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RESUMO

Modelos in vitro devem mimetizar situagdes proximas das condigdes reais, entretanto
poucos modelos para avaliar erosdo em esmalte dentdrio nestas condi¢des sdo encontrados
na literatura, além de apresentarem algumas limitacdes. Assim, o objetivo do presente
estudo foi validar um modelo de ciclagens erosivas que simule os episddios de
erosao/exposicao do esmalte dental a saliva, avaliando o efeito dose-resposta para solucoes
de 4cido citrico com diferentes valores de pH. O modelo de ciclagens erosivas de pH teve
uma duragdo de 5 dias, de forma que blocos de esmalte bovino, selecionados quanto a
dureza de superficie e andlise de perfilometria, foram imersos em saliva humana estimulada
por 1 h a 37°C sob agitacao (100 rpm) antes do primeiro desafio erosivo de cada dia para
formacao de pelicula adquirida. Em seguida os blocos dentais foram tratados 4 vezes ao dia
com a solucdo de tratamento (2,5 mL/mm? de 4rea exposta de esmalte dental) sob agitacio
(100 rpm) por 1 min e nos intervalos entre os tratamentos e durante a noite, os blocos foram
imersos em saliva artificial a 37°C sem agitacdo. Para avaliacao do modelo quanto ao efeito
dose-resposta ao pH, os blocos (n=12) foram tratados com as seguintes solucdes: G -
cacodilato pH 7,0 (controle); G2 - dcido citrico pH 2,5; Gs3 - 4cido citrico pH 3,5; G4 - 4cido
citrico pH 4.,5; Gs - 4cido citrico pH 5.,5; Gg - 4cido citrico pH 7,0. Todas as solucdes foram
preparadas na concentracdo de 47,6 mM. Diariamente, ao final da ciclagem e apds a
imersdo na saliva artificial durante a noite, os blocos foram avaliados quanto a dureza de
superficie para calculo da porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) e ao final
do experimento a andlise perfilométrica foi novamente realizada. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey(p<0,05). Os resultados ao final da
ciclagem mostraram que houve um aumento crescente da %PDS em funcdo dos dias na
maioria dos grupos e que os blocos tratados com solugdo de pH 2,5 apresentaram a maior
%PDS (p<0,05). Na comparagdo entre grupos os resultados demonstram que no 4° dia de
ciclagem foram verificadas diferencas significativas entre todos os grupos (p<0,05). J& os
resultados apds saliva apresentaram menores valores de %PDS quando comparados aqueles
apos ciclagem. Quanto a perfilometria, os blocos dentais tratados com solugdes de pH 2,5 e

3,5 apresentaram as maiores perdas de superficie, diferindo entre si e dos demais grupos

Vii



(p<0,05). Conclui-se que o estudo proposto permitiu a validagdo de um modelo de
ciclagens erosivas que demonstrou efeito dose-resposta para erosdo inicial de esmalte

dentério apds exposicao a diferentes valores de pH.

Palavras-chave: Acido citrico. Erosdo dent4ria. Esmalte dentario. 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/mm? 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 37°C 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



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 INTRODUCAO

Embora existam variagdes nos indices de prevaléncia e incidéncia da erosdo
dentéria (Aidi et al., 2011; Huysmans et al., 2011), tem sido observado que a sua presenca e
progressao tem aumentado em criangas, jovens e adultos (Huysmans et al., 2011). A erosio
dental € um processo quimico de perda irreversivel da estrutura dental por dcidos de origem
nio bacteriana (Lussi et al., 2011). Ao contrdrio da carie dentdria, a desmineralizacdo
ocorre a partir de um amolecimento da camada superficial do substrato dental seguida da
dissoluc¢do continua dos cristais, camada por camada, resultando em uma perda permanente
do volume do dente remanescente sem a formacdo de lesdo subsuperficial (Aidi et al.,
2011; Lussi et al., 2011).

Neste processo de desmineralizacdo, destaque tem sido dado aos 4cidos
provenientes principalmente de produtos da dieta, como os refrigerantes e 0s sucos
industrializados que vém sendo cada vez mais consumidos (Lussi et al., 2004), devido aos
novos hdbitos alimentares da populacdo (Lussi et al., 2004). O consumo continuo destes
produtos torna o individuo suscetivel a frequentes desafios dcidos que podem culminar na
perda do substrato dental (Barbour et al., 2003; Lussi et al., 2011; West et al., 2011). O
principal 4cido encontrado nos produtos da dieta é o citrico, um &4cido fraco tricarboxilico
que de acordo com as suas propriedades pode causar distintos niveis de dissolu¢do mineral
(Hugges et al., 2000; Barbour et al., 2003; Shellis et al., 2010).

Além do tipo de é&cido, o potencial erosivo destes produtos pode ser
influenciado por fatores quimicos (pH, acidez tituldvel), biolégicos (saliva, pelicula
adquirida) e hébitos do individuo (tempo de exposicdo, frequéncia e forma de ingestdo)
(Aidi et al., 2011; Young & Tenuta, 2011), sendo que o pH € considerado o principal
responsavel na dissolucdo das estruturas dentais devido a sua influéncia no grau de
saturacao da solugdo (Shellis et al., 2010; Barbour et al., 2011). Uma das formas de avaliar
e compreender melhor estes fatores atuantes no processo dindmico da erosdo dentdria é o
uso dos modelos de estudos in vitro, pois estes modelos tentam simular ou mimetizar

situacdes proximas das condigdes reais, nao deixando de fornecer dados significativos com



elevado nivel de controle cientifico (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 estitico que avalia apenas o efeito
erosivo e utiliza a exposi¢cdo ao produto seguida de avaliacdo imediata, ndo reproduzindo o
dinamismo do ambiente bucal, sendo encontrado em maior nimero 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, hd o modelo dindmico que utiliza ciclos de
exposi¢cdo alternada entre dcido e solucdo remineralizante ou saliva (Lippert et al., 2004;
Panich & Poolthong, 2009; Scaramucci et al., 2011).

Este modelo dindmico de ciclagem erosiva que faz uso da exposicdo a um
desafio acido (solu¢do éacida) alternado com exposi¢do a solu¢do remineralizante (ou saliva
artificial) tem como vantagem a tentativa de mimetizar o processo de erosdo. Assim,
aumenta-se a chance da obtencdo de resultados confidveis e mudancas na estrutura dental
podem ser detectadas, demonstrando a sua relevancia clinica como reflexo de um hébito
dietético. Porém, poucos trabalhos in vitro que fazem uso de modelos de ciclagem erosiva
sdo encontrados na literatura (West et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). Além disso, os
mesmos apresentam limitacdes em seus delineamentos, pois apenas ciclos repetidos e
alternados entre as solucdes foram realizados sem considerar e a frequéncia didria de
ingestdo, o tempo necessdrio para simular as fungdes remineralizante da saliva, a formagao
da pelicula adquirida, além de ndo considerarem o fator agitacdo na exposi¢ao ao acido
(Panich & Poolthong, 2009; Scaramucci et al., 2011), sendo que adicionalmente a estas
limitacdes, estes modelos ndo foram validados (West et al., 2011; Young & Tenuta, 2011).
Em acréscimo, um modelo para ser validado, precisa apresentar uma relacao dose-resposta,
demonstrando uma sensibilidade ao método aplicado com a presenca de fatores que
reflitam o dinamismo de desenvolvimento da erosdo dentdria.

