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ABSTRACT 
 

Evaluation of the effect of artificial saliva, human in vitro and human in situ on enamel 

erosion studies 

 

Due to the high prevalence of dental erosion, numerous in vitro and in situ studies have 

been carried out in search of preventive and therapeutic measures. However, there is still no 

standardization of all factors involved in these studies, with saliva being one of the main factors. 

Therefore, two studies were conducted: study/article I - The purpose of this study was to 

evaluate the preventive effect of mucin on collected human saliva in comparison with human 

saliva in situ in the inhibition (DES) and re-hardening (RE) of enamel in relation to erosion in 

its early stages; article II - The aim of this study was to evaluate the effectiveness of different 

formulations of artificial saliva in erosive dental wear compared to human saliva in situ. In both 

articles, human saliva in situ was the positive control. The response variable was the loss of 

surface hardness in article I and profilometry in article II. In article I the bovine enamel blocks 

were randomized and distributed in three groups: Gsitu, Gvitro and GvitroM. The enamel 

samples were subjected to three erosive cycles, each of them corresponding to their immersion 

in saliva Gvitro, GvitroM, Gsitu for two hours and demineralized in vitro by immersion in citric 

acid (0.65%, pH 3.5) for 1 minute (erosion SMH). For the performance of Gsitu 10 volunteers 

used a maxillary appliance with enamel blocks in the morning. After the period of use, the 

applince was removed from the oral cavity and the blocks were subjected in vitro to 

demineralization (3X). The data were analyzed by ANOVA / Tukey’s test. The addition of 

mucin in human saliva did not enhance the protective effect against demineralization or the re-

hardening of the eroded enamel surface. In article II, the blocks were immersed in 7 groups (n 

= 20): saliva 1 (electrolytes with 2.7 g of mucin), saliva 2 (saliva 1 without mucin - only 

electrolytes), saliva 3 ( electrolytes only), saliva 4 (electrolytes with 2.2 g of mucin) and saliva 

5 (electrolytes with 10 g of sodium carboxymethylcellulose), human saliva in situ and deionized 

water for 2 hours and then in citric acid (0.05M, pH 2.5) for 2 min, this cycle was performed 

4x / day for 5 days. The data were analyzed using the Anova and Tukey’s test (p <0.05). Human 

saliva in situ followed by artificial saliva formulations containing electrolytes and mucin 

(salivas 1 and 4) promoted less erosive wear, while artificial saliva without mucin (saliva 2) 

and those containing only electrolytes (saliva 3) or electrolytes and carboxymethylcellulose 

(saliva 5) showed greater loss of enamel. 

 

Keywords: Erosive dental wear. Artificial saliva. Human Saliva. In vitro. In situ. 

 



 

 

 

 

 

 

  



 

 

RESUMO 

 
Avaliação do efeito da saliva artificial, humana in vitro e humana in situ nos estudos de 

erosão do esmalte 

 

Devido a alta prevalência de erosão dentária inúmeros estudos in vitro e in situ têm sido 

realizados em busca de medidas preventivas e terapêuticas. Porém, ainda não há uma 

padronização de todos os fatores envolvidos nessas pesquisas, sendo a saliva um dos principais 

fatores. Desta forma duas pesquisas foram desenvolvidas: pesquisa/artigo I - O objetivo deste 

estudo foi avaliar o efeito preventivo da mucina na saliva humana coletada em comparação com 

a saliva humana in situ na inibição (DES) e re endurecimento (RE) do esmalte em relação à 

erosão em seus estágios iniciais; pesquisa/artigo II - O objetivo deste estudo foi avaliar a 

eficácia de diferentes formulações de saliva artificial no desgaste dentário erosivo em 

comparação com a saliva humana in situ. Nos dois artigos a saliva humana in situ foi o controle 

positivo. A variável de resposta foi o percentual de perda de dureza no artigo I e perfilometria 

no artigo II. No artigo I os espécimes de esmalte bovino foram aleatorizados e distrubuidos em 

três grupos: Gsitu, Gvitro e GvitroM. As amostras de esmalte foram submetidas a três ciclos 

erosivos, cada ciclo correspondendo à sua imersão na saliva Gvitro, GvitroM, Gsitu por duas 

horas e desmineralizados in vitro por imersão em ácido cítrico (0,65%, pH 3,5) por 1 minuto 

(erosão SMH). Para a realização do Gsitu 10 voluntários utilizaram um aparelho palatino com 

os blocos de esmalte pela manhã. Após o período de uso, o aparelho foi retirado da cavidade 

oral e os blocos submetidos à desmineralização (3x). Os dados foram analisados por ANOVA/ 

teste de Tukey. O acréscimo de mucina na saliva humana não potencializou o efeito protetor 

contra a desmineralização e nem o re endurecimento da superfície de esmalte erodido. No artigo 

II, os blocos de esmalte bovino foram distribuídos e imersos em 7 grupos (n = 20): saliva 1 

(eletrólitos com 2,7 g de mucina), saliva 2 (saliva 1 sem mucina - somente eletrólitos), saliva 3 

(somente eletrólitos), saliva 4 (eletrólitos com 2,2 g de mucina) e saliva 5 (eletrólitos com 10 g 

de carboximetilcelulose de sódio), saliva humana in situ e água deionizada por 2 horas e, em 

seguida, em ácido cítrico (0,05M, pH 2,5) por 2 min, este ciclo foi realizado 4x / dia por 5 dias. 

Os dados foram analisados pelo teste de Anova e Tukey (p <0,05). A saliva humana in situ 

seguida de formulações artificiais de saliva contendo eletrólitos e mucina (salivas 1 e 4) 

promoveu menor desgaste erosivo, enquanto a saliva artificial sem mucina (saliva 2) e as que 

contêm apenas eletrólitos (saliva 3) ou eletrólitos e carboximetilcelulose (saliva 5) apresentou 

maior perda de esmalte.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Palavras-chave: Desgaste dentário erosivo. Saliva artificial. Saliva Humana. In vitro. In situ. 

Esmalte dentário. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 A erosão dentária é uma condição clinicamente definida como o resultado físico de uma 

perda progressiva e crônica de tecido dental duro causada por um processo químico 

influenciado por ácidos intrínsecos ou extrínsecos, sem o envolvimento de bactérias (TEN 

CATE; IMFELD, 1996; LINNETT; SEOW, 2001; GANSS, 2006; SCHLUETER et al., 2020). 

No estágio inicial do processo erosivo, denominado erosão, há apenas uma desmineralização 

superficial sem perda de estrutura, que por sua vez é passível de remineralização (AMAECHI; 

HIGHAM, 2001; AMAECHI; HIGHAM, 2005; SCHLUETER et al., 2020). Enquanto que o 

processo subsequente de perda de estrutura dentária induzido pelo desafio erosivo prolongado 

com repetidos eventos de amolecimento combinados aos fatores mecânicos (abrasão e atrição) 

corresponde ao desgaste dentário erosivo (HUYSMANS; CHEW; ELLWOOD, 2011; 

SHELLIS et al., 2011; SCHLUETER et al., 2020). 

 A taxa e gravidade do resultado do desgaste erosivo resultam da interação entre vários 

fatores comportamentais (aspectos relacionados aos hábitos dietéticos e práticas de higiene 

bucal), químicos (características do agente erosivo) e biológicos (características bucais do 

indivíduo) (LUSSI; CARVALHO, 2014; MAGALHÃES et al., 2009, HUYSMANS; CHEW; 

ELLWOOD, 2011) que ajudam a explicar por que alguns indivíduos apresentam mais erosão 

do que outros, mesmo quando expostos aos mesmos desafios erosivos em suas dietas (LUSSI; 

JAEGGI, 2008). 

 Dentre os fatores biológicos, considera-se que a saliva é o fator com maior potencial 

para modificar a progressão da erosão dentária (HARA; ZERO, 2014; HANNIG; HANNIG, 

2014). A saliva apresenta capacidade tampão de neutralizar ácidos, sendo reconhecida por ser 

um agente de diluição cuja ação de lavagem remove gradualmente o conteúdo ácido da cavidade 

bucal através do processo de deglutição. Além disso, o conteúdo inorgânico da saliva é 

supersaturado em relação ao conteúdo mineral do dente, fornecendo íons cálcio, fosfato e 

fluoreto necessários para a redeposição mineral (BUFALAF; HANNAS; KATO, 2012; 

SIQUEIRA et al., 2007; HARA; ZERO, 2014). A sua porção orgânica contém uma gama de 

proteínas, glicoproteínas e macromoléculas que quando adsorvidas na superfície do esmalte, 

constituem a película adquirida (HANNIG, BALZ 2001; DODDS; JOHNSON; YEH, 2005; 

HANNIG; HANNIG, 2014). Em razão de sua permeabilidade seletiva, a película adquirida 
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restringe a difusão de íons para dentro e fora da superfície do esmalte (ZAHRADNIK et al., 

1976, 1977; SLOMIANY et al., 1986, 1990), reduzindo a desmineralização (HANNIG et al., 

2003, 2004; HARA et al., 2006; HARA; ZERO, 2014; HANNIG; HANNIG, 2014).     

 A saliva é naturalmente secretada por três pares de glândulas maiores (parótida, 

submandibular, sublingual) e inúmeras glândulas salivares menores (SREEBNY, 2000) 

havendo diferenças quantitativas e qualitativas das secreções provenientes de diferentes 

glândulas (HANNIG; BALZ, 2001). Por esse motivo, a película adquirida é caracterizada por 

ter composição, espessura e aparência ultra-estrutural específicas para cada região da cavidade 

bucal (HANNIG et al., 1997, 1999; CARLÉN et al., 1998; AMAECHI et al., 1999). A 

composição da película adquirida afeta o seu potencial de transporte iônico e o controle da 

cristalização de íons cálcio e fosfato (HANNIG; JOINER, 2006). Além disso, a sua espessura 

parece influenciar também no seu efeito protetor, uma vez que diferenças oriundas, por 

exemplo, do contato frequente da língua nas superfícies palatais dos dentes superiores tende a 

reduzir a espessura da película, e, por conseguinte, tornar estas superfícies mais susceptíveis à 

erosão (AMAECHI et al., 1999). Contudo, a formação da película é um processo relativamente 

rápido e a sua espessura máxima é atingida após aproximadamente 30 a 60 minutos (LAMKIN; 

ARANCILLO; OPPENHEIM, 1996; LENDENMANN; GROGAN; OPPENHEIM, 2000), 

quando não considerados fatores externos capazes de removê-la.  

 Em situações in vivo, o dano provocado pelo ataque ácido ao esmalte ocorre mais 

lentamente do que nas erosões in vitro e in situ (HALL et al., 1999), envolvendo processos 

repetidos de desmineralização/remineralização juntamente com os efeitos da atrição e abrasão 

sobre a superfície do esmalte (ADDY; SHELLIS, 2014). Portanto, o monitoramento clínico de 

erosão dentária requer uma avaliação sistemática e, de preferência, quantitativa dos tecidos 

dentais durante longos períodos de tempo, o que é inviável. Além disso a detecção de pequenas 

alterações no esmalte in vivo é um desafio, visto que a maioria das ferramentas de análise 

restringe-se as análises in vitro (GANSS; LUSSI; KLIMEK, 2005;ARENDS; BOSCH, 1992; 

BREVIK; LUSSI; RAKHMATULLINA; 2013). 

