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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 | - 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 11 - 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 | and profilometry in article Il. 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 11, 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

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

erosao do esmalte

Devido a alta prevaléncia de erosdo dentéria inimeros estudos in vitro e in situ tém sido
realizados em busca de medidas preventivas e terapéuticas. Porém, ainda ndo h& uma
padronizacdo de todos os fatores envolvidos nessas pesquisas, sendo a saliva um dos principais
fatores. Desta forma duas pesquisas foram desenvolvidas: pesquisa/artigo | - O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito preventivo da mucina na saliva humana coletada em comparagdo com
a saliva humana in situ na inibicdo (DES) e re endurecimento (RE) do esmalte em relagdo a
erosao em seus estagios iniciais; pesquisa/artigo Il - O objetivo deste estudo foi avaliar a
eficacia de diferentes formulacGes de saliva artificial no desgaste dentario erosivo em
comparacdo com a saliva humana in situ. Nos dois artigos a saliva humana in situ foi o controle
positivo. A varidvel de resposta foi o percentual de perda de dureza no artigo | e perfilometria
no artigo 1. No artigo | os espécimes de esmalte bovino foram aleatorizados e distrubuidos em
trés grupos: Gsitu, Gvitro e GvitroM. As amostras de esmalte foram submetidas a trés ciclos
erosivos, cada ciclo correspondendo a sua imersdo na saliva Gvitro, GvitroM, Gsitu por duas
horas e desmineralizados in vitro por imersao em &cido citrico (0,65%, pH 3,5) por 1 minuto
(erosdo SMH). Para a realizacdo do Gsitu 10 voluntérios utilizaram um aparelho palatino com
o0s blocos de esmalte pela manha. Apds o periodo de uso, o aparelho foi retirado da cavidade
oral e os blocos submetidos a desmineralizacdo (3x). Os dados foram analisados por ANOVA/
teste de Tukey. O acréscimo de mucina na saliva humana ndo potencializou o efeito protetor
contra a desmineralizagdo e nem o re endurecimento da superficie de esmalte erodido. No artigo
I1, os blocos de esmalte bovino foram distribuidos e imersos em 7 grupos (n = 20): saliva 1
(eletrdlitos com 2,7 g de mucina), saliva 2 (saliva 1 sem mucina - somente eletrolitos), saliva 3
(somente eletrdlitos), saliva 4 (eletrolitos com 2,2 g de mucina) e saliva 5 (eletrdlitos com 10 g
de carboximetilcelulose de sddio), saliva humana in situ e agua deionizada por 2 horas e, em
seguida, em &cido citrico (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
seqguida de formulacgdes artificiais de saliva contendo eletrdlitos e mucina (salivas 1 e 4)
promoveu menor desgaste erosivo, enquanto a saliva artificial sem mucina (saliva 2) e as que
contém apenas eletrolitos (saliva 3) ou eletrélitos e carboximetilcelulose (saliva 5) apresentou

maior perda de esmalte.







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

Esmalte dentério.
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1 INTRODUCAO

A erosdo dentéaria é uma condicdo clinicamente definida como o resultado fisico de uma
perda progressiva e crbnica de tecido dental duro causada por um processo quimico
influenciado por &cidos intrinsecos ou extrinsecos, sem o envolvimento de bactérias (TEN
CATE; IMFELD, 1996; LINNETT; SEOW, 2001; GANSS, 2006; SCHLUETER et al., 2020).
No estégio inicial do processo erosivo, denominado erosdo, ha apenas uma desmineralizagdo
superficial sem perda de estrutura, que por sua vez é passivel de remineralizacdo (AMAECHI;
HIGHAM, 2001; AMAECHI; HIGHAM, 2005; SCHLUETER et al., 2020). Enquanto que o
processo subsequente de perda de estrutura dentaria induzido pelo desafio erosivo prolongado
com repetidos eventos de amolecimento combinados aos fatores mecanicos (abrasao e atricao)
corresponde ao desgaste dentario erosivo (HUYSMANS; CHEW; ELLWOOD, 2011,
SHELLIS etal., 2011; SCHLUETER et al., 2020).

A taxa e gravidade do resultado do desgaste erosivo resultam da interacdo entre varios
fatores comportamentais (aspectos relacionados aos habitos dietéticos e praticas de higiene
bucal), quimicos (caracteristicas do agente erosivo) e bioldgicos (caracteristicas bucais do
individuo) (LUSSI; CARVALHO, 2014; MAGALHAES et al., 2009, HUYSMANS; CHEW;
ELLWOOD, 2011) que ajudam a explicar por que alguns individuos apresentam mais erosao
do que outros, mesmo quando expostos aos mesmos desafios erosivos em suas dietas (LUSSI,;
JAEGGI, 2008).

Dentre os fatores biologicos, considera-se que a saliva é o fator com maior potencial
para modificar a progressao da erosdo dentaria (HARA; ZERO, 2014; HANNIG; HANNIG,
2014). A saliva apresenta capacidade tampao de neutralizar acidos, sendo reconhecida por ser
um agente de diluicdo cuja acdo de lavagem remove gradualmente o contetido acido da cavidade
bucal através do processo de degluticdo. Além disso, o contetdo inorganico da saliva é
supersaturado em relacdo ao conteddo mineral do dente, fornecendo ions célcio, fosfato e
fluoreto necessarios para a redeposicdo mineral (BUFALAF; HANNAS; KATO, 2012;
SIQUEIRA et al., 2007; HARA; ZERO, 2014). A sua por¢ao organica contém uma gama de
proteinas, glicoproteinas e macromoléculas que quando adsorvidas na superficie do esmalte,
constituem a pelicula adquirida (HANNIG, BALZ 2001; DODDS; JOHNSON; YEH, 2005;
HANNIG; HANNIG, 2014). Em razdo de sua permeabilidade seletiva, a pelicula adquirida
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restringe a difusdo de ions para dentro e fora da superficie do esmalte (ZAHRADNIK et al.,
1976, 1977; SLOMIANY et al., 1986, 1990), reduzindo a desmineralizagdo (HANNIG et al.,
2003, 2004; HARA et al., 2006; HARA; ZERO, 2014; HANNIG; HANNIG, 2014).

A saliva é naturalmente secretada por trés pares de glandulas maiores (parotida,
submandibular, sublingual) e inimeras glandulas salivares menores (SREEBNY, 2000)
havendo diferencas quantitativas e qualitativas das secregdes provenientes de diferentes
glandulas (HANNIG; BALZ, 2001). Por esse motivo, a pelicula adquirida é caracterizada por
ter composicdo, espessura e aparéncia ultra-estrutural especificas para cada regido da cavidade
bucal (HANNIG et al., 1997, 1999; CARLEN et al., 1998; AMAECHI et al., 1999). A
composicdo da pelicula adquirida afeta o seu potencial de transporte iénico e o controle da
cristalizacéo de ions calcio e fosfato (HANNIG; JOINER, 2006). Além disso, a sua espessura
parece influenciar também no seu efeito protetor, uma vez que diferencas oriundas, por
exemplo, do contato frequente da lingua nas superficies palatais dos dentes superiores tende a
reduzir a espessura da pelicula, e, por conseguinte, tornar estas superficies mais susceptiveis a
erosdo (AMAECHI et al., 1999). Contudo, a formacao da pelicula é um processo relativamente
rapido e a sua espessura maxima é atingida ap6s aproximadamente 30 a 60 minutos (LAMKIN;
ARANCILLO; OPPENHEIM, 1996; LENDENMANN; GROGAN; OPPENHEIM, 2000),

quando n&o considerados fatores externos capazes de remové-la.

Em situacgOes in vivo, o dano provocado pelo ataque &cido ao esmalte ocorre mais
lentamente do que nas erosdes in vitro e in situ (HALL et al., 1999), envolvendo processos
repetidos de desmineralizacdo/remineralizacdo juntamente com os efeitos da atricdo e abrasao
sobre a superficie do esmalte (ADDY’; SHELLIS, 2014). Portanto, o monitoramento clinico de
erosdo dentéria requer uma avaliagdo sistematica e, de preferéncia, quantitativa dos tecidos
dentais durante longos periodos de tempo, o0 que € inviavel. Além disso a deteccdo de pequenas
alteracBes no esmalte in vivo é um desafio, visto que a maioria das ferramentas de analise
restringe-se as analises in vitro (GANSS; LUSSI; KLIMEK, 2005;ARENDS; BOSCH, 1992;
BREVIK; LUSSI; RAKHMATULLINA; 2013).

Por esse motivo, as evidéncias cientificas que existem acerca de estratégias para
prevencado e controle da erosdo dentéria 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 clinica



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 obtencdo de informacdes cientificas (ZERO, 1996; WEST; DAVIES; AMAECHI, 2011),
as investigagdes sobre a eficacia de novas terapias normalmente partem de protocolos in vitro,
frente as vantagens relativas ao baixo custo e execucdo ao longo de curtos periodos de tempo,
exigéncia de um numero reduzido de recurso humano para sua execugdo em relacao aos estudos
in situ, os quais requerem a conformidade de voluntarios dispostos a seguir o protocolo
estabelecido pelo estudo (WEST, DAVIES, AMAECHI, 2011).

Contudo, a erosao in vitro dificilmente concorda quantitativamente com a erosao in situ,
uma vez que os efeitos protetores naturais da cavidade bucal estédo ausentes (WEST, DAVIES,
AMAECH]I, 2011). Assim sendo, diante das dificuldades do emprego de saliva natural em
estudos in vitro, reconhecido pelo longo periodo requerido para sua coleta e a rapida
decomposicdo (SCHIPPER; SILLETTI; VINGERHOEDS, 2007) formulagcbes substitutivas
podem ser utilizadas (IONTA et al., 2014). No entanto, a maioria das formula¢des ndo contém
proteinas, o que inviabiliza a formac&o de pelicula adquirida, que apresenta importante impacto
no processo erosivo (BUZALAF; HANNAS; KATO, 2012).

Em recente estudo desenvolvido pelo presente grupo de pesquisa, cinco diferentes
formulacGes de saliva artificial foram avaliadas com relacdo ao potencial remineralizador de
lesbes de erosdo inicial (IONTA et al., 2014). Quando uma mesma formulagdo de saliva
contendo ou ndo mucina foi avaliada, constatou-se ndo haver diferenca em relacdo ao poder de
remineralizacdo, de modo que o0s autores sugeriram que a mucina provavelmente estaria

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

As mucinas sdo glicoproteinas e representam o principal componente organico da saliva
submandibular e sublingual. Seu elevado grau de glicolisacdo e potencial para hidratagéo
previnem 0 ressecamento, enquanto as suas propriedades viscoelasticas proporcionam a
lubrificacdo dos tecidos (BUZALAF; HANNAS; KATO, 2012). Deste modo, as mucinas
salivares contribuem em grande parte com o efeito protetor da pelicula adquirida contra a erosédo
de esmalte (NIEUW AMERONGEN; ODERKERK; DRIESSEN, 1987). Todavia, 0 possivel
efeito protetor da mucina contida em salivas artificiais contra a desmineralizacdo do esmalte

nao é descrita na literatura.