Considerando o exposto, observa-se a necessidade do desenvolvimento de um
modelo com metodologia védlida que responda aos pré-requisitos do efeito dose-resposta
entre pH e seu efeito na erosdo do esmalte dentédrio, pois ndo hd na literatura modelo in

vitro de erosdo que tenha sido validado. Assim, o objetivo do presente estudo foi validar
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um modelo de ciclagens erosivas que simule os episddios de erosdo/exposicdo do esmalte
dental a saliva, avaliando o efeito dose-resposta para solu¢des de &cido citrico com

diferentes valores de pH.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EROSAO DENTAL

A erosdo dental € um processo quimico de perda irreversivel dos tecidos dentais
que envolve a dissolu¢do de esmalte e/ou dentina por dcidos ndo derivados de bactérias. A
desmineralizacdo envolvida neste processo € caracterizada pelo amolecimento da superficie
mineral devido a dissolucao dos prismas periféricos sem a ocorréncia de formacao de lesao
subsuperficial. Uma dissolu¢do continua dos cristais ocorre camada por camada, resultando
em uma perda permanente do volume do dente com um amolecimento da camada da
superficie remanescente. E importante acrescentar que esta perda mineral depende do
tempo de exposicdo, do tipo de 4cido ou da substancia utilizada (Lussi et al., 1993; Aidi et
al., 2011; Lussi et al., 2011).

Os 4acidos responsdveis pela dissolugdo dos tecidos dentais podem ter origem
extrinseca ou intrinseca. As fontes extrinsecas dos 4cidos podem ser provenientes da dieta
por meio do consumo de produtos dcidos (sucos, refrigerantes, vinhos, alimentos), do tipo
de ocupacgdo profissional, pela préitica de esportes, tipo de medicamentos e produtos de
higiene bucal. Destaque tem sido observado quanto aos 4cidos da dieta, provenientes de
alimentos e bebidas industrializados, principalmente de refrigerantes, pois sao considerados
os principais agentes erosivos, (Lussi et al., 2012) e isto tem sido relacionado
principalmente as mudancas no estilo de vida da populacdo. O continuo aumento neste
consumo torna o individuo suscetivel a frequentes desafios dcidos 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 ocupacdo profissional e a pratica de esportes sao
considerados fatores no processo de erosdo dental. O contato frequente com &4cidos no
ambiente de trabalho pode aumentar a ocorréncia ou severidade da erosdo dental, pois tem
sido observado que trabalhadores de indudstria quimica, provadores de vinho e praticantes
de alguns esportes podem apresentar um risco de ter erosdo dental devido a exposicao e
maior contato dos dentes com substincias &dcidas (Lussi et al., 2011). Ainda, alguns

medicamentos e produtos de higiene bucal sdo 4cidos e seu potencial erosivo tem sido
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investigado, entretanto poucas informagdes tém sido encontradas sobre a contribuicdo
destes como fatores etioldgicos para o desenvolvimento de erosdo. Os medicamentos que
apresentam potencial erosivo sdo aqueles que apresentam baixo pH, alta acidez tituldvel e
que reduzem o fluxo salivar e a capacidade tamponante da saliva. J4 os produtos de higiene
bucal que podem causar erosdo sdo aqueles que apresentam baixo pH (Hellwig & Lussi,
2006; Barbour et al., 2011).

Em relacdo aos dcidos de origem intrinseca, estes também apresentam sua
importancia no estudo da erosdo, como por exemplo, o 4cido cloridrico proveniente do
estdbmago. O 4cido cloridrico pode ter efeito erosivo se for mantido regularmente na
cavidade bucal (Lussi et al., 2011) e a migracdo deste dcido pode estar relacionada a
condi¢des de regurgitacdo e vomito associados a desordens alimentares como bulimia e
anorexia, doenca do refluxo gastro-esofagico e em outras situacdes como alcoolismo
cronico e gravidez (Bartlett, 2006). Logo, a erosdo dental é uma condi¢do 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).

ApOs a exposicao ao acido, o substrato dental pode se tornar suscetivel a outro
processo de desgaste, a abrasdo, devido ao amolecimento da superficie mineral, ocorrendo
um aceleramento de dissolucdo mineral. Erosdo e abrasdo sdo 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 interag@o entre erosao e abrasao possui acao aditiva devido
ao maior risco de desgaste gerado. Isto pode ser decorrente das forgas abrasivas produzidas
durante o processo de escovacao realizada ap6s a ingestdo de produtos dcidos, acelerando o
processo de perda mineral e também pela abrasdo mecanica causada pela lingua
(Eisenburger & Addy, 2001; Hara et al., 2008; Lussi et al., 2011). A erosao dental € listada
na Classificacdo Internacional das Doengas, pois a estrutura dental se torna tdo desgastada

que tem a sua funcdo e aparéncia afetadas, gerando uma condicdo patoldgica (Ganss, 2006).



2.2 FATORES MODIFICADORES DO DESENVOLVIMENTO DA EROSAO
DENTAL

Devido a uma grande variedade de propriedades quimicas dos produtos da
dieta, o seu potencial erosivo pode ser influenciado por fatores quimicos, bioldgicos e
comportamentais. L.ogo, estes fatores tém sido bastante discutidos e recebido aten¢do nos
estudos sobre erosdo dental (West et al., 2000; Barbour et al., 2011; Young & Tenuta,
2011).

2.2.1 FATORES QUIMICOS

Dentre os fatores quimicos, o pH é considerado o principal responsavel na
dissolu¢do das estruturas dentais devido a sua influéncia no grau de saturacdo da solugdo
acida. Segundo a literatura, aumentos na dissolu¢do da apatita sdo decorrentes da
diminui¢do 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 dissolugdo do esmalte era inversamente proporcional ao pH da
substancia.

Barbour et al. (2003), por meio de uma anélise por nanoedentagdo, avaliaram a
dissolucdo do esmalte dental humano em solucdes de dcido citrico com valores de pH entre
2,30 e 6,30. Apenas uma exposi¢do a solucdo dcida seguida de avaliacdo foi realizada.
Mudangas significativas na dureza e reducdo do mdédulo de elasticidade foram verificadas
apos as exposicoes a todas as solugdes, entretanto ndo foi encontrada diferenca significativa
na dureza das amostras tratadas com solu¢des de pH 2,30 a 2,90. Acima destes valores
houve uma dependéncia linear da dureza em relacdo ao pH da solugdo. Shellis et al. (2010),
em um estudo in vitro, avaliaram o grau de dissolucdo de esmalte, dentina e discos de
hidroxiapatita em funcdo do pH (2,45, 3,2, e 3,9) como uma das varidveis analisadas. As
taxas de dissolu¢do dos substratos foram normalizadas para melhor comparacdo entre os
resultados, verificando-se um aumento de dissolu¢do dos substratos a medida que o valor
de pH diminui. Os autores ainda concluiram que seus resultados confirmam a importancia

do pH como o principal fator envolvido na erosao.



Além do pH, o tipo do agente erosivo € um item fundamental, pois os acidos
apresentam caracteristicas diferentes que interferem no processo erosivo (Shellis et al.,
2011). Os 4cidos podem ser organicos, como os 4cidos citrico, mdlico, tartérico, l4tico e
acético, ou inorganicos como o 4cido fosférico e cloridrico. 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 &cido cloridrico € outro tipo de
acido que também pode ser utilizado em estudos que avaliam a influéncia de fatores
intrinsecos, principalmente os gastro-esofdgicos. E um 4cido forte que se dissocia
completamente (Young & Tenuta, 2011; Attin et al., 2013).