 Por esse motivo, as evidências científicas que existem acerca de estratégias para 

prevenção e controle da erosão dentária fundamentam-se em modelos in vitro (HUYSMANS 

et al., 2014; BUZALAF et al., 2014); e in situ (HUYSMANS et al., 2011; REN et al., 2011; 

KATO; BUZALAF, 2012; JAGER et al., 2013; STENHAGEN et al., 2013; MORETTO et al., 

2013). Embora haja consenso de que os estudos in situ mimetizam melhor a realidade clínica 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lussi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23454333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rakhmatullina%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23454333
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para obtenção de informações científicas (ZERO, 1996; WEST; DAVIES; AMAECHI, 2011), 

as investigações sobre a eficácia de novas terapias normalmente partem de protocolos in vitro, 

frente às vantagens relativas ao baixo custo e execução ao longo de curtos períodos de tempo, 

exigência de um número reduzido de recurso humano para sua execução em relação aos estudos 

in situ, os quais requerem a conformidade de voluntários dispostos a seguir o protocolo 

estabelecido pelo estudo (WEST, DAVIES, AMAECHI, 2011). 

 Contudo, a erosão in vitro dificilmente concorda quantitativamente com a erosão in situ, 

uma vez que os efeitos protetores naturais da cavidade bucal estão ausentes (WEST, DAVIES, 

AMAECHI, 2011). Assim sendo, diante das dificuldades do emprego de saliva natural em 

estudos in vitro, reconhecido pelo longo período requerido para sua coleta e a rápida 

decomposição (SCHIPPER; SILLETTI; VINGERHOEDS, 2007) formulações substitutivas 

podem ser utilizadas (IONTA et al., 2014). No entanto, a maioria das formulações não contém 

proteínas, o que inviabiliza a formação de película adquirida, que apresenta importante impacto 

no processo erosivo (BUZALAF; HANNAS; KATO, 2012).  

 Em recente estudo desenvolvido pelo presente grupo de pesquisa, cinco diferentes 

formulações de saliva artificial foram avaliadas com relação ao potencial remineralizador de 

lesões de erosão inicial (IONTA et al., 2014). Quando uma mesma formulação de saliva 

contendo ou não mucina foi avaliada, constatou-se não haver diferença em relação ao poder de 

remineralização, de modo que os autores sugeriram que a mucina provavelmente estaria 

relacionada ao efeito protetor contra a desmineralização (IONTA et al., 2014).  

 As mucinas são glicoproteínas e representam o principal componente orgânico da saliva 

submandibular e sublingual. Seu elevado grau de glicolisação e potencial para hidratação 

previnem o ressecamento, enquanto as suas propriedades viscoelásticas proporcionam a 

lubrificação dos tecidos (BUZALAF; HANNAS; KATO, 2012). Deste modo, as mucinas 

salivares contribuem em grande parte com o efeito protetor da película adquirida contra a erosão 

de esmalte (NIEUW AMERONGEN; ODERKERK; DRIESSEN, 1987). Todavia, o possível 

efeito protetor da mucina contida em salivas artificiais contra a desmineralização do esmalte 

não é descrita na literatura.  

 Os estudos que consideram a formação de película salivar in vitro utilizam o pool de 

saliva humana (NEKRASHEVYCH; STOSSER, 2003; NEKRASHEVYCH; HANNIG, 

STOSSER, 2004; CHEAIB; LUSSI, 2011; LUSSI et al., 2012; BREVIK; LUSSI; 
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RAKHMATULLINA, 2013), que corresponde ao agrupamento da saliva coletada de diversos 

doadores que passa por um processo de centrifugação e cuja porção sobrenadante resultante é 

utilizada para imersão das amostras de esmalte, sobre as quais forma-se película adquirida. No 

entanto, Nieuw Amerongen; Oderkerk; Driessen (1987) demonstraram que o processo de 

centrifugação requerido pela técnica remove as mucinas da saliva humana, o que reduz o 

potencial de proteção da película in vitro em até 70%. Diante de tal constatação e na tentativa 

de minimizar as limitações que norteiam a formação in vitro da película adquirida este estudo 

sugere a avaliação da viabilidade do acréscimo de mucina ao pool de saliva após a centrifugação 

como uma estratégia para potencializar o efeito protetor contra a desmineralização erosiva do 

esmalte.  

 Desta forma, considerando a importância do tema e a escassez de trabalhos que 

objetivem esclarecer aspectos relativos aos protocolos in situ e in vitro para o estudo da erosão 

dentária, este trabalho propõe-se a ampliar o conhecimento acerca do efeito de formulações de 

saliva artificial, com e sem mucina, da saliva humana in situ, bem como do uso da saliva 

humana in vitro sobre a remineralização, desmineralização e na ocorrência simultânea desses 

eventos durante a ciclagem erosiva em protocolos in situ e in vitro. 
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2 ARTIGOS 

 

 

Os artigos apresentados nesta tese foram escritos de acordo com as instruções e 

diretrizes para a submissão de artigos dos periódicos correspondentes. 

 

✓ ARTIGO 1 - Qual impacto na proteção e re-endurecimento do esmalte quando a saliva 

humana é utilizada in vitro com adição de mucina? 

 

✓ ARTIGO 2  -  Existe uma saliva artificial adequada para simular o efeito da saliva 

humana nos estudos de desgaste erosivo do esmalte? Clinical Oral Investigations. 

(Submetido) 
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2.1 ARTIGO 1 – Qual impacto na proteção e re-endurecimento do esmalte quando a saliva 

humana é utilizada in vitro com adição de mucina? 

 

 

Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito preventivo da mucina na saliva humana coletada em 

comparação com a saliva humana in situ na  inibição (DES) e re endurecimento (RE) do esmlate 

em relação à erosão em seus estágios iniciais. As amostras de esmalte bovino foram 

selecionadas e aleatorizadas a partir da dureza superficial inicial em três grupos (n = 23): Gsitu 

(saliva humana in situ, controle positivo); Gvitro (saliva humana coletada, efeito in vitro) e 

GvitroM (saliva humana coletada, efeito in vitro com mucina). As amostras de esmalte foram 

submetidas a um ciclo erosivo, correspondendo à sua imersão na saliva Gvitro e GvitroM por 

duas horas e desmineralizados in vitro por imersão em ácido cítrico (0,65%, pH 3,5) por 1 

minuto (erosão SMH). Foram realizados três ciclos erosivos. Para a realização do Gsitu 10 

voluntários utilizaram um aparelho palatino com os blocos de esmalte pela manhã. Após o 

período de uso, o aparelho foi retirado da cavidade oral para retirada dos blocos e posterior 

desmineralização. Essa ciclagem erosiva se repetiu três vezes. Ao final do experimento, todos 

os blocos foram submetidos ao efeito da saliva em seus respectivos grupos por 2 horas. A 

medição da dureza foi realizada após cada imersão (saliva e ácido). Foram analisadas as 

porcentagens de perda de dureza e de recuperação de dureza (ANOVA/ teste de Tukey). A 

perda de dureza foi variável entre os grupos e os ciclos sendo os valores na 1ª ciclagem Gvitro 

(44.35±6.11) = GvitroM (44.29±4.68) > Gsitu (29.84±4.78), na 2ª ciclagem Gsitu (24.94±8.72) 

> Gvitro (5.99±6.27) = GvitroM (-3.24±9.57) e na 3ª ciclagem Gsitu (18.42±10.19) = Gvitro 

(23.38±7.70) = GvitroM (19.47±7.13). As salivas apresentaram percentuais de recuperação de 

dureza semelhantes em todas as ciclagens, sendo na 1ª ciclagem Gsitu (35.95±17.49), Gvitro  

(42.22±15.60), GvitroM (45.09±15.56), na 2ª ciclagem Gsitu (25.39±10.18), Gvitro 

(23.08±20.26), GvitroM (22.49±13.70) e na 3ª ciclagem Gsitu (15.57±11.75), Gvitro 

(12.89±7.72), GvitroM (15.99±4.01), com diminuição dos valores a cada ciclagem. O 

acréscimo de mucina na saliva humana não potencializou o efeito protetor contra a 

desmineralização e nem o re endurecimento da superfície de esmalte erodida. 

 

Palavras-chave: Desgaste dentário erosivo. Saliva. In vitro. In situ.  
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Introdução 

 A saliva é a principal responsável pela homeostase no meio bucal (Dawes, 2008). 

Muitas alterações pós-eruptivas que afetam o esmalte dentário resultam do desequilíbrio entre 

os fatores agressivos e o efeito protetor da saliva (Dawes, 2008). Uma dessas alterações que 

merece atenção devido às suas consequências é o desgaste dentário erosivo (Lussi; Carvalho, 

2014). Ácidos extrínsecos e intrínsecos de origem não bacteriana podem entrar em contato com 

o esmalte causando desmineralização superficial sem perda de estrutura chamada erosão 

dentária (Lussi; Ccarvalho, 2014). Nesta fase, a desmineralização pode ser prevenida ou 

diminuída por diluição ácida, tamponamento ou supersaturação de íons (cálcio, fosfato e flúor) 

pela saliva (Hara; Zero, 2014). Além disso, a presença de película adquirida do esmalte pode 

atuar como barreira semipermeável, diminuindo o contato direto do ácido com o dente (Buzalaf; 

Hannas; Kato, 2012; Hannig; Hannig, 2014). Em um estágio seguinte, o desafio ácido 

prolongado com eventos repetidos de amolecimento combinado com forças mecânicas orais 

pode resultar na perda da estrutura dentária, correspondendo ao desgaste dentário erosivo 

(DDE) (Lussi; Carvalho, 2014; Schlueter et al., 2020). Novamente, a saliva pode neutralizar o 

impacto ácido e mecânico, fornecendo íons cálcio, fosfato e fluoreto necessários para a 

redeposição mineral e pela lubrificação do esmalte resultante da presença de película adquirida 

do esmalte (Buzalaf; Hannas; Kato, 2012; Siqueira et al., 2007). A saliva influencia diretamente 

o desgaste dentário erosivo, sendo considerada o fator de proteção natural mais importante em 

sua etiologia multifatorial (Hara; Zero, 2014). 

 Atualmente, a mudança no estilo de vida e nos hábitos alimentares tem levado a uma 

alta prevalência de desgaste dentário erosivo (Schlueter; Tveit, 2014). Os resultados de uma 

revisão sistemática com meta análise estimaram que a prevalência de desgaste dentário erosivo 

em dentes permanentes de crianças e adolescentes está em torno de 30% (Salas et al., 2015). 

Este cenário preocupa e intensifica a demanda por estratégias de controle e prevenção do 

desgaste dentário erosivo. 

Ensaios clínicos randomizados bem delineados são considerados o tipo de estudo 

padrão-ouro com o objetivo de responder questões sobre tratamento e prevenção de doenças. 

Infelizmente, há dificuldade em realizar este tipo de estudo em erosão dentária pois não existe 

nenhuma alternativa validada para avaliação quantitativa dos tecidos dentais ao longo do tempo 

[Ganss et al., 2005; Arends; Bosch, 1992; Brevik et al., 2013]. Embora medições 

perfilométricas de moldes com software para alinhar e analisar alterações de desgaste tenham 

sido utilizadas em pesquisas, elas mostram algumas limitações [Ganss, Lussi., 2014; 

Alaraudanjoki et al., 2017, Marro et al., 2018; O’Toole et al., 2019, Marro et al., 2020]. Além 
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disso, os scanners intra-orais são instrumentos promissores a serem potencialmente usados para 

o diagnóstico clínico e monitoramento do DDE [Ganss, Lussi., 2014; Alaraudanjoki et al., 2017, 

Marro et al., 2018]. No entanto, essas alternativas ainda não são uma realidade para o uso 

clínico. Portanto, a maior parte das evidências sobre estratégias de prevenção e controle da 

erosão dentária são provenientes de estudos in vitro e in situ (West et al., 2011; Huysmans et 

al., 2011; Huysmans et al., 2014; Buzalaf et al., 2014). No entanto, ambos não são capazes de 

imitar o ambiente oral com todas as variações biológicas conhecidas por influenciar o desgaste 

dentário erosivo (West et al., 2011). Os modelos in vitro são adequados para os estágios iniciais 

de teste de hipóteses ou desenvolvimento de produtos, pois permitem estudar fatores 

experimentais isolados em um tempo de experimento relativamente curto, com baixo custo 

operacional, não dependendo da adesão do participante e requerem poucos voluntários [Hara et 

al., 2008 ; West et al., 2011]. Sua principal limitação é a impossibilidade de exposição dos 

espécimes ao meio oral e saliva. A fim de superar essa restrição, alguns estudos usam saliva 

humana coletada, entre desafios erosivos. No entanto, a coleta e o armazenamento podem 

alterar o efeito salivar devido à degradação das proteínas. As mucinas são componentes 

importantes da saliva e da película adquirida do esmalte [Nieuw Amerongen et al., 1987]. 

