


ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 

 

              



iv 

 

 

 

 

 



v 

 

 



vi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 

 

RESUMO 

 

Modelos in vitro devem mimetizar situações próximas das condições reais, entretanto 

poucos modelos para avaliar erosão em esmalte dentário nestas condições são encontrados 

na literatura, além de apresentarem algumas limitações. Assim, o objetivo do presente 

estudo foi validar um modelo de ciclagens erosivas que simule os episódios de 

erosão/exposição do esmalte dental à saliva, avaliando o efeito dose-resposta para soluções 

de ácido cítrico com diferentes valores de pH. O modelo de ciclagens erosivas de pH teve 

uma duração de 5 dias, de forma que blocos de esmalte bovino, selecionados quanto à 

dureza de superfície e análise de perfilometria, foram imersos em saliva humana estimulada 

por 1 h a 37ºC sob agitação (100 rpm) antes do primeiro desafio erosivo de cada dia para 

formação de película adquirida. Em seguida os blocos dentais foram tratados 4 vezes ao dia 

com a solução de tratamento (2,5 mL/mm2 de área exposta de esmalte dental) sob agitação 

(100 rpm) por 1 min e nos intervalos entre os tratamentos e durante à noite, os blocos foram 

imersos em saliva artificial a 37C sem agitação. Para avaliação do modelo quanto ao efeito 

dose-resposta ao pH, os blocos (n=12) foram tratados com as seguintes soluções: G1 - 

cacodilato pH 7,0 (controle); G2 - ácido cítrico pH 2,5; G3 - ácido cítrico pH 3,5; G4 - ácido 

cítrico pH 4,5; G5 - ácido cítrico pH 5,5; G6 - ácido cítrico pH 7,0. Todas as soluções foram 

preparadas na concentração de 47,6 mM. Diariamente, ao final da ciclagem e após a 

imersão na saliva artificial durante à noite, os blocos foram avaliados quanto à dureza de 

superfície para cálculo da porcentagem de perda de dureza de superfície (%PDS) e ao final 

do experimento a análise perfilométrica foi novamente realizada. Os resultados foram 

submetidos à análise de variância e teste de Tukey(p<0,05). Os resultados ao final da 

ciclagem mostraram que houve um aumento crescente da %PDS em função dos dias na 

maioria dos grupos e que os blocos tratados com solução de pH 2,5 apresentaram a maior 

%PDS (p<0,05). Na comparação entre grupos os resultados demonstram que no 4o dia de 

ciclagem foram verificadas diferenças significativas entre todos os grupos (p<0,05). Já os 

resultados após saliva apresentaram menores valores de %PDS quando comparados àqueles 

após ciclagem. Quanto à perfilometria, os blocos dentais tratados com soluções de pH 2,5 e 

3,5 apresentaram as maiores perdas de superfície, diferindo entre si e dos demais grupos 
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(p<0,05). Conclui-se que o estudo proposto permitiu a validação de um modelo de 

ciclagens erosivas que demonstrou efeito dose-resposta para erosão inicial de esmalte 

dentário após exposição a diferentes valores de pH. 

 

 

Palavras-chave: Ácido cítrico. Erosão dentária. Esmalte dentário. In vitro. pH. 
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ABSTRACT 

 

In vitro models should mimic situations close to the real conditions, however, few models 

to assess tooth enamel erosion in these conditions are found in the literature, besides 

presenting some limitations. Thus, the objective of this study was validate a model that 

simulates cycling episodes of erosion/exposure of dental enamel to saliva, evaluating the 

dose-response effect for citric acid solutions with different pH values. The model of erosive 

cycling lasted 5 days, and bovine enamel blocks, selected according to the surface hardness 

and surface profilometry analysis, were immersed in stimulated human saliva for 1 h at 

37°C under agitation (100 rpm) before the first erosive challenge in each day for salivary 

pellicle formation. Then the dental blocks were treated 4 times daily with the treatment 

solution (2.5 mL/mm2 per area of exposed enamel) under stirring (100 rpm) for 1 min and 

in the intervals between treatments and during the nigth the blocks were immersed in 

artificial saliva at 37C without stirring. To evaluate the model with regard to the dose-

response to pH, blocks (n = 12) were treated with the following solutions: G1 - cacodylate 

pH 7.0 (control), G2 - citric acid pH 2.5, G3 - acid citric pH 3.5; G4 - citric acid pH 4.5; G5 

- citric acid pH 5.5; G6 - citric acid pH 7.0. All the solutions were prepared in a 

concentration of 47.6 mM. Daily, at the end of the cycling and after immersion in artificial 

saliva during the night, the blocks were evaluated for surface hardness to calculate the 

percentage of surface hardness loss (%SHL) and at the end of the experiment profilometry 

analysis was performed again. The results were submitted to ANOVA and Tukey's test 

(p<0.05). The results showed a gradual increase in the %SHL at the end of the cycling 

model as a function of days in most of the groups and the blocks treated with pH 2.5 

solution showed the highest %SHL (p<0.05). In the comparison of the groups, the results 

showed in the 4th cycling day significant differences among all groups (p<0.05). The 

results after saliva exposure showed lower %SHL when compared to those after cycling. 

Regarding profilometry, dental blocks treated with solutions pH 2.5 and 3.5 showed the 

highest surface losses, differing from each other and from the other groups (p<0.05). In 

conclusion, the proposed study allowed the validation of an erosive cycling model that 
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demonstrated dose-response effect for early tooth enamel erosion after exposure to different 

pH values. 

 

Key Words: Citric acid. Tooth erosion. Dental enamel. In vitro. pH. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Embora existam variações nos índices de prevalência e incidência da erosão 

dentária (Aidi et al., 2011; Huysmans et al., 2011), tem sido observado que a sua presença e 

progressão tem aumentado em crianças, jovens e adultos (Huysmans et al., 2011). A erosão 

dental é um processo químico de perda irreversível da estrutura dental por ácidos de origem 

não bacteriana (Lussi et al., 2011). Ao contrário da cárie dentária, a desmineralização 

ocorre a partir de um amolecimento da camada superficial do substrato dental seguida da 

dissolução contínua dos cristais, camada por camada, resultando em uma perda permanente 

do volume do dente remanescente sem a formação de lesão subsuperficial (Aidi et al., 

2011; Lussi et al., 2011). 

Neste processo de desmineralização, destaque tem sido dado aos ácidos 

provenientes principalmente de produtos da dieta, como os refrigerantes e os sucos 

industrializados que vêm sendo cada vez mais consumidos (Lussi et al., 2004), devido aos 

novos hábitos alimentares da população (Lussi et al., 2004). O consumo contínuo destes 

produtos torna o indivíduo suscetível a frequentes desafios ácidos que podem culminar na 

perda do substrato dental (Barbour et al., 2003; Lussi et al., 2011; West et al., 2011). O 

principal ácido encontrado nos produtos da dieta é o cítrico, um ácido fraco tricarboxílico 

que de acordo com as suas propriedades pode causar distintos níveis de dissolução mineral 

(Hugges et al., 2000; Barbour et al., 2003; Shellis et al., 2010). 

Além do tipo de ácido, o potencial erosivo destes produtos pode ser 

influenciado por fatores químicos (pH, acidez titulável), biológicos (saliva, película 

adquirida) e hábitos do indivíduo (tempo de exposição, frequência e forma de ingestão) 

(Aidi et al., 2011; Young & Tenuta, 2011), sendo que o pH é considerado o principal 

responsável na dissolução das estruturas dentais devido à sua influência no grau de 

saturação da solução (Shellis et al., 2010; Barbour et al., 2011). Uma das formas de avaliar 

e compreender melhor estes fatores atuantes no processo dinâmico da erosão dentária é o 

uso dos modelos de estudos in vitro, pois estes modelos tentam simular ou mimetizar 

situações próximas das condições reais, não deixando de fornecer dados significativos com 
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elevado nível de controle científico (Arends, 1995; White, 1995; Zero, 1995; Barbour et al., 

2011). 

De uma forma geral, existem dois tipos de modelos in vitro para estimar o 

potencial erosivo de produtos da dieta: um modelo estático que avalia apenas o efeito 

erosivo e utiliza a exposição ao produto seguida de avaliação imediata, não reproduzindo o 

dinamismo do ambiente bucal, sendo encontrado em maior número na literatura (Larsen & 

Nyvad, 1999; Lussi et al., 2000; Johansson et al., 2001; Barbour et al., 2003; Hara & Zero, 

2008; Stenhagen et al., 2010). Em contraste, há o modelo dinâmico que utiliza ciclos de 

exposição alternada entre ácido e solução remineralizante ou saliva (Lippert et al., 2004; 

Panich & Poolthong, 2009; Scaramucci et al., 2011). 

Este modelo dinâmico de ciclagem erosiva que faz uso da exposição a um 

desafio ácido (solução ácida) alternado com exposição à solução remineralizante (ou saliva 

artificial) tem como vantagem a tentativa de mimetizar o processo de erosão. Assim, 

aumenta-se a chance da obtenção de resultados confiáveis e mudanças na estrutura dental 

podem ser detectadas, demonstrando a sua relevância clínica como reflexo de um hábito 

dietético. Porém, poucos trabalhos in vitro que fazem uso de modelos de ciclagem erosiva 

são encontrados na literatura (West et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). Além disso, os 

mesmos apresentam limitações em seus delineamentos, pois apenas ciclos repetidos e 

alternados entre as soluções foram realizados sem considerar e a frequência diária de 

ingestão, o tempo necessário para simular as funções remineralizante da saliva, a formação 

da película adquirida, além de não considerarem o fator agitação na exposição ao ácido 

(Panich & Poolthong, 2009; Scaramucci et al., 2011), sendo que adicionalmente a estas 

limitações, estes modelos não foram validados (West et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). 

Em acréscimo, um modelo para ser validado, precisa apresentar uma relação dose-resposta, 

demonstrando uma sensibilidade ao método aplicado com a presença de fatores que 

reflitam o dinamismo de desenvolvimento da erosão dentária.  

Considerando o exposto, observa-se a necessidade do desenvolvimento de um 

modelo com metodologia válida que responda aos pré-requisitos do efeito dose-resposta 

entre pH e seu efeito na erosão do esmalte dentário, pois não há na literatura modelo in 

vitro de erosão que tenha sido validado. Assim, o objetivo do presente estudo foi validar 
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um modelo de ciclagens erosivas que simule os episódios de erosão/exposição do esmalte 

dental à saliva, avaliando o efeito dose-resposta para soluções de ácido cítrico com 

diferentes valores de pH. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 EROSÃO DENTAL 

A erosão dental é um processo químico de perda irreversível dos tecidos dentais 

que envolve a dissolução de esmalte e/ou dentina por ácidos não derivados de bactérias. A 

desmineralização envolvida neste processo é caracterizada pelo amolecimento da superfície 

mineral devido à dissolução dos prismas periféricos sem a ocorrência de formação de lesão 

subsuperficial. Uma dissolução contínua dos cristais ocorre camada por camada, resultando 

em uma perda permanente do volume do dente com um amolecimento da camada da 

superfície remanescente. É importante acrescentar que esta perda mineral depende do 

tempo de exposição, do tipo de ácido ou da substância utilizada (Lussi et al., 1993; Aidi et 

al., 2011; Lussi et al., 2011). 