Os estudos que consideram a formacdo de pelicula 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 centrifugagdo e cuja porgao sobrenadante resultante é
utilizada para imersao das amostras de esmalte, sobre as quais forma-se pelicula adquirida. No
entanto, Nieuw Amerongen; Oderkerk; Driessen (1987) demonstraram que 0 processo de
centrifugacdo requerido pela técnica remove as mucinas da saliva humana, o que reduz o
potencial de protecdo da pelicula in vitro em até 70%. Diante de tal constatacdo e na tentativa
de minimizar as limitacGes que norteiam a formacéo in vitro da pelicula adquirida este estudo
sugere a avaliacdo da viabilidade do acréscimo de mucina ao pool de saliva ap0s a centrifugacéo
como uma estratégia para potencializar o efeito protetor contra a desmineralizacdo erosiva do

esmalte.

Desta forma, considerando a importancia do tema e a escassez de trabalhos que
objetivem esclarecer aspectos relativos aos protocolos in situ e in vitro para o estudo da erosédo
dentéria, este trabalho propde-se a ampliar o conhecimento acerca do efeito de formulagdes de
saliva artificial, com e sem mucina, da saliva humana in situ, bem como do uso da saliva
humana in vitro sobre a remineralizacdo, desmineralizacdo e na ocorréncia simultanea 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 instrugdes e
diretrizes para a submissdo de artigos dos periddicos correspondentes.

v ARTIGO 1 - Qual impacto na protecéo e re-endurecimento do esmalte quando a saliva

humana é utilizada in vitro com adicdo de mucina?

v 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 protecdo e re-endurecimento do esmalte quando a saliva

humana é utilizada in vitro com adi¢do de mucina?

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito preventivo da mucina na saliva humana coletada em
comparagdo com a saliva humana in situ na inibicéo (DES) e re endurecimento (RE) do esmlate
em relacdo a erosdao em seus estagios iniciais. As amostras de esmalte bovino foram
selecionadas e aleatorizadas a partir da dureza superficial inicial em trés 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 a sua imersao na saliva Gvitro e GvitroM por
duas horas e desmineralizados in vitro por imersdo em acido citrico (0,65%, pH 3,5) por 1
minuto (erosdo SMH). Foram realizados trés ciclos erosivos. Para a realizagdo do Gsitu 10
voluntarios utilizaram um aparelho palatino com os blocos de esmalte pela manhd. Apos o
periodo de uso, o aparelho foi retirado da cavidade oral para retirada dos blocos e posterior
desmineralizacdo. Essa ciclagem erosiva se repetiu trés vezes. Ao final do experimento, todos
0s blocos foram submetidos ao efeito da saliva em seus respectivos grupos por 2 horas. A
medicdo da dureza foi realizada ap6s cada imersdo (saliva e acido). Foram analisadas as
porcentagens de perda de dureza e de recuperacdo de dureza (ANOVA/ teste de Tukey). A
perda de dureza foi variavel entre os grupos e os ciclos sendo os valores na 12 ciclagem Gvitro
(44.35%6.11) = GvitroM (44.29+4.68) > Gsitu (29.84+4.78), na 22 ciclagem Gsitu (24.94+8.72)
> Gvitro (5.99+6.27) = GvitroM (-3.24+9.57) e na 3?2 ciclagem Gsitu (18.42+10.19) = Gvitro
(23.38+7.70) = GvitroM (19.47+7.13). As salivas apresentaram percentuais de recuperacao de
dureza semelhantes em todas as ciclagens, sendo na 12 ciclagem Gsitu (35.95+17.49), Gvitro
(42.22+15.60), GvitroM (45.09+15.56), na 2% ciclagem Gsitu (25.39+10.18), Guvitro
(23.08+20.26), GvitroM (22.49+13.70) e na 3?* ciclagem Gsitu (15.57+11.75), Gvitro
(12.89+7.72), GvitroM (15.99+4.01), com diminuicdo dos valores a cada ciclagem. O
acréscimo de mucina na saliva humana ndo potencializou o efeito protetor contra a

desmineralizacdo e nem o re endurecimento da superficie de esmalte erodida.

Palavras-chave: Desgaste dentario erosivo. Saliva. In vitro. In situ.
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Introducgéo

A saliva é a principal responsavel pela homeostase no meio bucal (Dawes, 2008).
Muitas alteracBes pds-eruptivas que afetam o esmalte dentario resultam do desequilibrio entre
os fatores agressivos e o efeito protetor da saliva (Dawes, 2008). Uma dessas alteracGes que
merece atencdo devido as suas consequéncias € o desgaste dentario erosivo (Lussi; Carvalho,
2014). Acidos extrinsecos e intrinsecos de origem nao bacteriana podem entrar em contato com
0 esmalte causando desmineralizacdo superficial sem perda de estrutura chamada erosao
dentaria (Lussi; Ccarvalho, 2014). Nesta fase, a desmineralizacdo pode ser prevenida ou
diminuida por diluicdo acida, tamponamento ou supersaturacao de ions (calcio, fosfato e fluor)
pela saliva (Hara; Zero, 2014). Além disso, a presenca de pelicula adquirida do esmalte pode
atuar como barreira semipermedvel, diminuindo o contato direto do acido com o dente (Buzalaf;
Hannas; Kato, 2012; Hannig; Hannig, 2014). Em um estagio seguinte, o desafio &cido
prolongado com eventos repetidos de amolecimento combinado com forgas mecanicas orais
pode resultar na perda da estrutura dentaria, correspondendo ao desgaste dentario erosivo
(DDE) (Lussi; Carvalho, 2014; Schlueter et al., 2020). Novamente, a saliva pode neutralizar o
impacto &cido e mecanico, fornecendo ions calcio, fosfato e fluoreto necessarios para a
redeposicao mineral e pela lubrificacdo do esmalte resultante da presenca de pelicula adquirida
do esmalte (Buzalaf; Hannas; Kato, 2012; Siqueira et al., 2007). A saliva influencia diretamente
o0 desgaste dentério erosivo, sendo considerada o fator de protecdo natural mais importante em
sua etiologia multifatorial (Hara; Zero, 2014).

Atualmente, a mudanca no estilo de vida e nos habitos alimentares tem levado a uma
alta prevaléncia de desgaste dentario erosivo (Schlueter; Tveit, 2014). Os resultados de uma
revisdo sistematica com meta analise estimaram que a prevaléncia de desgaste dentario erosivo
em dentes permanentes de criancas e adolescentes esta em torno de 30% (Salas et al., 2015).
Este cenério preocupa e intensifica a demanda por estratégias de controle e prevencdo do
desgaste dentario erosivo.

Ensaios clinicos randomizados bem delineados sédo considerados o tipo de estudo
padréo-ouro com o objetivo de responder questdes sobre tratamento e prevencdo de doengas.
Infelizmente, ha dificuldade em realizar este tipo de estudo em erosdo dentaria pois nao existe
nenhuma alternativa validada para avaliacdo quantitativa dos tecidos dentais ao longo do tempo
[Ganss et al.,, 2005; Arends; Bosch, 1992; Brevik et al., 2013]. Embora medigdes
perfilométricas de moldes com software para alinhar e analisar alteracdes de desgaste tenham
sido utilizadas em pesquisas, elas mostram algumas limitacbes [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 sao instrumentos promissores a serem potencialmente usados para
o diagnostico clinico e monitoramento do DDE [Ganss, Lussi., 2014; Alaraudanjoki et al., 2017,
Marro et al., 2018]. No entanto, essas alternativas ainda ndo s@o uma realidade para o uso
clinico. Portanto, a maior parte das evidéncias sobre estratégias de prevencédo e controle da
erosdo dentéria sdo 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 ndo sdo capazes de
imitar o ambiente oral com todas as variacdes biologicas conhecidas por influenciar o desgaste
dentario erosivo (West et al., 2011). Os modelos in vitro sdo adequados para 0s estagios iniciais
de teste de hipoGteses ou desenvolvimento de produtos, pois permitem estudar fatores
experimentais isolados em um tempo de experimento relativamente curto, com baixo custo
operacional, ndo dependendo da adeséo do participante e requerem poucos voluntarios [Hara et
al., 2008 ; West et al., 2011]. Sua principal limitacdo é a impossibilidade de exposicdo dos
espécimes ao meio oral e saliva. A fim de superar essa restricdo, alguns estudos usam saliva
humana coletada, entre desafios erosivos. No entanto, a coleta e o armazenamento podem
alterar o efeito salivar devido a degradacdo das proteinas. As mucinas sd8o componentes
importantes da saliva e da pelicula 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 protecdo da pelicula adquirida do esmalte contra a
desmineralizagdo pelo &cido citrico diminuiu 70% [Nieuw Amerongen et al., 1987]. A mucina
pode estar envolvida no efeito protetor salivar. Esta proteina foi adicionada a saliva artificial,
mas ndo foi testada anteriormente quando adicionada a saliva humana coletada. Nesse sentido,
0 presente estudo visa investigar o impacto do uso de pool de saliva humana com e sem mucina
in vitro na inibicdo da desmineralizacdo 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 distribuidos aleatoriamente em trés 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 | (o) de 5%, erro Tipo Il (B) de 20%, 10% de
endurecimento do esmalte como a diferenca minima detectavel nas médias e 7,35% pm como

0 desvio padrdo estimado (Moretto et al. 2014). Cinco blocos adicionais foram usados no caso
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de perdas eventuais, totalizando 69 espécimes. Apds mensuracdo da dureza superficial inicial,
os blocos foram submetidos a trés ciclos erosivos, cada um correspondendo & imersdo na saliva
em estudo por duas horas e desmineralizados in vitro por imersdao em acido citrico (0,65%, pH
3,5) por 1 minuto (erosdo SMH). Apos o ultimo dos trés ciclos, os blocos foram imersos na
saliva estudada por 2 horas. A medicdo da dureza foi realizada ap6s cada imersdo (saliva e
acido). A variavel de resposta foi a porcentagem de perda de dureza.

Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Local (protocolo n°
49810015.8.0000.5417). Este estudo foi realizado em total conformidade com a Declaracéo de
Helsinque. O consentimento informado por escrito foi obtido de cada voluntério no inicio do
estudo, antes da confirmac&o de sua elegibilidade para o estudo.

Preparo de amostras de esmalte

Blocos de esmalte (4x4x3 mm, n = 110) foram preparados a partir das superficies
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 espacador de 4 mm de espessura.
As superficies dos blocos foram polidas com discos de carboneto de silicio resfriados a agua
(papéis de grau 600 e 1200; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) e polidas com papel de feltro
umedecido por spray de diamante de 1 um (Buehler, Ltd., Lake Bluff, IL, EUA). Os blocos
foram limpos em aparelho de ultrassom por 10 min e inicialmente selecionados de acordo com
a auséncia de manchas brancas e trincas em microscopio (x40). As amostras foram esterilizadas
com dxido de etileno.