O principal 4cido encontrado nos produtos da dieta é o citrico, sendo desta
forma considerado um &cido de escolha na maioria dos estudos sobre desafios erosivos e
sua inclusdo tem sido sugerida para se permitir uma comparagdo entre os estudos que
simulam um desafio erosivo (Barbour et al., 2011). O acido citrico € um 4acido fraco, com
trés grupos carboxilas (COOH) e assim possui trés valores de pKa, um para cada fon H*
reversivelmente ligado ao fon citrato (pK1= 3,13; pK2=4,76; pK3= 6,40). Em situagdo de
valores de pH mais baixos, os fons hidrogénio do acido citrico interagem com a apatita € o
equilibrio sofre uma transformagao, pois ha um fornecimento de fons H* que se ligam
diretamente aos fons da regido do cristal, gerando uma dissolugdo superficial. J4 em valores
de pH mais elevados, quando dois ou todos os fons H* sdo removidos da molécula do acido
citrico, o anion citrato forma um complexo estdvel com o cdlcio por meio de interacdes
eletrostdticas tridimensionais que para compensar o produto de solubilidade mais
hidroxiapatita serd dissolvida, obtendo desta forma sua acdo quelante. Em situagdes de
valores intermedidrios 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 € a
concentracdo de dcidos encontrados em bebidas ou solugdes, pois segundo a literatura um
aumento na concentragdao do 4cido ocasiona um aumento na desmineralizacdo (West et al.,
2000; Shellis et al., 2010). Um estudo in vitro (West et al., 2000) avaliou por meio de
andlise perfilométrica o efeito de diferentes valores de concentracdo (0,05, 0,1, 0,5 e 1%)
de diferentes acidos (citrico, malico, latico e fosforico) em esmalte e dentina. Foi verificado
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que as amostras submetidas a valores maiores de concentragdo do dcido apresentaram um
aumento de desgaste erosivo. Shellis et al. (2010) verificaram em um estudo in vitro que as
taxas de dissolucdo de esmalte foram significativamente maiores em concentragdo 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 dcido e sua concentracdo, é
necessario conhecer a influéncia da acidez tituldvel de uma solucdo ou bebida, pois a partir
do seu conhecimento pode-se obter dados sobre a habilidade e potencial erosivo de um
dcido (Shellis et al., 2010; Barbour et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). Em estudos in
vitro, a acidez tituldvel pode ser avaliada ao se adicionar substancia de caracteristica bésica
com quantidade necessdria para se alcancar um determinado valor de pH, e quanto maior
for a quantidade adicionada, maior a acidez titulavel de um 4acido e mais mineral serd
dissolvido (Larsen & Nyvad, 1999; Cairns et al., 2002). No mesmo estudo em que foi
avaliada a relacdo do pH e a dissolucdo de esmalte, Larsen & Nyvad (1999) também
avaliaram o efeito da acidez tituldvel de sucos de laranja e refrigerantes. Os resultados
demonstraram que os refrigerantes apresentaram menores valores de pH e poucos efeitos
em relacdo a sua acidez titulavel, 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 substancia erosiva é outro
fator que precisa ser controlado e monitorado no estudo sobre erosdo dental, pois variacdes
nos seus valores afetam a quantidade de perda mineral. Em uma soluc¢do de 4cido fraco, o
aumento da temperatura da solugdo favorece a dissociagdo dos ions, 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
andlise perfilométrica que aumentos na temperatura (5 a 60°C) de uma solucdo de acido
citrico resultaram em maior perda mineral de tecido dental. Entretanto, valores relacionados
a temperatura intra bucal de 36°C ou a temperatura ambiente de 25°C podem ser utilizados
em modelos de estudos in vitro sobre a erosao dental (Eisenburger & Addy, 2003; Shellis et

al., 2011).



2.2.2 FATORES BIOLOGICOS

Os fatores biologicos sdao considerados relevantes e modificadores no
desenvolvimento do processo da erosdo dental de forma que simulem condi¢cdes mais
proximas da realidade clinica. Entre estes fatores encontra-se a presenca da saliva, devido a
sua capacidade tampao, diluicdo dos agentes erosivos e efeito remineralizador. A sua
protecdo natural pode ser atribuida a alta concentracdo de proteinas que se adsorvem
seletivamente ao esmalte dental, permitindo a formacdo da pelicula salivar adquirida, um
filme orginico que atua como barreira protetora através de uma permeabilidade seletiva,
prevenindo o contato direto entre a superficie do dente e os dcidos e inibindo assim a
desmineralizacdo (Wetton et al., 2006; Lussi et al., 2011).

Devido a estas propriedades, varios modelos de estudo in vitro incluem a
formacdo da pelicula como uma etapa do protocolo experimental antes do desafio erosivo,
porém, a sua inclusdao depende do tipo de desafio erosivo, ja que sua prote¢do € limitada
(Young & Tenuta, 2011). Resultados obtidos de estudo in situ mostraram que o periodo de
2 h de formacdo de pelicula ja € o suficiente para oferecer alguma protecdo contra desafio
erosivo (Hannig et al., 2003). Outro estudo in situ (Hara et al., 2006) também avaliou o
efeito protetor da pelicula quando exposta a suco de laranja. Foi verificado que o periodo de
formacdo de 2 h tem o potencial de proteger da desmineralizacdo em estdgios iniciais de
erosdo, mas ndo protegendo da total desmineralizagdo. 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 andlise de microrradiografia, sendo observada
uma menor perda mineral nas amostras de esmalte e dentina no experimento in situ quando
comparado ao in vitro.

Entretanto, € possivel observar que menores tempos de exposicdo a saliva
humana j4 permitem protecdo contra erosdao. Nieuw Amerongen et al. (1987) verificaram
que uma pelicula formada a partir de saliva composta (saliva submandibular e sublingual)
permitiu um retardamento na formacao da lesdo de pelo menos 40 % apds 30 min e que
ap6s 60 min de exposicdo a formacdo da lesdo era completamente impedida. Wetton et al.
(2006), em estudo in vitro, avaliaram o efeito de diferentes periodos de tempo de exposi¢do
a saliva (2 min, 1, 2, ou 4 h) na reducdo da erosao em esmalte e dentina humana e também
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verificaram que o tempo de 1 h ji oferecia protecdo contra erosdo para o esmalte dental
humano.

Apesar dos seus beneficios, a saliva natural € um componente que apresenta
algumas limitacdes no seu uso em estudos in vitro, como decomposicdo rdpida e
possibilidade de contaminagdo (Hara et al., 2008), e por isto muitos destes estudos t€ém
incorporado saliva artificial aos modelos (Eisenburger et al., 2001; Wetton et al., 2006;
Hara et al.,, 2008). Eisenburger et al. (2001) avaliaram a influéncia do tempo
remineralizador (1, 2, 4, 6, 9 e 24 h) da saliva artificial apds exposicdo a acido citrico e
verificaram que os tempos de 1, 2 e 4 h jd produziam uma remineralizacdo parcial do
esmalte dentdrio. Outro estudo in vitro comparou a capacidade remineralizante de saliva
humana, saliva artificial e solucdo remineralizante e verificou por meio de
microrradiografia que ndao houve diferenca significativa em termos de perda mineral nos
trés grupos, entretanto em relagdo a profundidade da lesdao o grupo tratado com saliva
artificial apresentou lesdes mais profundas quando comparado aos demais grupos (Amaechi
& Higham, 2001). Porém, em um estudo in vitro de modelo de ciclagem de erosdo-abrasao,
foi observado que o grupo tratado com saliva artificial perdeu uma menor quantidade de
minerais quando comparado aos demais grupos (dgua deionizada, saliva artificial

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

2.2.3 FATORES COMPORTAMENTAIS

Além dos fatores quimicos e bioldgicos que afetam e interferem no
desenvolvimento da erosdo dental, alguns fatores comportamentais devem ser considerados
para simular a ingestdo de produtos da dieta, como por exemplo, o tempo que a bebida fica
em contato com a cavidade bucal e a sua forma e frequéncia de ingestao.

