Kingman  &  Albandar,  2002).  O 

conhecimento  da  prevalência,  extensão  e  severidade  da  doença  periodontal  numa 

população é motivado por uma ampla gama de preocupações: descrição epidemiológica 

da  distribuição  e  padrões  da  doença;  interesses  de  pesquisa  relacionados  aos 

determinantes biológicos e ambientais da doença; quantificação e identificação de fatores 
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de risco presentes no início e na progressão da doença. Por conseguinte, o conhecimento 

da distribuição da doença periodontal pode reduzir o custo económico direto e indireto 

dos programas de prevenção e tratamento desta patologia (Kingman & Albandar, 2002). 

 

2.1.1. Prevalência e incidência da doença periodontal em Portugal 

  Entende­se por  prevalência o número de pessoas que  estão doentes  num exato 

momento ou no período de tempo da avaliação do quadro da população. Por sua vez, a 

incidência determina o número de novos casos que surgem numa população de risco num 

determinado intervalo de tempo (Fajardo­Gutiérrez, 2017).  

 

  Duas  conclusões  comuns  aos  vários  estudos  epidemiológicos  são  que,  a 

prevalência e a severidade da doença periodontal aumentam com o envelhecimento e que 

os  diferentes  grupos  populacionais  são  afetados  de  forma  desproporcional  por  esta 

patologia. Com efeito, os estudos sugerem uma relação inversa entre o rendimento e a 

doença periodontal,  sendo relatado que  indivíduos  com baixo rendimento  tinham uma 

probabilidade 1,8 vezes maior de ter uma doença periodontal severa do que indivíduos de 

rendimento elevado (Borrell & Crawford, 2012; Carrizales­Sepúlveda et al., 2018).  

 

  Estudos  epidemiológicos que usaram medidas da profundidade de  sondagem e 

perda  de  inserção  clínica  mostraram  que  as  formas  avançadas  de  periodontite,  que 

resultam numa perda severa das estruturas de suporte e perda dentária substancial afetam 

10 ­ 15% da população global (Lindhe et al., 2003). 

 

  Para a avaliação da prevalência e incidência da doença periodontal em Portugal 

foram recolhidos dados da plataforma Global Burden of Disease Results Tool (GBD) do 

Institute  for  Health  Metrics  and  Evaluation  (IHME),  que  apresenta  ferramentas  que 

fornecem informações sobre a prevalência, incidência e gravidade da doença por idade, 

género, geografia e tempo. Os parâmetros de interesse selecionados na plataforma foram: 

base­ singular; medida­ prevalência e incidência; idade­ todas as idades; ano­ 1990, 2015 

e 2019; causa­ doenças periodontais; contexto­ causas; localização­ Europa Ocidental e 

Portugal; género­ ambos; métrica­ número e percentagem. Os resultados obtidos desta 

pesquisa estão apresentados nas Figuras 5 A ­ D. 
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Figura 5­ A e B: Representação numerária da prevalência e da incidência em Portugal de 1990 a 2019; 
C e D: Representação percentual da prevalência e da  incidência em Portugal de 1990 a 2019. Linha 
verde­ representação da evolução da doença periodontal na população da Europa Ocidental. Linha roxa­ 
representação  da  evolução  da  doença  periodontal  na  população  portuguesa.  (Adaptado  do  Institute  for 
Health Metrics and Evaluation [IHME], 2021). 
 

  Este estudo permite aferir que, a prevalência tanto em Portugal como na Europa 

Ocidental  tem  aumentado  ao  longo  dos  anos,  tendo  a  Europa  Ocidental  períodos 

crescentes e decrescentes até 2019. Contudo, a incidência percentual demonstrou ser uma 

medida que alerta para o número de novos casos desta patologia em Portugal, sendo os 

seus  valores  superiores  e  acentuadamente  crescentes  comparativamente  à  Europa 

Ocidental, que aparenta um crescimento moderado com tendência a estabilizar. Em suma, 

este estudo veio comprovar que a incidência e prevalência desta patologia tem aumentado 

em  Portugal.  Aparenta  assim,  haver  uma  lacuna  no  que  toca  à  sensibilização 

relativamente à doença periodontal e aos fatores de risco a ela associados (IHME, 2021; 

Kassebaum et al., 2017).  

 

 A­ Prevalência (N)   B­ Incidência (N) 

 C­ Prevalência (%)   D­ Incidência (%) 
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2.2. Fatores de risco da doença periodontal 

  Um fator de risco pode ser definido como uma característica que foi associada ao 

aumento da taxa de ocorrência de uma patologia. É importante salientar que os fatores de 

risco que estão associados a uma doença não a causam necessariamente. Os fatores de 

risco podem ser modificáveis ou não modificáveis. Os fatores de risco modificáveis são 

geralmente de natureza ambiental ou comportamental ao passo que, os fatores de risco 

não modificáveis são geralmente intrínsecos ao indivíduo e portanto, não são facilmente 

alteráveis (Nazir, 2017; Van Dyke & Dave, 2005). 

 

  No âmbito do presente trabalho, a fim de avaliar a possível  influência de algum 

destes fatores, os participantes responderam a um questionário previamente à recolha das 

amostras. Os fatores de risco modificáveis considerados foram: o tabagismo; a toma de 

medicação;  os  hábitos  alimentares  e  os  fatores  psicossociais.  Os  fatores  de  risco  não 

modificáveis considerados foram: a idade; o género e as patologias sistémicas (Machado 

et al., 2020; Nazir, 2017; Van Dyke & Dave, 2005).  

 

  O tabagismo é um dos fatores de risco mais relevantes para a periodontite. Vários 

são os estudos que sugerem que fumar altera a flora oral microbiana ao aumentar o nível 

de certos microrganismos ou ao afetar a resposta do hospedeiro (Bergstrom, 2014; Nazir, 

2017). Estudos transversais e de caso­controle demonstram que fumadores adultos têm 

aproximadamente  três  vezes  mais  probabilidade  de  ter  periodontite  do  que  os  não 

fumadores.  Os  fumadores  apresentam  uma  deficiente  resposta  à  terapia  periodontal  e 

possuem  aproximadamente  metade  da  capacidade  de  melhoria  das  profundidades  de 

sondagem e dos níveis de inserção clínica, após intervenções terapêuticas cirúrgicas e não 

cirúrgicas (Johnson & Hill, 2004). Estudos transversais e longitudinais concluíram que 

ex­fumadores  (clinicamente definidos  como dois  ou mais  anos desde que pararam de 

fumar) experienciaram menos perda de inserção do que os fumadores mas mais do que 

pessoas que nunca fumaram (Van Dyke & Dave, 2005). 

 

  Uma das patologias que influencia a doença periodontal é a diabetes mellitus. Esta 

patologia é um fator de risco modificável no sentido de que, embora não possa ser curada 

pode ser controlada. A periodontite e a diabetes são ambas patologias complexas, crónicas 

e com uma relação bidirecional estabelecida (Casanova et al., 2014; Van Dyke & Dave, 

2005).  O  tratamento  da  doença  periodontal  foi  associado  a  melhorias  no  controle 
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glicémico em pacientes diabéticos, com reduções de hemoglobina glicada (HbA1c) de 

aproximadamente 0,4%.  Por  essas  razões,  o  controle  da periodontite  em pessoas  com 

diabetes  é  particularmente  importante.  Adicionalmente,  o  estudo  de  mediadores 

inflamatórios  no  FCG  e  na  saliva  é  importante,  pois  os  pacientes  diabéticos  com 

periodontite  apresentam  um  nível  elevado  destes  mediadores,  comparativamente  a 

indivíduos não diabéticos com doença periodontal (Casanova et al., 2014; Nazir, 2017). 

 

  Os fatores psicossociais considerados para este estudo foram: o stress; o cansaço 

físico  e  a  ansiedade.  O  stress  reduz  o  fluxo  das  secreções  salivares  o  que, 

consequentemente  irá  aumentar  a  formação  de  placa  bacteriana.  Adicionalmente, 

indivíduos deprimidos demonstram  ter  uma concentração maior  de  cortisol  no  FCG e 

respondem pior ao tratamento periodontal (Nazir, 2017; Reners & Brecx, 2007). A Figura 

6 ilustra esquematicamente, a influência direta e indireta que o stress psicológico pode 

ter na doença periodontal. 

 
Figura  6­  Representação  esquemática  da  influência  do  stress  psicológico  na  doença  periodontal. 
(Adaptado de Reners & Brecx, 2007). 
 

  Determinados  medicamentos  podem  ter  efeitos  secundários  ao  nível  do 

periodonto, sendo a hiperplasia gengival um dos exemplos mais comuns. A medicação 

pode ainda, modificar as respostas inflamatórias e imunológicas dos tecidos periodontais 

à  placa  bacteriana  assim  como,  levar  a  uma  diminuição  do  fluxo  salivar  e 

consequentemente a uma sensação de boca seca, denominada de xerostomia. Esta redução 

de  saliva,  leva  a  um  aumento  da  vulnerabilidade  dos  pacientes  a  infeções  e  doenças 
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periodontais  assim  como,  a  um  aumento  da  incidência  de  cáries  (Albandar,  2002; 

Konttinen  et  al.,  1997;  Seymour,  2006;  Wanchu,  2000).  Os  três  medicamentos  mais 

relacionados  com  a  hiperplasia  gengival  são:  anticonvulsivantes;  a  ciclosporina  e  os 

bloqueadores dos canais de cálcio (Seymour, 2006).  

 

  A  idade  encontra­se  no  grupo  de  fatores  de  risco  não  modificáveis.  Estudos 

epidemiológicos demonstraram que, com o passar do tempo há um evidente aumento da 

prevalência, extensão e gravidade da perda de inserção periodontal levando assim, a um 

aumento do risco de doença periodontal com o aumento da idade (Albandar, 2002; Nazir, 

2017). Rheu et al.  (2011), na Coreia,  realizou um estudo coorte com 2.529  indivíduos 

com o objetivo de avaliar quais as variáveis relacionadas com a perda de inserção clínica 

em  adultos  coreanos  com  mais  de  40  anos  de  idade.  No  final  do  estudo,  os  autores 

concluíram que a idade avançada, o sexo masculino e o tabagismo foram fatores de risco 

significativos  para  o  aumento  de  perda  de  inserção  clínica  e  podem  ser  indicadores 

essenciais de grupos de alto risco de periodontite. Assim, este estudo foi concordante com 

outros autores ao afirmar que, indivíduos que têm entre 50 e 60 anos têm maior risco de 

doença periodontal comparativamente a indivíduos com menos de 50 anos. No entanto, 

há autores que consideram que o aumento do nível de destruição periodontal, observado 

com o envelhecimento, é o resultado da destruição cumulativa e não o resultado de taxas 

aumentadas de destruição, ou seja, a idade isoladamente não foi considerada um fator de 

risco (Van Dyke & Dave, 2005).  

 

  O género, como referido anteriormente por Rheu et al. (2011), também se define 

como  um  fator  de  risco  da  doença  periodontal.  Os  estudos  já  realizados  não  foram 

concordantes em relação à influência deste fator. Alguns estudos evidenciaram que, as 

doenças periodontais e a perda de tecido periodontal parecem estar mais prevalentes em 

homens do que  em  mulheres  e  que  existe  uma maior  prevalência da profundidade de 

sondagem de ≥ 4 mm em homens (Albandar, 2002). 

 

2.3. Classificação da doença periodontal 

  Desde a descrição inicial da doença periodontal, a classificação desta doença tem 

sofrido várias alterações ao longo do tempo. Na classificação de 1999, a periodontite era 

classificada  em duas categorias, a “agressiva” e a “crónica”. Contudo, as publicações 

posteriores  destacaram  deficiências  nas  definições  propostas  (Fine  et  al.,  2018). 
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Atualmente, a nova forma de classificação da doença periodontal, apresentada em 2018, 

agrupa os termos anteriormente apresentados numa única categoria, "periodontite", sendo 

esta posteriormente caracterizada com base na extensão e severidade (estadio da doença) 

e taxa de progressão (grau da doença) (Caton et al., 2018; Papapanou et al., 2018; Steffens 

& Marcantonio, 2018).  