Os ácidos responsáveis pela dissolução dos tecidos dentais podem ter origem 

extrínseca ou intrínseca. As fontes extrínsecas dos ácidos podem ser provenientes da dieta 

por meio do consumo de produtos ácidos (sucos, refrigerantes, vinhos, alimentos), do tipo 

de ocupação profissional, pela prática de esportes, tipo de medicamentos e produtos de 

higiene bucal. Destaque tem sido observado quanto aos ácidos da dieta, provenientes de 

alimentos e bebidas industrializados, principalmente de refrigerantes, pois são considerados 

os principais agentes erosivos, (Lussi et al., 2012) e isto tem sido relacionado 

principalmente às mudanças no estilo de vida da população. O contínuo aumento neste 

consumo torna o indivíduo suscetível a frequentes desafios ácidos que podem resultar na 

perda do substrato dental (Barbour et al., 2003; Lussi et al., 2011; West et al., 2011; Lussi 

et al., 2012). 

Em acréscimo, o tipo de ocupação profissional e a prática de esportes são 

considerados fatores no processo de erosão dental. O contato frequente com ácidos no 

ambiente de trabalho pode aumentar a ocorrência ou severidade da erosão dental, pois tem 

sido observado que trabalhadores de indústria química, provadores de vinho e praticantes 

de alguns esportes podem apresentar um risco de ter erosão dental devido à exposição e 

maior contato dos dentes com substâncias ácidas (Lussi et al., 2011). Ainda, alguns 

medicamentos e produtos de higiene bucal são ácidos e seu potencial erosivo tem sido 
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investigado, entretanto poucas informações têm sido encontradas sobre a contribuição 

destes como fatores etiológicos para o desenvolvimento de erosão. Os medicamentos que 

apresentam potencial erosivo são aqueles que apresentam baixo pH, alta acidez titulável e 

que reduzem o fluxo salivar e a capacidade tamponante da saliva. Já os produtos de higiene 

bucal que podem causar erosão são aqueles que apresentam baixo pH (Hellwig & Lussi, 

2006; Barbour et al., 2011). 

Em relação aos ácidos de origem intrínseca, estes também apresentam sua 

importância no estudo da erosão, como por exemplo, o ácido clorídrico proveniente do 

estômago. O ácido clorídrico pode ter efeito erosivo se for mantido regularmente na 

cavidade bucal (Lussi et al., 2011) e a migração deste ácido pode estar relacionada a 

condições de regurgitação e vômito associados a desordens alimentares como bulimia e 

anorexia, doença do refluxo gastro-esofágico e em outras situações como alcoolismo 

crônico e gravidez (Bartlett, 2006). Logo, a erosão dental é uma condição proveniente de 

uma etiologia complexa em que diversos fatores relacionados ao desgaste erosivo podem 

estar associados (Larsen & Nyvad, 1999; Aidi et al., 2011; Lussi et al., 2011). 

Após a exposição ao ácido, o substrato dental pode se tornar suscetível a outro 

processo de desgaste, a abrasão, devido ao amolecimento da superfície mineral, ocorrendo 

um aceleramento de dissolução mineral. Erosão e abrasão são tipos de desgaste que 

interagem entre si e raramente acontecem sozinhos (Attin et al., 2003; Aidi et al., 2011; 

Wiegand et al., 2011). Ainda, a interação entre erosão e abrasão possui ação aditiva devido 

ao maior risco de desgaste gerado. Isto pode ser decorrente das forças abrasivas produzidas 

durante o processo de escovação realizada após a ingestão de produtos ácidos, acelerando o 

processo de perda mineral e também pela abrasão mecânica causada pela língua 

(Eisenburger & Addy, 2001; Hara et al., 2008; Lussi et al., 2011). A erosão dental é listada 

na Classificação Internacional das Doenças, pois a estrutura dental se torna tão desgastada 

que tem a sua função e aparência afetadas, gerando uma condição patológica (Ganss, 2006). 
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2.2 FATORES MODIFICADORES DO DESENVOLVIMENTO DA EROSÃO 

DENTAL 

Devido a uma grande variedade de propriedades químicas dos produtos da 

dieta, o seu potencial erosivo pode ser influenciado por fatores químicos, biológicos e 

comportamentais. Logo, estes fatores têm sido bastante discutidos e recebido atenção nos 

estudos sobre erosão dental (West et al., 2000; Barbour et al., 2011; Young & Tenuta, 

2011). 

 

2.2.1 FATORES QUÍMICOS 

Dentre os fatores químicos, o pH é considerado o principal responsável na 

dissolução das estruturas dentais devido à sua influência no grau de saturação da solução 

ácida. Segundo a literatura, aumentos na dissolução da apatita são decorrentes da 

diminuição nos valores de pH (Shellis et al., 2010; Barbour et al., 2011). Larsen & Nyvad 

(1999) avaliaram a capacidade erosiva de diferentes tipos de refrigerantes e sucos de laranja 

e verificaram que a dissolução do esmalte era inversamente proporcional ao pH da 

substância. 

Barbour et al. (2003), por meio de uma análise por nanoedentação, avaliaram a 

dissolução do esmalte dental humano em soluções de ácido cítrico com valores de pH entre 

2,30 e 6,30. Apenas uma exposição à solução ácida seguida de avaliação foi realizada. 

Mudanças significativas na dureza e redução do módulo de elasticidade foram verificadas 

após as exposições a todas as soluções, entretanto não foi encontrada diferença significativa 

na dureza das amostras tratadas com soluções de pH 2,30 a 2,90. Acima destes valores 

houve uma dependência linear da dureza em relação ao pH da solução. Shellis et al. (2010), 

em um estudo in vitro, avaliaram o grau de dissolução de esmalte, dentina e discos de 

hidroxiapatita em função do pH (2,45, 3,2, e 3,9) como uma das variáveis analisadas. As 

taxas de dissolução dos substratos foram normalizadas para melhor comparação entre os 

resultados, verificando-se um aumento de dissolução dos substratos à medida que o valor 

de pH diminui. Os autores ainda concluíram que seus resultados confirmam a importância 

do pH como o principal fator envolvido na erosão. 
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Além do pH, o tipo do agente erosivo é um item fundamental, pois os ácidos 

apresentam características diferentes que interferem no processo erosivo (Shellis et al., 

2011). Os ácidos podem ser orgânicos, como os ácidos cítrico, málico, tartárico, lático e 

acético, ou inorgânicos como o ácido fosfórico e clorídrico. Eles podem ser encontrados 

naturalmente em sucos, frutas e vegetais ou podem fazer parte de algumas bebidas, atuando 

como conservantes e adstringentes (West et al., 2000). O ácido clorídrico é outro tipo de 

ácido que também pode ser utilizado em estudos que avaliam a influência de fatores 

intrínsecos, principalmente os gastro-esofágicos. É um ácido forte que se dissocia 

completamente (Young & Tenuta, 2011; Attin et al., 2013). 

O principal ácido encontrado nos produtos da dieta é o cítrico, sendo desta 

forma considerado um ácido de escolha na maioria dos estudos sobre desafios erosivos e 

sua inclusão tem sido sugerida para se permitir uma comparação entre os estudos que 

simulam um desafio erosivo (Barbour et al., 2011). O ácido cítrico é um ácido fraco, com 

três grupos carboxilas (COOH) e assim possui três valores de pKa, um para cada íon H+ 

reversivelmente ligado ao íon citrato (pK1= 3,13; pK2= 4,76; pK3= 6,40). Em situação de 

valores de pH mais baixos, os íons hidrogênio do ácido cítrico interagem com a apatita e o 

equilíbrio sofre uma transformação, pois há um fornecimento de íons H+ que se ligam 

diretamente aos íons da região do cristal, gerando uma dissolução superficial. Já em valores 

de pH mais elevados, quando dois ou todos os íons H+ são removidos da molécula do ácido 

cítrico, o ânion citrato forma um complexo estável com o cálcio por meio de interações 

eletrostáticas tridimensionais que para compensar o produto de solubilidade mais 

hidroxiapatita será dissolvida, obtendo desta forma sua ação quelante. Em situações de 

valores intermediários de pH, ambos os mecanismos podem estar ocorrendo (Cury et al., 

1981; Barbour et al., 2003; Featherstone & Lussi, 2006). 

Um outro fator que influencia o efeito erosivo dos produtos da dieta é a 

concentração de ácidos encontrados em bebidas ou soluções, pois segundo a literatura um 

aumento na concentração do ácido ocasiona um aumento na desmineralização (West et al., 

2000; Shellis et al., 2010). Um estudo in vitro (West et al., 2000) avaliou por meio de 

análise perfilométrica o efeito de diferentes valores de concentração (0,05, 0,1, 0,5 e 1%) 

de diferentes ácidos (cítrico, málico, lático e fosfórico) em esmalte e dentina. Foi verificado 
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que as amostras submetidas a valores maiores de concentração do ácido apresentaram um 

aumento de desgaste erosivo. Shellis et al. (2010) verificaram em um estudo in vitro que as 

taxas de dissolução de esmalte foram significativamente maiores em concentração a 1% do 

que a 0,3% em determinados valores de pH (2,25 e 3,2). 

Além de considerar os fatores pH, tipo de ácido e sua concentração, é 

necessário conhecer a influência da acidez titulável de uma solução ou bebida, pois a partir 

do seu conhecimento pode-se obter dados sobre a habilidade e potencial erosivo de um 

ácido (Shellis et al., 2010; Barbour et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). Em estudos in 

vitro, a acidez titulável pode ser avaliada ao se adicionar substância de característica básica 

com quantidade necessária para se alcançar um determinado valor de pH, e quanto maior 

for a quantidade adicionada, maior a acidez titulável de um ácido e mais mineral será 

dissolvido (Larsen & Nyvad, 1999; Cairns et al., 2002). No mesmo estudo em que foi 

avaliada a relação do pH e a dissolução de esmalte, Larsen & Nyvad (1999) também 

avaliaram o efeito da acidez titulável de sucos de laranja e refrigerantes. Os resultados 

demonstraram que os refrigerantes apresentaram menores valores de pH e poucos efeitos 

em relação à sua acidez titulável, enquanto que os sucos de laranja com valores maiores de 

pH demonstraram um elevado efeito na capacidade erosiva. 