E considerado que o tempo de exposi¢io recomendével de uma amostra a um
tipo de solug@o 4cida em um estudo in vitro seja no maximo 2 min, pois periodos maiores
extrapolam uma condi¢do de situacdo clinica (Young & Tenuta, 2011). Entretanto, é
observado que a maioria dos estudos in vitro ndo utilizam valores padronizados de tempo e
que as amostras sdo submetidas a exposi¢cdo em solu¢do 4cida por diferentes valores de
tempo (desde segundos até horas). Alguns estudos ndo comparam o fator tempo e ndo o
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padronizam, enquanto que outros avaliaram a relacdo tempo e a capacidade
desmineralizante de uma solug¢do. Dentre estes, Amaechi et al. (1999) avaliaram in vitro a
influéncia do tempo (6, 8, 10 e 12 h) de exposicdo das amostras em suco de laranja no
desenvolvimento da erosdo dental através de microradiografia e verificaram que os
aumentos de perda mineral e de profundidade da lesdo eram proporcionais ao aumento do
tempo de exposi¢do, entretanto estes valores de tempo sdo considerados elevados.
Eisenburger et al. (2001) quantificaram a profundidade de lesdo erosiva utilizando menores
valores de tempo (2, 4 e 8 h) por meio de andlise perfilométrica, correlacionando-os a
diferentes valores pH e observaram que a profundidade da lesdo erosiva é diretamente
proporcional ao tempo de contato e inversamente proporcional aos valores de pH.

Entretanto, os estudos acima citados ndo verificaram a partir de qual momento
pode-se verificar o inicio de uma relagdo dose-resposta. Com este fim, White et al. (2010)
avaliaram o momento em que a reducio de dureza e a perda mineral se tornam significantes
por meio de nanoedentacgdo (0, 2, 5, 10, 20, 30 e 60 s) e andlise perfilométrica (2, 5, 10, 20,
40 e 60 min) em é&cido citrico pH 3,2 com concentracdo 14,4mM. Foi observado para a
nanoedentacdo que uma reducdo de dureza significativa ocorre a partir de 5 s de exposi¢ao
para dente humano e 10 s para dente bovino enquanto que na andlise 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 estd relacionado aos habitos de
ingestdo, como por exemplo, segurar ou movimentar o liquido 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 hédbitos podem ser simulados pelos processos
de agitagdo e/ou taxa de fluxo da solugdo, condi¢Oes que precisam ser controladas, pois
podem influenciar no resultado do processo de erosdo, alterando a taxa de dissolucdo
mineral (Shellis et al., 2011; West et al., 2011; Young & Tenuta, 2011).

Eisenburger & Addy (2003) verificaram uma forte dependéncia entre fluxo do
liquido e erosdo ao avaliarem diferentes condi¢des de agitacio (ndo agitacdo, agitacdo lenta
e agitacdo rdpida). Estes resultados também foram confirmados em outro estudo que
avaliou o impacto das taxas de fluxo com diferentes velocidades na desmineralizacdo de
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dentina bovina e verificaram que aumentos nas taxas de fluxo resultavam em maior
desmineralizacdo do mineral (Wiegand et al., 2007). Attin et al. (2013) também verificaram
que condi¢des variadas de taxa de fluxo de diferentes &4cidos (citrico e cloridrico)
influenciam na desmineralizacdo de esmalte. Além do tempo de contato do acido com o
substrato dental, e dos hédbitos de ingestdo, a frequéncia de ingestdo € outro fator que
precisa ser considerado. Um estudo in situ verificou que quanto maior a frequéncia de

ingestdo de uma bebida maior a perda mineral do esmalte dental e que estas perdas sdo

irreversiveis (Fushida e Cury, 1999).

2.3 MODELOS LABORATORIAIS PARA ESTUDO IN VITRO DA EROSAO
DENTAL

Devido a influéncia dos fatores extrinsecos envolvidos no processo de erosao,
muitos produtos ou bebidas tém sido avaliados e testados em estudos in vitro. Estes estudos
apresentam como vantagem um controle maior na padronizacdao dos modelos testados, pois
as variaveis 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 erosdo in
vitro: aqueles que utilizam apenas uma exposicdo ao produto seguida de avaliacdo
imediata, sendo encontrados em maior ndmero na literatura (Hughes et al., 2000; Lussi et
al., 2000; Shellis et al., 2010; Attin et al., 2013) e os que utilizam ciclos de exposi¢ao entre
acido-solucdo remineralizante para mimetizar o processo de erosdo na cavidade bucal
(Lippert et al., 2004; Panich & Poolthong, 2009; Scaramucci et al., 2011). O modelo de
ciclagem que faz uso da exposi¢do a um desafio dcido (solu¢do 4cida) alternado com
exposicao a solucdo remineralizante (ou saliva artificial) tem como vantagem a tentativa de
mimetizar uma situagdo clinica, pois, aumenta-se a chance da obtencdo de resultados
confidveis e mudangas na estrutura dental podem ser detectadas demonstrando a sua
relevancia clinica como reflexo de um habito dietético ou de desordens intrinsecas (Barbour
et al., 2011; Shellis et al., 2011). Poucos trabalhos que fazem uso de modelos de ciclagem
erosiva sdo encontrados na literatura e, além disso, pode ser observado que os mesmos nao

foram validados.
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Lippert et al. (2004), em um estudo in vitro, utilizaram para ciclagem erosiva
uma solucdo desmineralizante (dcido citrico 0,3% com pH 3,35) alternada com solugdo
remineralizadora (saliva artificial) para avaliar os estdgios iniciais da erosdo. O estudo foi
composto por dois experimentos: no primeiro experimento foi avaliada a influéncia do
tempo para remineralizacio, submetendo todas as amostras a desmineralizacdo (120 s sob
agitacdo) e posteriormente a diferentes tempos de remineralizacdo (0,5, 1, 1,5,2,3e4 h) e
em seguida a uma segunda desmineralizagdo (60 s). No segundo experimento foram
realizados ciclos alternados de desmineralizacdo (30 s) e remineralizacdo (1 h) com um
total de 150 s para a desmineralizacdo. As amostras foram submetidas a andlise por
microscopio de forca atdmica para avaliar dureza e redu¢do de médulo de elasticidade. Foi
observado que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na dureza de superficie
entre a fase de desmineralizacdo e o tratamento remineralizador subsequente. Resultados
semelhantes foram observados em relacdo a redu¢ao de médulo de elasticidade. Em geral
ndo foi observada recuperacdo de dureza.

Wongkhantee et al. (2006) avaliaram o efeito do acido 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 exposi¢do 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 superficie (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 redugdo significativa na dureza de esmalte, enquanto que em
relac@o a dentina, resina microparticulada e resina modificada por iondmero, houve redugao
da dureza quando imersos apenas em coca-cola. Os demais grupos ndo apresentaram
mudancas significativas na dureza de superficie.

Wetton et al. (2006) verificaram o efeito protetor da saliva em esmalte e dentina
em diferentes periodos de tempo. Para este estudo in vitro foram realizados ciclos
alternados de exposicdo a solucdo de 4cido citrico pH 3,2 (10 min) e saliva humana nao
estimulada (2 min, 1, 2 e 4 h) com um total de até 12 ciclos. Apds 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 lesdo foi menor do que o grupo controle (dgua) e
que o tempo de 1 h de exposi¢do a saliva humana ja 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
(fosfopetideo de caseina estabilizados por cdlcio amorfo). Inicialmente, as amostras foram
submetidas a exposi¢do 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 superficie foi
avaliada e as amostras submetidas ao processo de remineralizacdo (grupo 1- camada de
CPP-ACP por 3 min e 4gua deionizada; grupo 2- saliva artificial; grupo 3- camada de CPP-
ACP e saliva artificial e o grupo 4- dgua deionizada). Foi observado que os grupos tratados
com CPP-ACP apresentaram aumento estatisticamente significante de dureza de superficie.