A dureza superficial do esmalte foi avaliada usando um microdurémetro (Buehler, US)
com um penetrador de diamante piramidal tipo Knoop. Primeiramente, foi feita uma grande
marcacdo com carga de 500g por 10 segundos, para referéncia. Em seguida, a 200 um de
distancia dessa marcagdo, foram realizadas cinco indentagbes com carga de 25 g por 10
segundos com uma distancia de 100 um entre elas. O valor da dureza superficial inicial (SHi)
correspondeu & média dessas cinco indentacGes. 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 voluntarios adultos saudaveis (com idades entre 19-30 anos) residentes na mesma

area fluoretada (0,70 mg F /) participaram do estudo, apds satisfazer os seguintes critérios de

inclusdo: taxa de fluxo salivar estimulado fisiologico (> 1ml / min) e taxa de fluxo salivar ndo-
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estimulado fisioldgico (> 0,25 ml / min), saude bucal adequada sem lesdes de cérie, lesdes por
erosdo ou gengivite / periodontite significativa. Os critérios de exclusdo foram doenca
sistémica, gravidez ou amamentacdo, sob intervencdo ortoddntica e uso profissional de
compostos fluoretados nos ultimos dois meses.

Amostras de saliva estimulada de todos os voluntéarios foram coletadas em frascos
resfriados com gelo. A quantidade de saliva fornecida pelos voluntarios foi coletada de acordo
com o numero de blocos presentes no aparelho intrabucal, de forma que cada voluntario
forneceu um total de 30 ml, exceto para 3 voluntéarios que tiveram mais de dois blocos e
forneceram 45 ml. Imediatamente apds 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 apos centrifugacdo, foram adicionados 2,7 g de mucina por litro de solugdo a sua por¢édo
sobrenadante.

Para o efeito in situ da saliva, foi confeccionado para cada voluntario um dispositivo
palatino removivel com resina acrilica no modelo de gesso. O dispositivo palatino apresentava
duas fileiras verticais, uma a direita e outra a esquerda, com uma cavidade (6x6x3 mm) de cada
lado, para fixacdo dos blocos de esmalte (dois blocos por aparelho). Apenas 3 voluntarios
tinham 3 blocos em seu dispositivo. Os blocos de esmalte foram fixados nos dispositivos com
cera. Um fio ortodontico foi preso as extremidades da cavidade passando sobre os blocos de
esmalte sem tocé-los, para evitar a abrasdo do esmalte pela lingua ou mucosa oral.

Ciclagem erosiva

Imediatamente apds a coleta da saliva e centrifugacdo, os blocos foram colocados em
Eppendorf individual numerado de acordo com o grupo / nimero do bloco e imersos em um
volume de 1,8 ml de saliva, por um periodo 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 voluntarios utilizaram (12, 22 e 32
ciclagem erosiva) o dispositivo intraoral por um periodo de 2 horas. O dispositivo foi utilizado
pela manh&, por todos os voluntarios. Apos o periodo de uso, o dispositivo foi retirado da
cavidade oral para retirada dos blocos.

Em seguida, a lesdo erosiva foi realizada in vitro por imerséo dos blocos em solugéo de
acido citrico 0,65% (Sigma-Aldrich, Alemanha), pH 3,5, por 1 minuto, sob agitacdo constante.
Para isso, cada bloco foi colocado no Eppendorf numerado de acordo com o grupo e o0 nimero
do bloco, sendo entdo dispensado o volume de 1,8 ml de solucéo de acido citrico. Os blocos
foram retirados e lavados com agua deionizada por dois minutos para interromper 0 processo

de desmineralizacéo.
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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 recuperagdo de dureza superficial

A dureza superficial foi medida inicialmente para sele¢do e randomizacgéo e ap6s cada
ciclo em dois momentos, apds imersdo na saliva e apds a erosao. Foi dada uma distancia de 100
um na horizontal em relacédo as indentagdes anteriores e foram feitas 5 novas indentacdes, com
uma distancia de 100 um entre elas na direcdo vertical. A porcentagem de recuperacao de dureza
(% HR) ou perda de dureza (% HL) foi calculada apds cada ciclo erosivo de acordo com as
seguintes formulas:% HR = [(dureza ap6s redeposicdo RE - dureza ap0s erosédo DES) / (Durez

a inicial - dureza apds erosdao DES)] X 100; % HL = [(dureza inicial - dureza ap0s erosao
DES) / (dureza inicial)] X 100. E importante enfatizar que havera 3 valores de dureza apds a
redeposicao RE e 3 de dureza apds a erosdo DES correspondendo a dureza ap6s endurecimento
e erosdo em cada um dos 3 ciclos; entretanto a dureza inicial sera a imediatamente anterior ao
ciclo. Por exemplo, a dureza inicial para% HL da segunda ciclagem erosiva corresponde ao
valor da dureza ap6s o redeposicdo do ciclo 1. Por outro lado, a primeira dureza corresponde
ao valor do esmalte integro usado para randomizacéo.

Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com SigmaPlot versdo 12.3 (2011 Systat Software,
Alemanha) seguindo as recomendacdes para pesquisas odontoldgicas. As analises de
recuperacdo de dureza (% HR) e perda de dureza (% HL) foram realizadas separadamente para
dois critérios, tipo de saliva e evolugdo da ciclagem erosiva. Portanto, foram aplicados a Analise
de Variancia de Medidas Repetidas dois critérios e o teste post hoc de Tukey. O nivel de

significancia foi estabelecido em 5%.

Resultados

A Tabela 1 mostra os valores médios de dureza do esmalte antes e depois de cada eroséo
(ED) e evento de recuperacgdo de dureza das 3 ciclagens erosivas. Ao considerar o percentual
de perda de dureza (Tabela 2), foi encontrada diferenca estatistica para o tipo de saliva (a =
0,000), para a evolucéo da ciclagem erosiva (o = 0,000) e sua interacdo (a = 0,000). A primeira
desmineralizacéo erosiva resultou em maior perda de esmalte para os grupos de saliva in vitro,
sem diferenca entre com e sem mucina. Apos a segunda desmineralizacdo erosiva o esmalte
previamente imerso em saliva in vitro com mucina ndo apresentou mineralizacao,

diferentemente dos imersos em saliva in vitro sem mucina. O esmalte submetido a 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 apds a terceira desmineralizacdo erosiva. Na primeira
desmineralizacdo foi observada maior porcentagem de perda de esmalte para as salivas
estudadas in vitro em relacéo a segunda e terceira desmineralizacdo. O efeito da saliva in situ
resultou em diferentes perdas de dureza apenas entre a primeira e a terceira desmineralizacéo
erosiva.

A Tabela 3 mostra a recuperacdo de dureza superficial do esmalte. Uma diferenca
estatistica foi encontrada apenas para a evolucéo da ciclagem erosiva (a. = 0,000) sem interacdes
significativas. Portanto, a porcentagem de recuperacdo de dureza superficial promovida pelos
tipos de saliva estudados foi semelhante. No entanto, para todos 0s grupos, essa porcentagem

de recuperacdo diminuiu com a evolucao da ciclagem erosiva.

Discusséo

A saliva, composta por componentes inorganicos (célcio, fosfato e fllor) e organicos
(proteinas e glicoproteinas) é considerada o principal modulador biolégico em relacdo ao
desenvolvimento do desgaste dentario erosivo (Buzalaf et al., 2012; Hara; Zero, 2014). Com
isto, estudos tém se direcionado em estratégias para aumentar o efeito protetor contra a erosdo
dentéria, adicionando possiveis proteinas nestas salivas, afim de aumentar a protecdo
principalmente da pelicula adquirida do esmalte, a qual é formada a partir da adsorcéo seletiva
de proteinas na superficie dentaria 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 proteinas, muitas delas possuem importantes fun¢@es para manter a integridade da
superficie dentéria, formando uma barreira de protecdo semipermeével (Hannig; Joiner, 2006;
Vitorino et al., 2007, Buzalaf et al., 2012, Siqueira et al., 2012).

Na pelicula adquirida foi observado que muitas proteinas possuem funcbes
antibacterianas, antifangicas, bem como &cido-resistentes. Uma das principais proteinas para a
formagdo da pelicula adquirida é a mucina, a qual possui uma importante funcdo de
lubrificacdo, além de ter sido considerada &cido-resistente, quando, apds episodios de desafios
erosivos in vivo esta proteina ainda permaneceu na pelicula adquirida apés analise proteémica
(Delecrode, Siqueira et al. 2015). As mucinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular,
consideradas 0s principais componentes organicos da saliva sublingual/ submandibular
(Buzalaf et al., 2012). Os resultados dos estudos utilizando mucina ainda séo conflitantes
(lonta., 2014; Jordao et al., 2017), por isso optamos em adicionar a mucina na saliva humana

coletada pois ainda nao se sabe com clareza o quanto a degradacéo salivar apds sua retirada da
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cavidade oral afeta essa proteina. Com relagdo ao tempo de exposicédo salivar de duas horas nos
baseamos em estudos anteriores que concluiram que esse periodo parece ser apropriado para o
endurecimento parcial da superficie do esmalte amolecido entre os desafios erosivos (Alencar
et al., 2016; Mendonca et al., 2017).

No presente estudo o principal objetivo foi avaliar o impacto da saliva humana com e
sem mucina in vitro na inibi¢do da desmineralizacdo erosiva e no endurecimento do esmalte
quando comparado ao efeito da saliva humana in situ. Neste sentido, na primeira ciclagem foi
possivel observar que, o grupo Gsitu demonstrou uma menor desmineralizacdo quando
comparado aos grupos Gvitro e GvitroM. Estes resultados ja eram esperados, uma vez que 0
grupo in situ foi considerado nosso controle positivo, além disso na condicéo do in situ ocorre
uma troca constante da saliva, o que ndo ocorre nas condi¢@es in vitro. Por outro lado, na
primeira ciclagem néo foi observado diferenca entre os grupos Gvitro e GvitroM, apesar da
adicdo da proteina mucina, ndo foi possivel observar uma menor desmineralizagdo. Em estudo
anterior realizado pelo nosso grupo de pesquisa no qual avaliaram formulagdes 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 ndo houve diferenca estatistica entre
as salivas artificiais com e sem mucina no experimento de re endurecimento, apenas no
experimento da desmineralizacdo (Jord&o et al., 2017). Acreditamos que isso possa ter ocorrido
porque, apesar da adi¢do da proteina, pode ocorrer uma competicdo de sitio de ligacdo das
proteinas da pelicula nas condicdes de salivas humanas in vitro, e mesmo que no grupo GvitroM
houvesse uma concentracdo de mucina maior, no grupo Gvitro foi utilizado saliva humana a
qual ja possui uma concentracdo de mucina, que pode nao ter sofrido uma degradacédo
expressiva(Carpenter, Cotroneo et al. 2014, Gibbins, Proctor et al. 2014) (Tabela 2).