Adicionalmente a estes fatores, a temperatura da substância erosiva é outro 

fator que precisa ser controlado e monitorado no estudo sobre erosão dental, pois variações 

nos seus valores afetam a quantidade de perda mineral. Em uma solução de ácido fraco, o 

aumento da temperatura da solução favorece a dissociação dos íons, diminuindo o valor de 

pH e consequentemente aumentando o poder erosivo (Barbour et al., 2006; Shellis et al., 

2011; Young & Tenuta, 2011). West et al. (2000) verificaram em um estudo in vitro por 

análise perfilométrica que aumentos na temperatura (5 a 60°C) de uma solução de ácido 

cítrico resultaram em maior perda mineral de tecido dental. Entretanto, valores relacionados 

à temperatura intra bucal de 36°C ou a temperatura ambiente de 25°C podem ser utilizados 

em modelos de estudos in vitro sobre a erosão dental (Eisenburger & Addy, 2003; Shellis et 

al., 2011). 
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2.2.2 FATORES BIOLÓGICOS 

Os fatores biológicos são considerados relevantes e modificadores no 

desenvolvimento do processo da erosão dental de forma que simulem condições mais 

próximas da realidade clínica. Entre estes fatores encontra-se a presença da saliva, devido à 

sua capacidade tampão, diluição dos agentes erosivos e efeito remineralizador. A sua 

proteção natural pode ser atribuída à alta concentração de proteínas que se adsorvem 

seletivamente ao esmalte dental, permitindo a formação da película salivar adquirida, um 

filme orgânico que atua como barreira protetora através de uma permeabilidade seletiva, 

prevenindo o contato direto entre a superfície do dente e os ácidos e inibindo assim a 

desmineralização (Wetton et al., 2006; Lussi et al., 2011). 

Devido a estas propriedades, vários modelos de estudo in vitro incluem a 

formação da película como uma etapa do protocolo experimental antes do desafio erosivo, 

porém, a sua inclusão depende do tipo de desafio erosivo, já que sua proteção é limitada 

(Young & Tenuta, 2011). Resultados obtidos de estudo in situ mostraram que o período de 

2 h de formação de película já é o suficiente para oferecer alguma proteção contra desafio 

erosivo (Hannig et al., 2003). Outro estudo in situ (Hara et al., 2006) também avaliou o 

efeito protetor da película quando exposta a suco de laranja. Foi verificado que o período de 

formação de 2 h tem o potencial de proteger da desmineralização em estágios iniciais de 

erosão, mas não protegendo da total desmineralização. Hall et al. (1999) avaliaram o efeito 

preventivo da saliva humana sobre esmalte e dentina quando expostos a desafio erosivo em 

um estudo in situ e em in vitro por meio de análise de microrradiografia, sendo observada 

uma menor perda mineral nas amostras de esmalte e dentina no experimento in situ quando 

comparado ao in vitro. 

Entretanto, é possível observar que menores tempos de exposição à saliva 

humana já permitem proteção contra erosão. Nieuw Amerongen et al. (1987) verificaram 

que uma película formada a partir de saliva composta (saliva submandibular e sublingual) 

permitiu um retardamento na formação da lesão de pelo menos 40 % após 30 min e que 

após 60 min de exposição a formação da lesão era completamente impedida. Wetton et al. 

(2006), em estudo in vitro, avaliaram o efeito de diferentes períodos de tempo de exposição 

à saliva (2 min, 1, 2, ou 4 h) na redução da erosão em esmalte e dentina humana e também 
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verificaram que o tempo de 1 h já oferecia proteção contra erosão para o esmalte dental 

humano. 

Apesar dos seus benefícios, a saliva natural é um componente que apresenta 

algumas limitações no seu uso em estudos in vitro, como decomposição rápida e 

possibilidade de contaminação (Hara et al., 2008), e por isto muitos destes estudos têm 

incorporado saliva artificial aos modelos (Eisenburger et al., 2001; Wetton et al., 2006; 

Hara et al., 2008). Eisenburger et al. (2001) avaliaram a influência do tempo 

remineralizador (1, 2, 4, 6, 9 e 24 h) da saliva artificial após exposição a ácido cítrico e 

verificaram que os tempos de 1, 2 e 4 h já produziam uma remineralização parcial do 

esmalte dentário. Outro estudo in vitro comparou a capacidade remineralizante de saliva 

humana, saliva artificial e solução remineralizante e verificou por meio de 

microrradiografia que não houve diferença significativa em termos de perda mineral nos 

três grupos, entretanto em relação à profundidade da lesão o grupo tratado com saliva 

artificial apresentou lesões mais profundas quando comparado aos demais grupos (Amaechi 

& Higham, 2001). Porém, em um estudo in vitro de modelo de ciclagem de erosão-abrasão, 

foi observado que o grupo tratado com saliva artificial perdeu uma menor quantidade de 

minerais quando comparado aos demais grupos (água deionizada, saliva artificial 

modificada com mucina, saliva humana) (Hara et al., 2008). 

 

2.2.3 FATORES COMPORTAMENTAIS 

Além dos fatores químicos e biológicos que afetam e interferem no 

desenvolvimento da erosão dental, alguns fatores comportamentais devem ser considerados 

para simular a ingestão de produtos da dieta, como por exemplo, o tempo que a bebida fica 

em contato com a cavidade bucal e a sua forma e frequência de ingestão. 

É considerado que o tempo de exposição recomendável de uma amostra a um 

tipo de solução ácida em um estudo in vitro seja no máximo 2 min, pois períodos maiores 

extrapolam uma condição de situação clínica (Young & Tenuta, 2011). Entretanto, é 

observado que a maioria dos estudos in vitro não utilizam valores padronizados de tempo e 

que as amostras são submetidas à exposição em solução ácida por diferentes valores de 

tempo (desde segundos até horas). Alguns estudos não comparam o fator tempo e não o 
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padronizam, enquanto que outros avaliaram a relação tempo e a capacidade 

desmineralizante de uma solução. Dentre estes, Amaechi et al. (1999) avaliaram in vitro a 

influência do tempo (6, 8, 10 e 12 h) de exposição das amostras em suco de laranja no 

desenvolvimento da erosão dental através de microradiografia e verificaram que os 

aumentos de perda mineral e de profundidade da lesão eram proporcionais ao aumento do 

tempo de exposição, entretanto estes valores de tempo são considerados elevados. 

Eisenburger et al. (2001) quantificaram a profundidade de lesão erosiva utilizando menores 

valores de tempo (2, 4 e 8 h) por meio de análise perfilométrica, correlacionando-os a 

diferentes valores pH e observaram que a profundidade da lesão erosiva é diretamente 

proporcional ao tempo de contato e inversamente proporcional aos valores de pH. 

Entretanto, os estudos acima citados não verificaram a partir de qual momento 

pode-se verificar o início de uma relação dose-resposta. Com este fim, White et al. (2010) 

avaliaram o momento em que a redução de dureza e a perda mineral se tornam significantes 

por meio de nanoedentação (0, 2, 5, 10, 20, 30 e 60 s) e análise perfilométrica (2, 5, 10, 20, 

40 e 60 min) em ácido cítrico pH 3,2 com concentração 14,4mM. Foi observado para a 

nanoedentação que uma redução de dureza significativa ocorre a partir de 5 s de exposição 

para dente humano e 10 s para dente bovino enquanto que na análise perfilométrica uma 

perda mineral foi verificada a partir de 20 min para dente humano e 10 min para dentes 

bovinos. 

Outro fator associado ao comportamento está relacionado aos hábitos de 

ingestão, como por exemplo, segurar ou movimentar o líquido na boca antes de deglutir, o 

uso de canudos ou ingerir diretamente do recipiente (Eisenburger & Addy, 2003; Attin et 

al., 2013). Em estudos in vitro, alguns destes hábitos podem ser simulados pelos processos 

de agitação e/ou taxa de fluxo da solução, condições que precisam ser controladas, pois 

podem influenciar no resultado do processo de erosão, alterando a taxa de dissolução 

mineral (Shellis et al., 2011; West et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). 

Eisenburger & Addy (2003) verificaram uma forte dependência entre fluxo do 

líquido e erosão ao avaliarem diferentes condições de agitação (não agitação, agitação lenta 

e agitação rápida). Estes resultados também foram confirmados em outro estudo que 

avaliou o impacto das taxas de fluxo com diferentes velocidades na desmineralização de 
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dentina bovina e verificaram que aumentos nas taxas de fluxo resultavam em maior 

desmineralização do mineral (Wiegand et al., 2007). Attin et al. (2013) também verificaram 

que condições variadas de taxa de fluxo de diferentes ácidos (cítrico e clorídrico) 

influenciam na desmineralização de esmalte. Além do tempo de contato do ácido com o 

substrato dental, e dos hábitos de ingestão, a frequência de ingestão é outro fator que 

precisa ser considerado. Um estudo in situ verificou que quanto maior a frequência de 

ingestão de uma bebida maior a perda mineral do esmalte dental e que estas perdas são 

irreversíveis (Fushida e Cury, 1999). 

 

2.3 MODELOS LABORATORIAIS PARA ESTUDO IN VITRO DA EROSÃO 

DENTAL  

Devido à influência dos fatores extrínsecos envolvidos no processo de erosão, 

muitos produtos ou bebidas têm sido avaliados e testados em estudos in vitro. Estes estudos 

apresentam como vantagem um controle maior na padronização dos modelos testados, pois 

as variáveis inseridas podem ser monitoradas e mensuradas (Barbour et al., 2011; West et 

al., 2011). De uma forma geral, existem dois tipos de modelos para o estudo da erosão in 

vitro: aqueles que utilizam apenas uma exposição ao produto seguida de avaliação 

imediata, sendo encontrados em maior número na literatura (Hughes et al., 2000; Lussi et 

al., 2000; Shellis et al., 2010; Attin et al., 2013) e os que utilizam ciclos de exposição entre 

ácido-solução remineralizante para mimetizar o processo de erosão na cavidade bucal 

(Lippert et al., 2004; Panich & Poolthong, 2009; Scaramucci et al., 2011). O modelo de 

ciclagem que faz uso da exposição a um desafio ácido (solução ácida) alternado com 

exposição à solução remineralizante (ou saliva artificial) tem como vantagem a tentativa de 

mimetizar uma situação clínica, pois, aumenta-se a chance da obtenção de resultados 

confiáveis e mudanças na estrutura dental podem ser detectadas demonstrando a sua 

relevância clínica como reflexo de um hábito dietético ou de desordens intrínsecas (Barbour 

et al., 2011; Shellis et al., 2011). Poucos trabalhos que fazem uso de modelos de ciclagem 

erosiva são encontrados na literatura e, além disso, pode ser observado que os mesmos não 

foram validados. 
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Lippert et al. (2004), em um estudo in vitro, utilizaram para ciclagem erosiva 

uma solução desmineralizante (ácido cítrico 0,3% com pH 3,35) alternada com solução 

remineralizadora (saliva artificial) para avaliar os estágios iniciais da erosão. O estudo foi 

composto por dois experimentos: no primeiro experimento foi avaliada a influência do 

tempo para remineralização, submetendo todas as amostras à desmineralização (120 s sob 

agitação) e posteriormente a diferentes tempos de remineralização (0,5, 1, 1,5, 2, 3 e 4 h) e 

em seguida à uma segunda desmineralização (60 s). No segundo experimento foram 

realizados ciclos alternados de desmineralização (30 s) e remineralização (1 h) com um 

total de 150 s para a desmineralização. As amostras foram submetidas à análise por 

microscópio de força atômica para avaliar dureza e redução de módulo de elasticidade. Foi 

observado que não houve diferença estatisticamente significativa na dureza de superfície 

entre a fase de desmineralização e o tratamento remineralizador subsequente. Resultados 

semelhantes foram observados em relação à redução de módulo de elasticidade. Em geral 

não foi observada recuperação de dureza. 