Scaramucci et al. (2011), em um estudo in vitro, avaliaram o potencial erosivo
de suco de laranja modificado (adicdo de cdlcio 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 anélise do pH-stat; na
segunda fase trés grupos foram avaliados (substancia da fase 1 que apresentou a melhor
acdo protetora; um grupo controle positivo e um grupo controle negativo) e realizado um
modelo de ciclagem de erosdo (5 min na solugdo teste sem agitacdo a temperatura
ambiente) alternado com saliva artificial (60 min sob agitacao). O ciclo foi repetido 6 vezes
ao dia com duracdo de 5 dias. Apds a ciclagem foram realizadas andlise perfilométrica e
dureza de superficie. Na terceira fase do estudo, andlise de dureza de superficie foi
realizada e em seguida uma parte das amostras foi imersa em solugdo teste (30, 90, 150
min) e outra parte imersa em solucdo teste (30 min) seguida de imersdo em saliva artificial
(24 h). A anadlise de dureza final foi realizada. Na primeira fase foi verificado que a adi¢ao
de polimeros de fosfato foi capaz de reduzir a dissolucdo da hidroxiapatita. Na segunda fase
ndo foi observada na maioria dos grupos diferenca significativa na perda de dureza. Na
terceira fase foi verificada que ndo houve interferéncia dos aditivos no processo de

remineralizacao.
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Karlinsey et al. (2012) avaliaram o efeito remineralizador de 2 tipos de saliva
artificial que apresentavam diferentes propor¢des de Ca/P; (1,6 e 0,3). Amostras de esmalte
dental bovino foram inicialmente imersas em solucao de acido citrico 0,3% por 120 min ou
em 4cido citrico 1% por 30 min e posteriormente avaliadas por dureza de superficie. Duas
amostras de cada grupo foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura, e as
demais amostras foram imersas por 7 dias nas solucdes 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
solugdo dcida (3 vezes ao dia) e imersdao em saliva artificial overnight. Apds o terceiro dia,
as amostras foram analisadas por dureza de superficie e microscopia eletronica de
varredura. Foi verificada uma maior remineralizacdo na solucdo de saliva artificial que
apresentava 0,3 Ca/P;.

Scaramucci et al. (2013), em um estudo in vitro, avaliaram o efeito protetor do
fluoreto em diferentes concentracdes (0, 275 e 1250 ppm de F) na perda de superficie do
esmalte dental bovino sob condicdes de fluxo salivar normal e baixo. Inicialmente, as
amostras foram individualmente inseridas em uma camara selada e uma bomba peristaltica
ligada para controlar o fluxo das solucdes, em seguida eram tratadas com 4cido citrico 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
escovacao com suspensdes abrasivas contendo flior foi realizada durante 2 min. Os autores
verificaram uma maior perda de superficie no grupo exposto a baixo fluxo salivar e que nao
houve efeito protetor adicional ao fluoreto de maior concentracgao.

Diferente dos trabalhos de ciclagem, um nimero maior de trabalhos que fazem
uso de desafio erosivo seguido de avaliacdo de perda mineral tem sido encontrado e a
comparacdo entre os seus resultados apresenta-se muito dificil. Isto ocorre devido a
existéncia de uma grande variedade de modelos, pois muitas varidveis, tais como agitagao,
temperatura e volume por amostra, que afetam diretamente o desenvolvimento da erosao
diferem entre os estudos e em alguns casos ndo sdo relatadas, além de em alguns estudos
extrapolarem as situacdes clinicas (Barbour et al., 2011; Young & Tenuta, 2011).
Adicionalmente, foi verificado que ndo existem modelos ou protocolos de estudo
largamente utilizados que fazem utilizacdo de saliva artificial ou humana nos modelos de
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ciclagem e que ainda ndo existe consenso sobre o tempo de duracdo de um desafio erosivo
e sobre uso de solucdes com diferentes graus de saturacdo em relacdo a hidroxiapatita
(Barbour et al., 2011; Shellis et al., 2011; Young & Tenuta, 2011).

Segundo Barbour et al. (2011), a padronizacdo de uma metodologia seria um
pré-requisito necessdrio para oferecer informacdes suficientes em publicacdes, permitindo
que os experimentos sejam repetidos. Com isto, verifica-se a necessidade de uma
padronizacdo entre os protocolos de estudo nos modelos de ciclagem que melhor refletem
um desafio erosivo (Shellis et al., 2011; Young & Tenuta, 2011). Entretanto, é necessario
verificar se eles incluem todos os elementos relacionados com a erosdo, ou seja, se
apresentam metodologia e conteido validos, e neste pré-requisito os modelos in vitro sao
incompletos.

Logo, faz-se necessario que os modelos propostos respondam a perguntas
relacionadas com os efeitos dose-resposta, de apresentar sensibilidade em detectar o poder
erosivo dos produtos ou solugdes 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 PROPOSICAO

Assim, o objetivo do presente estudo foi validar um modelo de ciclagens
erosivas que simule os episddios de erosdo/exposi¢ao do esmalte dental a saliva, avaliando

o efeito dose-resposta para solug¢des de acido citrico com diferentes valores de pH.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO

O modelo de ciclagens erosivas de pH apresentou uma durag¢do de 5 dias, de
forma que blocos de esmalte bovino, selecionados quanto a dureza de superficie e anédlise
de perfilometria, foram imersos em saliva humana estimulada por 1 h a 37°C sob agitacdo
(100 rpm) antes do primeiro desafio erosivo de cada dia. Em seguida foram tratados
individualmente 4 vezes ao dia com suas respectivas solugdes (2,5 mL/mm? de drea exposta
de esmalte dental) sob agitacdo (100 rpm) por 1 min e nos intervalos entre os tratamentos e
durante a noite, os blocos foram imersos em saliva artificial a 37°C sem agitacdo. Os blocos
(n=12) foram tratados com as seguintes solu¢des: G - cacodilato pH 7,0 (controle); G2 -
acido citrico pH 2,5; G3 - 4cido citrico pH 3,5; G4 - 4cido citrico 4,5; Gs - 4cido citrico pH
5,5; Ge - 4cido citrico pH 7,0. Todas as solugdes foram preparadas na concentragdo de 47,6
mM. Diariamente, apds a ciclagem e apds a imersdo na saliva artificial, os blocos foram
avaliados quanto a dureza de superficie e ao final do experimento a andlise perfilométrica

foi novamente realizada.

4.2 OBTENCAO DOS BLOCOS DE ESMALTE DENTAL BOVINO

Incisivos bovinos higidos foram armazenados em formaldeido 2% pH 7,0 por
um periodo minimo de 30 dias para desinfeccdo 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 conducdo do
trabalho, sendo os dentes com estas caracteristicas excluidos. Os dentes foram seccionados
na porcdo 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 dimensdes de 4 x 4 mm, da sua regido
vestibular mais plana, sendo os cortes feitos sob refrigeracdo com &dgua purificada para
evitar trincas no esmalte. Para tal, foram utilizados 2 discos diamantados posicionados

paralelamente e separados por um espacgador de acrilico 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 planificacdo da por¢do dentindria. Para tal, a maior drea de esmalte plano foi fixada
com cera pegajosa contra a superficie de um disco de resina acrilica pré-fabricado (3 cm x 8
mm), sendo a dentina desgastada utilizando lixas de granulag@o 600 e politriz (Arotec APL-
4), verificando a altura de cada bloco com um paquimetro digital. Posteriormente, para a
planificacdo e polimento da superficie do esmalte, 5 blocos dentais foram fixados em uma
mesma pega de acrilico e planificados por meio de lixas d’agua em ordem decrescente de
granulacdo (600 e 1200) em uma politriz (Phoenix Beta Grinder/Polisher- Buehler® ). Em
seguida, a superficie do esmalte foi polida por disco de feltro embebido com solucdo
diamantada. Estes 5 blocos foram fixados em uma mesma pega de acrilico para permitir
uma melhor padronizac¢do na planificacao.