Na segunda ciclagem, o grupo GvitroM promoveu uma menor desmineralizacdo em
comparagéo aos grupos Gvitro e Gsitu. Este dado nos chamou atengdo, uma vez que o grupo in
situ foi considerado nosso grupo controle. Porém, acreditamos que nesta segunda ciclagem a
condicdo in vitro pode ter potencializado a manutencdo das proteinas. Como mencionado
acima, na condic&o in situ ocorre uma troca constante da saliva devido ao fluxo salivar, o que
ndo ocorre nas condigdes in vitro. Portanto, quando a pelicula se formou pelo periodo
acumulativo de 4h no grupo GvitroM, a proteina mucina pode ter se ligado em todo o sitio de
ligacdo do esmalte, favorecendo este grupo a ter uma maior protecdo contra o ataque erosivo
com acido citrico, uma vez que a mucina é considerada uma proteina acido-resiste apds
exposicao ao acido citrico (Delecrode, Siqueira et al. 2015). Por outro lado, a saliva humana

coletada apresenta efeito protetor reduzido com o tempo devido a degradacdo ocasionada pela
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quebra de proteinas, esgotamento inorganico e mudancas de pH, diminuindo sua capacidade de
prevenir a erosao. Desta forma, os proprios resultados da terceira ciclagem, nos fizeram rejeitar
essa suposicao pois com o periodo cumulativo de 6h ndo houve aumento da diferenca entre 0s
grupos com um efeito protetor maior para 0 grupo com mucina, pelo contrario, todos 0s grupos
resultaram em efeito semelhante. Em estudo anterior em que foi avaliado o efeito preventivo
da eroséo de diferentes formulacGes de saliva artificial, saliva humana in vitro em comparagéo
com a saliva humana in situ, também ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos
por meio da microdureza (Batista et al. 2016). Porém, na andlise de perda de célcio pode-se
observar menor perda para 0 grupo in situ. Assim os autores hipotetizaram que a perda de dureza
ndo seria uma variavel de reposta sensivel. Entretanto ndo se pode questionar a utilizagdo da
dureza no presente estudo, pois esse método foi capaz de detectar diferencas na primeira
ciclagem. Uma segunda teoria seria de que apesar da menor protecdo das formulagdes in vitro
na primeira ciclagem, elas poderiam ter promovido um maior re endurecimento o que
acarretaria em maior protecdo na segunda ciclagem, no entanto os resultados da porcentagem
de recuperacdo de dureza nao confirmam esse raciocinio.

Por outro lado, com relacdo a recuperacdo de dureza superficial o comportamento foi
semelhante para todos os grupos. Uma diferenca estatistica foi encontrada apenas para a
evolugéo da ciclagem erosiva, ou seja, as trés salivas tiveram seu potencial de re endurecimento
superficial diminuido com o avanco das ciclagens. lonta et al., (2014), analisaram a capacidade
remineralizante de diferentes formulacdes de saliva artificial sobre lesdo erosiva inicial do
esmalte. Apesar de ndo terem avaliado nenhuma saliva humana como no presente estudo, 0s
autores também compararam o impacto do acréscimo de mucina e concluiram que nao houve
diferenca entre a formulacdo de Klimek (1982) e a mesma sem mucina. Hara et al., (2008),
avaliaram formulactes de saliva artificial com e sem mucina num processo de ciclagem de
erosdo-abrasdo, e observaram que a saliva sem mucina proporcionou um menor desgaste.
Sugeriram que a presenca do contetido organico dificultou a redeposi¢do mineral o que néo 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 protecdo contra a
erosdo, as salivas promoveram ganhos semelhantes e foram decrescendo com tempo, 0 que
pode sinalizar que quanto maior o desafio menor o potencial de reparo. Possivelmente o efeito
protetor maior da saliva seja na protecdo contra a desmineralizacdo e ndo tanto no seu re
endurecimento.

Apesar das limitacbes do presente estudo, todas as salivas apresentaram um
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comportamento semelhante ao final da terceira ciclagem da desmineralizacéo, porem diante da
variagdo de comportamento em relagdo ao potencial protetor nos diferentes ciclos sugere-se a
necessidade em realizar novo estudo com maior nimero de ciclagens para confirmar se este
padrdo se mantera. Além disso, seria interessante avaliar o impacto da mucina quando ha
associacdo com escovacao, pois a mucina pode alterar as propriedades reoldgicas da saliva.
Considerando os episodios de desmineralizacdo e re endurecimento, a saliva humana com
adicdo de mucina em condic@es in vitro pode fornecer uma protecéo contra a desmineralizagdo
do esmalte semelhante a saliva humana in situ e a saliva humana in vitro. Ou seja, a adicdo de
mucina na saliva humana nao potencializou o efeito protetor contra a desmineralizagcdo e nem

o re endurecimento da superficie de esmalte erodida.
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Tabela 1. Valores de média e desvio padréo (+ DP) da dureza do esmalte antes e depois de cada

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

Grupo INICIAL DES1 RE 1 DES 2 RE 2 DES 3 RE 3

358.06  250.98  289.89 21629  253.96  207.36  231.40
Gsitu (£29.10) (+16.62) (£24.36) (+18.62) (+18.29) (+29.40) (21.56)

357.17 19779  231.07 216,70  246.74  186.64  206.39
Gvitro  (£31.87) (£19.24) (£15.11) (1345 (£36.74) (£23.33) (£29.72)

360.02  199.23 22512 23229 25278  202.94  228.06
GvitroM  (£29.09) (+1.01)  (£2.28)  (£19.79) (£20.65) (£17.04) (+15.37)

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

ap6s cada uma das 3 ciclagens erosivas.

Grupo % HL1 % HL 2 % HL 3
Gsitu  29.84 (+4.78)° 24.94 (£8.72)2P 18.42 (¥10.19)2
Gvitro  44.35 (6.11)° 5.99 (+6.27)¢ 23.38 (£7.70)2
GvitroM 44.29 (+4.68)° -3.24 (+9.57)° 19.47 (£7.13)

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos e evolucdo da ciclagem erosiva
(ANOVA de dois fatores e teste de Tukey).

Tabela 3. Média e desvio padrdo (£ DP) da porcentagem de recuperacdo da dureza do esmalte

apos cada uma das 3 ciclagens erosivas.

Grupo % HR1 % HR 2 % HR 3

Gsitu  35.95 (+17.49)*A 25.39 (+10.18) %8 15.57 (¥11.75)*¢
Gvitro  42.22 (+15.60)** 23.08 (£20.26) 2B 12.89 (£7.72) ¢
GvitroM 45.09 (+15.56)A 22.49 (+13.70) 2B 15.99 (+4.01)*¢

Letras maiUsculas diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre a evolugéo
do ciclo erosivo. Letras minusculas semelhantes indicam que ndo ha diferenca estatisticamente

significativa entre os tipos de saliva (ANOVA de dois fatores e teste de Tukey).
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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 eficicia de diferentes formulacdes de saliva
artificial no desgaste dentério erosivo em comparagdo com a saliva humana in situ. Materiais
e metodos Os blocos de esmalte selecionados por dureza superficial foram divididos
aleatoriamente em 7 grupos (n = 20): saliva 1 (eletrélitos com 2,7 g de mucina), saliva 2 (saliva
1 sem mucina - somente eletrélitos), saliva 3 (somente eletrélitos) , saliva 4 (eletrélitos com 2,2
g de mucina) e saliva 5 (eletrdlitos com 10 g de carboximetilcelulose de sddio), saliva humana
in situ e agua deionizada. Os blocos foram imersos na saliva em estudo in vitro ou mantidos in
situ (10 voluntarios) por 2 horas e, em seguida, em &cido citrico (0,05M, pH 2,5) por 2 min,
este ciclo foi realizado 4x / dia por 5 dias. A variavel 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) um em
comparagdo com agua deionizada 13,80 (+ 1,52) um e todas as outras salivas artificiais [saliva
1=6,99 (+1,48),2=11,70 (+ 1,88),3=11,67 (+x 1,70), 4 =5,06 (+ 1,34) e 5= 10,53 (*+ 2,06)
pum]. N&o houve diferenga entre a saliva 2, 3 e 5. Conclusdes A saliva humana in situ sequida
de formulagdes artificiais de saliva contendo eletrélitos e mucina (salivas 1 e 4) promoveu
menor desgaste erosivo, enquanto a saliva artificial sem mucina (saliva 2) e as que contém
apenas eletrdlitos (saliva 3) ou eletrélitos e carboximetilcelulose (saliva 5) apresentou maior
perda de esmalte.

Relevancia clinica Os resultados do presente estudo séo Uteis para orientar o desenho de futuras
pesquisas sobre erosdo dentéria, contribuindo para a padronizacgédo de protocolos de estudos in
vitro.

Palavras-chave: Erosdo dentaria; Esmalte dental; Saliva; In situ; In vitro

Introducéo

O desgaste dentéario erosivo (DDE) é um processo multifatorial e cumulativo [1], que
tem resultado em crescente preocupacdo na pesquisa e na pratica diaria [2], devido a sua alta
prevaléncia [3]. Essa alteracdo compromete cada vez mais a saude da denticdo a longo prazo
[4], uma vez que o grau de perda da superficie dentéria € significativo, causando consequéncias
deletérias para o individuo, como ma aparéncia, sensibilidade dentaria e problemas funcionais

[5]. Consequentemente, lidar com a erosdo dentaria € uma questdo odontoldgica cada vez mais
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relevante [6].

O DDE é um processo quimico-mecanico que resulta na perda de tecido duro dental ndo
causada por bactérias [7], impulsionada por uma interacdo complexa entre fatores nutricionais
e relacionados ao paciente [4]. Na verdade, as estratégias para prevencao e controle do desgaste
dentério erosivo incluem principalmente a avaliacdo dos fatores de risco e a aplicacdo de
medidas preventivas [8, 9] para reduzir a frequéncia ou o prolongamento do contato entre o
acido e os dentes [7], bem como o uso de produtos ou materiais especificos para proteger as
superficies dos dentes contra ataques erosivos [10].

Portanto, estudos foram realizados para testar métodos preventivos e protocolos de
tratamentos para desgaste dentério erosivo [11-20] e muitos deles foram realizados in vitro
[11,12,16,17,19]. A erosdo in vitro dificilmente concorda quantitativamente com a erosédo in
situ, pois os efeitos protetores naturais da cavidade oral estdo ausentes. Entretanto, as
investigacdes iniciais sobre terapias geralmente partem de protocolos in vitro, apoiadas em
vantagens relacionadas ao baixo custo, curta duracéo e auséncia de necessidade de voluntarios
dispostos a seguir o protocolo do estudo, como em estudos in situ [21-23].

Infelizmente, ndo ha padronizacdo metodoldgica nos estudos laboratoriais que diferem
em tipo e tempo de exposicao aos acidos [24,25] e saliva [26-28]. Vérias formulacdes de saliva
artificial estdo disponiveis na literatura e mais comumente usadas para esse fim sdo eletrolitos
com carboximetilcelulose, eletrélitos apenas com mucina ou somente eletrolitos [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
formulac6es de saliva artificial e saliva humana in situ na avaliagdo do desgaste erosivo. Para
esse fim, a hipdtese nula testada foi a de que ndo houve diferencas entre as formulacoes
artificiais de saliva em relacdo a 4gua deionizada e a 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
distribuidos aleatoriamente de acordo com o fator investigado em 7 niveis, 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]; agua
deionizada (grupo controle negativo) e saliva humana (in situ). Um tamanho amostral de 18
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voluntarios foi estimado com base em um erro tipo | (a) de 5%, erro tipo 11 (B) de 20%, 2,0 um
de perda de esmalte como a diferenga minima detectavel nas médias e 2,3 um como desvio
padrdo estimado (obtido em um estudo piloto). Dois blocos adicionais foram usados por
precaucdo. A ciclagem erosiva foi realizada imergindo blocos de esmalte em acido citrico por
2 min, seguidos por 2 horas nas solu¢fes em estudo (saliva artificial / 4gua in vitro ou saliva
humana in situ) 4 vezes ao dia, durante 5 dias. A variavel de resposta foi a perda de esmalte

medida por perfilometria.