Wongkhantee et al. (2006) avaliaram o efeito do ácido presente em alguns 

alimentos e bebidas em 7 diferentes tipos de substratos (esmalte, dentina e 5 tipos de 

materiais restauradores). Foram realizados ciclos alternados de exposição a bebidas ou 

alimentos (5 s) e saliva artificial (5 s) com um total de 10 ciclos, perfazendo um total de 

100 s. A dureza de superfície (Vickers) foi o método de escolha para verificar a perda 

mineral. Foi verificado que os grupos tratados com coca-cola, suco de laranja e bebida 

esportiva apresentaram redução significativa na dureza de esmalte, enquanto que em 

relação à dentina, resina microparticulada e resina modificada por ionômero, houve redução 

da dureza quando imersos apenas em coca-cola. Os demais grupos não apresentaram 

mudanças significativas na dureza de superfície. 

Wetton et al. (2006) verificaram o efeito protetor da saliva em esmalte e dentina 

em diferentes períodos de tempo. Para este estudo in vitro foram realizados ciclos 

alternados de exposição à solução de ácido cítrico pH 3,2 (10 min) e saliva humana não 

estimulada (2 min, 1, 2 e 4 h) com um total de até 12 ciclos. Após 3, 6, 9 e 12 ciclos as 

amostras foram avaliadas por perfilometria. Para os dados de esmalte, foi verificado que ao 
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término de cada ciclo, a profundidade da lesão foi menor do que o grupo controle (água) e 

que o tempo de 1 h de exposição a saliva humana já apresentava efeito protetor. 

Em um outro estudo in vitro (Panich & Poolthong, 2009), foi avaliada a perda 

de dureza do esmalte quando submetido a tratamento remineralizador com CPP-ACP 

(fosfopetídeo de caseína estabilizados por cálcio amorfo). Inicialmente, as amostras foram 

submetidas à exposição alternada entre coca-cola (5 s) e saliva artificial (5 s), em um total 

de 10 ciclos. Este protocolo foi repetido por 2 vezes com 6 h de intervalo (amostras 

mantidas em saliva artificial com temperatura ambiente 25°C). A dureza de superfície foi 

avaliada e as amostras submetidas ao processo de remineralização (grupo 1- camada de 

CPP-ACP por 3 min e água deionizada; grupo 2- saliva artificial; grupo 3- camada de CPP-

ACP e saliva artificial e o grupo 4- água deionizada). Foi observado que os grupos tratados 

com CPP-ACP apresentaram aumento estatisticamente significante de dureza de superfície. 

Scaramucci et al. (2011), em um estudo in vitro, avaliaram o potencial erosivo 

de suco de laranja modificado (adição de cálcio e fosfato de forma individual ou 

combinada) em esmalte e dentina. Foram realizadas 3 fases: na primeira fase o potencial 

erosivo de 15 tipos de suco de laranja modificado foi avaliado pela análise do pH-stat; na 

segunda fase três grupos foram avaliados (substância da fase 1 que apresentou a melhor 

ação protetora; um grupo controle positivo e um grupo controle negativo) e realizado um 

modelo de ciclagem de erosão (5 min na solução teste sem agitação a temperatura 

ambiente) alternado com saliva artificial (60 min sob agitação). O ciclo foi repetido 6 vezes 

ao dia com duração de 5 dias. Após a ciclagem foram realizadas análise perfilométrica e 

dureza de superfície. Na terceira fase do estudo, análise de dureza de superfície foi 

realizada e em seguida uma parte das amostras foi imersa em solução teste (30, 90, 150 

min) e outra parte imersa em solução teste (30 min) seguida de imersão em saliva artificial 

(24 h). A análise de dureza final foi realizada. Na primeira fase foi verificado que a adição 

de polímeros de fosfato foi capaz de reduzir a dissolução da hidroxiapatita. Na segunda fase 

não foi observada na maioria dos grupos diferença significativa na perda de dureza. Na 

terceira fase foi verificada que não houve interferência dos aditivos no processo de 

remineralização. 
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Karlinsey et al. (2012) avaliaram o efeito remineralizador de 2 tipos de saliva 

artificial que apresentavam diferentes proporções de Ca/Pi (1,6 e 0,3). Amostras de esmalte 

dental bovino foram inicialmente imersas em solução de ácido cítrico 0,3% por 120 min ou 

em ácido cítrico 1% por 30 min e posteriormente avaliadas por dureza de superfície. Duas 

amostras de cada grupo foram avaliadas por microscopia eletrônica de varredura, e as 

demais amostras foram imersas por 7 dias nas soluções de saliva artificial e depois 

submetidas a uma ciclagem de 3 dias: 2 h na saliva artificial (3 vezes ao dia) e 10 min na 

solução ácida (3 vezes ao dia) e imersão em saliva artificial overnight. Após o terceiro dia, 

as amostras foram analisadas por dureza de superfície e microscopia eletrônica de 

varredura. Foi verificada uma maior remineralização na solução de saliva artificial que 

apresentava 0,3 Ca/Pi. 

Scaramucci et al. (2013), em um estudo in vitro, avaliaram o efeito protetor do 

fluoreto em diferentes concentrações (0, 275 e 1250 ppm de F) na perda de superfície do 

esmalte dental bovino sob condições de fluxo salivar normal e baixo. Inicialmente, as 

amostras foram individualmente inseridas em uma câmara selada e uma bomba peristáltica 

ligada para controlar o fluxo das soluções, em seguida eram tratadas com ácido cítrico pH 

2,6 durante 2 min, seguido de saliva artificial a 0,5 (fluxo normal) ou 0,05 (fluxo baixo) 

ml/min. Este ciclo foi repetido 4 vezes ao dia, durante 5 dias. Duas vezes ao dia, uma 

escovação com suspensões abrasivas contendo flúor foi realizada durante 2 min. Os autores 

verificaram uma maior perda de superfície no grupo exposto a baixo fluxo salivar e que não 

houve efeito protetor adicional ao fluoreto de maior concentração. 

Diferente dos trabalhos de ciclagem, um número maior de trabalhos que fazem 

uso de desafio erosivo seguido de avaliação de perda mineral tem sido encontrado e a 

comparação entre os seus resultados apresenta-se muito difícil. Isto ocorre devido à 

existência de uma grande variedade de modelos, pois muitas variáveis, tais como agitação, 

temperatura e volume por amostra, que afetam diretamente o desenvolvimento da erosão 

diferem entre os estudos e em alguns casos não são relatadas, além de em alguns estudos 

extrapolarem as situações clínicas (Barbour et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). 

Adicionalmente, foi verificado que não existem modelos ou protocolos de estudo 

largamente utilizados que fazem utilização de saliva artificial ou humana nos modelos de 
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ciclagem e que ainda não existe consenso sobre o tempo de duração de um desafio erosivo 

e sobre uso de soluções com diferentes graus de saturação em relação à hidroxiapatita 

(Barbour et al., 2011; Shellis et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). 

Segundo Barbour et al. (2011), a padronização de uma metodologia seria um 

pré-requisito necessário para oferecer informações suficientes em publicações, permitindo 

que os experimentos sejam repetidos. Com isto, verifica-se a necessidade de uma 

padronização entre os protocolos de estudo nos modelos de ciclagem que melhor refletem 

um desafio erosivo (Shellis et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). Entretanto, é necessário 

verificar se eles incluem todos os elementos relacionados com a erosão, ou seja, se 

apresentam metodologia e conteúdo válidos, e neste pré-requisito os modelos in vitro são 

incompletos. 

Logo, faz-se necessário que os modelos propostos respondam a perguntas 

relacionadas com os efeitos dose-resposta, de apresentar sensibilidade em detectar o poder 

erosivo dos produtos ou soluções propostas. Portanto, o desenvolvimento de modelos de 

ciclagem erosiva precisa ser encorajado, pois nenhum dos modelos encontrados na 

literatura atualmente foi validado (Shellis et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). 
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3 PROPOSIÇÃO 
 

Assim, o objetivo do presente estudo foi validar um modelo de ciclagens 

erosivas que simule os episódios de erosão/exposição do esmalte dental à saliva, avaliando 

o efeito dose-resposta para soluções de ácido cítrico com diferentes valores de pH. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 DELINEAMENTO 

O modelo de ciclagens erosivas de pH apresentou uma duração de 5 dias, de 

forma que blocos de esmalte bovino, selecionados quanto à dureza de superfície e análise 

de perfilometria, foram imersos em saliva humana estimulada por 1 h a 37ºC sob agitação 

(100 rpm) antes do primeiro desafio erosivo de cada dia. Em seguida foram tratados 

individualmente 4 vezes ao dia com suas respectivas soluções (2,5 mL/mm2 de área exposta 

de esmalte dental) sob agitação (100 rpm) por 1 min e nos intervalos entre os tratamentos e 

durante a noite, os blocos foram imersos em saliva artificial a 37C sem agitação. Os blocos 

(n=12) foram tratados com as seguintes soluções: G1 - cacodilato pH 7,0 (controle); G2 - 

ácido cítrico pH 2,5; G3 - ácido cítrico pH 3,5; G4 - ácido cítrico 4,5; G5 - ácido cítrico pH 

5,5; G6 - ácido cítrico pH 7,0. Todas as soluções foram preparadas na concentração de 47,6 

mM. Diariamente, após a ciclagem e após a imersão na saliva artificial, os blocos foram 

avaliados quanto à dureza de superfície e ao final do experimento a análise perfilométrica 

foi novamente realizada.  

 

4.2 OBTENÇÃO DOS BLOCOS DE ESMALTE DENTAL BOVINO 

Incisivos bovinos hígidos foram armazenados em formaldeído 2% pH 7,0 por 

um período mínimo de 30 dias para desinfecção antes de qualquer procedimento 

experimental (White, 1987). Em seguida, os dentes foram examinados visualmente para 

descartar a possibilidade de manchas e  trincas que pudessem  interferir na condução do 

trabalho, sendo os dentes com estas características excluídos. Os dentes foram seccionados 

na porção cervical, separando coroa e raiz, em uma cortadeira elétrica Isomet (Buehler®), 

utilizando um disco diamantado dupla face (Buehler®). As coroas foram posteriormente 

seccionadas, obtendo-se blocos dentais com dimensões de 4 x 4 mm, da sua região 

vestibular mais plana, sendo os cortes feitos sob refrigeração com água purificada para 

evitar trincas no esmalte. Para tal, foram utilizados 2 discos diamantados posicionados 

paralelamente e separados por um espaçador de acrílico de 4 mm de espessura. 
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Em seguida, a altura dos blocos de esmalte foi reduzida para cerca de 2 mm por 

meio da planificação da porção dentinária. Para tal, a maior área de esmalte plano foi fixada 

com cera pegajosa contra a superfície de um disco de resina acrílica pré-fabricado (3 cm x 8 

mm), sendo a dentina desgastada utilizando lixas de granulação 600 e politriz (Arotec APL-

4), verificando a altura de cada bloco com um paquímetro digital. Posteriormente, para a 

planificação e polimento da superfície do esmalte, 5 blocos dentais foram fixados em uma 

mesma peça de acrílico e planificados por meio de lixas d’água em ordem decrescente de 

granulação (600 e 1200) em uma politriz (Phoenix Beta Grinder/Polisher- Buehler® ). Em 

seguida, a superfície do esmalte foi polida por disco de feltro embebido com solução 

diamantada. Estes 5 blocos foram fixados em uma mesma peça de acrílico para permitir 

uma melhor padronização na planificação. 