Entre uma lixa e outra, os blocos dentais foram lavados em ultra-som (T7,
Thornton) durante 5 min, utilizando dgua purificada, e ao final com solug¢do detergente
(Buehler®), com o objetivo de remover as particulas do feltro e solucdo diamantada. Os
blocos dentais foram entdo armazenados em recipientes plasticos fechados, cobertos com

papel absorvente umedecido com dgua purificada e conservados em geladeira a 4°C.

4.3 SELECAO DOS BLOCOS DENTAIS

Para selecdo dos blocos dentais, a dureza de superficie inicial foi mensurada a
partir de trés edentacOes realizadas proximas a regido central de cada bloco, a 100 um de
distincia entre as mesmas, utilizando o microdurébmetro 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 selecdo foram baseados na média e desvio padrao
da dureza de superficie de cada bloco dental. Foram excluidos do experimento os blocos
dentais que apresentaram desvio padrdao 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).

Apds a selecdo pela dureza de superficie, os blocos dentais foram entdo
analisados quanto a curvatura por perfilometria. Os blocos dentais foram posicionados no
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perfildmetro 6tico (Proscan 2000; Scantron, Venture Way, Taunton, UK), tendo a
superficie experimental paralela ao plano horizontal. Uma drea 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 drea experimental. Foram incluidos os blocos com curvatura na
faixa de - 0,30 a + 0,30 um. Apds a selecao dos blocos dentais quantos aos critérios de
dureza de superficie e de perfilometria, foram selecionados 72 blocos para o

desenvolvimento do modelo.

4.4 PREPARO DOS BLOCOS SELECIONADOS PARA CICLAGEM

A superficie de esmalte dos blocos dentais tiveram duas areas laterais isoladas
por fita plastica adesiva (Adhesive Unplasticised Polyvinyl Chloride — UPVC), deixando
uma area central de 4 x 1 mm para ser exposta aos tratamentos (Hara et al., 2008). Esta fita
permitiu uma andlise perfilométrica da superficie higida como uma 4rea de referéncia para

uma comparagdo direta entre as superficies antes e apds as ciclagens erosivas.

Figura 1- Preparo dos blocos dentais para o experimento. A: Areas laterais isoladas por fita pldstica adesiva; B - C:
Bloco dental fixado em disco de acrilico com algas de sustentagZo.

4.5 PREPARO DAS SOLUCOES DE TRATAMENTO

Os valores de pH das solugdes de 4cido citrico 47,6 mM e cacodilato 47,6 mM
foram ajustados adicionando hidréxido de sédio (NaOH) ou acido cloridrico (HCI) até que
o pH da respectiva solugdo fosse atingido. Para tal, um eletrodo de pH, acoplado a um
peagdmetro, foi calibrado com solucdes tampdes de pH 4,0 e 7,0 e entdo imerso na solugcao

que teve seu pH ajustado.
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4.6 FORMACAO DA PELICULA SALIVAR ADQUIRIDA

A saliva humana total estimulada foi obtida de 18 voluntirios, a partir de
estimulo mecanico com Parafilm. A saliva foi coletada por cada voluntdrio em tubos do
tipo falcon (50 mL) individuais mantidos em gelo e centrifugada por 10 min a 3.800 g a
4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi entdo armazenado individualmente
em freezer a - 80°C. A coleta foi realizada no periodo da manha entre 7 € 9 h. O volume
total de saliva a ser usado foi coletado antes do experimento. Todos os voluntdrios
apresentavam bom estado de sadde geral e bucal, estavam em jejum e sem fazer qualquer
higiene bucal anteriormente a coleta. De acordo com consideracdes éticas, um termo de
Consentimento Livre e Esclarecido foi apresentado aos voluntdrios para consentirem ou
ndo a participacdo na pesquisa como doadores de saliva e para isto este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP (processo n°. 106/2012)
(Anexo).

Para os dias de desenvolvimento do modelo, as aliquotas de sobrenadante de
saliva de cada voluntario foram descongeladas, homogeneizadas e utilizadas para formacao
da pelicula adquirida. A sua formacdo foi realizada pela imersdo dos blocos dentais
individualmente na saliva humana, na propor¢do de 10 mL/bloco por 1 h a 37°C, sob
agitacdo (Wiegand et al., 2008). No inicio de cada dia de ciclagem, novas aliquotas de
saliva humana (sobrenadante) de cada voluntirio eram descongeladas e os mesmos

procedimentos descritos acima foram realizados.

4.7 MODELO DE CICLAGENS EROSIVAS

O modelo de ciclagens erosivas para estimar a relacdo dose-resposta em funcao
do pH apresentou duracdo 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 37°C, sob agitacdo (100 rpm) e posteriormente imersos nas
respectivas solu¢des de tratamento (2,5 mL/mm? de 4rea exposta de esmalte dental) a 37°C
sob agitacdo (100 rpm) por um periodo de de 1 minuto 4 vezes ao dia. Estes blocos dentais
permaneceram imersos em saliva artificial (2,5 mL/mm?” de drea exposta de esmalte dental),
sem agitacdo, nos intervalos entre os desafios erosivos e apds a ciclagem didria (Figura 2).
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Os blocos dentais foram novamente imersos em saliva artificial, permanecendo por toda a
noite até o proximo dia de ciclagem. A saliva artificial tinha a seguinte composicao: 1,5
mM de Ca; 0,9 mM de PO4 e KCI 150 mM em solucao tampao tris 20 mM, pH 7,0 (Serra
& Cury, 1992) e era trocada diariamente. Antes da imersdo dos blocos de esmalte nas
solucdes de tratamento e na saliva artificial, os mesmos foram lavados com 4gua purificada

e cuidadosamente secos com papel absorvente.
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Formacéo de pelicula (1 h)
. Imersdo nas solucdes de tratamento (1 min)

Figura 2 - Modelo de ciclagens erosivas com duragdo de 5 dias, com formagéo de pelicula seguida
da imers@o em solugdes de tratamento 4 vezes ao dia alternada com saliva artificial.

4.8 SOLUCOES DE TRATAMENTO
Para o desenvolvimento do modelo, os blocos dentais de esmalte dentario (n=12
blocos dentais/grupo) foram expostos as seguintes solugdes de tratamento:
G1 — solugdo cacodilato pH 7,0 (controle);
G2 - solugdo de 4cido citrico pH 2,5;
Gs - solugdo de 4cido citrico pH 3,5;
G4 - solugdo de 4cido citrico pH 4,5;
Gs - solugdo de 4cido citrico pH 5,5;
Ge - solugdo de acido citrico pH 7,0.
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A escolha dos valores de pH estd 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 solucdes de 4cido citrico foram escolhidos para observar o
comportamento das amostras, pois a literatura relata que a dissolucdo do esmalte ocorre
com pH<5,5 e o pH 7 € um meio neutro, funcionando como um controle ou com efeito
quelante (Cairns et al., 2002; Featherstone & Lussi, 2006; Ren et al., 2011). Todas as
solucdes foram preparadas na concentracdo de 47,6 mM, esta concentracio em mM do
dcido citrico representa 1%, que é geralmente encontrada em sucos e refrigerantes (Shellis
et al., 2011). Para o cacodilato, que representa uma solugdo tampao sem acdo quelante, foi
utilizada a mesma concentragdo em mM, a fim de se ter o mesmo nimero de moléculas do

que na solu¢do de 4cido citrico.