Nieuw Amerongen et al. [1987] descobriram que quando a saliva submandibular/sublingual 

estava depletada de mucinas, a proteção da película adquirida do esmalte contra a 

desmineralização pelo ácido cítrico diminuiu 70% [Nieuw Amerongen et al., 1987]. A mucina 

pode estar envolvida no efeito protetor salivar. Esta proteína foi adicionada à saliva artificial, 

mas não foi testada anteriormente quando adicionada à saliva humana coletada. Nesse sentido, 

o presente estudo visa investigar o impacto do uso de pool de saliva humana com e sem mucina 

in vitro na inibição da desmineralização erosiva e no endurecimento do esmalte quando 

comparado ao efeito da saliva in situ. 

 

Material e métodos 

Design Experimental 

 Blocos de esmalte bovino foram selecionados pela dureza superficial inicial (SMH 

inicial) e distribuídos aleatoriamente em três grupos (grupo n = 23 pr): Gsitu (saliva humana in 

situ, controle positivo); Gvitro (saliva humana coletada, efeito in vitro) e GvitroM (saliva 

humana coletada, efeito in vitro com mucina). Um tamanho de amostra de 18 blocos por grupo 

foi estimado com base em um erro Tipo I (α) de 5%, erro Tipo II (β) de 20%, 10% de 

endurecimento do esmalte como a diferença mínima detectável nas médias e 7,35% µm como 

o desvio padrão estimado (Moretto et al. 2014). Cinco blocos adicionais foram usados no caso 
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de perdas eventuais, totalizando 69 espécimes. Após mensuração da dureza superficial inicial, 

os blocos foram submetidos a três ciclos erosivos, cada um correspondendo à imersão na saliva 

em estudo por duas horas e desmineralizados in vitro por imersão em ácido cítrico (0,65%, pH 

3,5) por 1 minuto (erosão SMH). Após o último dos três ciclos, os blocos foram imersos na 

saliva estudada por 2 horas. A medição da dureza foi realizada após cada imersão (saliva e 

ácido). A variável de resposta foi a porcentagem de perda de dureza. 

Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Local (protocolo nº 

49810015.8.0000.5417). Este estudo foi realizado em total conformidade com a Declaração de 

Helsinque. O consentimento informado por escrito foi obtido de cada voluntário no início do 

estudo, antes da confirmação de sua elegibilidade para o estudo. 

Preparo de amostras de esmalte 

 Blocos de esmalte (4x4x3 mm, n = 110) foram preparados a partir das superfícies 

vestibulares de coroas de incisivos bovinos. Os blocos foram cortados com cortadeira de baixa 

velocidade ISOMET (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) com dois discos de diamante (Extec 

Corp., Enfield, CT, EUA), os quais foram separados por um espaçador de 4 mm de espessura. 

As superfícies dos blocos foram polidas com discos de carboneto de silício resfriados a água 

(papéis de grau 600 e 1200; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) e polidas com papel de feltro 

umedecido por spray de diamante de 1 µm (Buehler, Ltd., Lake Bluff, IL, EUA). Os blocos 

foram limpos em aparelho de ultrassom por 10 min e inicialmente selecionados de acordo com 

a ausência de manchas brancas e trincas em microscópio (x40). As amostras foram esterilizadas 

com óxido de etileno. 

 A dureza superficial do esmalte foi avaliada usando um microdurômetro (Buehler, US) 

com um penetrador de diamante piramidal tipo Knoop. Primeiramente, foi feita uma grande 

marcação com carga de 500g por 10 segundos, para referência. Em seguida, a 200 μm de 

distância dessa marcação, foram realizadas cinco indentações com carga de 25 g por 10 

segundos com uma distância de 100 μm entre elas. O valor da dureza superficial inicial (SHi) 

correspondeu à média dessas cinco indentações. Sessenta e nove blocos foram selecionados de 

acordo com os valores iniciais de dureza superficial (valor médio de SHi = 358,71 ± 30,07 

KHN). 

Coleta de saliva 

 Dez voluntários adultos saudáveis (com idades entre 19-30 anos) residentes na mesma 

área fluoretada (0,70 mg F / l) participaram do estudo, após satisfazer os seguintes critérios de 

inclusão: taxa de fluxo salivar estimulado fisiológico (> 1ml / min) e taxa de fluxo salivar não-
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estimulado fisiológico (> 0,25 ml / min), saúde bucal adequada sem lesões de cárie, lesões por 

erosão ou gengivite / periodontite significativa. Os critérios de exclusão foram doença 

sistêmica, gravidez ou amamentação, sob intervenção ortodôntica e uso profissional de 

compostos fluoretados nos últimos dois meses. 

Amostras de saliva estimulada de todos os voluntários foram coletadas em frascos 

resfriados com gelo. A quantidade de saliva fornecida pelos voluntários foi coletada de acordo 

com o número de blocos presentes no aparelho intrabucal, de forma que cada voluntário 

forneceu um total de 30 ml, exceto para 3 voluntários que tiveram mais de dois blocos e 

forneceram 45 ml. Imediatamente após a coleta, a saliva foi centrifugada a 4000 rpm / 6 ° C por 

15 min (Brevik, Lussi, Rakhmatullina, 2013). Na saliva humana com mucina, foi obtida a saliva 

e após centrifugação, foram adicionados 2,7 g de mucina por litro de solução à sua porção 

sobrenadante. 

 Para o efeito in situ da saliva, foi confeccionado para cada voluntário um dispositivo 

palatino removível com resina acrílica no modelo de gesso. O dispositivo palatino apresentava 

duas fileiras verticais, uma à direita e outra à esquerda, com uma cavidade (6x6x3 mm) de cada 

lado, para fixação dos blocos de esmalte (dois blocos por aparelho). Apenas 3 voluntários 

tinham 3 blocos em seu dispositivo. Os blocos de esmalte foram fixados nos dispositivos com 

cera. Um fio ortodôntico foi preso às extremidades da cavidade passando sobre os blocos de 

esmalte sem tocá-los, para evitar a abrasão do esmalte pela língua ou mucosa oral. 

Ciclagem erosiva 

Imediatamente após a coleta da saliva e centrifugação, os blocos foram colocados em 

Eppendorf individual numerado de acordo com o grupo / número do bloco e imersos em um 

volume de 1,8 ml de saliva, por um período de 2 horas, conforme grupo de estudo (Gvitro – 

saliva humana in vitro; GvitroM - saliva humana in vitro com 2,7g de mucina / 1000 ml). 

 Para o grupo de saliva humana in situ (Gsitu) os voluntários utilizaram (1ª, 2ª e 3ª 

ciclagem erosiva) o dispositivo intraoral por um período de 2 horas. O dispositivo foi utilizado 

pela manhã, por todos os voluntários. Após o período de uso, o dispositivo foi retirado da 

cavidade oral para retirada dos blocos.  

 Em seguida, a lesão erosiva foi realizada in vitro por imersão dos blocos em solução de 

ácido cítrico 0,65% (Sigma-Aldrich, Alemanha), pH 3,5, por 1 minuto, sob agitação constante. 

Para isso, cada bloco foi colocado no Eppendorf numerado de acordo com o grupo e o número 

do bloco, sendo então dispensado o volume de 1,8 ml de solução de ácido cítrico. Os blocos 

foram retirados e lavados com água deionizada por dois minutos para interromper o processo 

de desmineralização. 
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A ciclagem erosiva foi repetida mais 2 vezes, totalizando 3 ciclos. Ao final do 

experimento, todos os blocos foram submetidos ao efeito da saliva em seus respectivos grupos 

por 2 horas. 

Porcentagem de perda e recuperação de dureza superficial 

 A dureza superficial foi medida inicialmente para seleção e randomização e após cada 

ciclo em dois momentos, após imersão na saliva e após a erosão. Foi dada uma distância de 100 

μm na horizontal em relação às indentações anteriores e foram feitas 5 novas indentações, com 

uma distância de 100 μm entre elas na direção vertical. A porcentagem de recuperação de dureza 

(% HR) ou perda de dureza (% HL) foi calculada após cada ciclo erosivo de acordo com as 

seguintes fórmulas:% HR = [(dureza após redeposição RE - dureza após erosão DES) / (Durez

 a inicial - dureza após erosão DES)] X 100; % HL = [(dureza inicial - dureza após erosão 

DES) / (dureza inicial)] X 100. É importante enfatizar que haverá 3 valores de dureza após a 

redeposição RE e 3 de dureza após a erosão DES correspondendo à dureza após endurecimento 

e erosão em cada um dos 3 ciclos; entretanto a dureza inicial será a imediatamente anterior ao 

ciclo. Por exemplo, a dureza inicial para% HL da segunda ciclagem erosiva corresponde ao 

valor da dureza após o redeposição do ciclo 1. Por outro lado, a primeira dureza corresponde 

ao valor do esmalte íntegro usado para randomização. 

Análise estatística 

 A análise estatística foi realizada com SigmaPlot versão 12.3 (2011 Systat Software, 

Alemanha) seguindo as recomendações para pesquisas odontológicas. As análises de 

recuperação de dureza (% HR) e perda de dureza (% HL) foram realizadas separadamente para 

dois critérios, tipo de saliva e evolução da ciclagem erosiva. Portanto, foram aplicados a Análise 

de Variância de Medidas Repetidas dois critérios e o teste post hoc de Tukey. O nível de 

significância foi estabelecido em 5%. 

 

Resultados 

 A Tabela 1 mostra os valores médios de dureza do esmalte antes e depois de cada erosão 

(ED) e evento de recuperação de dureza das 3 ciclagens erosivas. Ao considerar o percentual 

de perda de dureza (Tabela 2), foi encontrada diferença estatística para o tipo de saliva (α = 

0,000), para a evolução da ciclagem erosiva (α = 0,000) e sua interação (α = 0,000). A primeira 

desmineralização erosiva resultou em maior perda de esmalte para os grupos de saliva in vitro, 

sem diferença entre com e sem mucina. Após a segunda desmineralização erosiva o esmalte 

previamente imerso em saliva in vitro com mucina não apresentou mineralização, 

diferentemente dos imersos em saliva in vitro sem mucina. O esmalte submetido à saliva in situ 
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apresentou a maior perda de esmalte. Os tipos de saliva estudados promoveram perdas 

semelhantes de dureza do esmalte após a terceira desmineralização erosiva. Na primeira 

desmineralização foi observada maior porcentagem de perda de esmalte para as salivas 

estudadas in vitro em relação à segunda e terceira desmineralização. O efeito da saliva in situ 

resultou em diferentes perdas de dureza apenas entre a primeira e a terceira desmineralização 

erosiva.  

 A Tabela 3 mostra a recuperação de dureza superficial do esmalte. Uma diferença 

estatística foi encontrada apenas para a evolução da ciclagem erosiva (α = 0,000) sem interações 

significativas. Portanto, a porcentagem de recuperação de dureza superficial promovida pelos 

tipos de saliva estudados foi semelhante. No entanto, para todos os grupos, essa porcentagem 

de recuperação diminuiu com a evolução da ciclagem erosiva. 