Preparacao e selecdo de blocos de esmalte

As coroas dos incisivos bovinos foram cortadas em espécimes quadrados (4x4x4 mm?)
usando uma maquina 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
espacador de 4 mm de espessura. O polimento da superficie dos blocos de esmalte foi realizado
com discos de carboneto de silicio resfrigerados com agua deionizada (320, 600 e 1200 de
granulacdo; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) e papel de feltro molhado por spray de diamante
(1um; Buehler, Ltd. Lake Bluff, IL, EUA). Os blocos de esmalte foram limpos com aparelho
de ultrassom por 2 min e o0s blocos de esmalte com defeitos superficiais, como lesdes de mancha

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

A dureza superficial Knoop foi medida pela média de 5 indentacdes feitas no centro de
cada bloco de esmalte com 25 g por 10 segundos (MicroMet 5114 Hardeness Tester; Buehler
Ltd., Lake BIluff, IL, EUA). Cento e vinte e seis blocos de esmalte com valores de dureza
superficial entre 282,60 ex 419,60 kgf /mm? (dureza superficial média de 357,51 + 30,95
kgf/mm?) foram selecionados e divididos aleatoriamente em 7 grupos. No grupo in situ, 0s
blocos foram randomizados entre os 10 voluntérios. Os blocos de esmalte foram esterilizados

usando 6xido de etileno.
Perfilometria inicial

Os blocos de esmalte foram marcados com uma lamina de bisturi (Embramac, Itapira,
SP, Brasil) para definir duas areas de controle de 1,0 mm (nas extremidades) e uma area de teste
de 2,0 mm (no centro). Uma das areas de controle foi marcada com uma broca como marca de
identificagdo para garantir que os perfis inicial e final fossem medidos exatamente nos mesmos
locais. O perfil dos blocos de esmalte foi avaliado por um perfildmetro de contato (Marh,
MarSurf GD 25, Goéttingen, Alemanha), utilizando um software de contorno (MarSurf XCR 20,
Gottingen, Alemanha). Os blocos foram fixados em um suporte especifico e o primeiro perfil
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foi medido no nivel da marca de identificacdo. Na primeira posicéo, a localizacdo do bloco de
esmalte foi registrada em mm nos eixos x e y. Posteriormente, para cada bloco, foram feitas
quatro leituras nas seguintes distancias da marca sobre o eixo y: 0,5; 0,75; e 1,0um. O perfil de
cada leitura foi salvo individualmente. As duas bordas dos blocos de esmalte correspondentes
as areas de controle foram protegidas com verniz cosmético (Maybelline Colorama, Cosbra
Cosmetics Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) e serviram como referéncia ndo exposta ao desafio acido

para mensuracdo da perda de esmalte.

Preparacdo de saliva artificial e experimento in vitro

As formulacgdes artificiais de saliva foram preparadas de acordo com a composicao
descrita em estudos anteriores: Saliva 1 - [30] 0,33g KH2POg4, 0,34g Na;HPOQO4, 1,27g KCI,
0,169 NaSCN, 0,58g NaCl, 0,17g CaClz, 0,16g NH4Cl 0,2g de ureia, 0,03 g de glicose, 0,002 g
de &cido ascorbico, 2,7 g de mucina em 1000 ml de dgua destilada / pH 7; Saliva 2 (Saliva 1
sem mucina); Saliva 3 - [31] 0,1029g de CaCl> -2H20, 0,04066g de MgCl_, 0,544g de KH2POs4,
4,766g de Hepes, 2,2365g de KCI em 1000 ml de agua destilada / pH 7); Saliva 4 - [32] 0,381
g de NaCl, 0,213 g de CaCl; - 2 H;0, 1,114 g de KClI, 0,738 g de KH2PO4 e 2,2 g de mucina
em 1000 ml de &gua destilada / pH 7; Saliva 5 - [33] 2 g de metil-p-hidroxibenzoato, 10 g de
carboximetilcelulose de sodio, 0,625 g de KCI, 0,059 g de MgCl., 6H.0, 0,166 g de CaCl;
2H20, 0,804 g de K2HPO4 € 0,326 g de KH2PO4 em 1000 ml de &gua destilada / pH 7.

Os blocos de esmalte foram submetidos a ciclagem erosiva por imersdo em acido citrico
(0,05 M, pH 2,5, 17,6 ml / bloco) a temperatura ambiente por 2 minutos, seguida por imersao

em saliva artificial por 2 horas. Este ciclo foi repetido 4 vezes por dia durante 5 dias.
Selecdo de voluntarios e experimento in situ

A aprovacdo ética deste protocolo de pesquisa foi concedida pelo comité de ética em
pesquisa local (Protocolo n® 49810015.8.0000.5417). Este estudo foi realizado em total
conformidade com a Declaracdo de Helsinque. O consentimento informado por escrito foi
obtido de cada voluntério no inicio do estudo, antes da confirmacdo de sua elegibilidade. Os
critérios de incluséo foram idade > 18 anos, taxa de fluxo salivar fisioldgico estimulado > 1 mL
/ min e saude bucal adequada. Os critérios de exclusdo foram: doenca sistémica, gravidez ou
amamentacdo, tabagismo, uso de aparelhos ortodonticos fixos ou removiveis e uso de
compostos fluoretados profissionais nos ultimos 2 meses anteriores ao experimento in situ.

Participaram do estudo dez estudantes de graduacdo e pds-graduacdo, sem lesbes de

carie ou erosdo, com idades entre 19 e 30 anos e residentes na mesma area fluoretada (0,70 mg
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F / L). Sete dias antes e durante o protocolo in situ, os voluntérios foram instruidos a usar a
mesma pasta de dentes com flior (Colgate Total 12®, 1.100 ppm F; Colgate Palmolive
Company®, S&o Paulo, Brasil) e aconselhados a ndo usar nenhum outro produto com fldor.
Eles foram convidados a realizar escovacdo com creme dental com fldor 1 h antes da insercéo
dos aparelhos intraorais no inicio do experimento.

O aparelho palatino foi feito de resina acrilica no modelo de gesso da arcada superior
para cada voluntario. Cada aparelho possuia 2 cavidades, uma a direita e outra a esquerda, com
6 X 6 x 3 mm para fixacdo do bloco de esmalte. Os blocos foram fixados com cera e
cuidadosamente adaptados ao nivel da superficie da resina acrilica do aparelho. Um fio
ortodontico foi fixado sobre os blocos de esmalte sem toca-los, a fim de evitar a abraséo dos

blocos pela lingua e pelos tecidos moles.

Os voluntarios usaram o aparelho intraoral durante o horario de trabalho (7h45 as 18h)
por 5 dias. Os aparelhos foram removidos por 1 h 45 min para as refei¢Ges (total de 8 horas e
30 minutos de uso diario). Quando ndo estava em uso, o aparelho foi armazenado em gaze
umida e refrigerado para evitar a desidratacao do bloco de esmalte. Os desafios erosivos foram
realizados quatro vezes ao dia (8h, 10h, 14h e 16h) por imersédo ex vivo do aparelho contendo
os blocos de esmalte em &cido citrico (0,05M, pH 2,5, 17,6 ml/ bloco) em temperatura ambiente
por 2 min. Imediatamente ap0s a erosao, o aparelho foi lavado em &gua de torneira e reinserido
na boca [23,34].
Perfilometria final e medicao do desgaste da superficie

Ao final do ciclo erosivo, os blocos de esmalte foram removidos dos aparelhos intraorais
e 0 verniz cosmético das unhas foi removido das areas de controle. Os blocos de esmalte foram
fixados no suporte do perfildometro de acordo com sua medida inicial. A marca de identificacéo
foi usada para confirmar a reprodutibilidade da posicdo. Trés leituras na mesma area inicial
foram realizadas usando o mesmo software (XCR 20, MarSurf GD 25, Géttingen, Alemanha)

e os parametros de medicao descritos acima (perfilometria inicial).

Os perfis inicial e final foram sobrepostos para cada um dos trés graficos. Linhas de
regressao paralelas foram construidas com um comprimento de 0,5 mm no perfil inicial e final.
A distancia vertical entre as linhas de regressdo foi definida como a quantidade de perda de
tecido (um). A perda de esmalte foi expressa em pm como os valores médios de trés graficos
sobrepostos.

Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o SigmaPlot versdo 12.3 (2011 Systat Software,
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Alemanha), seguindo as recomendacges para pesquisa odontoldgica. As premissas de igualdade
de variancias e distribuicdo normal de erros foram verificadas. Como as premissas foram
atendidas, a andlise de variancia unidirecional e o teste post hoc de Tukey foram aplicados. O

nivel de significancia foi estabelecido em 5%.

Resultados

Os dados sobre perda de esmalte resultante do efeito de diferentes formulagdes
artificiais de saliva testadas in vitro, saliva humana in situ e grupo controle, sdo apresentados
na tabela 1. ANOVA a um critério e teste de Tukey mostraram que a perda de esmalte foi maior
no grupo controle (agua deionizada) em comparacdo 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 (formulacdes artificiais de saliva com mucina), com diferenca significativa entre
elas (p <0,05). N&o foram encontradas diferencas entre a saliva 2 (saliva artificial sem mucina)
e outras formulacdes contendo apenas eletrolitos ou eletrélitos com carboximetilcelulose
(salivas 3 e 5) (p>0,05).

Discusséo

Hé& grande dificuldade na realizacdo de estudos clinicos em erosdo dentéria, uma vez
que o monitoramento in vivo da lesdo é muito dificil e ndo ha como realizar uma avaliacdo
quantitativa dos tecidos dentarios 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 precisdo da deteccdo sub-visual do desgaste nédo era suficiente
para diagnosticar com segurancga a ocorréncia do desgaste e a interpretacdo das medicgdes deve
ser feita. com cautela [38]. Por esse motivo, as evidéncias cientificas sobre estratégias de
prevencao e controle da erosdo dentéria sdo baseadas em modelos in vitro [11,12,16,17,19] e in
situ [13,20,15,18].

A comparacao dos modelos de erosao laboratorial e clinica demonstrou que a eroséo do
esmalte foi drasticamente reduzida na ordem de dez vezes no modelo clinico [39]. Em situacGes
clinicas, a taxa e a gravidade do desgaste dentério erosivo resultam da interacdo entre varios
fatores comportamentais, quimicos e biologicos [40,41,4]. Entre os fatores bioldgicos, a saliva
é considerada o fator com maior potencial para modificar a progressdo da erosdo dentaria
[41,42,43] como resultado de sua capacidade tampéo, potencial de diluicdo e desempenho
incrivel como reservatdrio de ions célcio, fosfato e fluoreto necessario para a reposi¢do mineral

[43,44]. Além disso, sua porcdo organica contém uma gama de proteinas, glicoproteinas e
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macromoléculas que, quando adsorvidas na superficie do esmalte, constituem a pelicula
adquirida do esmalte [45,46]. A pelicula adquirida do esmalte possui fungbes importantes,
como lubrificacdo e protecdo da superficie dental subjacente. Atua como uma barreira semi-
permeavel, diminuindo o contato direto do acido com o dente [47]. O efeito da saliva é
considerado a razdo pela qual, em situagdes in vivo, os danos causados pelo ataque &cido ao
esmalte ocorrem mais lentamente do que nas lesdes de eroséo 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 proteina e dgua
deionizada [29,31]. Os resultados mostraram que a erosdo 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 alteracdes e degradacéo da saliva humana
acumulada, como a evaporagédo de CO», alterando o efeito protetor salivar [48,49,50].