Entre uma lixa e outra, os blocos dentais foram lavados em ultra-som (T7, 

Thornton) durante 5 min, utilizando água purificada, e ao final com solução detergente 

(Buehler®), com o objetivo de remover as partículas do feltro e solução diamantada. Os 

blocos dentais foram então armazenados em recipientes plásticos fechados, cobertos com 

papel absorvente umedecido com água purificada e conservados em geladeira a 4ºC. 

 

4.3 SELEÇÃO DOS BLOCOS DENTAIS 

Para seleção dos blocos dentais, a dureza de superfície inicial foi mensurada a 

partir de três edentações realizadas próximas à região central de cada bloco, a 100 µm de 

distância entre as mesmas, utilizando o microdurômetro Future Tech modelo FM-7 

acoplado a um software FM-ARS e penetrador tipo Knoop, com carga de 50 g por 5 seg 

(Fushida & Cury, 1999). Os critérios de seleção foram baseados na média e desvio padrão 

da dureza de superfície de cada bloco dental. Foram excluídos do experimento os blocos 

dentais que apresentaram desvio padrão maior do que 10% de sua média de dureza 

individual (variabilidade intra blocos) e aqueles que apresentaram sua média individual de 

dureza maior ou menor do que 10% da média de dureza calculada para todos os blocos 

inicialmente obtidos (variabilidade entre blocos). 

Após a seleção pela dureza de superfície, os blocos dentais foram então 

analisados quanto à curvatura por perfilometria. Os blocos dentais foram posicionados no 
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perfilômetro ótico (Proscan 2000; Scantron, Venture Way, Taunton, UK), tendo a 

superfície experimental paralela ao plano horizontal. Uma área de 3 x 3 mm foi escaneada e 

as imagens analisadas usando um programa de computador (Proscan 2000; Scantron), que 

calculou a altura média da área experimental. Foram incluídos os blocos com curvatura na 

faixa de - 0,30 a + 0,30 µm. Após a seleção dos blocos dentais quantos aos critérios de 

dureza de superfície e de perfilometria, foram selecionados 72 blocos para o 

desenvolvimento do modelo. 

 

4.4 PREPARO DOS BLOCOS SELECIONADOS PARA CICLAGEM 

A superfície de esmalte dos blocos dentais tiveram duas áreas laterais isoladas 

por fita plástica adesiva (Adhesive Unplasticised Polyvinyl Chloride – UPVC), deixando 

uma área central de 4 x 1 mm para ser exposta aos tratamentos (Hara et al., 2008). Esta fita 

permitiu uma análise perfilométrica da superfície hígida como uma área de referência para 

uma comparação direta entre as superfícies antes e após as ciclagens erosivas. 

 

 

 

 

 

4.5 PREPARO DAS SOLUÇÕES DE TRATAMENTO 

Os valores de pH das soluções de ácido cítrico 47,6 mM e cacodilato 47,6 mM 

foram ajustados adicionando hidróxido de sódio (NaOH) ou ácido clorídrico (HCl) até que 

o pH da respectiva solução fosse atingido. Para tal, um eletrodo de pH, acoplado a um 

peagômetro, foi calibrado com soluções tampões de pH 4,0 e 7,0 e então imerso na solução 

que teve seu pH ajustado. 

Figura 1- Preparo dos blocos dentais para o experimento. A: Áreas laterais isoladas por fita plástica adesiva; B - C: 
Bloco dental fixado em disco de acrílico com alças de sustentação. 
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4.6 FORMAÇÃO DA PELÍCULA SALIVAR ADQUIRIDA 

A saliva humana total estimulada foi obtida de 18 voluntários, a partir de 

estímulo mecânico com Parafilm. A saliva foi coletada por cada voluntário em tubos do 

tipo falcon (50 mL) individuais mantidos em gelo e centrifugada por 10 min à 3.800 g a 

4ºC. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi então armazenado individualmente 

em freezer a - 80°C. A coleta foi realizada no período da manhã entre 7 e 9 h. O volume 

total de saliva a ser usado foi coletado antes do experimento. Todos os voluntários 

apresentavam bom estado de saúde geral e bucal, estavam em jejum e sem fazer qualquer 

higiene bucal anteriormente à coleta. De acordo com considerações éticas, um termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido foi apresentado aos voluntários para consentirem ou 

não a participação na pesquisa como doadores de saliva e para isto este projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FOP-UNICAMP (processo n°. 106/2012) 

(Anexo).  

Para os dias de desenvolvimento do modelo, as alíquotas de sobrenadante de 

saliva de cada voluntário foram descongeladas, homogeneizadas e utilizadas para formação 

da película adquirida. A sua formação foi realizada pela imersão dos blocos dentais 

individualmente na saliva humana, na proporção de 10 mL/bloco por 1 h a 37°C, sob 

agitação (Wiegand et al., 2008). No início de cada dia de ciclagem, novas alíquotas de 

saliva humana (sobrenadante) de cada voluntário eram descongeladas e os mesmos 

procedimentos descritos acima foram realizados. 

 

4.7 MODELO DE CICLAGENS EROSIVAS 

O modelo de ciclagens erosivas para estimar a relação dose-resposta em função 

do pH apresentou duração de cinco dias. Durante os dias da ciclagem erosiva, antes do 

primeiro desafio erosivo de cada dia, os blocos dentais foram imersos individualmente por 

1 h em saliva humana a 37ºC, sob agitação (100 rpm) e posteriormente imersos nas 

respectivas soluções de tratamento (2,5 mL/mm2 de área exposta de esmalte dental) a 37ºC 

sob agitação (100 rpm) por um período de de 1 minuto 4 vezes ao dia. Estes blocos dentais 

permaneceram imersos em saliva artificial (2,5 mL/mm2 de área exposta de esmalte dental), 

sem agitação, nos intervalos entre os desafios erosivos e após a ciclagem diária (Figura 2). 
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Os blocos dentais foram novamente imersos em saliva artificial, permanecendo por toda a 

noite até o próximo dia de ciclagem. A saliva artificial tinha a seguinte composição: 1,5 

mM de Ca; 0,9 mM de PO4 e KCl 150 mM em solução tampão tris 20 mM, pH 7,0 (Serra 

& Cury, 1992) e era trocada diariamente. Antes da imersão dos blocos de esmalte nas 

soluções de tratamento e na saliva artificial, os mesmos foram lavados com água purificada 

e cuidadosamente secos com papel absorvente.  

 

 

 

 

 

4.8 SOLUÇÕES DE TRATAMENTO 

Para o desenvolvimento do modelo, os blocos dentais de esmalte dentário (n=12 

blocos dentais/grupo) foram expostos as seguintes soluções de tratamento:   

G1 – solução cacodilato pH 7,0 (controle);  

G2 - solução de ácido cítrico pH 2,5; 

G3 - solução de ácido cítrico pH 3,5; 

G4 - solução de ácido cítrico pH 4,5; 

G5 - solução de ácido cítrico pH 5,5; 

G6 - solução de ácido cítrico pH 7,0. 

Figura 2 - Modelo de ciclagens erosivas com duração de 5 dias, com formação de película seguida 
da imersão em soluções de tratamento 4 vezes ao dia alternada com saliva artificial. 
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A escolha dos valores de pH está relacionada aos valores encontrados em 

diferentes tipos de sucos, refrigerantes e bebidas. Alguns refrigerantes apresentam pH 2,5 

(Attin et al., 2003; Zandim et al., 2008), sucos de fruta apresentam em média pH 3,5 (Lussi 

et al., 2000) e algumas outras bebidas apresentam valores de pH 4,5 (Lussi et al., 2004). Os 

valores de pH 5,5 e pH 7 das soluções de ácido cítrico foram escolhidos para observar o 

comportamento das amostras, pois a literatura relata que a dissolução do esmalte ocorre 

com pH<5,5 e o pH 7 é um meio neutro, funcionando como um controle ou com efeito 

quelante (Cairns et al., 2002; Featherstone & Lussi, 2006; Ren et al., 2011). Todas as 

soluções foram preparadas na concentração de 47,6 mM, esta concentração em mM do 

ácido cítrico representa 1%, que é geralmente encontrada em sucos e refrigerantes (Shellis 

et al., 2011). Para o cacodilato, que representa uma solução tampão sem ação quelante, foi 

utilizada a mesma concentração em mM, a fim de se ter o mesmo número de moléculas do 

que na solução de ácido cítrico. 

 

4.9 ANÁLISE DE DUREZA DE SUPERFÍCIE, PERFILOMETRIA FINAL E 

MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

A determinação da dureza de superfície pós-tratamento foi realizada nos 5 dias 

do modelo in vitro, após a ciclagem e após a imersão na saliva. Foram realizadas 3 

endentações a 100 µm de distância das realizadas anteriormente na região central do bloco 

dental. A média destes valores foi usada para calcular a porcentagem de perda de dureza de 

superfície (%PDS), utilizando a seguinte fórmula: 

 

% PDS = Dureza inicial - Dureza pós-experimento X 100 

   Dureza inicial 

Ao final dos 5 dias de ciclagem erosiva, a perda de superfície também foi 

avaliada pela análise perfilométrica, conforme descrito anteriormente no item 4.3. Foi então 

calculada a perda da superfície pela subtração do valor inicial pelo valor final encontrado 

nesta análise. Uma análise por microscopia eletrônica de varredura tambem foi realizada ao 

final do experimento. 
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4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para a verificação da validação deste modelo in vitro de ciclagens erosivas, os 

dados obtidos das análises de dureza realizadas diariamente com os blocos dentais e da 

análise perfilométrica anterior e posterior aos tratamentos foram analisados pela análise de 

variância. O teste de normalidade de Shapiro Wilk foi aplicado e o programa GraphPad 

Prism 5.0 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para a aplicações dos testes estatísticos. 