 

  A classificação do estadio apresentada na Tabela 1, está intimamente dependente 

da  severidade  da  doença  periodontal  aquando  da  sua  apresentação,  bem  como  da 

complexidade  do  tratamento  da  doença  (Papapanou  et  al.,  2018).  O  estadio  deve  ser 

primariamente  definido  pela  perda  clínica  de  inserção,  denominada  como  uma 

“característica determinante”.  Na  sua  ausência,  deve­se  recorrer  à  perda  óssea 

determinada  radiograficamente.  Adicionalmente  a  estes  dois  fatores,  a  contagem  de 

dentes  perdidos  devido  à  doença  periodontal  completa  a  avaliação  da  severidade  da 

periodontite.  No  caso  de  haver  “fatores  de  complexidade”,  como  lesões  de  furca  ou 

mobilidades avançadas, deve­se subir o estadio atribuído inicialmente. Adicionalmente, 

a periodontite pode ser classificada quanto à sua extensão e distribuição em “localizada” 

ou “generalizada” ou ainda, “padrão molar/  incisivos”  (Caton et al., 2018; Fine  et al., 

2018; Papapanou et al., 2018; Steffens & Marcantonio, 2018).  

 

  Por sua vez, o grau representado na Tabela 2, é utilizado como um indicador da 

taxa de progressão da periodontite, bem como possíveis efeitos na saúde sistémica (Caton 

et  al.,  2018;  Papapanou  et  al.,  2018;  Steffens  &  Marcantonio,  2018).  Os  critérios 

primários são constituídos por evidências diretas ou indiretas da progressão da doença. 

Sempre que disponível, a evidência direta deverá ser usada contudo, na sua ausência a 

estimativa indireta é feita ao usar a percentagem de perda óssea no dente mais afetado em 

função  da  idade  do  paciente  (Papapanou  et  al.,  2018).  Os  pacientes  que  apresentam 

periodontite  são  inicialmente,  considerados  pacientes  de  grau  B.  Todavia,  os  fatores 

apresentados anteriormente e os fatores de risco ditos “modificadores de grau”, poderão 

alterar esta classificação (Papapanou et al., 2018; Steffens & Marcantonio, 2018). 
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Tabela 1­ Classificação da periodontite  com base no  estadio.  (Adaptado de Steffens &  Marcantonio, 
2018). 

Estadio da 
 Periodontite 

Estadio I  Estadio II  Estadio III  Estadio IV 

Se
ve

ri
da

de
 

CAL 

interproximal  
1 a 2 mm  3 a 4 mm  ≥ 5 mm  ≥ 5 mm 

Perda  

óssea RX 

1/3 coronal 

(<15%) 

1/3 coronal 

 (15 ­ 30%) 

Extensão a 1/2 ou ao 

terço apical da raíz 

 Extensão a 1/2 ou ao   

terço apical da raíz 

Perda 

 Dentária 

Não existe perda dentária devido à 

periodontite  

≤ 4 dentes perdidos 

devido à periodontite 

 ≥ 5 dentes perdidos 

devido à periodontite 

C
om

pl
ex

id
ad

e 

Local 

­ Máxima 

profundidade de 

sondagem ≤ 4 mm 

 

 

­ Perda óssea 

predominantemente 

horizontal 

­ Máxima 

profundidade de 

sondagem 

 ≤ 5 mm 

 

­ Perda óssea 

predominantemente 

horizontal 

 

Adicional ao estadio 

II de complexidade: 

 ­ PS ≥ 6 mm 

­ Perda óssea                  

vertical ≥ 3 mm 

­ Defeitos de furca   

(II ou III) 

­ Defeitos de crista 

moderados 

 Adicional ao estadio      

III de complexidade: 

 Reabilitação complexa          

necessária devido a: 

­ Disfunção mastigatória 

­ Trauma oclusal 2º                  

(mobilidade ≥ 2) 

 ­ Defeitos de crista 

severos 

­ Colapso de mordida, 

má posição dentária, 

migração patológica  

  ­ < 20 dentes    

remanescentes  

Extensão e 

distribuição 

Para cada estadio descreve­ se a extensão como localizada (< 30% dos dentes envolvidos), 

generalizada (> 30% dos dentes envolvidos), ou padrão molar/ incisivos. 
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Tabela 2­ Classificação da periodontite com base no grau. (Adaptado de Steffens & Marcantonio, 2018). 

Grau de Periodontite  Grau A  Grau B  Grau C 
C

ri
té

ri
os

 p
ri

m
ár

io
s 

Evidência 

direta de 

progressão 

Informação 

longitudinal 

(perda óssea RX 

ou CAL) 

Evidência de 

nenhuma perda 

em 5 anos 

< 2 mm em 5 

anos 
≥ 2 mm em 5 anos 

Evidência 

indireta de 

progressão 

% perda óssea/ 

idade 
< 0,25  0,25 a 1  > 1 

Fenótipo do 

caso 

Depósitos densos 

de biofilme com 

níveis baixos de 

destruição 

Destruição 

proporcional com 

os depósitos de 

biofime 

Destruição excede o que 

seria expectável com os 

depósitos de biofilme 

/Padrões clínicos 

específicos sugestivos de 

períodos de rápida 

progressão e/ ou doença 

de início precoce 

M
od

ifi
ca

do
re

s d
e 

gr
au

  Fatores de 

risco 

Hábitos 

tabágicos 
Não fumador  < 10 cigarros/ dia  > 10 cigarros/ dia 

Diabetes 

mellitus 
Normoglicémico 

HbA1c < 7% em 

diabéticos 

HbA1c ≥ 7% em 

diabéticos 

 

3. Óxido nítrico 

3.1. Papel fisiológico (patofisiológico) do NO 

  O  óxido  nítrico  é  um  químico  que  na  atmosfera  é  nocivo,  mas  em  pequenas 

concentrações  controladas  no  corpo,  atua  como  um  mediador  fisiológico  e 

fisiopatológico, desempenhando um papel importante nos sistemas biológicos (Sundar et 

al.,  2013).  O  NO  é  indicado  como  um  importante  regulador  do  fluxo  sanguíneo,  da 

neurotransmissão, do funcionamento normal do sistema genito­urinário e da resposta à 

inflamação e defesa do hospedeiro (Oliveira­Paula & Tanus­Santos, 2019). 

  Contudo, o aumento excessivo das concentrações de NO ou de espécies reativas 

de nitrogénio resulta no chamado stress nitrosativo o qual, pode resultar em danos nas 

estruturas  celulares  incluindo  lípidos,  membranas,  proteínas  e  ADN  (Karwowska  & 

Kononiuk, 2020). 
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3.2. Biossíntese do NO 

3.2.1. Via clássica L­arginina – NO­sintase 

  Durante algum  tempo, pensou­se que a  formação do óxido nítrico  teria origem 

exclusiva pela via clássica da L­arginina – NO­sintase ou via L­arginina – NOS, uma via 

dependente  do  oxigénio.  Porém,  atualmente,  sabe­se  que  o  nitrato  (NO3­)  e  o  nitrito   

(NO2­), produtos inertes desta mesma via, podem ser reciclados por redução in vivo para 

formar NO, representando uma importante fonte alternativa à via clássica, em particular 

em estados hipóxicos (Ghalayini, 2004; Karwowska & Kononiuk, 2020; Lundberg et al., 

2008; Timby et al., 2020).  

 

  Na via L­arginina – NO­sintase, representada nas Figuras 7 a 9, o NO é formado 

nas  células  endoteliais  em  situações  de  normóxia,  onde  o aminoácido L­arginina  e o 

oxigénio são utilizados na formação de L­citrulina e libertação de NO, numa reação de 

oxidação catalisada por óxido nítrico sintases específicas (NOS). Esta reação tem como 

co­substratos o oxigénio molecular e o dinucleótido de nicotinamida adenina (NADPH) 

na  sua  forma  reduzida  e  fosfatada  (Ghalayini,  2004;  Karwowska  &  Kononiuk,  2020; 

Timby et al., 2020). 

 

           
Figura 7­ Formação do NO em normóxia (via clássica). (Adaptado de Ghalayini, 2004). 

 

  As NOS existem em três isoformas distintas, NOS endotelial (eNOS), NOS neural 

(nNOS) e NOS induzível (iNOS). A eNOS e a nNOS libertam pequenas quantidades de 

NO, por um curto período de tempo após a estimulação dos seus recetores. Em contraste, 

a  iNOS  é  estimulada  em  resposta  a  estímulos  pró­inflamatórios  e  produz  grandes 
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quantidades de NO, por um prolongado período de tempo (Sundar et al., 2013; Wang et 

al., 2019). A expressão e os níveis de produção de iNOS estão marcadamente aumentados 

após uma lesão e inflamação, quando as células são ativadas por estímulos externos. Esta 

isoenzima  está  frequentemente  relacionada  com  o  desenvolvimento  da  doença 

periodontal (Lohinai & Szabó, 1998; Lundberg et al., 2008; Wang et al., 2019). 

 

3.2.2. Via nitrato ­ nitrito ­ NO 

  A Figura 8 esquematiza a relação entre a via clássica de síntese de NO e a via 

alternativa, via nitrato ­ nitrito ­ NO, que é ativada em condições de hipóxia. A formação 

suficiente  de  NO  é  garantida  ao  longo  dos  gradientes  fisiológicos  e  patológicos  de 

oxigénio  e  protões  pela  ação  paralela  de  ambas  as  vias  (Lundberg  et  al.,  2008). 

 
Figura 8­ Equilíbrio de formação de NO pela via clássica e pela via nitrato ­ nitrito ­ NO. (Adaptado de 
Lundberg et al., 2008). 
 

  Na via nitrato – nitrito ­ NO, os aniões inorgânicos nitrato e nitrito são reduzidos 

para formar NO no sangue e nos tecidos durante a hipóxia fisiológica (Lundberg et al., 

2008). Assim, o  nitrito  servirá  como uma  forma  suplementar  de  formação  de  NO em 

condições específicas de ausência de oxigénio e isquémica, mas também em determinadas 

condições  fisiológicas  (Karwowska  &  Kononiuk,  2020).  Primeiramente,  os  nitratos 

transportados através de proteínas membranares, da dieta e da saliva, são parcialmente 

reduzidos  em  nitritos  através  de  bactérias  anaeróbias  encontradas  na  cavidade  oral 

(Karwowska  &  Kononiuk,  2020;  Lundberg  et  al.,  2008;  Qu  et  al.,  2016).  A 

desoxihemoglobina é a enzima redutora do nitrito, levando à formação de NO. Quando 
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esta está a 40 ­ 60% saturada em oxigénio, num pH 6,4, há formação de NO a partir do 

nitrito a uma taxa máxima (Lundberg et al., 2008; Zhao et al., 2015). 

 

 
Figura 9­ Esquematização  do  metabolismo  de  nitrato,  nitrito  e  NO,  composto  pela  via  L­arginina  – 
NO­ sintase e pela via nitrato ­ nitrito ­ NO. (Adaptado de Karwowska & Kononiuk, 2020). 
 

  Estudos pré­clínicos demonstraram que a redução de nitrito em NO resulta numa 

série de efeitos benéficos, incluindo a vasodilatação dos vasos sanguíneos e redução da 

pressão arterial, bem como efeitos citoprotetores que limitam a extensão do dano causado 

por  isquémia/  reperfusão  (Oliveira­Paula  &  Tanus­Santos,  2019;  Sundar  et  al.,  2013; 

Zhao et al., 2015). 

 

3.3. Visão integrada do NO e outros óxidos de azoto 

3.3.1. Aplicações clínicas do nitrito 

  O  efeito  positivo  dos  nitratos  e  nitritos na terapêutica humana está  relacionado 

com o facto de os mesmos funcionarem como dadores exógenos para formação de NO, 

tal como explicado anteriormente. A vantagem mais amplamente descrita da ingestão de 

nitrato  e  nitrito  é  o  efeito  benéfico  que  os  mesmos  têm  no  sistema  cardiovascular 

(Karwowska & Kononiuk, 2020; Lundberg et al., 2008).  Ashworth et al. (2015), realizou 
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um estudo onde os resultados indicaram que o consumo de duas porções de vegetais com 

alto teor de nitrato, diariamente e por sete dias, resultou numa redução da pressão arterial 

sistólica de aproximadamente 4 ­ 5 mmHg em mulheres normotensas. Adicionalmente, 

os  autores  sugeriram  que,  no  caso  de  pessoas  com  hipertensão  arterial  poderá  ser 

alcançada uma maior redução da pressão arterial.  