 

Discussão 

A saliva, composta por componentes inorgânicos (cálcio, fosfato e flúor) e orgânicos 

(proteínas e glicoproteínas) é considerada o principal modulador biológico em relação ao 

desenvolvimento do desgaste dentário erosivo (Buzalaf et al., 2012; Hara; Zero, 2014). Com 

isto, estudos têm se direcionado em estratégias para aumentar o efeito protetor contra a erosão 

dentária, adicionando possíveis proteínas nestas salivas, afim de aumentar a proteção 

principalmente da película adquirida do esmalte, a qual é formada a partir da adsorção seletiva 

de proteínas na superfície dentária a partir do contato com a saliva (Buzalaf et al., 2012;  

Hannig; Joiner, 2006;  Hara; Zero, 2010; Hannig; Hannig, 2014 Vukosavljevic et al., 2014). 

Dentre estas proteínas, muitas delas possuem importantes funções para manter a integridade da 

superfície dentária, formando uma barreira de proteção semipermeável  (Hannig; Joiner, 2006; 

Vitorino et al., 2007, Buzalaf et al., 2012, Siqueira et al., 2012).  

Na película adquirida foi observado que muitas proteínas possuem funções 

antibacterianas, antifúngicas, bem como ácido-resistentes. Uma das principais proteínas para a 

formação da película adquirida é a mucina, a qual possui uma importante função de 

lubrificação, além de ter sido considerada ácido-resistente, quando, após episódios de desafios 

erosivos in vivo esta proteína ainda permaneceu na película adquirida após análise proteômica 

(Delecrode, Siqueira et al. 2015). As mucinas são glicoproteínas de alto peso molecular, 

consideradas os principais componentes orgânicos da saliva sublingual/ submandibular 

(Buzalaf et al., 2012). Os resultados dos estudos utilizando mucina ainda são conflitantes 

(Ionta., 2014; Jordão et al., 2017), por isso optamos em adicionar a mucina na saliva humana 

coletada pois ainda não se sabe com clareza o quanto a degradação salivar após sua retirada da 
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cavidade oral afeta essa proteína. Com relação ao tempo de exposição salivar de duas horas nos 

baseamos em estudos anteriores que concluíram que esse período parece ser apropriado para o 

endurecimento parcial da superfície do esmalte amolecido entre os desafios erosivos (Alencar 

et al., 2016; Mendonça et al., 2017).  

No presente estudo o principal objetivo foi avaliar o impacto da saliva humana com e 

sem mucina in vitro na inibição da desmineralização erosiva e no endurecimento do esmalte 

quando comparado ao efeito da saliva humana in situ. Neste sentido, na primeira ciclagem foi 

possível observar que, o grupo Gsitu demonstrou uma menor desmineralização quando 

comparado aos grupos Gvitro e GvitroM. Estes resultados já eram esperados, uma vez que o 

grupo in situ foi considerado nosso controle positivo, além disso na condição do in situ ocorre 

uma troca constante da saliva, o que não ocorre nas condições in vitro. Por outro lado, na 

primeira ciclagem não foi observado diferença entre os grupos Gvitro e GvitroM, apesar da 

adição da proteína mucina, não foi possível observar uma menor desmineralização. Em estudo 

anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa no qual avaliaram formulações de saliva 

artificial e  saliva humana in situ, observaram que apenas a saliva artificial com mucina teve 

comportamento semelhante a saliva humana in situ e que não houve diferença estatística entre 

as salivas artificiais com e sem mucina no experimento de re endurecimento, apenas no 

experimento da desmineralização (Jordão et al., 2017). Acreditamos que isso possa ter ocorrido 

porque, apesar da adição da proteína, pode ocorrer uma competição de sitio de ligação das 

proteínas da película nas condições de salivas humanas in vitro, e mesmo que no grupo GvitroM 

houvesse uma concentração de mucina maior, no grupo Gvitro foi utilizado saliva humana a 

qual já possui uma concentração de mucina, que pode não ter sofrido uma degradação 

expressiva(Carpenter, Cotroneo et al. 2014, Gibbins, Proctor et al. 2014) (Tabela 2).  

Na segunda ciclagem, o grupo GvitroM promoveu uma menor desmineralização em 

comparação aos grupos Gvitro e Gsitu. Este dado nos chamou atenção, uma vez que o grupo in 

situ foi considerado nosso grupo controle. Porém, acreditamos que nesta segunda ciclagem a 

condição in vitro pode ter potencializado a manutenção das proteínas. Como mencionado 

acima, na condição in situ ocorre uma troca constante da saliva devido ao fluxo salivar, o que 

não ocorre nas condições in vitro. Portanto, quando a película se formou pelo período 

acumulativo de 4h no grupo GvitroM, a proteína mucina pode ter se ligado em todo o sitio de 

ligação do esmalte, favorecendo este grupo a ter uma maior proteção contra o ataque erosivo 

com ácido cítrico, uma vez que a mucina é considerada uma proteína ácido-resiste após 

exposição ao ácido cítrico (Delecrode, Siqueira et al. 2015). Por outro lado, a saliva humana 

coletada apresenta efeito protetor reduzido com o tempo devido a degradação ocasionada pela 
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quebra de proteínas, esgotamento inorgânico e mudanças de pH, diminuindo sua capacidade de 

prevenir a erosão. Desta forma, os próprios resultados da terceira ciclagem, nos fizeram rejeitar 

essa suposição pois com o período cumulativo de 6h não houve aumento da diferença entre os 

grupos com um efeito protetor maior para o grupo com mucina, pelo contrário, todos os grupos 

resultaram em efeito semelhante. Em estudo anterior em que foi avaliado o efeito preventivo 

da erosão de diferentes formulações de saliva artificial, saliva humana in vitro em comparação 

com a saliva humana in situ, também não foi encontrada diferença significativa entre os grupos 

por meio da microdureza (Batista et al. 2016). Porém, na análise de perda de cálcio pôde-se 

observar menor perda para o grupo in situ. Assim os autores hipotetizaram que a perda de dureza 

não seria uma variável de reposta sensível. Entretanto não se pode questionar a utilização da 

dureza no presente estudo, pois esse método foi capaz de detectar diferenças na primeira 

ciclagem. Uma segunda teoria seria de que apesar da menor proteção das formulações in vitro 

na primeira ciclagem, elas poderiam ter promovido um maior re endurecimento o que 

acarretaria em maior proteção na segunda ciclagem, no entanto os resultados da porcentagem 

de recuperação de dureza não confirmam esse raciocínio.  

Por outro lado, com relação a recuperação de dureza superficial o comportamento foi 

semelhante para todos os grupos. Uma diferença estatística foi encontrada apenas para a 

evolução da ciclagem erosiva, ou seja, as três salivas tiveram seu potencial de re endurecimento 

superficial diminuído com o avanço das ciclagens. Ionta et al., (2014), analisaram a capacidade 

remineralizante de diferentes formulações de saliva artificial sobre lesão erosiva inicial do 

esmalte. Apesar de não terem avaliado nenhuma saliva humana como no presente estudo, os 

autores também compararam o impacto do acréscimo de mucina e concluíram que não houve 

diferença entre a formulação de Klimek (1982) e a mesma sem mucina. Hara et al., (2008), 

avaliaram formulações de saliva artificial com e sem mucina num processo de ciclagem de 

erosão-abrasão, e observaram que a saliva sem mucina proporcionou um menor desgaste. 

Sugeriram que a presença do conteúdo orgânico dificultou a redeposição mineral o que não foi 

observado no presente estudo, pelo menos no que diz respeito ao acréscimo de mucina, além 

da que existe na saliva humana.  

 Um resultado bastante interessante foi de que independentemente da proteção contra a 

erosão, as salivas promoveram ganhos semelhantes e foram decrescendo com tempo, o que 

pode sinalizar que quanto maior o desafio menor o potencial de reparo. Possivelmente o efeito 

protetor maior da saliva seja na proteção contra a desmineralização e não tanto no seu re 

endurecimento.  

Apesar das limitações do presente estudo, todas as salivas apresentaram um 
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comportamento semelhante ao final da terceira ciclagem da desmineralização, porem diante da 

variação de comportamento em relação ao potencial protetor nos diferentes ciclos sugere-se a 

necessidade em realizar novo estudo com maior número de ciclagens para confirmar se este 

padrão se manterá. Além disso, seria interessante avaliar o impacto da mucina quando há 

associação com escovação, pois a mucina pode alterar as propriedades reológicas da saliva. 

Considerando os episódios de desmineralização e re endurecimento, a saliva humana com 

adição de mucina em condições in vitro pode fornecer uma proteção contra a desmineralização 

do esmalte semelhante à saliva humana in situ e à saliva humana in vitro. Ou seja, a adição de 

mucina na saliva humana não potencializou o efeito protetor contra a desmineralização e nem 

o re endurecimento da superfície de esmalte erodida.  
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Tabela 1. Valores de média e desvio padrão (± DP) da dureza do esmalte antes e depois de cada 

desafio erosivo (DE) e recuperação de dureza (RE) das 3 ciclagens erosivas. 

Grupo  INICIAL DES 1 RE 1 DES 2 RE 2 DES 3 RE 3 

Gsitu 

358.96 

(±29.10) 

250.98 

(±16.62) 

289.89 

(±24.36) 

216.29 

(±18.62) 

253.96 

(±18.29) 

207.36 

(±29.40) 

231.40 

(±21.56) 

Gvitro 

357.17 

(±31.87) 

197.79 

(±19.24) 

231.07 

(±15.11) 

216.70 

(±13.45 

246.74 

(±36.74) 

186.64 

(±23.33) 

206.39 

(±29.72) 

GvitroM 

360.02 

(±29.09) 

199.23 

(±1.01) 

225.12 

(±2.28) 

232.29 

(±19.79) 

252.78 

(±20.65) 

202.94 

(±17.04) 

228.06 

(±15.37) 

 

Tabela 2. Média e desvio padrão (± DP) da porcentagem de perda de dureza do esmalte (DES) 

após cada uma das 3 ciclagens erosivas. 

Grupo % HL 1 % HL 2 % HL 3 

Gsitu 29.84 (±4.78)b 24.94 (±8.72)a,b 18.42 (±10.19) a 

Gvitro 44.35 (±6.11)c 5.99 (±6.27)d 23.38 (±7.70)a 

GvitroM 44.29 (±4.68)c -3.24 (±9.57)e 19.47 (±7.13)a 

Letras diferentes indicam diferença estatística entre os grupos e evolução da ciclagem erosiva 

(ANOVA de dois fatores e teste de Tukey). 

 

Tabela 3. Média e desvio padrão (± DP) da porcentagem de recuperação da dureza do esmalte 

após cada uma das 3 ciclagens erosivas. 

Grupo  % HR 1 % HR 2 % HR 3 

Gsitu 35.95 (±17.49)a,A 25.39 (±10.18) a,B 15.57 (±11.75) a,C 

Gvitro 42.22 (±15.60)a,A 23.08 (±20.26) a,B 12.89 (±7.72) a,C 

GvitroM 45.09 (±15.56)a,A 22.49 (±13.70) a,B 15.99 (±4.01) a,C 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas entre a evolução 

do ciclo erosivo. Letras minúsculas semelhantes indicam que não há diferença estatisticamente 

significativa entre os tipos de saliva (ANOVA de dois fatores e teste de Tukey).  

  



Artigos  35 

 

2.2 ARTIGO 2 – Existe uma saliva artificial adequada para simular o efeito da saliva humana 

nos estudos de desgaste erosivo do esmalte? 