Todos os testes foram aplicados com nível de significância a 5%. 
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5 RESULTADOS 

 
5.1 PORCENTAGEM DE PERDA DE DUREZA DE SUPERFÍCIE (%PDS) APÓS 

CICLAGEM DIÁRIA 

Os dados da tabela 1 apresentam os valores de %PDS dos blocos dentais após 

exposição a diferentes soluções de tratamento no modelo de ciclagens erosivas. Na 

comparação em função dos dias para cada grupo, os valores de %PDS dos blocos dentais 

tratados com cacodilato pH 7,0 foram negativos e o primeiro dia não apresentou diferença 

para segundo dia (p>0,05), diferindo estatisticamente dos dias seguintes (p<0,05), enquanto 

que os dias 2, 3, 4 e 5 não apresentaram diferença entre si (p>0,05). A %PDS dos blocos 

expostos ao ácido cítrico pH 2,5 apresentou diferença estatística entre todos os dias da 

ciclagem erosiva (p<0,05), com um aumento crescente em função dos dias. Porém, neste 

grupo não foi possível avaliar os blocos do dia 5, devido à impossibilidade de visualização 

das impressões feitas nos blocos dentais por perda da superfície. Em relação aos resultados 

dos blocos tratados com ácido cítrico pH 3,5 também é possível verificar altos valores de 

%PDS, entretanto, não houve diferença significativa entre alguns dias de ciclagem. O 1o dia 

apresentou diferença dos quatro dias subsequentes (p<0,05), enquanto que os dias 2 e 3 não 

diferiram entre si (p>0,05), e os dias 3, 4 e 5 apresentaram valores semelhantes em termos 

de %PDS (p>0,05). Para os resultados do tratamento com ácido cítrico pH 4,5, o primeiro 

dia apresentou uma menor %PDS em relação aos quatro dias subsequentes (p<0,05), 

enquanto que os dias 2 e 3 apresentaram valores similares de perda mineral, não diferindo 

entre si (p>0,05), o mesmo sendo observado para os dias 4 e 5 (p>0,05). Nos resultados do 

tratamento com ácido cítrico pH 5,5 é possível verificar diferenças estatísticas semelhantes 

ao grupo 4, porém este grupo apresentou menores valores de %PDS em função do tempo de 

ciclagem. E em relação aos blocos expostos ao ácido cítrico pH 7,0, os dados indicam uma 

%PDS similar entre os dias 1, 3, 4 e 5 (p>0,05), com diferença significativa entre os dias 1 

e 2 e os demais grupos (p<0,05). 

Na comparação entre os grupos de tratamento, verifica-se que no primeiro dia 

os blocos tratados com ácido cítrico pH 2,5 e 3,5 apresentam os maiores valores de %PDS 

com diferença estatística em relação às outras soluções de tratamento (p<0,05) e entre si 
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Tabela 1- Porcentagem de perda de dureza de superfície (%PDS; média±dp) dos 

blocos dentais em função dos grupos de tratamento em um modelo de ciclagens 

erosiva após ciclagem de cada dia (n=12). 

(p<0,05). No dia 2, observa-se que os blocos tratados com cacodilato pH 7,0 e ácido cítrico 

pH 7,0 apresentaram os menores valores de %PDS (p>0,05), e que as demais soluções 

diferiram estatisticamente (p<0,05) entre si. Dados semelhantes podem ser observados para 

o dia 3, porém com maiores valores de %PDS. Em relação ao dia 4, os resultados 

demonstram que a %PDS de todos os blocos dos diferentes tipos de soluções de tratamento 

diferiram estatisticamente (p<0,05) entre si. 

 

  

 

 

 

 

5.2 PORCENTAGEM DE PERDA DE DUREZA DE SUPERFÍCIE (%PDS) APÓS 

IMERSÃO EM SALIVA  

Os dados da tabela 2 apresentam os dados de %PDS dos blocos dentais após 

imersão na saliva durante à noite em cada dia do modelo de ciclagens erosivas. Os 

resultados demonstram que a %PDS dos blocos tratados com cacodilato pH 7,0 não 

apresentou diferença estatística entre os dias da ciclagem erosiva (p>0,05), e seus valores 

Tratamento 
Dias de ciclagem 

1o dia 2o dia 3o dia 4o dia 5o dia 

Cacodilato 
pH 7,0 

(controle) 

-0,05±0,77 aA -0,56±0,23 abA -0,72±0,43 bA -0,87±0,37 bA -0,95±0,60 b 

Ácido cítrico 
pH 2,5 

31,69±2,58 aB 46,40±3,08 bB 59,63±4,18 cB 68,10±2,84 dB - 

Ácido cítrico 
pH 3,5 

20,03±6,50 aC 38,95±5,37 bC 45,85±6,90 bcC 46,31±5,98 cC 50,29±5,66 c 

Ácido cítrico 
pH 4,5 

6,59±1,95 aA 20,98±3,99 bD 23,38±3,38 bD 28,89±3,99 cD 31,77±4,77 c 

Ácido cítrico 
pH 5,5 

3,88±2,72 aA 11,13±3,98 bE 12,20±3,90 bE 18,74±3,81 cE 21,27±4,23 c 

Ácido cítrico 
pH 7,0 

2,49±3,54 acA -1,01±0,66 aA 4,23±3,91 cA 7,44±6,46 cF 6,54±5,12 c 

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey. As letras minúsculas mostram 
as diferenças nas linhas dentro do mesmo grupo de tratamento em função dos dias. As letras 
maiúsculas mostram as diferenças nas colunas entre os grupos de tratamento dentro do mesmo dia. 
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foram negativos. Diferentemente, a %PDS dos blocos expostos ao ácido cítrico pH 2,5 

apresentou diferença estatística em função dos dias (p<0,05), de forma que os valores de 

%PDS se mostraram de forma crescente. Em relação aos blocos tratados com ácido cítrico 

pH 3,5, o primeiro dia apresentou o menor valor de %PDS com diferença estatística 

significante dos quatro dias subsequentes (p<0,05), que apresentaram valores de %PDS 

similares e não diferiram entre si (p>0,05). Nos blocos tratados com ácido cítrico pH 4,5, o 

primeiro dia também apresentou a menor perda mineral com diferença significativa em 

relação aos demais (p<0,05), e os dias 3, 4 e 5 apresentaram maiores %PDS do que os 

demais dias (p<0,05), mas não diferindo entre si (p>0,05). Nos resultados dos blocos 

expostos ao ácido cítrico pH 5,5, é possível observar que o 1o dia apresentou valor 

negativo, diferindo significativamente dos outros dias (p<0,05). Entretanto, a perda mineral 

do dia 2 não diferiu significativamente do dia 4 (p>0,05) e a mesma situação foi observada 

entre os dias 3 e 5 (p>0,05) que apresentaram maiores valores de %PDS em comparação 

aos outros dias (p<0,05). Os valores de %PDS dos blocos tratados com ácido cítrico pH 7,0 

não apresentaram diferença significativa entre os três primeiros dias (1, 2 e 3) do modelo de 

ciclagens erosivas (p>0,05), sendo que comparando os dias 3, 4 e 5 também não houve 

diferença estatisticamente significante (p>0,05). 

Na comparação entre grupos, é possível verificar que no primeiro dia os blocos 

tratados com cacodilato pH 7,0, ácido cítrico pH 5,5 e pH 7,0 apresentaram valores 

negativos e similares de perda mineral (p>0,05), enquanto que os valores de %PDS dos 

blocos tratados com ácido cítrico pH 2,5, 3,5 e 4,5 foram maiores e diferiram 

estatisticamente entre si (p<0,05) e dos demais grupos (p<0,05). Para o dia 2 verifica-se 

valores negativos para os blocos tratados com cacodilato pH 7,0 e ácido cítrico pH 7,0 

(p>0,05), e que os blocos tratados com ácido cítrico pH 2,5, 3,5 e 4,5 apresentaram maiores 

valores de %PDS com diferença estatística entre si (p<0,05), entretanto os blocos do 

tratamento com ácido cítrico pH 4,5 apresentaram valores de perda mineral semelhantes ao 

de pH 5,5 (p>0,05). No dia 3, os blocos tratados com cacodilato pH 7,0 e ácido cítrico pH 

7,0 (p>0,05), também apresentaram os menores valores de %PDS (p>0,05), e os demais 

grupos apresentaram diferença estatisticamente significante (p<0,05) entre si. Dados 

semelhantes podem ser observados para o dia 4. Os blocos tratados com ácido cítrico pH 
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Tabela 2- Porcentagem de perda de dureza de superfície (%PDS; média±dp) dos blocos 

dentais em função dos grupos de tratamento em um modelo de ciclagens erosivas após 

imersão em saliva durante à noite (n=12). 

2,5 apresentaram os maiores valores de %PDS, seguido dos grupos tratados com ácido 

cítrico pH 3,5 e pH 4,5 com diferença significativa (p<0,05) em todos os dias da ciclagem 

quando comparados entre si. 

 

 

 

 

Tratamentos 
Dias de ciclagem 

1º dia 2ºdia 3ºdia 4º dia 5ºdia 

Cacodilato 
pH 7,0 

(controle) 
-0,64±0,32 aA -1,13±0,57 aA -1,05±0,51 aA -1,23±0,73 aA -1,09±0,57 a 

Ácido cítrico 
pH 2,5 

26,03±3,62 aB 35,51±8,10 bB 47,33±4,91 cB 53,80±5,97 dB - 

Ácido cítrico 
pH 3,5 

18,88±5,81 aC 28,32±8,15 bC 36,46±7,66 bC 35,27±5,48 bC 35,27±8,16 b 

Ácido cítrico 
pH 4,5 

5,11±2,20 aD 11,01±2,37 bD 19,74±4,42 cD 20,18±4,75 cD 21,86±3,75 c 

Ácido cítrico 
pH 5,5 

-0,14±1,48 aA 7,20±3,50 bD 12,99±4,53 cE 11,04±3,97 bE 13,33±3,92 c 

Ácido cítrico 
pH 7,0 

-1,14±0,84 aA -0,38±1,01 aA 0,40±1,71 abA 2,86±4,83 bA 3,09±3,06 b 

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey. As letras minúsculas mostram as 
diferenças nas linhas dentro do mesmo grupo de tratamento em função dos dias. As letras maiúsculas 
mostram as diferenças nas colunas entre os grupos de tratamento dentro do mesmo dia. 

 

Todos os resultados de porcentagem de perda de dureza de superfície (%PDS) dos 

blocos dentais em função dos grupos de tratamento no modelo de ciclagens erosivas se 

encontram na Tabela 3. Entretanto para facilitar a apresentação dos dados estatísticos, os 

dados de %PDS foram apresentados em resultados após ciclagem (Tabela 1) e após saliva 

(Tabela 2). 
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Figura 3 – Porcentagem de perda de dureza superfície (%PDS; Média ± DP) do esmalte dental em função dos tratamentos e do tempo de 
ciclagem erosiva (n=12). AC = Avaliação após ciclagem. AS = Avaliação após saliva. 
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5.3 ANÁLISE PERFILOMÉTRICA 

 

Os dados de perfilometria representam a média de perda de superfície dos 

blocos dentais após exposição às soluções de tratamento do modelo de ciclagens erosivas. 