 

  Nas últimas duas décadas, tem aumentado exponencialmente o número de estudos 

sobre  os  benefícios  do  consumo  de  alimentos  ricos  em  nitrato  e  nitrito.  Estes 

demonstraram proteger o coração de lesões causadas por ataques cardíacos, suprimir a 

inflamação  microvascular,  prevenir  lesões  renais  por  hipertensão  arterial,  reverter  a 

disfunção  endotelial  vascular  e melhorar  consideravelmente  a  tolerância  à  glicose  e  à 

insulina (Bryan, 2016; Karwowska & Kononiuk, 2020; Lundberg et al., 2008; Ma et al., 

2018).  Os  resultados  obtidos  por  Zand  et  al.  (2011),  confirmaram  uma  redução  dos 

triglicerídeos (TG) em cerca de 72% em pacientes com níveis de triglicéridos superiores 

a 150 mg/dL, após 30 dias de suplementação com produtos de alto teor em nitrato e nitrito. 

 

  Em suma, sabendo que ao baixar a pressão arterial em apenas 5 mmHg se reduz o 

risco de  acidente vascular  cerebral  (AVC)  em 35% e o  risco de doença  isquémica do 

coração em 21% (as duas principais causas de morte no mundo), é importante analisar a 

relação  risco/ benefício da utilização destes aniões,  reconhecendo  a sua  importância e 

implementando intervenções dietéticas (Bryan, 2016). 

   

3.3.2. Concentrações de nitrito, dieta e bactérias comensais orais 

  Bryan (2016) verificou que há uma relação linear entre as quantidades de nitrato 

ingeridas  e  as  quantidades  de  nitrato  e  nitrito  encontradas  na  saliva  e  que  a  idade 

influencia  as concentrações  de  nitrito,  pois  a  média  de  nitrito  salivar  aumenta  de 

21,7 μM em bebés de 6 meses para cerca de 152,2 μM ou mais em adultos. Esse estudo, 

permitiu ainda, verificar que a capacidade individual da microflora oral de reduzir nitrato 

a nitrito, depende da comunidade das bactérias comensais orais e que níveis superiores a 

10,9 mM de nitrito salivar podem ser atingidos após a ingestão de alimentos ricos em 

nitratos.  Os  alimentos  que  têm  concentrações  consideradas  elevadas  de  nitratos 

(0,9  ­  39,5mg/100mg) e  que  influenciam  as  quantidades  de  nitrito  são:  as  carnes 

processadas como o fiambre, o bacon e as salchichas; vegetais de folha verde como o 

aipo, o agrião, a alface, a beterraba, o espinafre e a rúcula  e frutas como a banana e a 
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laranja, os quais deverão ser considerados no momento da análise do nitrito. (Allaker et 

al., 2001; Ashworth et al., 2015; Bryan, 2016; Christiansen et al., 1973; Hord et al., 2009; 

Ma et  al., 2018). Aproximadamente 5  ­ 7% dos nitratos dietéticos e 20% dos nitratos 

salivares são reduzidos a nitritos na cavidade oral por bactérias comensais sendo que, a 

Neisseria,  Porphyromonas,  Veillonella,  Prevotella,  Haemophilus,  Fusobacterium, 

Leptotrichia,  Brevibacillus  e  Granulicatella  estão  indicadas  como  as  principais 

envolvidas  neste  processo.  Estas  bactérias  vão  permitir  a  redução  do  nitrato  dietético 

através da ação catalisadora das enzimas nitrato redutase (NORs).  Este processo ocorre 

por  meio  da  utilização  do  nitrato  como  recetor  de  eletrões  em  condições  anaeróbias 

(Bryan, 2016; Doel et al., 2005; Hyde et al., 2014; Karwowska & Kononiuk, 2020). O 

nitrato, após ser absorvido no trato gastrointestinal superior chega às glândulas salivares 

pela circulação sanguínea, onde é secretado na cavidade oral e parcialmente reduzido a 

nitrito pela microflora oral. Esta redução pode ser aumentada ou reduzida face a fatores 

como, a dieta do indivíduo, a idade e presença de patologias (Karwowska & Kononiuk, 

2020; Lundberg et al., 2008; Oliveira­Paula & Tanus­Santos, 2019). 

 

  Os  níveis  circulantes  de  nitrito  são  derivados  de  duas  fontes  principais,  o 

metabolismo oxidativo do NO endógeno e a dieta. No entanto, existem fatores externos 

e  internos que alteram as concentrações de nitrito  (Kapil et al., 2018; Lundberg et al., 

2008;  Oliveira­Paula  &  Tanus­Santos,  2019).  A  Tabela  3  apresenta  as  concentrações 

médias deste anião na cavidade oral em condições normais e as variações relacionadas 

com situações de doença periodontal,  administração de nitrato e género. Estes valores 

permitem  aferir  que,  independentemente  da unidade  de medida  escolhida  pelos 

autores, existem variáveis que alteram as concentrações de nitrito na saliva e no  FCG, 

pois enquanto a exposição ao nitrato é principalmente exógena, a exposição ao nitrito é 

principalmente endógena, dependente do metabolismo do nitrato (Lundberg et al., 2008).  
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Tabela 3­ Concentrações de nitrito na saliva e no fluido crevicular gengival em diferentes condições.  

  Concentrações de 
nitrito na saliva 

Concentrações 
de nitrito FCG 

Variações nas  
concentrações de nitrito 

(B
ry

an
, 2

01
6)

 

43,48 μM  __________ 
Em jejum: 

41,30 μM 
Após administração 4.6 mg/kg de 

nitrato:   2173,91 μM 

(H
an

 e
t a

l.,
 2

01
3)

 

316,06 ± 43,51 μM 

(ANOVA, p = 0.015) 
__________ 

Periodontite leve: 

228,57 ± 44,7 μM 

(ANOVA, 

p = 0.015) 

Periodontite 

moderada: 

233,21 ± 71,19 

μM 

(ANOVA,  

p = 0.015) 

Periodontite 
agressiva:  

524,85 ± 83,46 
μM  (ANOVA,         

p = 0.015) 

(T
op

cu
 e

t a
l.,

 2
01

4)
 

8,67 ± 8,68 μM        

(p>0.05) 

(Dunn) 

0,83 ± 0,31 nmol     

(p> 0.05) 

em 0.32 ± 0.17 μL 

((Dunn) 

Gengivite (saliva):  

5,56 ± 4,53 μM  

(P > 0.05) 

(Dunn) 

Periodontite (saliva):           

5,55 ± 5,39 μM 

(P > 0.05) 

(Dunn) 

Gengivite (FCG):     

1,07 ± 0.62 nmol (p> 0.05)                          

em 0,64 ± 0,43 μL 

(Dunn) 

Periodontite (FCG):        

1,08 ± 0,59 nmol  (p> 0.05) 

em   1,23 ± 0,6 μL 

(Dunn) 

(S
án

ch
ez

 e
t a

l.,
 

20
14

) 

Saliva não 

estimulada:  

≈ 320 μM 

(ANOVA, p< 0.001) 

 

__________ 

Saliva não estimulada+ 

periodontite + antes de 

tratamento periodontal:  

≈ 500 μM 

(ANOVA, p< 0.001) 

Saliva não estimulada+ 

periodontite + depois de 

tratamento periodontal: 

 ≈ 450 μM 

(ANOVA, p< 0.001) 

(M
cK

ni
gh

t 

et
 a

l.,
 1

99
7)

 

53,9 ± 22.8 μM 

(ANOVA, p< 0.001) 
__________ 

Após administração 2 mmol de nitrato:  

761,5 ± 187,7 μM 

(ANOVA, p< 0.001) 

(S
ca

re
l­

C
am

in
ag

a 
et

 

al
., 

20
17

) 

 0,03678 ± 0,03913 

μM  

(Shapiro­Wilk, 

p=0.009) 

__________ 
Periodontite crónica: 0,03041 ± 0,03568 μM 

(Shapiro­Wilk, p=0.009) 

 (K
ap

il 
et

 

al
., 

20
18

) 

__________  __________ 

Sexo feminino: 

≈ 230 μM (Student's t­test, 

p=0.012) 

Sexo masculino:                 

≈ 120 μM (Student's t­test 

p=0.012) 

(A
ur

er
 e

t 

al
., 

20
01

)  22,4 ± 17,04 μM 

(Student's t­test, 

p<0.001) 

 

Periodontite adulta:  

11,1 ± 8.23 μM 

(Student's t­test, p<0.001) 

Periodontite com 

progressão rápida            

2.5 ± 3,27 μM.             

(Student's t­test, p<0.001) 

Nota: Os valores foram recalculados por questões de uniformização das unidades de concentração.  
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3.4. Doença periodontal e o NO 

  Embora existam dados  limitados sobre os efeitos benéficos diretos do aumento 

das concentrações de nitrito em patologias orais, como a periodontite, há uma abundância 

de  estudos  pré­clínicos  e  clínicos  que  demonstram  que  a  eficácia  da  gestão  entre  a 

deficiência e a suplementação dietética de NO ajuda no retardamento da progressão da 

doença periodontal (Bryan, 2016; Sundar et al., 2013). 

 

  A  evidência  científica  mostra  que,  as  concentrações  de  NO  aumentam  com  a 

progressão da periodontite (Sundar et al., 2013; Wang et al., 2019). O NO ativa enzimas 

pró­inflamatórias,  como  a  ciclooxigenase  e  as  metaloproteinases  que,  por  sua  vez, 

contribuem  para  o  dano  do  tecido  periodontal  (Menaka  et  al.,  2009).  A  atividade  e 

expressão das isoformas das NOS está aumentada no tecido gengival de pacientes com 

gengivite ou periodontite crónica, induzindo um aumento na produção de NO (Menaka 

et al., 2009; Sánchez et al., 2014). Na periodontite, a expressão de iNOS desempenha não 

só um papel prejudicial, como também benéfico. Os efeitos prejudiciais podem incluir 

uma ação  citotóxica para os  tecidos do hospedeiro,  incluindo  danos  ao  osso  alveolar. 

Contrariamente,  os  efeitos  benéficos  podem  incluir  a  atividade  antimicrobiana, 

modulação imunológica, inibição da trombose microvascular, bem como um aumento da 

perfusão tecidual (Lohinai & Szabó, 1998; Menaka et al., 2009). 

 

  Assim, as propriedades pró ou anti­inflamatórias variam consoante a concentração 

do NO, o potencial de formação de derivados tóxicos, o local do processo patológico e a 

resposta adaptativa da célula­alvo (Menaka et al., 2009).  

 

  Relativamente  ao  nitrito,  Allaker  et  al.  (2001),  afirma  que  este  em  condições 

ácidas, tem um efeito inibitório nas bactérias cariogénicas tolerantes a ácidos in vitro e 

salienta a possibilidade de que  este metabolito, em condições apropriadas,  iniba esses 

microrganismos in  vivo. Ou  seja,  um  aumento  no  nitrato  proveniente  da  dieta  e  um 

aumento subsequente do nitrito salivar poderão contribuir para um efeito protetor contra 

as condições que afetam os tecidos orais duros e moles e assim, apresentar uma barreira 

para infeções periodontais e outras infeções orais.   

 
  Por  sua  vez,  Han  et  al.  (2013),  avaliou  a  associação  entre  periodontite  e  os 

metabolitos do óxido nítrico salivar na comunidade Coreana e afirmou que existe uma 
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relação entre  a  presença  da  periodontite  e  os  metabolitos  do  NO,  bem  como  uma 

associação significativa  entre a periodontite grave e os níveis de nitrito. Contudo, não 

houve uma associação significativa entre a extensão da periodontite e o nitrito. Estudos 

adicionais serão necessários para esclarecer o mecanismo dessa associação.  Da mesma 

forma,  Topcu  et  al.  (2014),  concluiu  que  os  níveis  de  nitrato  não  diferiram 

significativamente  entre  os  grupos  de  estudo  com  diferentes  níveis  de  gravidade  da 

doença periodontal. Contudo, este autor afirma que há uma diminuição gradual da razão 

nitrato/ nitrito com a presença de inflamação. 