49 ANALISE DE DUREZA DE SUPERFICIE, PERFILOMETRIA FINAL E
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A determinacdo da dureza de superficie pds-tratamento foi realizada nos 5 dias
do modelo in vitro, apds a ciclagem e apds a imersdo na saliva. Foram realizadas 3
endentagdes a 100 um de distancia das realizadas anteriormente na regido central do bloco
dental. A média destes valores foi usada para calcular a porcentagem de perda de dureza de

superficie (%PDS), utilizando a seguinte formula:

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

Dureza inicial
Ao final dos 5 dias de ciclagem erosiva, a perda de superficie também foi
avaliada pela andlise perfilométrica, conforme descrito anteriormente no item 4.3. Foi entao
calculada a perda da superficie pela subtracdo do valor inicial pelo valor final encontrado
nesta andlise. Uma andlise por microscopia eletronica de varredura tambem foi realizada ao

final do experimento.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a verificacdo da validacdo deste modelo in vitro de ciclagens erosivas, 0s
dados obtidos das andlises de dureza realizadas diariamente com os blocos dentais e da
andlise perfilométrica anterior e posterior aos tratamentos foram analisados pela andlise de
variancia. O teste de normalidade de Shapiro Wilk foi aplicado e o programa GraphPad
Prism 5.0 (San Diego, CA, USA) foi utilizado para a aplicacdes dos testes estatisticos.

Todos os testes foram aplicados com nivel de significincia a 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 PORCENTAGEM DE PERDA DE DUREZA DE SUPERFICIE (%PDS) APOS
CICLAGEM DIARIA

Os dados da tabela 1 apresentam os valores de %PDS dos blocos dentais apds
exposicdo a diferentes solucdes de tratamento no modelo de ciclagens erosivas. Na
comparacdo em funcdo dos dias para cada grupo, os valores de %PDS dos blocos dentais
tratados com cacodilato pH 7,0 foram negativos e o primeiro dia ndo apresentou diferenca
para segundo dia (p>0,05), diferindo estatisticamente dos dias seguintes (p<0,05), enquanto
que os dias 2, 3, 4 e 5 ndo apresentaram diferenca entre si (p>0,05). A %PDS dos blocos
expostos ao dcido citrico pH 2,5 apresentou diferenca estatistica entre todos os dias da
ciclagem erosiva (p<0,05), com um aumento crescente em funcdo dos dias. Porém, neste
grupo ndo foi possivel avaliar os blocos do dia 5, devido a impossibilidade de visualizagdao
das impressdes feitas nos blocos dentais por perda da superficie. Em relacdo aos resultados
dos blocos tratados com dcido citrico pH 3,5 também € possivel verificar altos valores de
%PDS, entretanto, ndo houve diferenca significativa entre alguns dias de ciclagem. O 1° dia
apresentou diferenca dos quatro dias subsequentes (p<0,05), enquanto que os dias 2 e 3 ndo
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 &cido citrico pH 4,5, o primeiro
dia apresentou uma menor %PDS em relacdo aos quatro dias subsequentes (p<0,05),
enquanto que os dias 2 e 3 apresentaram valores similares de perda mineral, ndo diferindo
entre si (p>0,05), o mesmo sendo observado para os dias 4 e 5 (p>0,05). Nos resultados do
tratamento com 4cido citrico pH 5,5 € possivel verificar diferengas estatisticas semelhantes
ao grupo 4, porém este grupo apresentou menores valores de %PDS em func¢ao do tempo de
ciclagem. E em relag@o aos blocos expostos ao dcido citrico pH 7,0, os dados indicam uma
%PDS similar entre os dias 1, 3,4 e 5 (p>0,05), com diferenca significativa entre os dias 1
e 2 e os demais grupos (p<0,05).

Na comparagdo entre os grupos de tratamento, verifica-se que no primeiro dia
os blocos tratados com &cido citrico pH 2,5 e 3,5 apresentam os maiores valores de %PDS

com diferenca estatistica em relagdo as outras solucdes de tratamento (p<0,05) e entre si
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(p<0,05). No dia 2, observa-se que os blocos tratados com cacodilato pH 7,0 e écido citrico
pH 7.0 apresentaram os menores valores de %PDS (p>0,05), e que as demais solugdes
diferiram estatisticamente (p<0,05) entre si. Dados semelhantes podem ser observados para
o dia 3, porém com maiores valores de %PDS. Em relacdo ao dia 4, os resultados
demonstram que a %PDS de todos os blocos dos diferentes tipos de solugdes de tratamento

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

Tabela 1- Porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS; média+dp) dos
blocos dentais em funcio dos grupos de tratamento em um modelo de ciclagens

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

Dias de ciclagem

Tratamento
12 dia 2° dia 32 dia 4° dia 5° dia
Cacodilato
pH 7,0 -0,05+0,77 aA  -0,56%0,23 abA -0,7240,43 bA -0,87+0,37 bA  -0,954+0,60 b
(controle)
Acido citrico  31,69+2,58 aB 46,40+3,08 bB 59,63+4,18 cB 68,10+2,84 dB -
pH 2,5

Acido citrico  20,03£6,50 aC  38,95+537bC  45,85£6,90bcC  46,3145.98 cC  50,29+5.,66 ¢
pH 3,5

Acido citrico 6,59£1,95 aA 20,98+3,99 bD 23,3843,38 bD  28,89+3,99cD  31,77#4,77 c
pH 4,5

Acido citrico  3,88+2,72 aA 11,13+3,98 bE 12,20+3,90 bE 18,74+£3,81 cE  21,27+4,23 ¢
pH 5,5

Acido citrico 2,49+43,54 acA  -1,01+0,66 aA 4,23+£3,91 cA 7,4446,46 cF 6,5445,12 ¢
pH 7,0

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey. As letras mindsculas mostram
as diferencas nas linhas dentro do mesmo grupo de tratamento em funcdo dos dias. As letras
maidsculas mostram as diferengas nas colunas entre os grupos de tratamento dentro do mesmo dia.

5.2 PORCENTAGEM DE PERDA DE DUREZA DE SUPERFICIE (%PDS) APOS
IMERSAO EM SALIVA

Os dados da tabela 2 apresentam os dados de %PDS dos blocos dentais apds
imersdao na saliva durante a noite em cada dia do modelo de ciclagens erosivas. Os
resultados demonstram que a %PDS dos blocos tratados com cacodilato pH 7,0 ndo

apresentou diferenca estatistica entre os dias da ciclagem erosiva (p>0,05), e seus valores
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foram negativos. Diferentemente, a %PDS dos blocos expostos ao acido citrico pH 2,5
apresentou diferenca estatistica em funcdo dos dias (p<0,05), de forma que os valores de
%PDS se mostraram de forma crescente. Em relacao aos blocos tratados com dcido citrico
pH 3.5, o primeiro dia apresentou o menor valor de %PDS com diferenca estatistica
significante dos quatro dias subsequentes (p<0,05), que apresentaram valores de %PDS
similares e ndo diferiram entre si (p>0,05). Nos blocos tratados com &cido citrico pH 4,5, o
primeiro dia também apresentou a menor perda mineral com diferenga significativa em
relacdo aos demais (p<0,05), e os dias 3, 4 e 5 apresentaram maiores %PDS do que os
demais dias (p<0,05), mas ndo diferindo entre si (p>0,05). Nos resultados dos blocos
expostos ao 4cido citrico pH 5,5, é possivel observar que o 1° dia apresentou valor
negativo, diferindo significativamente dos outros dias (p<0,05). Entretanto, a perda mineral
do dia 2 ndo diferiu significativamente do dia 4 (p>0,05) e a mesma situagdo foi observada
entre os dias 3 e 5 (p>0,05) que apresentaram maiores valores de %PDS em comparagdo
aos outros dias (p<0,05). Os valores de %PDS dos blocos tratados com 4cido citrico pH 7,0
nao apresentaram diferenca significativa entre os trés primeiros dias (1, 2 e 3) do modelo de
ciclagens erosivas (p>0,05), sendo que comparando os dias 3, 4 e 5 também ndo houve
diferenca estatisticamente significante (p>0,05).