Na tabela 4 é possível observar os valores de perda de superfície dos blocos tratados com 

ácido cítrico pH 2,5 e 3,5 quando é comparada a avaliação inicial e final dos blocos. Os 

dados demonstram que os blocos dentais tratados com ácido cítrico pH 2,5 apresentaram a 

maior perda de superfície, diferindo estatisticamente de todos os demais grupos (p<0,05) e 

que o grupo exposto ao ácido cítrico pH 3,5 também apresentou diferença estatística em 

relação aos outros grupos. Já os blocos tratados com cacodilato e ácido cítrico pH 7,0 

apresentaram valores negativos de perda da superfície, e os blocos expostos ao ácido cítrico 

Figura 4 –  Média da porcentagem de perda de dureza superfície (%PDS) do esmalte dental em um 
modelo de ciclagens erosivas após o 4o dia de tratamento (n=12). Letras distintas 
indicam diferença estatística entre os grupos (p<0,05) pelo teste de Tukey. Barras 
indicam o desvio padrão. As letras maiúsculas mostram as diferenças entre os grupos 
após a ciclagem. As letras minúsculas mostram as diferenças entre os grupos após a 
imersão em saliva. 
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Médias seguidas de letras distintas indicam diferença estatística entre os grupos (p<0,05) 
pelo teste de Tukey. *n=9 e **n=11. Houve perda de blocos dentais nestes grupos. 

 

Tabela 4 – Valores (inicial e final) de perfilometria e de perda de superfície 
(µm) dos blocos dentais em função dos grupos de tratamento em um modelo 
de ciclagens erosivas (n=12). 

pH 4,5 e 5,5 apresentaram valores muito similares de perda, não havendo diferença 

significativa entre estes quatro grupos de tratamento (p>0,05). 

 

 

 

Tratamento 
Valores de perfilometria Perda de 

superfície Inicial Final 

Cacodilato pH 7,0 
(controle) 

-0,005 ± 0,158 a 0,180 ± 0,195 a -0,185 ± 0,295 a 

Ácido cítrico pH 2,5 0,051 ± 0,136 a -9,044 ± 1,148 b 9,093 ± 1,099 b 

Ácido cítrico pH 3,5 -0,038 ± 0,159 a -1,229 ± 0,574 c 1,192 ± 0,545 c 

Ácido cítrico pH 4,5 0,083 ± 0,105 a -0,234 ± 0,134 a* 0,280 ± 0,161 a* 

Ácido cítrico pH 5,5 0,097 ± 0,132 a -0,074 ± 0,129 a** 0,190 ± 0,221 a** 

Ácido cítrico pH 7,0 0,084 ± 0,165 a 0,114 ± 0,165 a** -0,036 ± 0,265 a** 
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5.4 ANÁLISE POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

 

 

 Figura 5 – Imagens dos blocos esmalte bovino tratado em diferentes soluções de tratamento ao final do 
modelo de ciclagens erosivas. A- Ácido cítrico pH 2,5; B- Ácido cítrico pH 3,5; C- Ácido 
cítrico pH 4,5; D- Ácido cítrico pH 5,5; E- Ácido cítrico pH 7,0; F- Cacodilato pH 7,0. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O presente modelo experimental foi desenvolvido com a proposta de mimetizar 

condições da cavidade oral próximas de uma realidade clínica, de forma que uma relação 

dose-resposta em termos de pH seja avaliada, pois há ausência na literatura de modelos in 

vitro dinâmicos para estudar a erosão dental (Shellis et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). 

O modelo de ciclagens erosivas proposto neste estudo permitiu que as mudanças de perda 

mineral fossem avaliadas em todos os dias, além de analisar a perda de superfície no final 

do estudo. 

Os achados de %PDS após a ciclagem, no primeiro dia de tratamento, 

demonstram que mudanças de perda mineral já puderam ser observadas quando os blocos 

dentais foram expostos a soluções de ácido cítrico de pH mais baixo, pois os grupos de pH 

2,5 e 3,5 apresentaram %PDS ao redor de 30 e 20%, respectivamente, além de diferirem 

significativamente entre si e dos demais grupos. Isto está associado ao maior poder erosivo 

de soluções com estes valores de pH, principalmente do pH 2,5, pois soluções com baixos 

valores de pH fornecem íons hidrogênio, que atuam diretamente na superfície dental devido 

à sua ligação com íons carbonato ou fosfato (Featherstone & Lussi, 2006), promovendo 

perda mineral que evoluirá para perda da superfície dental. Além disto, o tempo de duração 

do ataque erosivo do primeiro dia (duração total de 4 min) e a presença da saliva artificial 

entre os tratamentos podem ter sido capazes de retardar a perda mineral ou amolecimento 

do esmalte dental. Logo, as soluções de pH 2,5 e 3,5 conseguiram provocar estágios iniciais 

de erosão dentária sensíveis à técnica aplicada, o que não pode ser observado nos demais 

grupos. 

Mudanças nas %PDS, em função do tempo e dos valores de pH, na maioria dos 

grupos podem ser verificadas no segundo dia (tempo total de 8 min de exposição ao 

tratamento erosivo) e terceiro dia (tempo total de 12 min de exposição ao tratamento 

erosivo), como pode ser observado na tabela 1. Eisenburger et al. (2001) verificaram que a 

profundidade da lesão depende do valor do pH e do tempo de contato do ácido com o 

substrato, entretanto, em seu estudo, a exposição foi contínua e o tempo de exposição 

elevado (2, 4 e 8 h). Outro estudo também verificou uma dependência linear da dureza em 
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função do pH quando as amostras foram submetidas a 2 min de exposição ao ácido e 

avaliadas por nanoedentação (Barbour et al., 2003), porém este também foi um modelo 

estático, de exposição única. Assim, os resultados atuais confirmam que existe esta relação 

inversa entre o pH da solução na qual o bloco dental foi imerso e a perda mineral, e que 

este aumento da %PDS também ocorreu em função do tempo de exposição. Entretanto, os 

grupos tratados com tampão cacodilato pH 7,0 e ácido cítrico pH 7,0 não diferiram 

significativamente entre si, demonstrando a capacidade inerte de uma solução neste valor 

de pH na erosão dental e a pequena atividade quelante do ácido cítrico em pH 7,0. O 

tampão cacodilato foi escolhido por não ter ação quelante e por apresentar pKa 6,3, 

próximo ao valor de pH desta solução de tratamento, funcionando otimamente como 

tampão no pH escolhido para este grupo. 

Quanto à análise dos resultados obtidos no quarto dia de tratamento, é possível 

observar uma relação dose-resposta em função de todos os valores de pH, pois quanto 

menor o pH maior a perda mineral, sendo observado também um leve efeito quelante do 

ácido cítrico pH 7,0. Entretanto, no quinto dia já não foi mais possível avaliar a dureza de 

superfície do grupo pH 2,5, pois houve impossibilidade de visualização das edentações. A 

análise de dureza de superfície foi utilizada para avaliar os estágios iniciais da erosão dental 

e amolecimento da camada superficial, entretanto em lesões avançadas a edentação não se 

apresenta claramente definida e nítida, impossibilitando que seja quantificada (Barbour & 

Rees, 2004; Schlueter et al, 2011). Nesta condição sugere-se que o modelo permitiu uma 

perda mineral em profundidade, sendo indicada a aplicação de outro método de análise, a 

perfilometria, técnica que quantifica a perda de substrato dental em profundidade (Barbour 

& Rees, 2004; Schlueter et al, 2011). 

Assim, a exposição de 16 min às soluções de ácido cítrico, completada ao final 

do quarto dia, foi o tempo máximo no presente modelo para verificar a reação do esmalte 

dentário bovino quando exposto a uma ciclagem com solução de ácido cítrico pH 2,5 nas 

condições aplicadas. Logo, o tempo de 20 min de exposição intermitente produziu perdas 

minerais e de superfície avançadas no esmalte dental para o grupo pH 2,5, diferindo dos 

demais grupos. Assim, no quinto dia (20 min de exposição) foi possível apenas verificar 

uma resposta em termos de dureza de superfície, com a presença dos estágios iniciais da 
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erosão dental e com amolecimento da camada superficial, nos grupos restantes (ácido 

cítrico pH 3,5, 4,5, 5,5 e 7,0 e cacodilato pH 7,0) em função do pH para o modelo proposto. 

Com isto, é possível afirmar que o modelo apresentou no quarto dia uma relação dose-

resposta para todos os diferentes valores de pH das soluções propostas. Assim, torna-se 

agora necessária a avaliação de produtos da dieta com diferentes valores de pH neste 

modelo de ciclagens erosivas, a fim de se avaliar como o modelo se comportará frente aos 

mesmos. 

A respeito da %PDS após imersão na saliva durante à noite, os resultados em 

praticamente todos os grupos apontam para um ganho de dureza de superfície, porém não 

impedindo, posteriormente, a desmineralização após novos tratamentos erosivos. É possível 

observar, em função dos dias de ciclagem, que há uma redução na %PDS em relação aos 

dados após a ciclagem para a maioria dos grupos. Isto demonstra a capacidade da saliva 

artificial em repor alguma parte dos minerais perdidos no processo erosivo (Fushida & 

Cury, 1999; Amaechi & Higham, 2001; Eisenburger et al., 2001; Hara et al., 2008), fato 

bastante positivo para o modelo proposto. 

Em relação às perdas de superfície, devido às condições propostas neste modelo 

de ciclagem, os resultados obtidos por perfilometria mostraram uma maior perda mineral 

no grupo exposto ao pH 2,5, confirmando os dados de %PDS. Este grupo apresentou os 

maiores valores de perda mineral após os tratamentos em todos os dias da ciclagem em 

relação aos demais grupos e no quinto dia de ciclagem, com um total de exposição 

intermitente de 20 min ao ácido cítrico, já não foi mais possível utilizar a análise de dureza 

de superfície, já que a perda foi mais agressiva em comparação aos outros grupos. Isto pode 

ser observado na literatura, em que técnicas como a perfilometria e microrradiografia foram 

utilizadas para avaliar perda de superfície para tempos a partir de 30 min de exposição em 

ácido cítrico (Ganss et al., 2005), enquanto que amostras de esmalte dental exposto a 2 min 

a solução de ácido cítrico em diferentes valores de pH foram avaliadas por nanoedentação 

(Barbour et al., 2003). Assim, como White et al. (2010) que verificaram a redução de 

dureza (análise nanoedentação) e a perda mineral (análise perfilométrica) em diferentes 

períodos de tempo e observaram que a redução de dureza socorre a partir de 10 s enquanto 

que uma perda mineral foi verificada a partir de 10 min para dentes bovinos. 
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Os resultados também demonstraram que uma grande diferença de perda de 

superfície mineral pode ser verificada entre o pH 2,5 e 3,5 e que entre o pH 3,5 e 4,5 esta 

diferença de perda não é tão acentuada. Resultados similares podem ser observados em 

Eisenburger & Addy (2001) para estes grupos tratados com valores de pH mais baixos, pois 

verificaram que a profundidade da lesão no grupo exposto a ácido cítrico pH 2,5 foi 3 vezes 

maior que aquela no pH 3,2. Porém este estudo não foi desenvolvido como modelo de 

ciclagens, sendo então sugerido que novos estudos sejam realizados para verificar em mais 

detalhes a perda mineral entre pH 2,5 e pH 3,5 no modelo atualmente desenvolvido. 