 

3.4.1. Biomarcadores da doença periodontal 

  Entende­se  por  biomarcadores  todas  as  substâncias  que  sejam  objetivamente 

medidas  e  avaliadas  como  indicadores  dos  processos  biológicos  normais  e  processos 

patogénicos, ou as respostas a uma intervenção terapêutica (Sundar et al., 2013). 

 

  Os biomarcadores da doença periodontal desempenham um papel importante para 

o diagnóstico, avaliação dos resultados e personalização da terapêutica (Lundberg et al., 

2008; Topcu et al., 2014). Estes marcadores bioquímicos e  imunológicos presentes na 

saliva ou no FCG, podem determinar parcialmente a extensão da doença periodontal e até 

mesmo  prever  a  sua  progressão  (Reher  et  al.,  2007).  A  análise  destes  fluidos  é 

especialmente benéfica na determinação do estado periodontal no momento da recolha. 

São  vários  os  estudos  que  indicam  que  a  determinação  dos  níveis  de  mediadores 

inflamatórios  em  fluidos  biológicos  é  um  bom  indicador  de  atividade  inflamatória 

(Allaker et al., 2001; Ozmeric, 2004). Alguns dos biomarcadores mais frequentemente 

associados  à  doença  periodontal  são:  o  fator  de  necrose  tumoral  alfa  (TNF­α);  a 

interleucina­1  (IL­1)  e  a  interleucina­6  (IL­6),  sendo  o  NO  já  considerado  um 

biomarcador por alguns autores (Allaker et al., 2001; Fine et al., 2018; Kharaeva et al., 

2016; Ozmeric, 2004; Scarel­Caminaga et al., 2017).  

 
  Nos últimos anos, estudos sobre o envolvimento do NO e do stress nitrosativo na 

periodontite  crónica,  têm  enfatizado  a  necessidade  de  melhorar  os  parâmetros  de 

diagnóstico e a importância que se deve dar aos biomarcadores desta doença (Topcu et 

al., 2014). Já a avaliação das concentrações de nitrito e nitrato que são produzidas pelos 

eventos bioquímicos na resposta imunológica durante a interação patógeno­hospedeiro, 

tem  um  papel  importante  na  compreensão  da  etiopatogenia  da  doença  periodontal, 
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apoiando  a  possibilidade  destes  metabolitos  funcionarem  como  biomarcadores  desta 

patologia (Han et al., 2013; Oliveira­Paula & Tanus­Santos, 2019; Topcu et al., 2014). 

 

3.5. Medição do nitrito 

  O NO é um radical livre diatómico extremamente instável e solúvel que se pode 

difundir rapidamente através de vários biofilmes (Topcu et al., 2014; Wang et al., 2019). 

Esta instabilidade na presença de oxigénio faz com que este radical sofra um processo de 

oxidação para produzir óxidos de nitrogénio mais estáveis, nitrito e nitrato. Devido a esta 

reatividade e consequentemente a um tempo de semi­vida muito curto (< 5s), as medições 

diretas de NO nas células e tecidos são muito difíceis. Contudo, os metabolitos estáveis 

do NO permitem a sua medição indireta. Deste modo, os níveis totais de nitrito e nitrato 

em fluidos biológicos são utilizados para a monitorização da síntese de NO (Timby et al., 

2020; Topcu et al., 2014; Wang et al., 2019). A medição das concentrações de nitrito tem 

sido feita a partir da recolha de vários fluidos corporais e através de variados métodos. 

Os fluidos mais utilizados para fazer a medição deste metabolito são: saliva; FCG; urina 

e sangue (Bryan, 2016; Kapil et al., 2018; Ma et al., 2018).  

 

  Alguns dos métodos de análise de nitrito são: o teste imunoenzimático­ método 

ELISA  (Bejeh­Mir  et  al.,  2014);  dispositivos  analíticos  microfluídicos  baseados  em 

papel­ (μPAD) (Bhakta et al., 2014); tiras de papel  reagente (Ramenzoni et al., 2021); 

coloração  imuno­histoquímica  (Wang  et  al.,  2019);  sendo  o  método  colorimétrico  de 

Griess o mais comum (Han et al., 2013; Lohinai & Szabó, 1998; Parwani et al., 2012; 

Ramos et al., 2006; Reher et al., 2007; Topcu et al., 2014). 

 

  A  reação  de  Griess,  representada  na  Figura  10,  associada  a  medições 

espectrofotométricas,  foi a base da técnica colorimétrica de diagnóstico utilizada neste 

estudo. Esta  reação de diazotação usa a sulfanilamida  (SA), uma amina aromática e o 

N­(1­naftil)­etilenodiamina (NED/NEDA) como reagente acoplador (Ramos et al., 2006; 

Tsikas, 2007). 

 

  Como  produto  de  reação,  em  meio  ácido,  forma­se  um  composto  diazo  de 

coloração  rosa  que  absorve  radiação  visível  na  ordem  dos  540  nm.  É  de  extrema 

importância adicionar os reagentes na correta sequência, ou seja, primeiro o SA e depois 

o NEDA. Após a adição destes reagentes, todos incolores, deve­se esperar 10 minutos 
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para que se desenvolva coloração (Ramos et al., 2006; Tsikas, 2007; Vishwakarma et al., 

2019).  

 
Figura 10­ Reações químicas envolvidas na quantificação de nitrito (NO2

­) através da reação de Griess. 
(Adaptado de Vishwakarma et al., 2019). 
 
 

  3.5.1.  Recolha  de  fluidos  orais  para  a  medição  de  biomarcadores  da  doença 

periodontal  

  Fluidos orais, como o FCG e a saliva, são facilmente recolhidos e podem servir 

de base para uma avaliação de biomarcadores específicos do paciente para a periodontite 

e doenças sistémicas (Sundar et al., 2013).  

 

  A  saliva,  um  fluido  oral  multiconstituinte  que  tem  um  alto  potencial  para  a 

vigilância da saúde e doença em geral, é considerada um fluido de extrema importância 

na área da medicina dentária e no campo da fisiologia oral, devido ao seu potencial uso 

como ferramenta diagnóstica não invasiva. Ao longo dos anos, a saliva tem sido usada 

para  detetar  e  diagnosticar  várias  doenças  como,  doenças  autoimunes,  doenças 

cardiovasculares, cáries dentárias e outras patologias orais (Bhattarai et al., 2018; Lee & 

Wong, 2009). A sua utilização apresenta várias vantagens como, a facilidade de uso, o 

método de recolha não­invasivo e um custo­benefício adequado (Bhattarai et al., 2018; 

Javaid et al., 2016; Topcu et al., 2014). 

 
 
 
 



Níveis de Nitrito na Saliva e no Fluido Crevicular e a sua Correlação com a Severidade da Periodontite 
 – um Estudo Piloto 

 
40 

4. Hipóteses 

As hipóteses consideradas para este estudo são: 

­ O nitrito é um mediador inflamatório da doença periodontal; 

­ O aumento do nitrito na saliva e no FCG é proporcional ao aumento do estadio e grau 

da doença periodontal; 

­  Fatores  de  risco  como  o  tabagismo,  medicação,  patologias  sistémicas  entre  outros, 

alteram as quantidades de nitrito nos fluidos orais. 

 

5. Objetivos 

­ Implementar um protocolo de análise de nitritos em amostras de saliva e de FCG; 

­ Comparar os níveis de concentração de nitrito na saliva e no FCG em pacientes com 

doença periodontal e pacientes periodontalmente saudáveis; 

­ Avaliar a possível correlação entre os níveis de nitrito e os diferentes estadios e graus 

da periodontite. 
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II. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
1. Considerações éticas 

  O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética Egas Moniz (processo interno nº 

929 de 2021). Todos os participantes assinaram um consentimento informado após lhes 

ter sido explicado os objetivos do estudo, que a sua participação era voluntária e anónima 

e que os dados seriam utilizados exclusivamente para a análise estatística.  

 

2. Materiais e reagentes utilizados 

2.1. Materiais para recolha das amostras 

  Para a recolha de saliva foram utilizados os kits de recolha de amostras de saliva 

da  Salimetrics,  compostos  por  Saliva  Collection  Aid  (SCA)  e  frascos  de  colheita 

(cryovials) (figura11). 

         
       A           A           B         C  
Figura 11­ A: Auxiliar de recolha da saliva (SCA); B: Frasco de colheita/ criogénico (cryovials); 
 C: Composição do kit de recolha de amostras de saliva da Salimetrics 
 

 

  Para a recolha de FCG foram utilizadas tiras de papel absorvente PerioPaper 

Gengival Fluid Collection Strips com capacidade de absorver 0 a 1,2 μl de fluido (figura 

12),  rolos  de  algodão,  dry­tips,  sani­tip  e  micropipetas  Microcapillary  tube 

Drummond Microcaps de 50 μl (figura 13). 

       
Figura 12­ Tiras de papel PerioPaper Gengival Fluid Collection Strips. 
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Figura 13­ Micropipetas Microcapillary tube Drummond Microcaps 

 

2.2. Reagentes  

  Os reagentes utilizados na preparação das soluções aquosas, usadas no método de 

Griess,  foram  os  seguintes:  nitrito  de  sódio,  da  AnalaR  NORMAPUR  (≥  99%);  

hidróxido de sódio, da Sigma­Aldrich (≥  98%); sulfanilamida (SA), da Sigma­Aldrich  

(≥  98%);  ácido  clorídrico,  da  Sigma­Aldrich,  (≥  37%);  N­(1­naftil)­etilenodiamina 

(NED/NEDA), da Sigma­Aldrich (≥  98%) e água destilada. 

 

2.3. Equipamentos 

  Os  reagentes  sólidos  foram  pesados  numa  balança  digital  H03D  series 

lbxinstruments. A determinação do volume de amostra nas tiras de papel foi efetuada 

no instrumento Periotron Model   As análises espectrofotométricas (UV­Visível) 

foram  efetuadas  num  espetrofotómetro  Jasco odel  V­530  e  a  centrifugação  das 

amostras foi realizada na centrífuga Eppendorf® Minispin®.  

 
 
3. Estudo clínico 

3.1. Seleção da amostra 

  A amostra, selecionada por conveniência, foi constituída no total por 27 utentes 

da  Clínica  Universitária  Egas  Moniz  (13  pacientes  com  saúde  periodontal  e  14  com 

periodontite).  O  horário  da  recolha  foi  entre  as  8h  até  às  11h30  para  minimizar  a 

interferência da dieta nas concentrações de nitrito observadas.  
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3.2. Critérios de inclusão e critérios de exclusão 

Para  que  os  pacientes  pudessem  participar  no  estudo  tinham  de  reunir  os  seguintes 

requisitos:  

­ Idade igual ou superior a 18 anos;  

­ Pelo menos 10 dentes presentes; 

­ Assinatura do consentimento informado. 

 

Os critérios de inclusão considerados específicos para cada grupo da amostra: 

Grupo A­ pacientes periodontalmente saudáveis:  

­ Exploração clínica: gengiva com coloração rosa­clara e sem hemorragia à sondagem;  

­  Se  indicado  no  processo  clínico:  profundidades  de  sondagem  ≤ 3mm  e  sem  perdas 

ósseas radiográficas (Papapanou et al., 2018; Steffens & Marcantonio, 2018). 

 

Grupo B­ pacientes com periodontite: 

­ Exploração clínica: hemorragia gengival e hemorragia à sondagem; presença de placa; 

profundidades de sondagem > 3 mm e perdas ósseas radiográficas (Papapanou et al., 

2018; Steffens & Marcantonio, 2018). 

 

Os critérios de exclusão:  

­ Mulheres grávidas ou lactantes; 

­ Desdentados totais; 

­ Pacientes que sofram de doenças autoimunes, pacientes com vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), hepatite B e hepatite C;  

­ Pacientes com uso agudo ou crónico de medicamentos xerostomizantes; 

­ Pacientes em radioterapia; 

­ Pacientes que tivessem realizado tratamentos periodontais; 

­ Pacientes com dados incompletos. 