 

Resumo 

Objetivos O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia de diferentes formulações de saliva 

artificial no desgaste dentário erosivo em comparação com a saliva humana in situ. Materiais 

e métodos Os blocos de esmalte selecionados por dureza superficial foram divididos 

aleatoriamente em 7 grupos (n = 20): saliva 1 (eletrólitos com 2,7 g de mucina), saliva 2 (saliva 

1 sem mucina - somente eletrólitos), saliva 3 (somente eletrólitos) , saliva 4 (eletrólitos com 2,2 

g de mucina) e saliva 5 (eletrólitos com 10 g de carboximetilcelulose de sódio), saliva humana 

in situ e água deionizada. Os blocos foram imersos na saliva em estudo in vitro ou mantidos in 

situ (10 voluntários) por 2 horas e, em seguida, em ácido cítrico (0,05M, pH 2,5) por 2 min, 

este ciclo foi realizado 4x / dia por 5 dias. A variável de resposta foi a perda de esmalte, medida 

por perfilometria, e os dados foram analisados pelo teste de Anova e Turkey (p <0,05). 

Resultados A saliva humana resultou em menor perda de esmalte 2,19 (± 1,73) µm em 

comparação com água deionizada 13,80 (± 1,52) µm e todas as outras salivas artificiais [saliva 

1 = 6,99 (± 1,48), 2 = 11,70 (± 1,88), 3 = 11,67 (± 1,70), 4 = 5,06 (± 1,34) e 5 = 10,53 (± 2,06) 

µm]. Não houve diferença entre a saliva 2, 3 e 5. Conclusões A saliva humana in situ seguida 

de formulações artificiais de saliva contendo eletrólitos e mucina (salivas 1 e 4) promoveu 

menor desgaste erosivo, enquanto a saliva artificial sem mucina (saliva 2) e as que contêm 

apenas eletrólitos (saliva 3) ou eletrólitos e carboximetilcelulose (saliva 5) apresentou maior 

perda de esmalte.  

Relevância clínica Os resultados do presente estudo são úteis para orientar o desenho de futuras 

pesquisas sobre erosão dentária, contribuindo para a padronização de protocolos de estudos in 

vitro. 

Palavras-chave: Erosão dentária; Esmalte dental; Saliva; In situ; In vitro 

 

Introdução 

 O desgaste dentário erosivo (DDE) é um processo multifatorial e cumulativo [1], que 

tem resultado em crescente preocupação na pesquisa e na prática diária [2], devido à sua alta 

prevalência [3]. Essa alteração compromete cada vez mais a saúde da dentição a longo prazo 

[4], uma vez que o grau de perda da superfície dentária é significativo, causando conseqüências 

deletérias para o indivíduo, como má aparência, sensibilidade dentária e problemas funcionais 

[5]. Consequentemente, lidar com a erosão dentária é uma questão odontológica cada vez mais 
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relevante [6].  

 O DDE é um processo químico-mecânico que resulta na perda de tecido duro dental não 

causada por bactérias [7], impulsionada por uma interação complexa entre fatores nutricionais 

e relacionados ao paciente [4]. Na verdade, as estratégias para prevenção e controle do desgaste 

dentário erosivo incluem principalmente a avaliação dos fatores de risco e a aplicação de 

medidas preventivas [8, 9] para reduzir a frequência ou o prolongamento do contato entre o 

ácido e os dentes [7], bem como o uso de produtos ou materiais específicos para proteger as 

superfícies dos dentes contra ataques erosivos [10].  

 Portanto, estudos foram realizados para testar métodos preventivos e protocolos de 

tratamentos para desgaste dentário erosivo [11-20] e muitos deles foram realizados in vitro 

[11,12,16,17,19]. A erosão in vitro dificilmente concorda quantitativamente com a erosão in 

situ, pois os efeitos protetores naturais da cavidade oral estão ausentes. Entretanto, as 

investigações iniciais sobre terapias geralmente partem de protocolos in vitro, apoiadas em 

vantagens relacionadas ao baixo custo, curta duração e ausência de necessidade de voluntários 

dispostos a seguir o protocolo do estudo, como em estudos in situ [21-23].  

 Infelizmente, não há padronização metodológica nos estudos laboratoriais que diferem 

em tipo e tempo de exposição aos ácidos [24,25] e saliva [26-28]. Várias formulações de saliva 

artificial estão disponíveis na literatura e mais comumente usadas para esse fim são eletrólitos 

com carboximetilcelulose, eletrólitos apenas com mucina ou somente eletrólitos [29]. O ideal 

pode se assemelhar ao efeito da saliva in vivo. 

 Portanto, este estudo teve como objetivo comparar o efeito in vitro de diferentes 

formulações de saliva artificial e saliva humana in situ na avaliação do desgaste erosivo. Para 

esse fim, a hipótese nula testada foi a de que não houve diferenças entre as formulações 

artificiais de saliva em relação à água deionizada e à saliva humana in situ no desgaste erosivo 

do esmalte. 

 

Material e métodos  

Desenho Experimental   

 Blocos de esmalte bovino selecionados pelo teste de dureza superficial inicial foram 

distribuídos aleatoriamente de acordo com o fator investigado em 7 níveis, 6 deles avaliados in 

vitro e um realizado in situ: Saliva 1 Klimek et al., [30] ; Saliva 2 (Saliva 1 sem mucina); Saliva 

3 Eisengurger et al., [31]; Saliva 4 Voronets e Lussi [32]; Saliva 5 Amaechi et al., [33]; água 

deionizada (grupo controle negativo) e saliva humana (in situ). Um tamanho amostral de 18 
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voluntários foi estimado com base em um erro tipo I (α) de 5%, erro tipo II (β) de 20%, 2,0 µm 

de perda de esmalte como a diferença mínima detectável nas médias e 2,3 µm como desvio 

padrão estimado (obtido em um estudo piloto). Dois blocos adicionais foram usados por 

precaução. A ciclagem erosiva foi realizada imergindo blocos de esmalte em ácido cítrico por 

2 min, seguidos por 2 horas nas soluções em estudo (saliva artificial / água in vitro ou saliva 

humana in situ) 4 vezes ao dia, durante 5 dias. A variável de resposta foi a perda de esmalte 

medida por perfilometria. 

Preparação e seleção de blocos de esmalte 

 As coroas dos incisivos bovinos foram cortadas em espécimes quadrados (4x4x4 mm3) 

usando uma máquina de corte de serra de baixa velocidade ISOMET (Buelher Ldt., Lake Bluff, 

IL, EUA) com dois discos de diamante (Extec Corp., Enfield, CT, EUA) separados por um 

espaçador de 4 mm de espessura. O polimento da superfície dos blocos de esmalte foi realizado 

com discos de carboneto de silício resfrigerados com água deionizada (320, 600 e 1200 de 

granulação; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) e papel de feltro molhado por spray de diamante 

(1µm; Buehler, Ltd. Lake Bluff, IL, EUA). Os blocos de esmalte foram limpos com aparelho 

de ultrassom por 2 min e os blocos de esmalte com defeitos superficiais, como lesões de mancha 

branca e rachaduras (aumento de 40 vezes) foram excluídos. 

 A dureza superficial Knoop foi medida pela média de 5 indentações feitas no centro de 

cada bloco de esmalte com 25 g por 10 segundos (MicroMet 5114 Hardeness Tester; Buehler 

Ltd., Lake Bluff, IL, EUA). Cento e vinte e seis blocos de esmalte com valores de dureza 

superficial entre 282,60 ex 419,60 kgf /mm2 (dureza superficial média de 357,51 ± 30,95 

kgf/mm2) foram selecionados e divididos aleatoriamente em 7 grupos. No grupo in situ, os 

blocos foram randomizados entre os 10 voluntários. Os blocos de esmalte foram esterilizados 

usando óxido de etileno. 

Perfilometria inicial 

 Os blocos de esmalte foram marcados com uma lâmina de bisturi (Embramac, Itapira, 

SP, Brasil) para definir duas áreas de controle de 1,0 mm (nas extremidades) e uma área de teste 

de 2,0 mm (no centro). Uma das áreas de controle foi marcada com uma broca como marca de 

identificação para garantir que os perfis inicial e final fossem medidos exatamente nos mesmos 

locais. O perfil dos blocos de esmalte foi avaliado por um perfilômetro de contato (Marh, 

MarSurf GD 25, Göttingen, Alemanha), utilizando um software de contorno (MarSurf XCR 20, 

Göttingen, Alemanha). Os blocos foram fixados em um suporte específico e o primeiro perfil 
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foi medido no nível da marca de identificação. Na primeira posição, a localização do bloco de 

esmalte foi registrada em mm nos eixos x e y. Posteriormente, para cada bloco, foram feitas 

quatro leituras nas seguintes distâncias da marca sobre o eixo y: 0,5; 0,75; e 1,0μm. O perfil de 

cada leitura foi salvo individualmente. As duas bordas dos blocos de esmalte correspondentes 

às áreas de controle foram protegidas com verniz cosmético (Maybelline Colorama, Cosbra 

Cosmetics Ltda, São Paulo, SP, Brasil) e serviram como referência não exposta ao desafio ácido 

para mensuração da perda de esmalte. 

Preparação de saliva artificial e experimento in vitro 

 As formulações artificiais de saliva foram preparadas de acordo com a composição 

descrita em estudos anteriores: Saliva 1 - [30] 0,33g KH2PO4, 0,34g Na2HPO4, 1,27g KCl, 

0,16g NaSCN, 0,58g NaCl, 0,17g CaCl2, 0,16g NH4Cl 0,2g de ureia, 0,03 g de glicose, 0,002 g 

de ácido ascórbico, 2,7 g de mucina em 1000 ml de água destilada / pH 7; Saliva 2 (Saliva 1 

sem mucina); Saliva 3 - [31] 0,1029g de CaCl2 -2H2O, 0,04066g de MgCl2, 0,544g de KH2PO4, 

4,766g de Hepes, 2,2365g de KCl em 1000 ml de água destilada / pH 7); Saliva 4 - [32] 0,381 

g de NaCl, 0,213 g de CaCl2 - 2 H2O, 1,114 g de KCl, 0,738 g de KH2PO4 e 2,2 g de mucina 

em 1000 ml de água destilada / pH 7; Saliva 5 - [33] 2 g de metil-p-hidroxibenzoato, 10 g de 

carboximetilcelulose de sódio, 0,625 g de KCl, 0,059 g de MgCl2 6H2O, 0,166 g de CaCl2 

2H2O, 0,804 g de K2HPO4 e 0,326 g de KH2PO4 em 1000 ml de água destilada / pH 7. 

 Os blocos de esmalte foram submetidos a ciclagem erosiva por imersão em ácido cítrico 

(0,05 M, pH 2,5, 17,6 ml / bloco) à temperatura ambiente por 2 minutos, seguida por imersão 

em saliva artificial por 2 horas. Este ciclo foi repetido 4 vezes por dia durante 5 dias. 

Seleção de voluntários e experimento in situ 

 A aprovação ética deste protocolo de pesquisa foi concedida pelo comitê de ética em 

pesquisa local (Protocolo nº 49810015.8.0000.5417). Este estudo foi realizado em total 

conformidade com a Declaração de Helsinque. O consentimento informado por escrito foi 

obtido de cada voluntário no início do estudo, antes da confirmação de sua elegibilidade. Os 

critérios de inclusão foram idade ≥ 18 anos, taxa de fluxo salivar fisiológico estimulado  1 mL 

/ min e saúde bucal adequada. Os critérios de exclusão foram: doença sistêmica, gravidez ou 

amamentação, tabagismo, uso de aparelhos ortodônticos fixos ou removíveis e uso de 

compostos fluoretados profissionais nos últimos 2 meses anteriores ao experimento in situ. 