No presente estudo, o efeito preventivo da erosdo de diferentes formulagdes artificiais
de saliva in vitro foi comparado a saliva humana in situ para simular melhor a condigo 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 agua deionizada. Portanto, a hip6tese nula de que formulagfes de salivas artificiais e
agua deionizada ndo diferem da saliva humana in situ no desgaste erosivo do esmalte foi
rejeitada.

Como protocolo de ciclagem erosiva, 0s blocos de esmalte foram expostos a 5 dias de
4 ciclos diarios de desmineralizacdo e remineralizacdo na tentativa de imitar o efeito da saliva
antes, durante e ap6s o processo de erosao. Como o efeito diluidor da saliva é dificil de simular
in vitro, as principais propriedades que devem ser imitadas pelos substitutos da saliva nos
estudos sobre erosdo sdo sua capacidade de redeposicdo e seu efeito inibitorio contra a
desmineralizacéo erosiva [27,51].

Anteriormente lonta et al. (2014) avaliaram a capacidade remineralizante de diferentes
formulacGes de saliva artificial na lesdo erosiva inicial do esmalte promovida pela imersao de
blocos de esmalte bovino em 4acido citrico 0,05 M (pH 2,5) por 15 s, 0 que resultou em
amolecimento da superficie sem perda de tecido. Apds a desmineralizacdo, os blocos de esmalte
foram imersos na formulagdo da saliva por 2 horas e o endurecimento do esmalte foi medido
pelo teste de dureza superficial. Todas as formulacgdes testadas foram capazes de remineralizar
parcialmente as lesBes erosivas iniciais. Além disso, a mucina ndo afetou o potencial
remineralizante da saliva artificial, uma vez que ndo houve diferenca significativa entre a

formulacdo de Klimek com e sem mucina. Os autores sugeriram que o principal efeito da
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mucina deveria ser a reducdo da desmineralizacdo erosiva [27]. Nesse sentido, Jordao et al.
(2017) avaliando o efeito da mucina na saliva artificial no fortalecimento e inibi¢do da eroséo
relataram que as formulacdes de saliva artificial testadas promoveram fortalecimento
semelhante, mas apenas a formulacao de saliva com mucina foi semelhante a saliva humana em
relacdo a protecdo do esmalte contra a erosao [51].

As mucinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular que compdem os principais
componentes organicos da saliva sublingual / submandibular, sendo um componente-chave da
pelicula adquirida [43]. As mucinas aderidas a superficie do esmalte inibem a desmineralizacédo
do esmalte causada por ataque erosivo em concentracfes fisioldgicas in vitro [52]. Apo6s a
exposicao a um desafio &cido, existem algumas alteragdes protedmicas na pelicula adquirida,
embora a mucina ainda possa ser encontrada atuando como uma proteina resistente a acidos
que contribui para a homeostase dentaria [53,54]. Portanto, foi relatado que formulacGes de
saliva artificial a base de mucina mostram propriedades reoldgicas semelhantes as da saliva
humana [55]. Este efeito protetor pode ser atribuido a sua alta viscosidade ou sua composicao
quimica, que fornece maiores propriedades inibidoras de erosdo. A viscosidade da saliva
artificial com mucina parece ser semelhante a da saliva humana [56].

E importante observar que o alto suprimento de mucina na saliva que banha os dentes
inferiores pode potencializar seu efeito preventivo contra a erosdo dentaria, como demonstra
Jorddo et al. (2019), por meio de um estudo in situ, mostraram que o aparelho palatino resultou
em maior perda de esmalte em comparacdo com o mandibular [34]. No entanto, uma das
principais dificuldades dos estudos in situ é a adesdo ao protocolo por voluntéarios e foi
demonstrado que os voluntarios relataram mais conforto ao usar o aparelho palatino [23]. Por
esse motivo, esse € o design do aparelho intraoral usado por nosso grupo de pesquisa em nossos
estudos de erosdo in situ.

Os desafios de erosdo foram alcangados com um intervalo de duas horas, porque estudos
anteriores observaram que esse periodo de exposicdo salivar parece ser apropriado para
fortalecer a superficie do esmalte amolecido 0 maximo possivel [57]. No entanto, especula-se
que, em termos de prevencdo do desgaste erosivo dos dentes, a superficie amolecida do esmalte
seja rapidamente perdida, uma vez que os desafios erosivos sdo repetidos continuamente,
reduzindo a oportunidade de redeposicdo mineral [58]. Portanto, o principal efeito das
estratégias preventivas deve ser a protecdo da superficie contra a desmineralizacdo, em vez da
remineralizacgdo [59].

Considerando a protecdo natural contra a erosdo Baumann et al., 2016 avaliaram o efeito

de diferentes componentes e composi¢Oes da saliva no potencial protetor da pelicula adquirida




Artigos 43

contra a erosdo do esmalte por meio de quatro tipos diferentes de saliva: saliva humana
estimulada (HS), saliva artificial contendo apenas ions (AS), saliva humana dialisada contra
saliva artificial, contendo proteinas e ions salivares (HS / AS) e saliva humana dialisada contra
agua deionizada, contendo apenas proteinas salivares, mas nao ions (HS / DW). As amostras
de esmalte foram expostas a HS, AS, HS / AS, HS / DW ou uma camara Umida seguida de
erosdo com &cido citrico. A dureza da superficie e o calcio liberado da superficie das amostras
foram medidos e os resultados sugeriram que os diferentes tipos de saliva proporcionavam
niveis diferentes de protecdo com o HS / DW exibindo protecdo significativamente melhor do
que todos os outros grupos, da mesma forma que os presentes. Os autores levantaram a hip6tese
de que isso pode ser devido a uma ligagcdo mais forte das proteinas de ligacao de célcio e fosfato
a superficie do esmalte na auséncia de ions livres [60].

Aceita-se que 0s componentes organicos da saliva, isoladamente ou interagindo com as
propriedades quimicas salivares, possam ter um impacto significativo na suscetibilidade da
superficie dentéria a desmineralizacdo [61] e a influéncia de proteinas na desmineraliza¢do do
esmalte varia significativamente, dependendo da quanto é adsorvido e quanto célcio livre esta
disponivel perto da superficie [62]. As proteinas salivares também podem penetrar nos poros
do esmalte abertos pela erosdo, agindo como ligamentos-ponte entre as hastes adjacentes e,
assim, endurecendo o esmalte, o que foi relatado para proteinas do esmalte [63].

Outra diferenca importante na composicdo das formulacGes testadas é a
carboximetilcelulose (CMC) como ingrediente da saliva 5 [64]. A CMC é reconhecida por suas
propriedades de lubrificacdo, semelhantes as mucinas, o que deveria ter contribuido com uma
menor perda de estrutura dental dos espécimes submetidos a saliva 5. No entanto, o desgaste
do esmalte medido ap6s o ciclo erosivo com a saliva 5 foi semelhante ao observado na saliva 2
e 3 (sem mucina). Isso pode ser justificado pela constatacdo de que a CMC reduz o efeito
remineralizante da saliva [56,64], pois possui a capacidade de formar complexos com ions
calcio e / ou fosfato, resultando na indisponibilidade desses ions para reforco da leséo [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 formulagOes artificiais de saliva in vitro ndo foram capazes de refletir adequadamente as
condigdes in situ de erosdo do esmalte. No entanto, tendo em vista a necessidade de estudos in
vitro para testar a eficacia de terapias preventivas no desgaste dentario erosivo, o uso de
formulacdes artificiais de saliva contendo mucina, em vez de conter apenas eletrolitos ou
eletrolitos e carboximetilcelulose, parece ser mais apropriado.

Concluséao
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Em conclusédo, a saliva humana in situ seguida de formulagdes artificiais de saliva
contendo eletroctrélitos com mucina promoveu menos desgaste erosivo, enquanto a saliva
artificial sem mucina e aquelas contendo apenas eletrolitos ou eletrolitos e carboximetilcelulose

apresentaram maior perda de esmalte, sem diferenca estatistica entre elas.
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Tabela 1. Valores de média e desvio padrdo (DP) de perda de esmalte (um) das formulacGes

estudadas.
'Gl-Saliva 1 (formulagdo de Klimek) ~ 699(x1487
G2 - Saliva 2 (formulagédo de Klimek sem mucina) 11.70 (+ 1.88)°
G3 - Saliva 3 (formulacéo de Eisenburger) 11.67 (+ 1.70)°
G4 - Saliva 4 (formulacédo de Voronets) 5.06 (+ 1.34)°
G5 - Saliva 5 (formulacdo de Amaechi) 10.53 (+ 2.06)°
G6 — Saliva humana (in situ) 2.19 (£ 1.73)¢
G7 - Controle (agua deionizada) 13.80(x 1.52)¢

* 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 DISCUSSAO

A discusséao foi dividida em metodologia e resultados para melhor compreensdo dos

estudos.

3.1 Metodologia

O presente estudo avaliou o comportamento de formulagdes de salivas artificiais, saliva
humana coletada e saliva humana in situ em eventos de desmineralizacao e re endurecimento
da superficie dentaria em dois aspectos distintos. Ha grande dificuldade na realizacdo de estudos
clinicos em erosdo dentaria, uma vez que 0 monitoramento in vivo da lesdo € muito dificil e
ndo ha como realizar uma avaliacdo quantitativa dos tecidos dentarios ao longo do tempo
(GANSS; LUSSI; KLIMEK, 2005; BREVIK; LUSSI; RAKHMATULLINA, 2013). A
principio quando o &cido entra em contato com a superficie do esmalte dentario ocorre o
amolecimento da superficie com perda da integridade estrutural e da resisténcia mecanica.
Nesse primeiro momento ainda pode haver a redeposi¢do mineral (SHELLIS; ADDY, 2014).
Se houver a continuidade desses eventos de desmineralizacdo, ocorrera a perda irreversivel, que
é conhecida como desgaste dentéario erosivo (HUYSMANS; CHEW; ELLWOOD, 2011,
SHELLIS; ADDY, 2014). Portanto, o principal efeito das estratégias preventivas deve ser a
protecdo da superficie contra a desmineralizacdo, em vez da remineralizacdo (MAGALHAES
et., 2011). O aspecto inicial da erosdo dentéria foi avaliado no primeiro artigo e o desgaste
dentério erosivo foi avaliado no segundo artigo. No artigo 1 avaliamos o efeito preventivo da
mucina na saliva humana coletada em comparagdo com a saliva humana in situ na inibicéo
(DES) e re endurecimento (RE) do esmalte em relacdo & erosdo em seus estagios iniciais, de
amolecimento da superficie dentéaria. E no artigo 2 o objetivo foi avaliar a eficacia de diferentes
formulacdes de saliva artificial no desgaste do esmalte erosivo em comparagdo com a saliva

humana in situ.