 

3.3. Recolha de dados  

3.3.1. Questionário 

  No início da consulta foi apresentado a todos os pacientes incluídos no estudo um 

questionário que foi explicado ao paciente e seguidamente preenchido pelo mesmo. 

As questões colocadas foram as seguintes: 

­ É fumador/a?  
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­ Costuma ingerir bebidas alcoólicas? 

­ Qual a quantidade de água ingerida diariamente? 

­ Costuma ter uma dieta rica em vegetais e fruta? 

­ Costuma ter uma dieta rica em carnes processadas?  

­ Está a fazer alguma suplementação vitamínica?  

­ Tem sensação de boca seca?  

­ Considera que tem uma elevada quantidade de stress psicológico, cansaço físico ou 

ansiedade na sua vida?  

 

3.3.2. História clínica 

  Após  a  recolha das  amostras  foram consultados os  processos dos pacientes  de 

modo a recolher os seguintes dados: 

­ Idade; 

­ Género;  

­ Patologias sistémicas; 

­ Medicação. 

 
3.4. Protocolo clínico 

  Antes da recolha das amostras foi realizada a calibração do examinador por um 

segundo examinador experiente, com recurso a 4 pacientes voluntários não incluídos no 

estudo.  

 

  A  recolha  da  saliva  não­estimulada  foi  feita  através  do  kit  de  recolha  da 

Salimetrics, enquanto as amostras de FCG foram recolhidas através das tiras de papel 

absorvente.  

 

  Neste estudo, a recolha da saliva realizou­se previamente à recolha de FCG para 

que não houvesse contaminação da amostra, pois após o contacto das tiras de papel com 

a gengiva é frequente existir hemorragia. Esta sequência facilita igualmente a realização 

de um isolamento com rolos de algodão, dry­tips e sani­tip, aquando da recolha do 

FCG, não afetando a quantidade de saliva recolhida da cavidade oral (Han et al., 2013; 

Topcu et al., 2014).  
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3.4.1. Recolha da saliva  

1­ Antes da recolha da saliva foi pedido aos participantes que realizassem um bochecho 

com água durante 5 minutos; 

2­ Durante este período foram preparados e devidamente rotulados os kits de recolha de 

amostras de saliva da Salimetrics, (figura 14B); 

3­ Os participantes foram orientados a não engolir a saliva (saliva passiva) durante 3 

minutos para que houvesse um acúmulo da mesma no fundo da boca; 

4­ De seguida, com a cabeça  inclinada para a frente foi pedido aos participantes que 

guiassem a saliva para o frasco através do SCA, (figura 14E); 

5­ O SCA foi removido e devidamente descartado;  

6­ A  tampa  foi  colocada no  frasco de  colheita  e  foi  confirmado que  estava  apertada 

corretamente; 

7­  Após  a  recolha  da  saliva,  os  frascos  foram  imediatamente  colocados  numa  caixa 

térmica a 4ºC e transportados para o laboratório (permanecendo na mesma menos de 2 

horas), (figura 14D); 

8­ A amostra foi centrifugada a 10.000 x g durante 10 minutos; 

9­  Após  a  obtenção  do  sobrenadante,  as  amostras  foram  aliquotadas  e  armazenadas 

a ­20ºC para futuras análises. 

 

 
            A        B             C                           D                                                    E 

Figura  14­  Método  de  recolha  da  amostra  de  saliva.  A:  Frasco  de  colheita  (cryovials)  devidamente 
rotulado; B: Frasco de colheita com o auxiliar de recolha da saliva (SCA); C: Frasco de colheita com 
saliva; D: Caixa térmica a 4ºC; E­: Momento da recolha da amostra da saliva. 
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3.4.2. Recolha do fluido crevicular gengival  

  No momento da recolha, o examinador apenas teve informação da localização em 

que deveria fazer a mesma (bolsas mais profundas).  

 

O protocolo de recolha de FCG foi o seguinte: 

1­ Foram utilizadas 6 tiras de papel absorventes com capacidade de absorver 0 a 1,2 μl 

de fluido; 

2­ A  recolha  de  fluido  foi  feita  preferencialmente  nos  incisivos  centrais  e  laterais 

superiores (figura 15), principalmente no caso de pacientes com saúde periodontal, 

onde está reportado haver maior quantidade tanto de nitrito como de NO (Chami et 

al., 2018). Nos pacientes com periodontite deu­se preferência a locais com existência 

de bolsas (profundidade de sondagem > 3mm); 

3­ Imediatamente a seguir à recolha de fluido as tiras de papel foram colocadas em tubos 

de eppendorf devidamente identificados, (figura 16B e figura 17); 

4­   O  volume  de  fluido  de  FCG  recolhido  em  cada  tira  de  papel  foi  quantificado 

utilizando o Periotron 8010 (no programa “PERIO”) cujo “zero” foi pré­calibrado 

com uma tira de papel seca, (figura 16C); 

5­   De  seguida,  as  tiras  foram  sequencialmente  colocadas  num  segundo  tubo  de 

eppendorf,  o  qual  foi  armazenado  numa  caixa  térmica  a  4ºC  (permanecendo  na 

mesma um período inferior a 2 horas), (figura16D); 

6­ Tal como as amostras de saliva, as tiras de papel com FCG foram transportadas para 

o laboratório para análise imediata. Esta amostra não sofreu quaisquer processos de 

centrifugação.  Devido  às  quantidades  reduzidas  da  mesma  não  foi  possível 

armazená­la para posteriores análises. 

 

 
Figura 15­ Método de recolha da amostra de fluido crevicular gengival com os PerioPaper Gengival 
Fluid Collection Strips. 
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                                      E 
Figura 16­ Método de recolha da amostra de fluido crevicular gengival. A: Recolha da amostra com os 
PerioPaper Gengival Fluid Collection Strips; B: Primeiros tubos de eppendorf devidamente identificados 
com as tiras de papel; C: Leitura dos volumes da amostra pelo Periotron 8010; D: Segundos tubos de 
eppendorf com as tiras de papel com o volume medido; E: Caixa térmica a 4ºC.  
 

 
Figura 17­ Tubos de eppendorf devidamente identificados (código atribuído a cada paciente). 

 

 

3.5. Quantificação de nitrito pelo método colorimétrico de Griess     

3.5.1. Lei de Beer­Lambert (absorvância vs concentração) 

  Através  da  Lei  de  Beer­Lambert  é  possível  converter  a  absorvância  (nm)  em 

concentração (μM), estando estas concentrações dentro de um intervalo de valores de uma 

curva de calibração. A equação representativa da lei de Beer­Lambert é representada pela 

Figura 18A e os processos de incidência e transmissão de luz estão esquematizados na 

Figura 18B (Mayerhöfer et al., 2020).  
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Figura 18­ A: Equação da Lei de Beer­Lambert; B: Espetrofotómetro: processo de incidência de luz e 
transmissão de luz através da cuvete com a solução. 
 
 
3.5.2. Preparação da solução nitrito e reagentes SA e NEDA 

  Para a utilização da reação de Griess como método colorimétrico de quantificação 

do  nitrito,  foi  necessário  a  preparação  de  3  soluções:  solução  padrão  de  nitrito  (para 

realizar a curva de calibração) e reagentes SA e NEDA, como indicado na Tabela 4. 
 
Tabela 4­ Soluções, reagentes e quantidades necessárias para a reação de Griess. 

SOLUÇÃO  REAGENTES  QUANTIDADE 

Solução Padrão 

(Nitrito, 10 mM) 

Nitrito de Sódio 

Hidróxido de sódio a 0,02% 

Água destilada 

0,69 g 

0,25 g 

até 1L 

SA (1% m/v) 

Sulfanilamida 

Ácido clorídrico a 37% 

Água destilada 

2 g 

50 ml 

até 200 ml 

NEDA (0.02% m/v) 
N­(1­naftil)­etilenodiamina  

Água destilada 

0,04 g 

até 200 ml 

 

  Após a realização de experiências prévias, concluiu­se que era necessário diluir 

5x a solução stock de nitrito para que, os valores de absorvância se encontrassem abaixo 

de 1 e respeitassem a Lei de Beer­Lambert.  

 

3.5.3. Análise das amostras 

  Tal como referido anteriormente, o nitrito presente nas amostras de saliva e de 

FCG foi quantificado indiretamente, através do método de Griess no qual se forma um 

composto corado, numa quantidade estequiometricamente igual à do nitrito existente na 

solução. Por conseguinte, a intensidade da cor gerada é proporcional à concentração deste 

último.  

A  B 
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  Após recolha e antecedendo a sua análise pelo método colorimétrico de Griess, as 

amostras sofreram um tratamento prévio conforme está seguidamente descrito.  

 

Protocolo de tratamento da saliva (figura 19): 

1­  No laboratório, a saliva presente nos frascos é transferida para tubos de eppendorf 

devidamente identificados com a utilização de micropipetas, (figura 19­1C); 

2­  Centrifugação  dos  tubos  de  eppendorf  a  10.000  x  g,  durante  10  minutos,  (figura 

19­1D); 

3­  Transferência de 50 µl (ou de 25 µl) de sobrenadante para uma cuvete. Caso haja 

excesso  de  saliva,  preparar  alíquotas  de  500  µl  para  tubos  de  eppendorf,  (figura 

19­2B e figura 19­2C); 

4­  Às cuvetes  com 50  µl  de  saliva  foram adicionadas 950  µl  de  água destilada  e  às 

cuvetes com 25 µl, foram adicionadas 975 µl de água destilada, (figura 19­2D e figura 

19­2E); 

5­   A  cada  cuvete  foram adicionadas  sequencialmente,  com micropipetas,  250 µl  de 

reagente SA e 250 µl de reagente NEDA, (figura 19­3); 

6­  Após  a  adição  dos  reagentes,  esperou­se  10  minutos  e  avaliou­se  de  imediato  a 

absorvância (540 nm), (figura 19­5); 

 

 Protocolo de tratamento do FCG (figura 20): 

1­  No laboratório, cortar a porção não absorvente (laranja) das tiras de papel e colocar 

a porção branca dentro da cuvete, num total de 6 tiras por cuvete, (figura 20­1B e 

figura 20­1C); 

2­  Adicionar a cada cuvete 1 ml de água destilada, (figura 20­1D); 

3­  A cada cuvete adicionar sequencialmente, com micropipetas, 250 µl de reagente SA 

e 250 µl de reagente NEDA, (figura 20­2A e figura 20­2B); 

4­  Após a adição dos reagentes, esperar 10 minutos e avaliar de imediato a absorvância 

(540 nm), (figura 20­4);  

 

Nota: As concentrações de nitrito na saliva foram estimadas por interpolação na curva de 

calibração, (figura 22), considerando um fator de diluição 1:30 (saudáveis) e 1:60 (com 

periodontite). Os valores de nitrito no FCG foram estimados considerando a concentração 

no extrato de 1 ml. Dada a dificuldade em estimar com rigor o volume de amostra extraída 

nas tiras de papel, optámos por não corrigir a concentração pelo fator de diluição. Por 
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conseguinte, os valores apresentados correspondem à concentração de nitrito  tal como 

diluída no ensaio, como  tal estes valores serão muito  inferiores aos  reais.  Assim, para 

efeitos  de  referência,  os  valores  de  nitrito  no  FCG  são  acompanhados  dos  volumes 

estimados pelo Periotron 8010.  

 

Figura 19­ Protocolo do método de Griess para a saliva. 1A: Frasco de colheita (cryovials); 1B: Frasco 
de colheita com saliva; 1C: Transferência da saliva para o tubo de eppendorf; 1D: Centrifugação dos tubos 
de eppendorf a 10.000 x g durante 10 minutos; 2A: Obtenção do sobrenadante; 2B e 2C: Transferência de 
25 µl e de 50 µl de sobrenadante para uma cuvete; 2D e 2E: Adição de 975 e 950 µl de água destilada; 3A 
e 3B: Adição do reagente SA; 3C e 3D: Adição do reagente NEDA; 4: Esperar 10 minutos; 5: Análise das 
amostras pelo espetrofotómetro. 
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Figura 20­ Protocolo do método de Griess para o fluido crevicular gengival. 1A: 6 tiras de papel no tubo 
de eppendorf; 1B: Corte da parte colorida de laranja dos papéis; 1C: Parte branca absorvente dos papéis na 
cuvete; 1D: Adição de 1 ml de água destilada; 2A: Adição do reagente SA; 2B: Adição do reagente NEDA; 
3: Esperar 10 minutos; 4: Análise das amostras pelo espetrofotómetro. 
 