 Participaram do estudo dez estudantes de graduação e pós-graduação, sem lesões de 

cárie ou erosão, com idades entre 19 e 30 anos e residentes na mesma área fluoretada (0,70 mg 
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F / L). Sete dias antes e durante o protocolo in situ, os voluntários foram instruídos a usar a 

mesma pasta de dentes com flúor (Colgate Total 12®, 1.100 ppm F; Colgate Palmolive 

Company®, São Paulo, Brasil) e aconselhados a não usar nenhum outro produto com flúor. 

Eles foram convidados a realizar escovação com creme dental com flúor 1 h antes da inserção 

dos aparelhos intraorais no início do experimento. 

 O aparelho palatino foi feito de resina acrílica no modelo de gesso da arcada superior 

para cada voluntário. Cada aparelho possuía 2 cavidades, uma à direita e outra à esquerda, com 

6 x 6 x 3 mm para fixação do bloco de esmalte. Os blocos foram fixados com cera e 

cuidadosamente adaptados ao nível da superfície da resina acrílica do aparelho. Um fio 

ortodôntico foi fixado sobre os blocos de esmalte sem tocá-los, a fim de evitar a abrasão dos 

blocos pela língua e pelos tecidos moles. 

 Os voluntários usaram o aparelho intraoral durante o horário de trabalho (7h45 às 18h) 

por 5 dias. Os aparelhos foram removidos por 1 h 45 min para as refeições (total de 8 horas e 

30 minutos de uso diário). Quando não estava em uso, o aparelho foi armazenado em gaze 

úmida e refrigerado para evitar a desidratação do bloco de esmalte. Os desafios erosivos foram 

realizados quatro vezes ao dia (8h, 10h, 14h e 16h) por imersão ex vivo do aparelho contendo 

os blocos de esmalte em ácido cítrico (0,05M, pH 2,5, 17,6 ml / bloco) em temperatura ambiente 

por 2 min. Imediatamente após a erosão, o aparelho foi lavado em água de torneira e reinserido 

na boca [23,34]. 

Perfilometria final e medição do desgaste da superfície 

 Ao final do ciclo erosivo, os blocos de esmalte foram removidos dos aparelhos intraorais 

e o verniz cosmético das unhas foi removido das áreas de controle. Os blocos de esmalte foram 

fixados no suporte do perfilômetro de acordo com sua medida inicial. A marca de identificação 

foi usada para confirmar a reprodutibilidade da posição. Três leituras na mesma área inicial 

foram realizadas usando o mesmo software (XCR 20, MarSurf GD 25, Göttingen, Alemanha) 

e os parâmetros de medição descritos acima (perfilometria inicial). 

 Os perfis inicial e final foram sobrepostos para cada um dos três gráficos. Linhas de 

regressão paralelas foram construídas com um comprimento de 0,5 mm no perfil inicial e final. 

A distância vertical entre as linhas de regressão foi definida como a quantidade de perda de 

tecido (μm). A perda de esmalte foi expressa em µm como os valores médios de três gráficos 

sobrepostos. 

Análise Estatística 

 A análise estatística foi realizada com o SigmaPlot versão 12.3 (2011 Systat Software, 
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Alemanha), seguindo as recomendações para pesquisa odontológica. As premissas de igualdade 

de variâncias e distribuição normal de erros foram verificadas. Como as premissas foram 

atendidas, a análise de variância unidirecional e o teste post hoc de Tukey foram aplicados. O 

nível de significância foi estabelecido em 5%. 

 

Resultados 

 Os dados sobre perda de esmalte resultante do efeito de diferentes formulações 

artificiais de saliva testadas in vitro, saliva humana in situ e grupo controle, são apresentados 

na tabela 1. ANOVA a um critério e teste de Tukey mostraram que a perda de esmalte foi maior 

no grupo controle (água deionizada) em comparação com todos os outros grupos (p <0,05). A 

saliva humana in situ teve o maior efeito protetor contra o desgaste erosivo, seguida pela saliva 

4 e saliva 1 (formulações artificiais de saliva com mucina), com diferença significativa entre 

elas (p <0,05). Não foram encontradas diferenças entre a saliva 2 (saliva artificial sem mucina) 

e outras formulações contendo apenas eletrólitos ou eletrólitos com carboximetilcelulose 

(salivas 3 e 5) (p> 0,05). 

 

Discussão 

 Há grande dificuldade na realização de estudos clínicos em erosão dentária, uma vez 

que o monitoramento in vivo da lesão é muito difícil e não há como realizar uma avaliação 

quantitativa dos tecidos dentários ao longo do tempo [35-37]. Mais recentemente, Kumar et al., 

(2019), avaliando a sensibilidade dos scanners intraorais digitais para medir o desgaste erosivo 

precoce, demonstraram que a precisão da detecção sub-visual do desgaste não era suficiente 

para diagnosticar com segurança a ocorrência do desgaste e a interpretação das medições deve 

ser feita. com cautela [38]. Por esse motivo, as evidências científicas sobre estratégias de 

prevenção e controle da erosão dentária são baseadas em modelos in vitro [11,12,16,17,19] e in 

situ [13,20,15,18]. 

 A comparação dos modelos de erosão laboratorial e clínica demonstrou que a erosão do 

esmalte foi drasticamente reduzida na ordem de dez vezes no modelo clínico [39]. Em situações 

clínicas, a taxa e a gravidade do desgaste dentário erosivo resultam da interação entre vários 

fatores comportamentais, químicos e biológicos [40,41,4]. Entre os fatores biológicos, a saliva 

é considerada o fator com maior potencial para modificar a progressão da erosão dentária 

[41,42,43] como resultado de sua capacidade tampão, potencial de diluição e desempenho 

incrível como reservatório de íons cálcio, fosfato e fluoreto necessário para a reposição mineral 

[43,44]. Além disso, sua porção orgânica contém uma gama de proteínas, glicoproteínas e 
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macromoléculas que, quando adsorvidas na superfície do esmalte, constituem a película 

adquirida do esmalte [45,46]. A película adquirida do esmalte possui funções importantes, 

como lubrificação e proteção da superfície dental subjacente. Atua como uma barreira semi-

permeável, diminuindo o contato direto do ácido com o dente [47]. O efeito da saliva é 

considerado a razão pela qual, em situações in vivo, os danos causados pelo ataque ácido ao 

esmalte ocorrem mais lentamente do que nas lesões de erosão in vitro [48]. 

 Recentemente, Mutahar et al. (2017) compararam in vitro o efeito da saliva natural (pool 

de saliva humana) com a saliva artificial de Eisenburger et al. (2001), sem proteína e água 

deionizada [29,31]. Os resultados mostraram que a erosão do esmalte medida por meio da 

perfilometria foi menor nos espécimes submetidos ao efeito da saliva humana. No entanto, a 

coleta, armazenamento e ciclagem podem resultar em alterações e degradação da saliva humana 

acumulada, como a evaporação de CO2, alterando o efeito protetor salivar [48,49,50]. 

 No presente estudo, o efeito preventivo da erosão de diferentes formulações artificiais 

de saliva in vitro foi comparado à saliva humana in situ para simular melhor a condição in vivo. 

Embora, neste experimento, nenhum dos substitutos salivares tenha protegido o esmalte do 

desgaste erosivo tanto quanto a saliva humana in situ, eles promoveram menor perda de esmalte 

do que a água deionizada. Portanto, a hipótese nula de que formulações de salivas artificiais e 

água deionizada não diferem da saliva humana in situ no desgaste erosivo do esmalte foi 

rejeitada. 

 Como protocolo de ciclagem erosiva, os blocos de esmalte foram expostos a 5 dias de 

4 ciclos diários de desmineralização e remineralização na tentativa de imitar o efeito da saliva 

antes, durante e após o processo de erosão. Como o efeito diluidor da saliva é difícil de simular 

in vitro, as principais propriedades que devem ser imitadas pelos substitutos da saliva nos 

estudos sobre erosão são sua capacidade de redeposição e seu efeito inibitório contra a 

desmineralização erosiva [27,51]. 

 Anteriormente Ionta et al. (2014) avaliaram a capacidade remineralizante de diferentes 

formulações de saliva artificial na lesão erosiva inicial do esmalte promovida pela imersão de 

blocos de esmalte bovino em ácido cítrico 0,05 M (pH 2,5) por 15 s, o que resultou em 

amolecimento da superfície sem perda de tecido. Após a desmineralização, os blocos de esmalte 

foram imersos na formulação da saliva por 2 horas e o endurecimento do esmalte foi medido 

pelo teste de dureza superficial. Todas as formulações testadas foram capazes de remineralizar 

parcialmente as lesões erosivas iniciais. Além disso, a mucina não afetou o potencial 

remineralizante da saliva artificial, uma vez que não houve diferença significativa entre a 

formulação de Klimek com e sem mucina. Os autores sugeriram que o principal efeito da 
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mucina deveria ser a redução da desmineralização erosiva [27]. Nesse sentido, Jordão et al. 

(2017) avaliando o efeito da mucina na saliva artificial no fortalecimento e inibição da erosão 

relataram que as formulações de saliva artificial testadas promoveram fortalecimento 

semelhante, mas apenas a formulação de saliva com mucina foi semelhante à saliva humana em 

relação à proteção do esmalte contra a erosão [51]. 

 As mucinas são glicoproteínas de alto peso molecular que compõem os principais 

componentes orgânicos da saliva sublingual / submandibular, sendo um componente-chave da 

película adquirida [43]. As mucinas aderidas à superfície do esmalte inibem a desmineralização 

do esmalte causada por ataque erosivo em concentrações fisiológicas in vitro [52]. Após a 

exposição a um desafio ácido, existem algumas alterações proteômicas na película adquirida, 

embora a mucina ainda possa ser encontrada atuando como uma proteína resistente a ácidos 

que contribui para a homeostase dentária [53,54]. Portanto, foi relatado que formulações de 

saliva artificial à base de mucina mostram propriedades reológicas semelhantes às da saliva 

humana [55]. Este efeito protetor pode ser atribuído à sua alta viscosidade ou sua composição 

química, que fornece maiores propriedades inibidoras de erosão. A viscosidade da saliva 

artificial com mucina parece ser semelhante à da saliva humana [56]. 

 É importante observar que o alto suprimento de mucina na saliva que banha os dentes 

inferiores pode potencializar seu efeito preventivo contra a erosão dentária, como demonstra 

Jordão et al. (2019), por meio de um estudo in situ, mostraram que o aparelho palatino resultou 

em maior perda de esmalte em comparação com o mandibular [34]. No entanto, uma das 

principais dificuldades dos estudos in situ é a adesão ao protocolo por voluntários e foi 

demonstrado que os voluntários relataram mais conforto ao usar o aparelho palatino [23]. Por 

esse motivo, esse é o design do aparelho intraoral usado por nosso grupo de pesquisa em nossos 

estudos de erosão in situ. 

 Os desafios de erosão foram alcançados com um intervalo de duas horas, porque estudos 

anteriores observaram que esse período de exposição salivar parece ser apropriado para 

fortalecer a superfície do esmalte amolecido o máximo possível [57]. No entanto, especula-se 

que, em termos de prevenção do desgaste erosivo dos dentes, a superfície amolecida do esmalte 

seja rapidamente perdida, uma vez que os desafios erosivos são repetidos continuamente, 

reduzindo a oportunidade de redeposição mineral [58]. Portanto, o principal efeito das 

estratégias preventivas deve ser a proteção da superfície contra a desmineralização, em vez da 

remineralização [59]. 