Diversos estudos foram realizados para testar métodos preventivos e protocolos de
tratamentos para desgaste dentario erosivo (BARBOSA et al., 2012; REN et al., 2011) e muitos
deles foram realizados in vitro (BARBOSA et al., 2012; DIONYSOPOULOS et al., 2019;
MAGALHAES et al., 2012; MANARELLI et al., 2011; RAKHMATULLINA; BEYELER;
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LUSSI, 2013). A erosao in vitro dificilmente concorda quantitativamente com a erosao in situ,
pois os efeitos protetores naturais da cavidade oral estdo ausentes. Entre os fatores biologicos,
a saliva é considerada o fator com maior potencial para modificar a progressdo da erosao
dentaria (MAGALHAES et al., 2009; HARA; LUSSI; ZERO, 2006; BUZALAF; HANNAS;
KATO, 2012) como resultado de sua capacidade tampdo, potencial de diluicdo e reservatorio
de ions célcio, fosfato e fluoreto necesséario para a reposi¢ao mineral (BUZALAF; HANNAS;
KATO, 2012; SIQUEIRA et al., 2007). Além disso, sua por¢éo organica contém uma gama de
proteinas, glicoproteinas e macromoléculas que, quando adsorvidas na superficie do esmalte,
constituem a pelicula adquirida do esmalte (HANNIG; BALZ, 2001). A pelicula adquirida do
esmalte possui funcBes importantes, como lubrificacdo e protecdo da superficie dental
subjacente. Atua como uma barreira semi-permeavel, diminuindo o contato direto do &cido com
0 dente (SIQUEIRA; CUSTODIO; McDONALD, 2012). O efeito da saliva € considerado a
razdo pela qual, em situaces in vivo, os danos causados pelo ataque &cido ao esmalte ocorrem
mais lentamente do que nas lesdes de erosédo in vitro (HALL et al., 1999). Por esses motivos,

em ambos 0s artigos a saliva humana in situ, que foi nosso controle positivo.

Uma das principais proteinas para a formacdo da pelicula adquirida é a mucina, a qual
possui uma importante funcdo de lubrificacdo, além de possuir propriedades acido-resistente,
quando, apds episddios de desafios erosivos in vivo esta proteina ainda permaneceu na pelicula
adquirida apds analise protedbmica (DELECRODE; SIQUEIRA, 2015). As mucinas sdo
glicoproteinas de alto peso molecular, consideradas os principais componentes organicos da
saliva sublingual/ submandibular (BUZALAF et al., 2012). Os resultados dos estudos utilizando
mucina ainda s&o conflitantes (IONTA et al., 2014; JORDAO et al., 2017), por isso no artigo 1
optamos em adicionar a mucina na saliva humana coletada pois ainda ndo se sabe com clareza

0 quanto a degradacdo salivar apés sua retirada da cavidade oral afeta essa proteina.

Vérias formulagdes de saliva artificial estdo disponiveis na literatura e mais comumente
usadas para esse fim séo eletrolitos com carboximetilcelulose, eletrélitos apenas com mucina
ou eletrélitos (MUTAHAR et al., 2017). A ideal deveria se assemelhar ao efeito da saliva in
vivo. Portanto, no artigo 2 analisamos diferentes formuacOes de salivas artificiais comparando
com a saliva humana in situ na avaliacdo do desgaste erosivo. No artigo 1 a variavel de resposta
foi a porcentagem de perda de dureza superficial. Estudos anteriores consideraram este método
adequado para avaliar o amolecimento inicial da superficie do esmalte (HARA; ZERO, 2008;
STENHAGEN et al., 2010; YOUNG; TENUTA, 2011). Enquanto no artigo 2 o método
escolhido para avaliar o desgaste dentario erosivo foi a perfilometria por ser considerada um
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método adequado para anélise in vitro do desgaste dentario erosivo (PAEPEGAEY et al., 2013;
ATTIN; WEGEHAUPT, 2014; SCHLUETER et al., 2011).

Estudos in situ mimetizam melhor a realidade clinica para obtencdo de informacdes
cientificas (ZERO, 1996; WEST; DAVIES; AMAECHI, 2011), as investigacGes sobre a
eficdcia de novas terapias normalmente partem de protocolos in vitro, frente as vantagens
relativas ao baixo custo e execucgdo ao longo de curtos periodos de tempo, exigéncia de um
numero reduzido de recurso humano para sua execucao em relacao aos estudos in situ, os quais
requerem a conformidade de voluntarios dispostos a seguir o protocolo estabelecido pelo estudo
(WEST, DAVIES, AMAECHI, 2011). Apesar das diferencas metodologicas dificultarem a
comparagao entre os estudos e seus resultados, o objetivo foi aproximar nossos resultados com
a situacdo clinica por meio da comparacdo de um protocolo in vitro e in situ. Para aumentar a
adesdo e comprometimento os voluntarios selecionados foram apenas alunos da pos-graduacgéo
e a orientacdo foi para utilizarem o dispositivo palatino apenas em horario de trabalho (8h as
12h e das 14h as 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 diarios de desmineralizacdo e remineralizacdo na tentativa de
imitar o efeito da saliva antes, durante e apds o processo de erosdo. Como o efeito diluidor da
saliva é dificil de simular in vitro, as principais propriedades que devem ser imitadas pelos
substitutos da saliva nos estudos sobre erosao sdo sua capacidade de redeposicdo e seu efeito
inibitorio contra a desmineralizacdo erosive (IONTA et al., 2014; JORDAO et al., 2017).

No artigo 1 apds mensuracdo da dureza superficial inicial, os blocos foram submetidos
a trés ciclos erosivos, cada um correspondendo a imerséo na saliva em estudo por duas horas e
desmineralizados in vitro por imersdo em acido citrico (0,65%, pH 3,5) por 1 minuto (erosédo
SMH). Apos o ultimo dos trés ciclos, os blocos foram imersos na saliva estudada por 2 horas.
A medicdo da dureza foi realizada ap6s cada imersédo (saliva e &cido). A variavel de resposta
foi a porcentagem de perda de dureza. E no artigo 2 os blocos de esmalte foram submetidos a
ciclagem erosiva por imersdo em &cido citrico (0,05 M, pH 2,5, 17,6 ml / bloco) a temperatura
ambiente por 2 minutos, seguida por imersdo em saliva artificial por 2 horas. Os desafios de
erosdo foram alcangados com um intervalo de duas horas, porque estudos anteriores
descobriram que esse periodo de exposicdo salivar parece ser apropriado para fortalecer a
superficie do esmalte amolecido o méximo possivel (AMAECHI et al., 1999; HANNIG et al.,
2003; WETTON et al., 2006; MENDONCA et al., 2016; MENDONCA et al., 2017).
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Uma das limitagfes de ambos os estudos foi a utilizacdo do esmalte bovino, pois eles
apresentam algumas diferencas quimicas e estruturais em comparagdo com os dentes humanos
(RIOS etal., 2006; ATTIN etal., 2007; TURSSI et al., 2010; YASSEN; PLATT; HARA, 2011,
ORTIZ-RUIZ et al., 2018), que deve-se levar em consideracdo ao projetar os resultados para a
pratica clinica. Entretanto devido a facilidade em se obter grandes quantidades com uma
estrutura mais uniforme em comparacdo com dentes humanos o0s dentes bovinos sao

amplamente utilizados em estudos de erosao dentaria in vitro e in situ.

3.2 Resultados

Com relacdo aos resultados artigo 1, na primeira ciclagem foi possivel observar que, o
grupo Gsitu demonstrou uma menor desmineralizacdo quando comparado aos grupos Gvitro e
GvitroM. Estes resultados ja eram esperados, uma vez que o grupo in situ foi considerado nosso
controle positivo, além disso na condicdo do in situ ocorre uma troca constante da saliva, 0 que
ndo ocorre nas condicdes in vitro. Por outro lado, na primeira ciclagem ndo foi observado
diferenca entre os grupos Gvitro e GvitroM, apesar da adicdo da proteina mucina, ndo foi
possivel observar uma menor desmineralizacdo. Em estudo anterior realizado pelo nosso grupo
de pesquisa no qual avaliaram formulacdes 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 ndo houve diferenca estatistica entre as salivas artificiais com e sem
mucina no experimento de re endurecimento, apenas no experimento da desmineralizacdo
(JORDAO et al., 2017). Acreditamos que isso possa ter ocorrido porque, apesar da adicdo da
proteina, pode ocorrer uma competicdo de sitio de ligacdo das proteinas da pelicula nas
condi¢cdes de salivas humanas in vitro, e mesmo que no grupo GvitroM houvesse uma
concentracdo de mucina maior, no grupo Gvitro foi utilizado saliva humana a qual ja possui
uma concentragdo de mucina, que pode ndo ter sofrido uma degradagcdo expressiva
(CARPENTER et al., 2014; GIBBINS et al., 2014).

Na segunda ciclagem, o grupo GvitroM promoveu uma menor desmineralizacdo em
comparagéo aos grupos Gvitro e Gsitu. Este dado nos chamou atengdo, uma vez que o grupo in
situ foi considerado nosso grupo controle. Porém, acreditamos que nesta segunda ciclagem a
condicdo in vitro pode ter potencializado a manutencdo das proteinas. Como mencionado

acima, na condic&o in situ ocorre uma troca constante da saliva devido ao fluxo salivar, o que
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ndo ocorre nas condigdes in vitro. Portanto, quando a pelicula se formou pelo periodo
acumulativo de 4h no grupo GvitroM, a proteina mucina pode ter se ligado em todo o sitio de
ligacdo do esmalte, favorecendo este grupo a ter uma maior protecdo contra o ataque erosivo
com 4cido citrico, uma vez que a mucina € considerada uma proteina acido-resiste apos
exposi¢do ao cido citrico (DELECRODE et al. 2015). Por outro lado, a saliva humana coletada
apresenta efeito protetor reduzido com o tempo devido a degradacdo ocasionada pela quebra de
proteinas, esgotamento inorganico e mudancas de pH, diminuindo sua capacidade de prevenir
a erosdo. Desta forma, os préprios resultados da terceira ciclagem, nos fizeram rejeitar essa
suposi¢do pois com o periodo cumulativo de 6h ndo houve aumento da diferenga entre 0s grupos
com um efeito protetor maior para o grupo com mucina, pelo contrario, todos 0s grupos
resultaram em efeito semelhante. Em estudo anterior em que foi avaliado o efeito preventivo
da erosdo de diferentes formulacGes de saliva artificial, saliva humana in vitro em comparacgéo
com a saliva humana in situ, também ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos
por meio da microdureza (BATISTA et al. 2016). Porém, na analise de perda de calcio pbde-se
observar menor perda para 0 grupo in situ. Assim os autores hipotetizaram que a perda de dureza
ndo seria uma varidvel de reposta sensivel. Entretanto ndo se pode questionar a utilizacdo da
dureza no presente estudo, pois esse método foi capaz de detectar diferencas na primeira
ciclagem. Uma segunda teoria seria de que apesar da menor protecédo das formulagdes in vitro
na primeira ciclagem, elas poderiam ter promovido um maior re endurecimento o que
acarretaria em maior protecdo na segunda ciclagem, no entanto os resultados da porcentagem

de recuperacdo de dureza nao confirmam esse raciocinio.