Entretanto, Wetton et al (2006), ao avaliarem a perda de superfície em blocos de esmalte 

dental humano após três ciclos alternados entre saliva humana por 1 h e ácido cítrico pH 

3,2 por 10 min, verificaram uma perda mineral aproximadamente 4 vezes maior que no 

presente estudo. Porém, este estudo utilizou o ácido cítrico com menor pH, uma maior 

agitação e maior tempo de exposição tanto contínua quanto intermitente ao ácido. 

Adicionalmente, não foi observada diferença entre os grupos tratados com pH 4,5 e 5,5 e 

isto pode ser explicado pelas reações químicas que ocorrem com o ácido cítrico para 

valores intermediários de pH, pois estaria ocorrendo tanto o mecanismo de ação dos íons 

hidrogênio atuando diretamente na superfície mineral quanto o efeito quelante 

(Featherstone & Lussi, 2006), não sendo então possível avaliar perdas mais avançadas 

nestes valores de pH neste período de 5 dias do modelo. 

Em termos de dureza de superfície, o grupo exposto à solução de ácido cítrico 

pH 7,0 apresentou pequenas reduções na dureza de superfície, o que não pode ser 

verificado na perfilometria que apresentou dados que sugerem um ganho mineral, não 

sendo verificada nesta análise o seu efeito quelante (Featherstone & Lussi, 2006). Já o 

grupo tampão cacodilato pH 7,0 apresentou valores negativos encontrados tanto em dureza 

de superfície quanto em perfilometria. Estes dados podem ser relacionados à capacidade 

remineralizante tanto da saliva humana (Hanning et al., 2003; Wetton et al., 2006) quanto 

da saliva artificial (Amaechi & Higham, 2001; Hara et al., 2008), aos quais os substratos 

foram tratados nos 5 dias de ciclagem e não foram expostos a nenhuma solução 

desmineralizante. Estas alterações na superfície dos blocos dentais nas diferentes soluções 

de tratamento, tanto em termos de perda inicial quanto em profundidade, podem ser 
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observadas nas imagens por micoscopia eletrônica de varredura, em que esta perda mineral 

decresce com o aumento do pH. 

Avaliando os dados de dureza de superfície, ainda é possível observar as perdas 

minerais e capacidade remineralizante da saliva em função do tempo e uma relação dose-

resposta para alguns dias da ciclagem, entretanto para perfilometria, esta relação dose-

resposta foi verificada apenas para alguns valores de pH das soluções. Entretanto, isto pode 

ser explicado pelo próprio modelo proposto em função do tempo de exposição ao ácido 

cítrico aplicado por 1 minuto, pois pequenos tempos dependo do pH provocam estágios 

iniciais de erosão dentária com o amolecimento da camada superficial, enquanto que para 

estágios avançados de erosão dental, já é possível observar perda mineral. Uma outra 

resposta poderia ser a ausência de abrasão no modelo, pois a camada superficial amolecida 

seria removida e uma maior profundidade da lesão seria formada. Entretanto, sugere-se o 

desenvolvimento de um modelo com duração de 10 dias para avaliar como seria este efeito 

dose-resposta ao pH avaliado pela perfilometria. 

Assim, o modelo proposto permitiu a inclusão de fatores relacionados ao 

dinamismo do ambiente bucal, buscando mimetizar o processo da erosão dentária. Logo, a 

verificação da perda de mineral por meio da sensibilidade do método de dureza de 

superfície permite sugerir que o presente estudo apresenta metodologia válida devido aos 

efeitos dose-resposta das soluções de ácido cítrico com diferentes valores de pH. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados sugerem que o modelo in vitro de ciclagens erosivas proposto 

simula e mimetiza fatores importantes no processo de erosão dental e que mostrou um 

efeito dose-resposta em função do pH em termos de perda mineral, além de mostrar uma 

perda de superfície dental para os valores de pH mais baixos. 
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APENDICE 

PADRONIZAÇÃO DE VARIÁVEIS RELACIONADAS AO PROCESSO DE 

EROSÃO 

 

Efeito da agitação durante a exposição contínua dos blocos dentais ao ácido cítrico na 

perda mineral 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da agitação durante a exposição ao 

ácido cítrico na perda mineral do esmalte dentário, em termos de dureza de superfície, 

quando exposto de forma contínua ao ácido. Para isto, blocos de esmalte dental bovino 

(n=5), selecionados pela dureza de superfície conforme previamente descrito no item 4.3, 

foram imersos em ácido cítrico 47,6 mM pH 3,5 (2,5 mL/mm2 de área exposta) na ausência 

e presença de agitação (100 rpm) a temperatura ambiente. A imersão dos blocos dentais no 

ácido cítrico foi feita de forma contínua e, após cada 2 minuto de imersão, a dureza de 

superfície foi novamente determinada para cálculo da porcentagem de perda de dureza 

(%PDS). Esse procedimento foi repetido até que não fosse mais possível visualizar as 

edentações feitas. Foram realizados três experimentos para este estudo preliminar. 

 

Efeito da agitação durante a exposição dos blocos dentais ao ácido cítrico em um 

modelo de ciclagens erosivas 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da agitação na perda mineral do 

esmalte dentário, em termos de dureza de superfície, exposto ao ácido cítrico em um 

modelo de ciclagens erosivas. Blocos de esmalte dental bovino (n=5), selecionados pela 

dureza de superfície conforme previamente descrito no item 4.3, foram imersos em ácido 

cítrico 47,6 mM pH 3,5 (2,5 mL/mm2 de área exposta) a temperatura ambiente na ausência 

e presença de agitação (100 rpm). A imersão dos blocos dentais no ácido cítrico foi de 

forma intermitente (ciclagem erosiva com imersão no ácido cítrico por 2 min e na saliva 

artificial por 2 h a 37ºC), sendo que após a quarta exposição diária ao ácido cítrico, os 

blocos dentais permaneciam imersos na saliva artificial overnight. Após cada 2 min de 

imersão no ácido e após cada tratamento na saliva artificial, a dureza de superfície foi 
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novamente determinada para cálculo da porcentagem de perda de dureza (%PDS). Esse 

procedimento foi repetido até que não fosse mais possível visualizar as edentações feitas. 

 

Efeito da formação de película adquirida nos blocos dentais tratados no modelo de 

ciclagens erosivas 

O objetivo deste estudo foi avaliar a perda mineral do esmalte dentário, em 

termos de dureza de superfície, exposto ao ácido cítrico em ciclagem erosiva com a 

ppresença de saliva humana para formação de película adquirida. Antes do primeiro desafio 

erosivo de cada dia, blocos dentais de esmalte dental bovino (n=8), selecionados pela 

dureza de superfície, foram imersos por 2 h a 37ºC sob agitação (100 rpm) em um “pool” 

de saliva humana estimulada e clarificada para formação da película adquirida. 

Posteriormente, estes blocos dentais foram submetidos à ciclagem erosiva: imersão por 2 

min em solução de ácido cítrico 47,6 mM pH 3,5 (2,5 mL/mm2 de área exposta) a 

temperatura ambiente com agitação (100 rpm) alternada com saliva artificial por 2 h a 

37ºC. Os blocos dentais permaneceram imersos na saliva artificial overnight. Após cada 2 

min de imersão no ácido e após cada tratamento na saliva artificial e humana, a dureza de 

superfície foi novamente determinada para cálculo da porcentagem de perda de dureza 

(%PDS). Esse procedimento foi repetido até que não fosse mais possível visualizar as 

edentações feitas. Foram realizados dois experimentos para este estudo preliminar. 

 

 Efeito da duração de cada exposição ao ácido cítrico na perda mineral dos blocos 

dentais 

O objetivo deste estudo foi avaliar a perda mineral do esmalte dentário, em 

termos de dureza de superfície, exposto ao ácido cítrico em diferentes tempos de exposição. 

Blocos de esmalte dental bovino (n=8), selecionados pela dureza de superfície, foram 

imersos em solução ácido cítrico 47,6 mM pH 3,5 (2,5 mL/mm2 de área exposta) a 

temperatura ambiente na presença de agitação (100 rpm) no seguintes tempos: 30 s, 1 e 2 

min. Os blocos dentais foram submetidos ao modelo de ciclagens erosivas (imersão em 

ácido cítrico alternada com saliva artificial por 2 h a 37ºC). Após cada imersão no ácido e 

após cada tratamento na saliva artificial, a dureza de superfície foi novamente determinada 
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para cálculo da porcentagem de perda de dureza (%PDS). Esse procedimento foi repetido 4 

vezes, simulando um dia no modelo de ciclagens erosivas. 

 

 Efeito do tempo de exposição à saliva artificial entre os tratamentos com ácido cítrico 

O objetivo deste estudo foi avaliar a perda mineral do esmalte dentário, em 

termos de dureza de superfície, exposto ao ácido cítrico 47,6 mM alternado com saliva 

artificial em diferentes tempos de exposição. Blocos de esmalte dental bovino (n= 4), 

selecionados pela dureza de superfície, foram imersos em ácido cítrico 0,0476 M pH 3,5 

(2,5 mL/mm2 de área exposta) a temperatura ambiente na presença de agitação (100 rpm) 

por 1 minuto alternado com saliva artificial por 1 ou 2 h a 37ºC. Após cada imersão na 

saliva artificial, a dureza de superfície foi novamente determinada para cálculo da 

porcentagem de perda de dureza (%PDS). Esse procedimento foi repetido 4 vezes, 

simulando um dia no modelo de ciclagens erosivas. 

 

 

RESULTADOS  

 

Efeito da agitação durante a exposição contínua dos blocos dentais ao ácido cítrico na 

perda mineral 

A Figura 1 representa em termos de média e desvio padrão a porcentagem de 

perda de dureza de superfície (%PDS) para os grupos tratados na presença e ausência de 

agitação em função do tempo. A partir destes dados pode-se observar que houve um 

crescente aumento da %PDS para ambos os grupos, aqueles com ou sem agitação durante a 

imersão dos blocos dentais na solução de ácido cítrico em função do aumento do tempo. 

Numericamente, o grupo com agitação apresentou maiores valores de %PDS em todos os 

tempos avaliados. Inclusive, após 10 min de agitação não foi mais possível visualizar as 

impressões feitas nos blocos dentais. No entanto, no grupo sem agitação foi possível avaliar 

os blocos dentais até 12 min de exposição, ou seja, após 14 min de exposição não foi mais 

possível visualizar as edentações feitas nos blocos dentais. Estes dados demonstram que 
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ANEXO  
 
PARECER DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

    