 Considerando a proteção natural contra a erosão Baumann et al., 2016 avaliaram o efeito 

de diferentes componentes e composições da saliva no potencial protetor da película adquirida 
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contra a erosão do esmalte por meio de quatro tipos diferentes de saliva: saliva humana 

estimulada (HS), saliva artificial contendo apenas íons (AS), saliva humana dialisada contra 

saliva artificial, contendo proteínas e íons salivares (HS / AS) e saliva humana dialisada contra 

água deionizada, contendo apenas proteínas salivares, mas não íons (HS / DW). As amostras 

de esmalte foram expostas a HS, AS, HS / AS, HS / DW ou uma câmara úmida seguida de 

erosão com ácido cítrico. A dureza da superfície e o cálcio liberado da superfície das amostras 

foram medidos e os resultados sugeriram que os diferentes tipos de saliva proporcionavam 

níveis diferentes de proteção com o HS / DW exibindo proteção significativamente melhor do 

que todos os outros grupos, da mesma forma que os presentes. Os autores levantaram a hipótese 

de que isso pode ser devido a uma ligação mais forte das proteínas de ligação de cálcio e fosfato 

à superfície do esmalte na ausência de íons livres [60]. 

 Aceita-se que os componentes orgânicos da saliva, isoladamente ou interagindo com as 

propriedades químicas salivares, possam ter um impacto significativo na suscetibilidade da 

superfície dentária à desmineralização [61] e a influência de proteínas na desmineralização do 

esmalte varia significativamente, dependendo da quanto é adsorvido e quanto cálcio livre está 

disponível perto da superfície [62]. As proteínas salivares também podem penetrar nos poros 

do esmalte abertos pela erosão, agindo como ligamentos-ponte entre as hastes adjacentes e, 

assim, endurecendo o esmalte, o que foi relatado para proteínas do esmalte [63]. 

 Outra diferença importante na composição das formulações testadas é a 

carboximetilcelulose (CMC) como ingrediente da saliva 5 [64]. A CMC é reconhecida por suas 

propriedades de lubrificação, semelhantes às mucinas, o que deveria ter contribuído com uma 

menor perda de estrutura dental dos espécimes submetidos à saliva 5. No entanto, o desgaste 

do esmalte medido após o ciclo erosivo com a saliva 5 foi semelhante ao observado na saliva 2 

e 3 (sem mucina). Isso pode ser justificado pela constatação de que a CMC reduz o efeito 

remineralizante da saliva [56,64], pois possui a capacidade de formar complexos com íons 

cálcio e / ou fosfato, resultando na indisponibilidade desses íons para reforço da lesão [56], que 

parece ter tido um efeito preponderante no efeito in vitro da saliva no presente estudo.  

 Esses achados contribuem para elucidar os resultados do presente estudo, uma vez que 

as formulações artificiais de saliva in vitro não foram capazes de refletir adequadamente as 

condições in situ de erosão do esmalte. No entanto, tendo em vista a necessidade de estudos in 

vitro para testar a eficácia de terapias preventivas no desgaste dentário erosivo, o uso de 

formulações artificiais de saliva contendo mucina, em vez de conter apenas eletrólitos ou 

eletrólitos e carboximetilcelulose, parece ser mais apropriado. 

Conclusão 
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 Em conclusão, a saliva humana in situ seguida de formulações artificiais de saliva 

contendo eletroctrólitos com mucina promoveu menos desgaste erosivo, enquanto a saliva 

artificial sem mucina e aquelas contendo apenas eletrólitos ou eletrólitos e carboximetilcelulose 

apresentaram maior perda de esmalte, sem diferença estatística entre elas. 
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Tabela 1. Valores de média e desvio padrão (DP) de perda de esmalte (µm) das formulações 

estudadas. 

Grupos  Média e ±DP (µm)* 

G1 - Saliva 1 (formulação de Klimek)  6.99 (± 1.48)a 

G2 - Saliva 2 (formulação de Klimek sem mucina)  11.70 (± 1.88)b 

G3 - Saliva 3 (formulação de Eisenburger)  11.67 (± 1.70)b 

G4 - Saliva 4 (formulação de Voronets)  5.06 (± 1.34)c 

G5 - Saliva 5 (formulação de Amaechi)  10.53 (± 2.06)b 

G6 – Saliva humana (in situ)  2.19 (± 1.73)d 

G7 - Controle (água deionizada)  13.80(± 1.52)e 

* Na segunda coluna, os valores seguidos por letras distintas diferem significativamente 

(ANOVA de uma via e teste de Tukey) (p <0,05). 
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3 DISCUSSÃO 

 

 

A discussão foi dividida em metodologia e resultados para melhor compreensão dos 

estudos.  

 

 

3.1 Metodologia 

 

O presente estudo avaliou o comportamento de formulações de salivas artificiais, saliva 

humana coletada e saliva humana in situ em eventos de desmineralização e re endurecimento 

da superfície dentária em dois aspectos distintos. Há grande dificuldade na realização de estudos 

clínicos em erosão dentária, uma vez que o monitoramento in vivo da lesão é muito difícil e 

não há como realizar uma avaliação quantitativa dos tecidos dentários ao longo do tempo 

(GANSS; LUSSI; KLIMEK, 2005; BREVIK; LUSSI; RAKHMATULLINA, 2013). A 

princípio quando o ácido entra em contato com a superficie do esmalte dentário ocorre o 

amolecimento da superficie com perda da integridade estrutural e da resistência mecânica. 

Nesse primeiro momento ainda pode haver a redeposição mineral (SHELLIS; ADDY, 2014). 

Se houver a continuidade desses eventos de desmineralização, ocorrerá a perda irreversível, que 

é conhecida como desgaste dentário erosivo (HUYSMANS; CHEW; ELLWOOD, 2011; 

SHELLIS; ADDY, 2014). Portanto, o principal efeito das estratégias preventivas deve ser a 

proteção da superfície contra a desmineralização, em vez da remineralização (MAGALHÃES 

et., 2011). O aspecto inicial da erosão dentária foi avaliado no primeiro artigo e o desgaste 

dentário erosivo foi avaliado no segundo artigo. No artigo 1 avaliamos o efeito preventivo da 

mucina na saliva humana coletada em comparação com a saliva humana in situ na inibição 

(DES) e re endurecimento (RE) do esmalte em relação à erosão em seus estágios iniciais, de 

amolecimento da superfície dentária. E no artigo 2 o objetivo foi avaliar a eficácia de diferentes 

formulações de saliva artificial no desgaste do esmalte erosivo em comparação com a saliva 

humana in situ. 

Diversos estudos foram realizados para testar métodos preventivos e protocolos de 

tratamentos para desgaste dentário erosivo (BARBOSA et al., 2012; REN et al., 2011) e muitos 

deles foram realizados in vitro (BARBOSA et al., 2012; DIONYSOPOULOS et al., 2019; 

MAGALHÃES et al., 2012; MANARELLI et al., 2011; RAKHMATULLINA; BEYELER; 
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LUSSI, 2013). A erosão in vitro dificilmente concorda quantitativamente com a erosão in situ, 

pois os efeitos protetores naturais da cavidade oral estão ausentes. Entre os fatores biológicos, 

a saliva é considerada o fator com maior potencial para modificar a progressão da erosão 

dentária (MAGALHÃES et al., 2009; HARA; LUSSI; ZERO, 2006; BUZALAF; HANNAS; 

KATO, 2012) como resultado de sua capacidade tampão, potencial de diluição e reservatório 

de íons cálcio, fosfato e fluoreto necessário para a reposição mineral (BUZALAF; HANNAS; 

KATO, 2012; SIQUEIRA et al., 2007). Além disso, sua porção orgânica contém uma gama de 

proteínas, glicoproteínas e macromoléculas que, quando adsorvidas na superfície do esmalte, 

constituem a película adquirida do esmalte (HANNIG; BALZ, 2001). A película adquirida do 

esmalte possui funções importantes, como lubrificação e proteção da superfície dental 

subjacente. Atua como uma barreira semi-permeável, diminuindo o contato direto do ácido com 

o dente (SIQUEIRA; CUSTODIO; McDONALD, 2012). O efeito da saliva é considerado a 

razão pela qual, em situações in vivo, os danos causados pelo ataque ácido ao esmalte ocorrem 

mais lentamente do que nas lesões de erosão in vitro (HALL et al., 1999). Por esses motivos, 

em ambos os artigos a saliva humana in situ, que foi nosso controle positivo.  

Uma das principais proteínas para a formação da película adquirida é a mucina, a qual 

possui uma importante função de lubrificação, além de possuir propriedades ácido-resistente, 

quando, após episódios de desafios erosivos in vivo esta proteína ainda permaneceu na película 

adquirida após análise proteômica (DELECRODE; SIQUEIRA, 2015). As mucinas são 

glicoproteínas de alto peso molecular, consideradas os principais componentes orgânicos da 

saliva sublingual/ submandibular (BUZALAF et al., 2012). Os resultados dos estudos utilizando 

mucina ainda são conflitantes (IONTA et al., 2014; JORDÃO et al., 2017), por isso no artigo 1 

optamos em adicionar a mucina na saliva humana coletada pois ainda não se sabe com clareza 

o quanto a degradação salivar após sua retirada da cavidade oral afeta essa proteína.  

Várias formulações de saliva artificial estão disponíveis na literatura e mais comumente 

usadas para esse fim são eletrólitos com carboximetilcelulose, eletrólitos apenas com mucina 

ou eletrólitos (MUTAHAR et al., 2017). A ideal deveria se assemelhar ao efeito da saliva in 

vivo. Portanto, no artigo 2 analisamos diferentes formuações de salivas artificiais comparando 

com a saliva humana in situ na avaliação do desgaste erosivo. No artigo 1 a variável de resposta 

foi a porcentagem de perda de dureza superficial. Estudos anteriores consideraram este método 

adequado para avaliar o amolecimento inicial da superfície do esmalte (HARA; ZERO, 2008; 

STENHAGEN et al., 2010; YOUNG; TENUTA, 2011). Enquanto no artigo 2 o método 

escolhido para avaliar o desgaste dentário erosivo foi a perfilometria por ser considerada um 
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método adequado para análise in vitro do desgaste dentário erosivo (PAEPEGAEY et al., 2013; 

ATTIN; WEGEHAUPT, 2014; SCHLUETER et al., 2011). 

 Estudos in situ mimetizam melhor a realidade clínica para obtenção de informações 

científicas (ZERO, 1996; WEST; DAVIES; AMAECHI, 2011), as investigações sobre a 

eficácia de novas terapias normalmente partem de protocolos in vitro, frente às vantagens 

relativas ao baixo custo e execução ao longo de curtos períodos de tempo, exigência de um 

número reduzido de recurso humano para sua execução em relação aos estudos in situ, os quais 

requerem a conformidade de voluntários dispostos a seguir o protocolo estabelecido pelo estudo 

(WEST, DAVIES, AMAECHI, 2011). Apesar das diferenças metodológicas dificultarem a 

comparação entre os estudos e seus resultados, o objetivo foi aproximar nossos resultados com 

a situação clínica por meio da comparação de um protocolo in vitro e in situ. Para aumentar a 

adesão e comprometimento os voluntários selecionados foram apenas alunos da pós-graduação 

e a orientação foi para utilizarem o dispositivo palatino apenas em horário de trabalho (8h às 

12h e das 14h às 18h) de segunda a sexta feira (SANTOS et al., 2018).  

O protocolo utilizado no estudo 2 foi de ciclagem erosiva, os blocos de esmalte foram 

expostos a 5 dias de 4 ciclos diários de desmineralização e remineralização na tentativa de 

imitar o efeito da saliva antes, durante e após o processo de erosão. Como o efeito diluidor da 

saliva é difícil de simular in vitro, as principais propriedades que devem ser imitadas pelos 

substitutos da saliva nos estudos sobre erosão são sua capacidade de redeposição e seu efeito 

inibitório contra a desmineralização erosive (IONTA et al., 2014; JORDÃO et al., 2017). 