 
3.6. Ensaio controlo  

  Com a utilização das tiras de papel, havia a possibilidade de o material das mesmas 

colorirem a solução. Assim,  foi necessário confirmar que não havia  interferência  pelo 

que,  depois  do  corte  da porção  laranja  foram colocadas numa cuvete 6  tiras  de papel 
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absorvente sem FCG. A esta cuvete foram adicionadas as soluções SA e NEDA e depois 

de 10 minutos foi confirmado que estas tiras não coloriam a solução, (figura 21). 

 
Figura 21­ Cuvete com as 6 tiras de PerioPaper Gengival Fluid Collection Strips, solução SA e NEDA, 
sem coloração. 
 

3.7. Exclusão do estudo 

  Após obter os valores de absorvância das amostras, foi observado que no total 3 

pacientes apresentavam valores de absorvância fora do intervalo de valores apresentado 

pela curva de calibração. Desta forma, os valores de absorvância e de concentração destes 

3 pacientes, 1 paciente com saúde periodontal e 2 pacientes com doença periodontal, não 

foram considerados para a análise estatística.  
 

3.8. Análise estatística  

  Todos os dados recolhidos no decorrer do estudo foram armazenados numa base 

de dados no  software  Microsoft Office Excel®  2021 versão 16.49  (Microsoft, Seattle, 

USA).  Para  a  realização  da  análise  estatística  foi  utilizado  o  programa  IBM  SPSS 

Statistics,  versão  27.0  para  o  Windows  (Armonk,  NY:  IBM  Corp.)  sendo  utilizadas 

metodologias de análise estatística descritiva e inferencial. Nesta última, foi estabelecido 

um nível de significância de 5%. 
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III. RESULTADOS 

 1. Calibração 

1.1. Quantificação do nitrito pelo método de Griess 

  Tal como referido anteriormente, a concentração de nitrito nas amostras de saliva 

e de FCG baseou­se no método colorimétrico de Griess, no qual se forma um composto 

azo  com  um  máximo  de  absorvância  a  540  nm,  sendo  o  mesmo  proporcional  à 

concentração de nitrito em solução. Antecedendo a análise das amostras, foi traçado uma 

curva de  calibração usando  as  soluções padrão de  nitrito  e  as  mesmas  soluções  stock 

usadas no método de Griess. A Tabela 5 apresenta os valores de concentração de nitrito 

(μM), volume de nitrito (μl) e volume de água (μl) utilizados para realizar as diluições 

que permitiram traçar a curva de calibração (após cada diluição aguardou­se 10 minutos 

e efetuou­se as medições de absorvância a 540 nm). A Figura 22 mostra o gráfico obtido 

e a respetiva equação, a partir da qual, por interpretação, se estimaram as concentrações 

de nitrito nas amostras analisadas. 

 
Tabela 5­ Concentrações e volumes para preparação da solução padrão nitrito (1 ml). 

CONCENTRAÇÃO NITRITO 

(μM) 

VOLUME NITRITO            

(μl) 

VOLUME ÁGUA          

(μl) 

1,3  10  90 

2,7  20  80 

4,0  30  70 

5,3  40  60 

6,7  50  50 

8,0  60  40 

9,3  70  30 

10,7  80  20 

12  90  10 

13  100  0 
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Figura 22­ Curva de calibração para quantificação de nitrito pelo método de Griess.  
Parâmetros: y = 0,0588x + 0,112; r2 = 0,997.  
 

1.2. Determinação do volume de amostra de FCG recolhido nas tiras de papel 

  Dado as amostras de FCG terem sido recolhidas por absorção pelas tiras de papel, 

foi necessário estimar o volume extraído através da sua análise pelo Periotron 8010.  

Para  tal,  o  equipamento  foi  previamente  calibrado,  tendo  sido  obtido  o  gráfico 

apresentado na Figura 23. 

 
 

Figura 23­ Curva de calibração. Parâmetros:  y = ­203,42x4 + 497,92x3 – 435,3x2 + 319,78x – 6,2895; r2 

= 0,9994. 
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2. Relação entre as concentrações de nitrito na saliva e no FCG em pacientes com 

doença periodontal e em pacientes periodontalmente saudáveis 

  Devido à uma dimensão reduzida da amostragem, o teste t­student não apresentou 

diferenças estatisticamente significativas nos vários grupos. Deste modo, a análise feita 

neste estudo piloto foi descritiva e aferiu­se apenas sobre a tendência das concentrações 

de nitrito consoante cada variável. 

 

  Na Tabela 6 são apresentadas as concentrações de nitrito do grupo dos pacientes 

periodontalmente saudáveis e do grupo dos pacientes com periodontite. É de notar, que 

há uma tendência para as concentrações de nitrito, tanto na saliva como no FCG, estarem 

mais elevadas no grupo dos participantes com periodontite, o que permite relacionar de 

uma  forma  preliminar,  os  valores  de  nitrito  aumentados  e  a  presença  de  doença 

periodontal.  
 
Tabela 6­ Influência do diagnóstico periodontal nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

D
ia

gn
ós

tic
o 

Pe
ri

od
on

ta
l   Periodontalmente 

saudáveis 
12 

(50%) 
190 ± 27  0,58 ± 0,02  3,3 ± 0,3 

 Periodontite  12 
(50%) 

364 ± 62  5,0 ± 0,2  4,7 ± 0,8 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 
 

3. Relação entre as concentrações de nitrito na saliva e no FCG e o estadio da doença 

periodontal 

  Este  estudo  permitiu  aferir  que  há  uma  tendência  para  os  pacientes  que 

comparecem na Clínica Dentária Egas Moniz apresentarem estadios mais avançados da 

doença  periodontal,  não  tendo  sido  incluído  nenhum  paciente  com  estadio  I  como 

representado  na  Figura  24.  O  estadio  da  doença  periodontal  foi  obtido  pelo  processo 

clínico de cada participante no estudo. 
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Figura 24­ Representação gráfica da percentagem de pacientes de cada estadio da doença periodontal. 
 

  Como podemos observar  pela  Tabela 7,  os  valores  tanto das  concentrações de 

nitrito na saliva como das concentrações  de nitrito no FCG tendem a aumentar com o 

aumento  da  severidade  da  periodontite  (mais  elevadas  no  estadio  IV).  Assim,  parece 

haver uma predisposição para valores aumentados de nitrito e  a severidade da doença 

periodontal. 

 
Tabela 7­ Influência do estadio nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

 E
st

ad
io

s  II  3 (25%)  284 ± 140  4,7 ± 0,1  3,8 ± 1,4 

III  4 (33,3%)  340 ± 69  5,1 ± 0,3  4,3 ± 0,9 

IV  5 (41,7%)  430 ± 119  5,2 ± 0,2  5,5 ± 1,7 
Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 
 
 
4. Relação entre as concentrações de nitrito na saliva e no FCG e o grau da doença 

periodontal 

  Por sua vez, o grau da doença periodontal também foi obtido a partir do processo 

clínico  de  cada participante. Tal  como ocorreu  com o  estadio,  o  número de pacientes 

pertencentes a cada grau não foi homogéneo com maior predominância dos graus B e C, 

(figura 25).  

Estadio II
25%

Estadio III
33.3%

Estadio IV
41.7%

ESTADIO
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Figura 25­ Representação gráfica da percentagem de pacientes de cada grau da doença periodontal. 
 

  Pela análise da Tabela 8 tal como ocorreu com o estadio, o aumento da taxa de 

progressão da doença periodontal (grau da periodontite), aparenta estar associado a uma 

elevação das concentrações de nitrito em ambos os fluidos orais. 

 
Tabela 8­ Influência do grau nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

 G
ra

u 
  A  2 (16,6%)  145 ± 17  4,7 ± 0,2  2,7 ± 1,4 

B  5 (41,7%)  366 ± 77  4,9 ± 0,2   4,1 ± 0,5 

C  5 (41,7%)  450 ± 112  5,3 ± 0,2  6,0 ± 1,7 
Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 
 

5. Relação entre os fatores de risco e as concentrações de nitrito na saliva e no fluido 

crevicular gengival 

  Em relação à influência do género nas concentrações de nitrito observa­se que, 

relativamente  à  saliva,  o  género  feminino  apresenta  uma  predisposição  para 

concentrações de nitrito superiores, (tabela 9). Relativamente aos valores de concentração 

no FCG, podemos observar que o género feminino apresenta tendência a concentrações 

inferiores comparativamente ao sexo masculino. Assim, não foi possível aferir sobre a 

influência do género nos níveis de nitrito. 
 
 
 
 
 
 
 

Grau A 
16.6%

Grau B
41.7%

Grau C 
41.7%

GRAU
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Tabela 9­ Influência do género nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 
      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   
G

én
er

o  Feminino  17 
(70,8%)  281 ± 41  2,1 ± 0,5  3,8 ± 0,4 

Masculino  7 (29,2%)  266 ± 88  4,5 ± 0,7  4,5 ± 1,3 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 

  No que diz respeito à influência da idade esta foi dividida em 3 grupos: idade entre 

os  18  ­  30  anos;  idade  entre  31  ­  64  anos  e  ≥  65  anos,  (tabela  10).  Os  valores  da 

concentração de nitrito na saliva apresentaram uma tendência crescente com o aumento 

da idade. Por sua vez, os valores de concentração de nitrito no FCG foram relativamente 

semelhantes sendo que, os valores mais elevados pertencem ao grupo de ≥ 65 anos. 

 
Tabela 10­ Influência da idade nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva   FCG 
    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

Id
ad

e 

18 ­ 30 
anos 

7 
(29,2%)  198 ± 45  1,3 ± 0,7  3,8 ± 0,4 

31 ­ 64 
anos 

10 
(41,7%) 

287 ± 47  2,7 ± 0,7  3,6 ± 0,4 

≥ 65 
anos 

7 
(29,2%) 

340 ± 100  4,4 ± 0,6  4,6 ± 1,4 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 
  Relativamente  às  patologias  sistémicas,  os  pacientes  que  não  apresentavam 

nenhuma  patologia  mostraram  uma  tendência  para  terem  valores  de  concentração  de 

nitrito  na  saliva  mais  reduzidos,  comparativamente  aos  pacientes  com  patologias.  O 

mesmo, observou­se nas concentrações de nitrito no FCG, (tabela 11). 

 
Tabela 11­ Influência das patologias sistémicas nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

Pa
to

lo
gi

as
 

si
st

ém
ic

as
 

Não 
19 

(79,2%)  234 ± 33  2,2 ± 0,5  3,5 ± 0,3 

Sim  5 
(20,8%) 

440 ± 111  5,2 ± 0,2  5,8 ± 1,6 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 
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  Em relação à toma de medicação, pela análise dos valores de nitrito na saliva e no 

FCG,  podemos  observar  que  estas  concentrações  tendem  a  ser  mais  elevadas  nos 

pacientes que tomavam medicação, comparativamente aos que não a tomavam, (tabela 

12). 
 

Tabela 12­ Influência da toma de medicação nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 
      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

M
ed

ic
aç

ão
 

Não 
18 

(75%)  223 ± 33  2,0 ± 0,5  3,5 ± 0,3 

Sim 
6 

(25%)  438 ± 90  5,0 ± 0,2  5,4 ± 1,4 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 
  No que diz  respeito  ao  stress  psicológico,  tanto  as  concentrações de nitrito  na 

saliva  como  no  FCG,  foram  tendencionalmente  menores nos pacientes  que  indicaram 

sofrer de stress psicológico. Assim, o stress psicológico não aparenta aumentar os valores 

de concentração do nitrito, (tabela 13). 