Por outro lado, com relagéo a recuperacdo de dureza superficial o comportamento foi
semelhante para todos os grupos. Uma diferenca estatistica foi encontrada apenas para a
evolucdo da ciclagem erosiva, ou seja, as trés salivas tiveram seu potencial de re endurecimento
superficial diminuido com o avanco das ciclagens. Hara et al., (2008), avaliaram formulacGes
de saliva artificial com e sem mucina num processo de ciclagem de erosdo-abrasdo, e
observaram que a saliva sem mucina proporcionou um menor desgaste. Sugeriram que a
presenca do contetdo orgénico dificultou a redeposi¢cdo mineral o que ndo 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 protegéo contra a
erosao, as salivas promoveram ganhos semelhantes e foram decrescendo com tempo, 0 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 protecdo contra a desmineralizagdo e ndo tanto no seu re

endurecimento.

No artigo 2, o efeito preventivo da erosao de diferentes formulagdes artificiais de saliva
in vitro foi comparado a saliva humana in situ para simular melhor a condicao 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 agua deionizada.

Considerando a protecao natural contra a erosdo Baumann et al., 2016 avaliaram o efeito
de diferentes componentes e composicOes da saliva no potencial protetor da pelicula adquirida
contra a erosdo do esmalte por meio de quatro tipos diferentes de saliva: saliva humana
estimulada (HS), saliva artificial contendo apenas ions (AS), saliva humana dialisada contra
saliva artificial, contendo proteinas e ions salivares (HS / AS) e saliva humana dialisada contra
agua deionizada, contendo apenas proteinas salivares, mas nao ions (HS / DW). As amostras
de esmalte foram expostas a HS, AS, HS / AS, HS / DW ou uma camara Umida seguida de
erosdo com acido citrico. A dureza da superficie e o calcio liberado da superficie das amostras
foram medidos e os resultados sugeriram que os diferentes tipos de saliva proporcionavam
niveis diferentes de protecdo com o HS / DW exibindo protecdo significativamente melhor do
que todos os outros grupos, da mesma forma que os presentes. Os autores levantaram a hipétese
de que isso pode ser devido a uma ligacdo mais forte das proteinas de ligacao de célcio e fosfato

a superficie do esmalte na auséncia de ions livres (BAUMANN et al., 2016).

Aceita-se que 0s componentes organicos da saliva, isoladamente ou interagindo com as
propriedades quimicas salivares, possam ter um impacto significativo na suscetibilidade da
superficie dentaria a desmineralizacdo (HARA; ZERO, 2014) e a influéncia de proteinas na
desmineralizagdo do esmalte varia significativamente, dependendo da quanto é adsorvido e
quanto calcio livre esta disponivel perto da superficie (COMBES; REY, 2002). As proteinas
salivares também podem penetrar nos poros do esmalte abertos pela eroséo, agindo como
ligamentos-ponte entre as hastes adjacentes e, assim, endurecendo o esmalte, o que foi relatado
para proteinas do esmalte (YAHYAZADEHFAR; AROLA, 2015).

Outra diferenca importante na composicdo das formulagbes testadas é a
carboximetilcelulose (CMC) como ingrediente da saliva 5 (AMAECHI; HIGHAM, 2001). A

CMC é reconhecida por suas propriedades de lubrificacdo, semelhantes as mucinas, o que
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deveria ter contribuido com uma menor perda de estrutura dental dos espécimes submetidos a
saliva 5. No entanto, o desgaste do esmalte medido apds o ciclo erosivo com a saliva 5 foi
semelhante ao observado na saliva 2 e 3 (sem mucina). Isso pode ser justificado pela
constatacdo de que a CMC reduz o efeito remineralizante da saliva (VISSINK et al., 1985;
AMAECH]I; HIGHAM, 2001), pois possui a capacidade de formar complexos com ions célcio
e / ou fosfato, resultando na indisponibilidade desses ions para reforgo da lesdo (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 formulagdes artificiais de saliva in vitro ndo foram capazes de refletir adequadamente as
condicdes in situ de erosdo do esmalte. No entanto, tendo em vista a necessidade de estudos in
vitro para testar a eficacia de terapias preventivas no desgaste dentario erosivo, o uso de
formulagdes artificiais de saliva contendo mucina, em vez de conter apenas eletrélitos ou

eletrdlitos e carboximetilcelulose, parece ser mais apropriado.
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4 CONCLUSOES

Considerando a hipdtese levantada anteriormente, € possivel concluir que:

e Artigo 1: Em conclusdo, considerando os episodios de desmineralizacdo e re
endurecimento, a saliva humana com adicdo de mucina em condi¢es in vitro pode
fornecer uma protecdo contra a desmineralizacdo do esmalte semelhante a saliva
humana in situ e a saliva humana in vitro. Ou seja, a adi¢cdo de mucina na saliva
humana néo potencializou o efeito protetor contra a desmineralizacdo e nem o re

endurecimento da superficie de esmalte erodida.

e Artigo 2: Concluimos que a saliva humana in situ seguida de formulacdes artificiais
de saliva contendo eletroctrélitos com mucina promoveu menos desgaste erosivo,
enquanto a saliva artificial sem mucina e aquelas contendo apenas eletrolitos ou
eletrdlitos e carboximetilcelulose resultaram maior perda de esmalte, sem diferenca

estatistica entre elas.
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ANEXO A — Aprovacdo do Comite de Etica dos artigos 1 e 2.

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE BAURU- W
USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da saliva humana e de diferentes formulag6es de salivas artificiais com e sem
mucina na remineralizacao, desmineralizagao e ciclagem erosiva do esmalte: estudo
comparativo de protocolos in vitro e in situ.

Pesquisador: Natalia Mello dos Santos

Area Tematica:

Verséao: 2

CAAE: 49810015.8.0000.5417

Instituicdo Proponente: Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.335.395

Apresentacao do Projeto:
Idem ao parecer 1,292.374,

Objetivo da Pesquisa:
Idem ao parecer 1.292.374,

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Idem ao parecer 1.292.374.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Idem ao parecer 1.292.374.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

A folha de rosto, termos de aquiescéncia, termo de consentimento livre e esclarecido foram apresentados
adequadamente,

Porém:

1- 0 grupo que doara a saliva humana para o trabalho in vitro necessita também da assinatura de um TCLE,
lembrando também de especificar que a saliva coletada e remanescente sera descartada. Caso a saliva
deste grupo seja coleta a partir dos proprios pesquisadores exclusivamente, nao ha a
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necessidade de um TCLE, porém deve ser informado. De qualquer forma, havendo TCLE ou apenas a
informagéo da coleta a partir dos pesquisadores, deve-se informar que toda a sallva sera descartada, ndo
havendo nenhum material bioldgico residual.

PENDENCIA ATENDIDA.

2- Uma vez que os participantes da pesquisa da etapa in situ podem ser alunos de graduacio ou pos-
graduacgéo, deve-se apresentar o termo de aquiescéncia por parte dos coordenadores da Graduacéo e Pos-
graduacao, respectivamente.

PENDENCIA ATENDIDA

Recomendagoes:

1- 0 grupo que doara a saliva humana para o trabalho in vitro necessita também da assinatura de um TCLE,
lembrando também de especificar que a saliva coletada e remanescente sera descartada. Caso a saliva
deste grupo seja coleta a partir dos proprios pesquisadores exclusivamente, ndo ha a necessidade de um
TCLE, porém deve ser informado. De qualquer forma, havendo TCLE ou apenas a informacéo da coleta a
partir dos pesquisadores, deve-se informar que toda a saliva sera descartada, ndo havendo nenhum
material biologico residual.

PENDENCIA ATENDIDA

2- Uma vez que os participantes da pesquisa da etapa In situ podem ser alunos de graduagéo ou pés-
graduacdo, deve-se apresentar o termo de aquiescéncia por parte dos coordenadores da Graduagao e Pos-
graduacao, respectivamente.

PENDENCIA ATENDIDA. TERMO ANEXADO.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nada a constar.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Esse projeto fol considerado APROVADO na reunido ordinaria do CEP de 18.11.2015, com base nas
normas éticas da Resolugao CNS 466/12. Ao término da pesquisa o CEP-FOB/USP exige a apresentacao
de relatério final. Os relatérios parclals deverdo estar de acordo com o cronograma
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e/ou parecer emitido pelo CEP. Alteracdes na metodologia, titulo, inclusdo ou exclusao de autores,
cronograma e quaisquer outras mudancas que sejam significativas deverao ser previamente comunicadas a
este CEP sob risco de nao aprovagao do relatdrio final. Quando da apresentacao deste, deverao ser
incluidos todos os TCLEs efou termos de doac¢ao assinados e rubricados, se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 29/10/2015 Aceito
|do Projeto ROJETO 568340.pdf 22:55:47
Qutros alunos_pg.pdf 29/10/2015 |Natalia Mello dos Aceito
22:54:38 |Santos
Outros oficio.pdf 29/10/2015 |Natalia Mello dos Aceito
22:53:17 _|Santos
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 29/10/2015 |Natalia Mello dos Aceito
Brochura 22:51:36 |Santos
Linvestigador
TCLE / Termos de |TCLE.pdf 29/10/2015 |Natalia Mello dos Aceito
Assentimento / 22:47:22 |Santos
Justificativa de
| Auséncia
Qutros lab_de_bioq.pdf 23/09/2015 |Natalia Mello dos Aceito
23:01:54 |Santos
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 23/09/2015 |Natalia Mello dos Aceito
22:53:16 | Santos
Outros questionario.pdf 23/09/2015 |Natalia Mello dos Aceito
21.57.09 |Santos
Declaracao de declaracao_instituicao.pdf 23/09/2015 |Natalia Mello dos Aceito
Instituicao e 13:21:35 |Santos
Lnfraestruturg
Declaracao de declaracao_de_compromisso.pdf 18/08/2015 |Natalia Mello dos Aceito
Pesquisadores 14:08:45 |Santos
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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BAURU, 24 de Novembro de 2015

Assinado por:

Izabel Regina Fischer Rubira Bullen
(Coordenador)
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ANEXO B - Confirmacéo da carta de submissao para Clinical Oral Investigations.

Clinical Oral Investigations <em@editorialmanager.com= 16:32 (hd 21 minutos) Ty 4w
W paramim -

Re: "Is there an adequate ariificial saliva to simulate the effect of human saliva on erosive enamel wear studies?”

Full author list: Natalia Mello Santos; Catarina Ribeiro Barros Alencar; Camilla Cristina Lira Di Leone; Thais Marchini Oliveira; Thiage Cruvinel; Marilia Afonso Rabelo
Buzalaf, Daniela Rios, Ph.D

Dear Ms Natalia Santos,

We have received the submission entitled: "ls there an adequate artificial saliva to simulate the effect of human =aliva on erosive enamel wear studies?” for possible
publication in Clinical Oral Investigations, and you are listed as one of the co-authors.

The manuscript has been submitted to the journal by Dr. Dra Daniela Rios who will be able to track the status of the paper through his/her login

If you have any objections, please contact the editorial office as soon as possible. If we do not hear back from you, we will assume you agree with your co-
authorship.

Thank you very much.
With kind regards.

Springer Journals Editorial Office
Clinical Oral Investigations
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