No artigo 1 após mensuração da dureza superficial inicial, os blocos foram submetidos 

a três ciclos erosivos, cada um correspondendo à imersão na saliva em estudo por duas horas e 

desmineralizados in vitro por imersão em ácido cítrico (0,65%, pH 3,5) por 1 minuto (erosão 

SMH). Após o último dos três ciclos, os blocos foram imersos na saliva estudada por 2 horas. 

A medição da dureza foi realizada após cada imersão (saliva e ácido). A variável de resposta 

foi a porcentagem de perda de dureza. E no artigo 2 os blocos de esmalte foram submetidos a 

ciclagem erosiva por imersão em ácido cítrico (0,05 M, pH 2,5, 17,6 ml / bloco) à temperatura 

ambiente por 2 minutos, seguida por imersão em saliva artificial por 2 horas. Os desafios de 

erosão foram alcançados com um intervalo de duas horas, porque estudos anteriores 

descobriram que esse período de exposição salivar parece ser apropriado para fortalecer a 

superfície do esmalte amolecido o máximo possível (AMAECHI et al., 1999; HANNIG et al., 

2003; WETTON et al., 2006; MENDONÇA et al., 2016; MENDONÇA et al., 2017).  
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Uma das limitações de ambos os estudos foi a utilização do esmalte bovino, pois eles 

apresentam algumas diferenças quimicas e estruturais em comparação com os dentes humanos 

(RIOS et al., 2006; ATTIN et al., 2007; TURSSI et al., 2010; YASSEN; PLATT; HARA, 2011; 

ORTIZ-RUIZ et al., 2018), que deve-se levar em consideração ao projetar os resultados para a 

prática clínica. Entretanto devido a facilidade em se obter grandes quantidades com uma 

estrutura mais uniforme em comparação com dentes humanos os dentes bovinos sao 

amplamente utilizados em estudos de erosão dentária in vitro e in situ.  

 

 

3.2 Resultados 

 

Com relação aos resultados artigo 1, na primeira ciclagem foi possível observar que, o 

grupo Gsitu demonstrou uma menor desmineralização quando comparado aos grupos Gvitro e 

GvitroM. Estes resultados já eram esperados, uma vez que o grupo in situ foi considerado nosso 

controle positivo, além disso na condição do in situ ocorre uma troca constante da saliva, o que 

não ocorre nas condições in vitro. Por outro lado, na primeira ciclagem não foi observado 

diferença entre os grupos Gvitro e GvitroM, apesar da adição da proteína mucina, não foi 

possível observar uma menor desmineralização. Em estudo anterior realizado pelo nosso grupo 

de pesquisa no qual avaliaram formulações de saliva artificial e saliva humana in situ, 

observaram que apenas a saliva artificial com mucina teve comportamento semelhante a saliva 

humana in situ e que não houve diferença estatística entre as salivas artificiais com e sem 

mucina no experimento de re endurecimento, apenas no experimento da desmineralização 

(JORDÃO et al., 2017). Acreditamos que isso possa ter ocorrido porque, apesar da adição da 

proteína, pode ocorrer uma competição de sitio de ligação das proteínas da película nas 

condições de salivas humanas in vitro, e mesmo que no grupo GvitroM houvesse uma 

concentração de mucina maior, no grupo Gvitro foi utilizado saliva humana a qual já possui 

uma concentração de mucina, que pode não ter sofrido uma degradação expressiva 

(CARPENTER et al., 2014; GIBBINS et al., 2014). 

Na segunda ciclagem, o grupo GvitroM promoveu uma menor desmineralização em 

comparação aos grupos Gvitro e Gsitu. Este dado nos chamou atenção, uma vez que o grupo in 

situ foi considerado nosso grupo controle. Porém, acreditamos que nesta segunda ciclagem a 

condição in vitro pode ter potencializado a manutenção das proteínas. Como mencionado 

acima, na condição in situ ocorre uma troca constante da saliva devido ao fluxo salivar, o que 
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não ocorre nas condições in vitro. Portanto, quando a película se formou pelo período 

acumulativo de 4h no grupo GvitroM, a proteína mucina pode ter se ligado em todo o sitio de 

ligação do esmalte, favorecendo este grupo a ter uma maior proteção contra o ataque erosivo 

com ácido cítrico, uma vez que a mucina é considerada uma proteína ácido-resiste após 

exposição ao ácido cítrico (DELECRODE et al. 2015). Por outro lado, a saliva humana coletada 

apresenta efeito protetor reduzido com o tempo devido a degradação ocasionada pela quebra de 

proteínas, esgotamento inorgânico e mudanças de pH, diminuindo sua capacidade de prevenir 

a erosão. Desta forma, os próprios resultados da terceira ciclagem, nos fizeram rejeitar essa 

suposição pois com o período cumulativo de 6h não houve aumento da diferença entre os grupos 

com um efeito protetor maior para o grupo com mucina, pelo contrário, todos os grupos 

resultaram em efeito semelhante. Em estudo anterior em que foi avaliado o efeito preventivo 

da erosão de diferentes formulações de saliva artificial, saliva humana in vitro em comparação 

com a saliva humana in situ, também não foi encontrada diferença significativa entre os grupos 

por meio da microdureza (BATISTA et al. 2016). Porém, na análise de perda de cálcio pôde-se 

observar menor perda para o grupo in situ. Assim os autores hipotetizaram que a perda de dureza 

não seria uma variável de reposta sensível. Entretanto não se pode questionar a utilização da 

dureza no presente estudo, pois esse método foi capaz de detectar diferenças na primeira 

ciclagem. Uma segunda teoria seria de que apesar da menor proteção das formulações in vitro 

na primeira ciclagem, elas poderiam ter promovido um maior re endurecimento o que 

acarretaria em maior proteção na segunda ciclagem, no entanto os resultados da porcentagem 

de recuperação de dureza não confirmam esse raciocínio.  

Por outro lado, com relação a recuperação de dureza superficial o comportamento foi 

semelhante para todos os grupos. Uma diferença estatística foi encontrada apenas para a 

evolução da ciclagem erosiva, ou seja, as três salivas tiveram seu potencial de re endurecimento 

superficial diminuído com o avanço das ciclagens. Hara et al., (2008), avaliaram formulações 

de saliva artificial com e sem mucina num processo de ciclagem de erosão-abrasão, e 

observaram que a saliva sem mucina proporcionou um menor desgaste. Sugeriram que a 

presença do conteúdo orgânico dificultou a redeposição mineral o que não foi observado no 

presente estudo, pelo menos no que diz respeito ao acréscimo de mucina, além da que existe na 

saliva humana.  

Um resultado bastante interessante foi de que independentemente da proteção contra a 

erosão, as salivas promoveram ganhos semelhantes e foram decrescendo com tempo, o que 

pode sinalizar que quanto maior o desafio menor o potencial de reparo. Possivelmente o efeito 
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protetor maior da saliva seja na proteção contra a desmineralização e não tanto no seu re 

endurecimento.  

No artigo 2, o efeito preventivo da erosão de diferentes formulações artificiais de saliva 

in vitro foi comparado à saliva humana in situ para simular melhor a condição in vivo. Embora, 

neste experimento, nenhum dos substitutos salivares tenha protegido o esmalte do desgaste 

erosivo tanto quanto a saliva humana in situ, eles promoveram menor perda de esmalte do que 

a água deionizada.  

Considerando a proteção natural contra a erosão Baumann et al., 2016 avaliaram o efeito 

de diferentes componentes e composições da saliva no potencial protetor da película adquirida 

contra a erosão do esmalte por meio de quatro tipos diferentes de saliva: saliva humana 

estimulada (HS), saliva artificial contendo apenas íons (AS), saliva humana dialisada contra 

saliva artificial, contendo proteínas e íons salivares (HS / AS) e saliva humana dialisada contra 

água deionizada, contendo apenas proteínas salivares, mas não íons (HS / DW). As amostras 

de esmalte foram expostas a HS, AS, HS / AS, HS / DW ou uma câmara úmida seguida de 

erosão com ácido cítrico. A dureza da superfície e o cálcio liberado da superfície das amostras 

foram medidos e os resultados sugeriram que os diferentes tipos de saliva proporcionavam 

níveis diferentes de proteção com o HS / DW exibindo proteção significativamente melhor do 

que todos os outros grupos, da mesma forma que os presentes. Os autores levantaram a hipótese 

de que isso pode ser devido a uma ligação mais forte das proteínas de ligação de cálcio e fosfato 

à superfície do esmalte na ausência de íons livres (BAUMANN et al., 2016). 

Aceita-se que os componentes orgânicos da saliva, isoladamente ou interagindo com as 

propriedades químicas salivares, possam ter um impacto significativo na suscetibilidade da 

superfície dentária à desmineralização (HARA; ZERO, 2014) e a influência de proteínas na 

desmineralização do esmalte varia significativamente, dependendo da quanto é adsorvido e 

quanto cálcio livre está disponível perto da superfície (COMBES; REY, 2002). As proteínas 

salivares também podem penetrar nos poros do esmalte abertos pela erosão, agindo como 

ligamentos-ponte entre as hastes adjacentes e, assim, endurecendo o esmalte, o que foi relatado 

para proteínas do esmalte (YAHYAZADEHFAR; AROLA, 2015). 

Outra diferença importante na composição das formulações testadas é a 

carboximetilcelulose (CMC) como ingrediente da saliva 5 (AMAECHI; HIGHAM, 2001). A 

CMC é reconhecida por suas propriedades de lubrificação, semelhantes às mucinas, o que 
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deveria ter contribuído com uma menor perda de estrutura dental dos espécimes submetidos à 

saliva 5. No entanto, o desgaste do esmalte medido após o ciclo erosivo com a saliva 5 foi 

semelhante ao observado na saliva 2 e 3 (sem mucina). Isso pode ser justificado pela 

constatação de que a CMC reduz o efeito remineralizante da saliva (VISSINK et al., 1985; 

AMAECHI; HIGHAM, 2001), pois possui a capacidade de formar complexos com íons cálcio 

e / ou fosfato, resultando na indisponibilidade desses íons para reforço da lesão (VISSINK et 

al., 1985), que parece ter tido um efeito preponderante no efeito in vitro da saliva no presente 

estudo.  

Esses achados contribuem para elucidar os resultados do presente estudo, uma vez que 

as formulações artificiais de saliva in vitro não foram capazes de refletir adequadamente as 

condições in situ de erosão do esmalte. No entanto, tendo em vista a necessidade de estudos in 

vitro para testar a eficácia de terapias preventivas no desgaste dentário erosivo, o uso de 

formulações artificiais de saliva contendo mucina, em vez de conter apenas eletrólitos ou 

eletrólitos e carboximetilcelulose, parece ser mais apropriado. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 CONCLUSÕES 
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4 CONCLUSÕES 

 

 

Considerando a hipótese levantada anteriormente, é possível concluir que: 

 

• Artigo 1: Em conclusão, considerando os episódios de desmineralização e re 

endurecimento, a saliva humana com adição de mucina em condições in vitro pode 

fornecer uma proteção contra a desmineralização do esmalte semelhante à saliva 

humana in situ e à saliva humana in vitro. Ou seja, a adição de mucina na saliva 

humana não potencializou o efeito protetor contra a desmineralização e nem o re 

endurecimento da superfície de esmalte erodida.  

 

• Artigo 2: Concluimos que a saliva humana in situ seguida de formulações artificiais 

de saliva contendo eletroctrólitos com mucina promoveu menos desgaste erosivo, 

enquanto a saliva artificial sem mucina e aquelas contendo apenas eletrólitos ou 

eletrólitos e carboximetilcelulose resultaram maior perda de esmalte, sem diferença 

estatística entre elas. 
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ANEXO A – Aprovação do Comite de Ética dos artigos 1 e 2. 
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ANEXO B – Confirmação da carta de submissão para Clinical Oral Investigations.  
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