 
Tabela 13­ Influência do stress psicológico nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

St
re

ss
 

ps
ic

ol
óg

ic
o  Não  11 

(45,8%) 
303 ± 66  3,9 ± 0,6  4,8 ± 0,8 

Sim  13 
(54,2%) 

255 ± 43  1,8 ± 0,6  3,2 ± 0,3 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 

  Contrariamente ao stress psicológico, os participantes que assinalaram evidenciar 

cansaço  físico,  apresentavam  tendência  para  ter  valores  de  concentração  de  nitrito  na 

saliva e no FCG mais elevados, (tabela 14). 
 

Tabela 14­ Influência do cansaço físico nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 
      Saliva   FCG 
    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

C
an

sa
ço

 
fís

ic
o 

Não 
9 

(37,5%)  209 ± 39  3,2 ± 0,8  3,3 ± 0,4 

Sim  15 
(62,5%) 

317 ± 54  2,6 ± 0,6  4,4 ± 0,6 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 
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  Por sua vez, relativamente à ansiedade, observou­se uma tendência para os valores 

de concentração na saliva e no FCG serem maiores nos pacientes que não referiam ter 

ansiedade, (tabela 15). 

 
Tabela 15­ Influência da ansiedade nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva  FCG 
    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

A
ns

ie
da

de
 

Não 
10 

(41,7%)  286 ± 68  3,6 ± 0,7  4,2 ± 0,9 

Sim 
14 

(58,3%)  270 ± 44   2,2 ± 0,6  3,8 ± 0,4 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 
  Relativamente  à  sensação  de  boca  seca,  os  pacientes  que  responderam 

positivamente a esta questão apresentaram predisposição para valores de concentração de 

nitrito na saliva e no FCG mais elevados, (tabela 16). 

 
Tabela 16­ Influência da sensação de boca seca nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva  FCG 
    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

B
oc

a 
se

ca
 

Não  15 (62,5%)  242 ± 36  2,6 ± 0,6  3,7 ± 0,4 

Sim  9 (37,5%)  334 ± 81   3,2 ± 0,8  4,4 ± 1,0 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 

  No que  respeita aos  fumadores, é percetível que os valores da concentração de 

nitrito em ambos os fluidos aparentam ser superiores nos não fumadores. Assim, não é 

estabelecida uma relação entre este fator e os níveis de nitrito nos fluidos orais (tabela 

17). 
 

Tabela 17­ Influência do tabagismo nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 
      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

Fu
m

ad
or

 

Não  18 (75%)  284 ± 41  2,8 ± 0,5  4,3 ± 0,6 

Sim  6 (25%)  256 ± 96  2,7 ± 1,0  3,0 ± 0,4 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

   

  Relativamente aos ex­fumadores, os valores de concentração na saliva e no FCG 

apresentaram uma  tendência para serem superiores, comparativamente aos valores dos 
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não ex­fumadores. Deste modo, o fator “ex­fumador” aparenta influenciar os valores de 

concentração do nitrito, (tabela 18). 

 
Tabela 18­ Influência da variável “ex­fumador” nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva  FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

E
x­

fu
m

ad
or

 

Não 
20 

(83.3%)  242 ± 32  2,3 ± 0,5  3,3± 0,2 

Sim 
4 

(16,7%)  452 ± 141  5,2 ± 0,2  7,1 ± 1,8 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 

  Quanto ao consumo de bebidas alcoólicas, a maioria dos indivíduos da amostra 

(70,8%),  consumiam  bebidas  alcoólicas  sendo  este  grupo  o  que  teve  tendência  a 

apresentar valores inferiores de concentração de nitrito na saliva e no FCG, (tabela 19). 
 

Tabela 19­  Influência do consumo de bebidas alcoólicas nas  concentrações de nitrito na saliva e no 
FCG. 

      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

C
on

su
m

o 
de

 
be

bi
da

s 
 a

lc
oó

lic
as

 

Não  7 
(29,2%) 

328 ± 49  2,3 ± 0,8  4,4 ± 0,6 

Sim  17 
(70,8%) 

256 ± 49  3,0 ± 0,6  3,8 ± 0,6 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 
  Em  relação  à  quantidade  de  água  ingerida  diariamente,  os  participantes  que 

referiram  beber  menos  de  1  litro  por  dia  foram  os  que  apresentaram  valores  de 

concentração de nitrito  tendencionalmente  mais  elevados.  O mesmo aconteceu para o 

FCG. Assim, é de notar que o baixo consumo de água parece estar relacionado com as 

elevadas concentrações de nitrito em ambos os fluidos orais, (tabela 20). 

 
Tabela 20­ Influência da ingestão de água nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 

      Saliva  FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

Q
ua

nt
id

ad
e 

de
 á

gu
a 

in
ge

ri
da

 
di

ar
ia

m
en

te
  < 1L  10 (41,7%)  345 ± 73  3,2 ± 0,7  4,8 ± 0,9 

1L a 3L  12 (50%)  226 ± 41  2,8 ± 0,7  3,2 ± 0,3 

> 3L  2 (8,3%)  239 ± 23   0,6 ± 0,1  4,5 ± 1,0 
Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 



Níveis de Nitrito na Saliva e no Fluido Crevicular e a sua Correlação com a Severidade da Periodontite 
 – um Estudo Piloto 

 62 

  No  que  diz  respeito  ao  consumo  regular  de  vegetais  e  frutas,  o  valor  de 

concentração de nitrito na saliva parecer estar mais elevado nos pacientes que não têm 

uma dieta rica em vegetais. O contrário acontece no FCG, pois neste fluido os pacientes 

que  tinham  uma  dieta  rica  em  vegetais  foram  os  que  apresentaram  valores  de  nitrito 

superiores. Deste modo, não é possível estabelecer uma relação entre o consumo regular 

de vegetais e frutas com as concentrações de nitrito nestes fluidos, (tabela 21). 

 
Tabela 21­ Influência do consumo regular de vegetais e frutas nas concentrações de nitrito na saliva e 
no FCG. 

      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

C
on

su
m

o 
re

gu
la

r 
de

 
ve

ge
ta

is
 e

 fr
ut

as
 

Não  4 
(16,7%) 

342 ± 95  1,5 ± 1,0  3,4 ± 0,3 

Sim  20 
(83,3%) 

264 ± 41  3,1 ± 0,5  4,1 ± 0,5 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 

  O consumo regular de carnes processadas, não altera significativamente os valores 

de concentrações de nitrito na saliva. No caso do FCG, os pacientes que assinalaram terem 

uma  dieta  rica  em  carnes  processadas  apresentaram  uma  tendência  para  valores  de 

concentração de nitrito superiores, (tabela 22).  

 
Tabela 22­ Influência do consumo regular de carnes processadas nas concentrações de nitrito na saliva 
e no FCG. 

      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   

C
on

su
m

o 
re

gu
la

r 
de

 c
ar

ne
s 

pr
oc

es
sa

da
s  Não  10 

(41,7%) 
287 ± 64  2,7 ± 0,7  3,4 ± 0,5 

Sim 
14 

(58,3%)  269 ± 47  2,9 ± 0,6  4,4 ± 0,7 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 

 

  Por fim, relativamente à realização ou não de suplementação vitamínica, tanto as 

concentrações de nitrito na saliva como no FCG pareceram estar mais elevadas para os 

pacientes que não realizavam suplementação, (tabela 23). 
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Tabela 23­ Influência da suplementação vitamínica nas concentrações de nitrito na saliva e no FCG. 
      Saliva   FCG 

    N (%)  Concentração (μM)   Volume (μl)  Concentração (μM)   
Su

pl
em

en
ta

çã
o 

vi
ta

m
ín

ic
a  Não  16 

(66,7%)  322 ± 50  3,0 ± 0,6  4,4 ± 0,6 

Sim 
8 

(33,3%)  186 ± 40  2,3 ± 0,8  3,2 ± 0,4 

Nota: Os erros apresentados correspondem ao desvio padrão do valor médio. 
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IV. DISCUSSÃO 
 
  Este estudo piloto  teve como objetivos, comparar os níveis de concentração de 

nitrito na saliva e no FCG em pacientes com periodontite e pacientes periodontalmente 

saudáveis e ainda, avaliar a possível correlação entre os níveis de nitrito e os diferentes 

estadios e graus da periodontite. A amostra foi constituída por 24 pacientes da Clínica 

Dentária Egas Moniz, 12 das consultas de periodontologia e os restantes 12 pacientes das 

outras áreas das consultas da clínica integrada do 5º ano. De acordo com a análise dos 

resultados obtidos neste estudo preliminar, no geral, a dimensão da amostra não permitiu 

retirar conclusões estatisticamente válidas. Como tal, apenas serão tecidas considerações 

de foro descritivo.  

 

  Em  primeiro  lugar,  a  amostra  não  apresentou  uma  distribuição  homogénea 

relativamente  ao  género,  sendo  17  (70,8%)  dos  participantes  do  género  feminino  e  7 

(29,2%)  dos  participantes  do  sexo  masculino.  Após  a  avaliação  dos  resultados,  as 

concentrações  de  nitrito  na  saliva  apresentaram  uma  tendência  para  estarem  mais 

elevadas no género feminino. No entanto, no FCG as concentrações de nitrito pareceram 

estar mais elevadas no género masculino, o que não permitiu relacionar o género com os 

valores de nitrito. Estudos anteriores correlacionaram o género e as concentrações deste 

metabolito, obtendo concentrações de metabolitos do NO superiores no género feminino. 

A  atividade  da  nitrato  redutase  da  microbiota  oral  nas  mulheres  demonstrou  ser 

substancialmente maior do que nos homens no entanto, esta diferença foi justificada pelos 

autores devido à possibilidade da expressão e atividade da nitrato redutase bacteriana ser 

influenciada por hormonas sexuais femininas ou masculinas (Han et al., 2013; Kapil et 

al.,  2018; Scarel­Caminaga  et  al.,  2017). No  estudo  realizado por  Kapil  et  al.  (2018), 

mencionado na Tabela 3, o sexo feminino apresentou valores de nitrito aproximadamente 

230 μM e 120 μM para o sexo masculino. No presente estudo, na saliva os valores de 

nitrito no sexo feminino (281 ± 41 μM), foram relativamente semelhantes aos estudos 

anteriormente referidos porém, os valores de nitrito no sexo masculino pareceram estar 

mais elevados (266 ± 88 μM). 

 

  Os  resultados obtidos neste  estudo,  relativamente  à  faixa  etária  tanto na  saliva 

como no FCG, indicaram que os participantes com idade mais avançada tenderam a ter 

valores de nitrito mais elevados, (340 ± 100 μM) e (4,6 ± 1,4 μM), respetivamente, apesar 
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das restantes idades não apresentarem concentrações concordantes na saliva e no FCG. 

Os resultados deste estudo, estão de acordo com os resultados obtidos por outros autores 

nos quais,  os  níveis  de nitrito  apresentaram­se mais  elevados nos pacientes  com mais 

idade (Allaker et al., 2001; Nazir, 2017; Topcu et al., 2014). 

 

  No presente estudo, a presença de patologias sistémicas e a toma de medicação 

parecem ter uma relação com os valores de concentração de nitrito aumentados, tanto na 

saliva  como  no  FCG.  Estes  resultados  estão  de  acordo  com  os  estudos  anteriormente 

realizados que, afirmam que os níveis de NO e seus metabolitos estão aumentados em 

pacientes  que  apresentam  hipertensão  arterial,  diabetes  mellitus,  patologias  cardíacas 

entre outras e/ou que fazem medicação. A redução de nitrito para NO durante a hipóxia 

fisiológica e patológica contribuem para sinalização hipóxica fisiológica, vasodilatação, 

modulação da respiração celular e a resposta celular a tensões isquémicas (Ashworth et 

al., 2015; Bryan, 2016; Han et al., 2013; Lundberg et al., 2008; Oliveira­Paula & Tanus­

Santos, 2019; Wang et al., 2019; Zhao et al., 2015). 

 

  Em  relação  aos  resultados  dos  fatores  psicossociais,  o  stress  psicológico  e  a 

ansiedade não evidenciaram influenciar os níveis de nitrito. O contrário ocorreu com o 

cansaço físico, no qual os participantes que o assinalaram apresentavam uma tendência 

para  valores  de  nitrito  aumentados.  Os  estudos  realizados  anteriormente,  sobre  a 

influência do NO e do nitrito, não diferenciam estes três fatores. Porém, referem que em 

situações de stress, disfunção endotelial, situações de hipóxia, défice de oxigénio e em 

situações de exercício exigente, há uma estimulação de oxidação de NO em nitrito que 

servirá de stock complementar (Bhattarai et al., 2018; Hord et al., 2009; Nazir, 2017; Qu 

et al., 2016).  

 

  No  presente  estudo,  os  participantes  que  referiam  ter  sensação  de  boca  seca 

apresentaram uma tendência para valores de concentração de nitrito mais elevados (334 

± 81 μM)  e  (4,4 ± 1,0 μM)  na  saliva  e  no FCG,  respetivamente,  comparados  com os 

participantes  que  não  assinalaram  este  fator.  Estudos  realizados  em  pacientes  com 

Síndrome  de  Sjögren,  que  apresentavam  sensação  de  boca  seca,  obtiveram  níveis  de 

concentração de nitrito mais elevados em comparação a pacientes saudáveis (Konttinen 

et al., 1997; Wanchu et al., 2000). Contudo, outro estudo revelou que o nitrito presente 

na saliva não está aumentado em pacientes com valores de saliva  inferiores ao normal 
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(Xia et al., 2003). Deste modo, os estudos realizados sobre a xerostomia, são discordantes 

em relação à sua influência na produção em défice ou em demasia deste metabolito. 

 

  Relativamente às questões “fumador” e “ex­fumador”, a amostra obtida  neste 

estudo foi bastante heterogénea, com a maioria dos participantes a não ser fumador (75%) 

e não  ex­fumador  (83,3%). Os  resultados obtidos  destas  duas questões  aparentam  ser 

contraditórias, pois os fumadores apresentam valores de concentração de nitrito na saliva, 

(256 ± 95 μM) e no FCG (3,0 ± 0,4 μM) mais reduzidos relativamente ao grupo dos não­

fumadores. No entanto, os ex­fumadores apresentam valores de concentração na saliva, 

(452 ± 141 μM)  e  no  FCG  (7,1  ±  1,8  μM)  aumentados.  Os  estudos  anteriormente 

realizados sobre estes fatores também não apresentam resultados concordantes. Em certos 

estudos, o tabagismo está conectado a uma produção deficitária de NO e noutros este fator 

está associado a valores aumentados NO e seus metabolitos (Bachtiar et al., 2019; Wang 

et  al.,  2019).    Bachtiar  et  al.  (2019),  obteve  diferenças  significativas  entre  as 

concentrações  de  NO  em  fumadores  e  não  fumadores  sendo  que,  os  fumadores 

apresentaram valores mais elevados  (185.4 μM) comparativamente aos não fumadores 

(139.5 μM). Assim, conclui­se que a relação do tabagismo e dos valores de concentração 

deste metabolito é um assunto controverso.  

 

  Dados  obtidos  noutros  estudos  apontaram  a  dieta  como  a  maior  fonte  de 

exposição ao nitrito e nitrato (Bryan, 2016; Hord et al., 2009; McKnight et al., 1997). 

Neste trabalho e ao contrário do que é referido na literatura, apenas o baixo consumo 

de água influenciou positivamente os valores de concentração de nitrito sendo que, os 

fatores “Consumo de bebidas alcoólicas”, “Consumo regular de vegetais e frutas”, 

“Consumo  regular de carnes processadas”  e  “Suplementação vitamínica”  não 

mostraram influenciar as concentrações de nitrito. Estes resultados devem ser avaliados 

com prudência dado o escasso número de pacientes considerado no estudo. Tal como 

indicado na Tabela 3, McKnight et al. (1997), realizou um estudo com o objetivo de 

avaliar a influência do nitrato proveniente da dieta, no qual foi administrado oralmente 

2 mmol de nitrato inorgânico aos participantes, tendo sido considerado 53,9 μM o valor 

médio de nitrito salivar do grupo de controle. Após 40 minutos, verificou­se que o valor 

de nitrito tinha aumentado para 761,5 μM. Assim, este autor concluiu que a dieta era 

um fator que influenciava as concentrações de nitrito. Do mesmo modo, Bryan (2006), 
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avaliou a  influência do nitrato proveniente da dieta, administrando uma dose de 4,6 

mg/kg deste ião e verificou que, os valores médios passaram de 43,48 μM para 2173,91 

μM evidenciando assim, a influência da dieta nas concentrações de nitrito. Os vegetais 

de  folha verde, as  frutas e as carnes processadas são apontados, por outros autores, 

como os alimentos que mais aumentam os valores de nitrito  (Ashworth et al., 2015; 

Bryan, 2016; Hord et al., 2009; Karwowska & Kononiuk, 2020; McKnight et al., 1997). 

 

  Na amostra deste estudo piloto, observa­se uma discrepância tanto no número de 

participantes em cada estadio como em cada grau da doença periodontal. Após avaliar os 

resultados  é  evidente  a  tendência  que,  o  agravamento  da  severidade  da  periodontite 

(estadio)  e  o  aumento  da  taxa  de  progressão  (grau),  levam  a  valores  crescentes  de 

concentração  de  nitrito,  tanto  para  a  saliva  como  para  o  FCG.  Estudos  realizados 

anteriormente, não adotaram a nova nomenclatura de 2018 da doença periodontal. Os 

resultados obtidos neste  estudo piloto,  estão de  acordo  com os obtidos por  Han  et  al. 

(2013),  em  relação  à  saliva,  o  qual  obteve  que  na  periodontite  leve  os  valores  foram 

(228,57 ± 44,7 μM),  na  periodontite  moderada  foram  (233,21 ± 71,19 μM)  e  na 

periodontite agressiva foram (524,85 ± 83,46 μM), referido na Tabela 3. Assim, este autor 

concluiu que há uma associação significativa entre a severidade da doença periodontal e 

os níveis de concentração do nitrito. Relativamente ao FCG são escassos os estudos que 

referem este fluido. Topcu et al. (2014) refere que as concentrações médias de nitrito no 

FCG foram (0,83 ± 0,31 nmol), na gengivite foram (1,07 ± 0,62 nmol) e na periodontite 

foram (1,08 ± 0,59 nmol). Este autor concluiu que os níveis totais de nitrito no FCG foram 

maiores nos grupos com periodontite e gengivite do que no grupo controle. No entanto, 

nem todos os autores obtiveram estes resultados. Aurer et al. (2001) obteve resultados 

opostos,  onde houve um decréscimo nas  concentrações de nitrito  nos  indivíduos  com 

“periodontite de progressão rápida” e “periodontite adulta”. Os resultados do grupo de 

controle foram (22,4 ± 17,04 μM), no grupo com “periodontite adulta” foram de (11,1 ± 

8,23M) e na “periodontite de progressão rápida” foram (2,5 ± 3,27 μM).  

   

  Em  relação  aos valores  de nitrito  em pacientes  com periodontite  e  a  pacientes 

considerados periodontalmente saudáveis, os  resultados  deste estudo  indicaram que os 

pacientes com doença periodontal apresentavam valores de concentração de nitrito mais 

elevados, tanto na saliva (364 ± 62 μM) como no FCG (4,7 ± 0,8 μM) comparando com 

os pacientes periodontalmente saudáveis, na saliva (190 ± 27 μM) e no FCG (3,3 ± 0,3 
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μM), o que vai de acordo com os resultados obtidos por estudos anteriores (Parwani et 

al., 2012; Reher et al., 2007; Sánchez et al., 2014; Topcu et al., 2014).  

 

  Este  estudo  piloto  apresenta  como  limitações  o  facto  de  não  só  a  amostra  ser 

heterogénea,  como  a  amostra  em  si  ser  relativamente  pequena,  limitando  a  análise 

estatística. Outro fator limitante foi o facto de os pacientes terem sido considerados como 

saudáveis,  podendo  esse  diagnóstico  periodontal  ser  incorreto,  pois  o  mesmo  não  foi 

devidamente  confirmado  com  um  diagnóstico  periodontal  e  realização  de  status 

radiográfico.  Pode  ainda  ser  apontado  como  limitante,  a  inclusão  de  variáveis  como, 

stress  psicológico,  cansaço  físico  e  ansiedade  com  significados particulares  para  cada 

participante, o que poderá levar a falsos positivos ou falsos negativos. 

 

  O  protocolo  de  recolha  das  amostras  deste  estudo  ainda  não  foi  validado  pela 

comunidade científica como sendo específico para a análise deste metabolito e posterior 

relação  com  a  doença  periodontal.  Contudo,  a  recolha  de  saliva  demonstrou  ser  uma 

técnica simples, com resultados promissores e de fácil análise. Por sua vez, a recolha de 

FCG teve os seus desafios e ainda necessita de um protocolo reformulado, pois o aumento 

de 1 tira de papel para 6 tiras de papel fez aumentar as variáveis relacionadas com esta 

recolha.  Seria  interessante  em  investigações  futuras,  recolher  as  amostras  de  FCG  do 

mesmo local (mesial, oclusal, distal, palatino/ lingual) e do mesmo dente. 
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V. CONCLUSÕES 

 
  O óxido nítrico (NO) tem sido implicado na patogénese de uma ampla variedade 

de  doenças  inflamatórias,  como  a  doença  periodontal.  Para  além  das  suas  ações 

fisiológicas benéficas e dependendo da sua concentração, este metabolito pode exercer 

uma  ação  citotóxica  nos  tecidos  do  hospedeiro  e  aumentar  a  produção  de  citoquinas 

pró­inflamatórias.  

 

  A relação entre o NO e a doença periodontal é reconhecida, tendo sido sugerido 

como um potencial biomarcador da mesma. Porém, os mecanismos precisos não estão 

bem  detalhados  e  a  sua  medição  é  dificultada  pela  sua  instabilidade  na  presença  de 

oxigénio,  com  consequente  produção  dos  metabolitos  nitrato  e  nitrito.  Já  este  último, 

apresenta uma maior estabilidade e facilidade de medição, pelo que a sua proposta como 

potencial biomarcador da doença periodontal tem suscitado um interesse crescente. 

 

  Neste trabalho, foi implementado com sucesso um método de recolha de amostras 

de saliva para a deteção e quantificação de nitritos. Já no que diz respeito às amostras de 

FCG, o protocolo  terá que ser  futuramente otimizado, não só  respeitante à  recolha da 

amostra propriamente dita como também a fim de avaliar com rigor o volume total das 

mesmas. 

 

De  acordo  com  os  resultados  obtidos  neste  estudo  piloto,  as  concentrações  de 

nitrito na saliva pareceram ter uma ligação com a severidade e a taxa de progressão da 

doença  periodontal,  observando­se  concentrações  mais  elevadas  de  nitrito  nos 

participantes com periodontite mais severa e com uma taxa de progressão mais elevada. 

No entanto, o reduzido tamanho da amostra, dita que estes resultados sejam interpretados 

com precaução. No futuro,  seria  importante desenvolver um estudo com uma amostra 

mais  ampla  e  que  seja  viável  do ponto de vista  estatístico,  de modo  a permitir  inferir 

possíveis correlações entre os níveis de nitrito e o estadio e grau da doença periodontal. 

Em caso positivo, seria possível implementar um novo método de diagnóstico da doença 

periodontal através de biomarcadores que possam detetar a presença da doença nas suas 

fases  mais  iniciais,  determinar  o  seu  grau  de  atividade  e  avaliar  a  resposta  à  terapia 

periodontal.  Eventualmente,  um  estudo  mais  alargado  permitiria  ainda  relacionar  os 
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níveis de nitrito na saliva com outros fatores de interesse, como os hábitos alimentares e 

a hipertensão arterial. 
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VII. ANEXOS 
 
Média da concentração de nitrito no FCG – recolha de fluido pelas 

PerioPaper Gengival Fluid Collection Strips 

 

Pacientes com periodontite  1393 μM 

Pacientes periodontalmente saudáveis  8691 μM 
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