Na comparacgdo entre grupos, € possivel verificar que no primeiro dia os blocos
tratados com cacodilato pH 7,0, acido citrico 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 d&cido citrico 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 4cido citrico pH 7,0
(p>0,05), e que os blocos tratados com 4cido citrico pH 2,5, 3,5 e 4,5 apresentaram maiores
valores de %PDS com diferenca estatistica entre si (p<0,05), entretanto os blocos do
tratamento com &cido citrico 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 acido citrico pH
7,0 (p>0,05), também apresentaram os menores valores de %PDS (p>0,05), e os demais
grupos apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre si. Dados
semelhantes podem ser observados para o dia 4. Os blocos tratados com 4cido citrico pH
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2,5 apresentaram os maiores valores de %PDS, seguido dos grupos tratados com &4cido
citrico pH 3,5 e pH 4,5 com diferenca significativa (p<0,05) em todos os dias da ciclagem

quando comparados entre si.

Tabela 2- Porcentagem de perda de dureza de superficie (% PDS; médiatdp) dos blocos
dentais em funcio dos grupos de tratamento em um modelo de ciclagens erosivas apés

imersao em saliva durante a noite (n=12).

Dias de ciclagem

Tratamentos
1° dia 2°dia 3°dia 4° dia 5°dia
Cacodilato
pH 7,0 0,64+032aA  -1,13+0,57 aA  -1,05+0,51 aA  -1,23+0,73 aA -1,09+0,57 a
(controle)

Acido citrico 76034362 aB  355148,10bB  47,33+491cB  53,80+5,97 dB .
pH 2,5

Acido citrico 1§ 88+581 aC  28,3248,15bC  36,46+7,66 bC  3527+548bC  352748,16 b
pH 3,5

Acido citrico  5114220aD  11,01#237bD  19,74+442cD  20,18+4,75¢cD  21,86%3,75 ¢
pH 4,5

Acido citrico () 14+] 48 aA  7,2043,50bD  12,99+4,53cE  11,04+3,97 bE 13,3343,92 ¢
pH 5,5

Acido citrico | 144084 aA  -0,38+1,01 aA  040+1,71 abA  2.86+4.83 bA 3,09+3,06 b
pH 7,0

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey. As letras mindsculas mostram as
diferencas nas linhas dentro do mesmo grupo de tratamento em fungdo dos dias. As letras maitsculas
mostram as diferengas nas colunas entre os grupos de tratamento dentro do mesmo dia.

Todos os resultados de porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) dos
blocos dentais em funcdo dos grupos de tratamento no modelo de ciclagens erosivas se
encontram na Tabela 3. Entretanto para facilitar a apresentacdo dos dados estatisticos, os
dados de %PDS foram apresentados em resultados apos ciclagem (Tabela 1) e apos saliva

(Tabela 2).
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Tabela 3: Percentual de perda de dureza superficie (% PDS; Média + DP) do esmalte dental em funciao dos tratamentos e
do tempo de ciclagem erosiva (n=12).

Tempo (Dias de ciclagem)
Tratamento Dia2 Dia 3 Dia4 Dia5
Apos ciclagem®  Apos saliva ** Apés ciclagem  Apos saliva Apos ciclagem  Apos saliva Apéscichgem Apossaliva Apos ciclagem  Apas saliva

Cacodilato pH 7,0 (controle) 0,1£08 06+03 06+02 11+06 07404 1,105 09+04 12407 -1,0£06 1106

Acido citrico pH 2,5 31,726 260436 464+31 355481 596+42 473+49 681+238 53,8£6,0 e b

Acido citrico pH 3,5 20,0+ 65 189+58 389+54 283482 459+69 36577 4636, 353455 503+57 35382

Acido citrico pH 4,5 66+20 51£22 21,040 11,0£24 2B4+£34 197+44 289+40 202+48 318+48 219£38

Acido citrico pH 5,5 39+27 01+£15 11,1£40 72435 122£39 130+45 187+38 11,0£40 213+42 133+39

Acido citrico pH 7,0 25£35 40+08 1,007 0610 43+£39 4117 76£65 50£48 6,7£5]1 -38+30

*Apos ciclagem = apés o dltimo tratamento com as solucdes de tratamento

*%* Apos saliva = antes da formacéo da pelicula adquirida

*#*Nao foi possivel visualizar as edentacoes na superficie dos blocos dentais
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Figura 4 — Média da porcentagem de perda de dureza superficie (%PDS) do esmalte dental em um
modelo de ciclagens erosivas apés o 42 dia de tratamento (n=12). Letras distintas
indicam diferencga estatistica entre os grupos (p<0,05) pelo teste de Tukey. Barras
indicam o desvio padrdo. As letras maitsculas mostram as diferencas entre os grupos
apo6s a ciclagem. As letras mindsculas mostram as diferengas entre os grupos apds a
imersdo em saliva.

5.3 ANALISE PERFILOMETRICA

Os dados de perfilometria representam a média de perda de superficie dos
blocos dentais apds exposi¢cdo as solugdes de tratamento do modelo de ciclagens erosivas.
Na tabela 4 € possivel observar os valores de perda de superficie dos blocos tratados com
acido citrico pH 2,5 e 3,5 quando é comparada a avaliacdo inicial e final dos blocos. Os
dados demonstram que os blocos dentais tratados com &cido citrico pH 2,5 apresentaram a
maior perda de superficie, diferindo estatisticamente de todos os demais grupos (p<0,05) e
que o grupo exposto ao acido citrico pH 3,5 também apresentou diferenga estatistica em
relacdo aos outros grupos. Ja os blocos tratados com cacodilato e 4cido citrico pH 7,0

apresentaram valores negativos de perda da superficie, e os blocos expostos ao dcido citrico

31



pH 4,5 e 5,5 apresentaram valores muito similares de perda, ndo havendo diferenca

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

Tabela 4 — Valores (inicial e final) de perfilometria e de perda de superficie
(um) dos blocos dentais em funcio dos grupos de tratamento em um modelo
de ciclagens erosivas (n=12).

Valores de perfilometria

Perda de
Tratamento fici
Inicial Final superticie
Cacodilato pH 7,0 -0,005 + 0,158 a 0,180 0,195 a 0,185 + 0,295 a
(controle)
Acido citrico pH2,5  0,051%0,136a 9,044 1,148 b 9,093 + 1,099 b
Acido citrico pH3,5  -0,038+0,159 1,229 +0,574 ¢ 1,192 + 0,545 ¢
Acido citrico pH4,5  0,083+0,105a 20,234 + 0,134 a* 0,280 + 0,161 a*
Acido citrico pH 5,5 0,097 £0,132 a 20,074 £0,129 a** 0,190 + 0,221 a**
Acido citricopH7,0 0,084 £ 0,165 a 0.114%0.165 a**  -0,036 + 0,265 a**

Médias seguidas de letras distintas indicam diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05)
pelo teste de Tukey. *n=9 e **n=11. Houve perda de blocos dentais nestes grupos.
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Figura 5 — Média de perda de superficie (um), por andlise perfilométrica, dos blocos dentais em

fun¢@o dos grupos de tratamento em um modelo de ciclagens erosivas (n=12). Letras
distintas indicam diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Barras indicam o desvio padrdo. *n=9 e **n=11. O valor de n destes grupos foi menor,
pois os blocos foram perdidos.
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5.4 ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Figura 5 — Imagens dos blocos esmalte bovino tratado em diferentes solu¢des de tratamento ao final do
modelo de ciclagen/s erosivas. A- Acido cftgico pH 2.5; B- Acido citrico pH 3,5; C- Acido
citrico pH 4,5; D- Acido citrico pH 5,5; E- Acido citrico pH 7,0; F- Cacodilato pH 7,0.
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6 DISCUSSAO

O presente modelo experimental foi desenvolvido com a proposta de mimetizar
condicdes da cavidade oral préximas de uma realidade clinica, de forma que uma relacao
dose-resposta em termos de pH seja avaliada, pois hd auséncia na literatura de modelos in
vitro dindmicos para estudar a erosdo dental (Shellis et al., 2011; Young & Tenuta, 2011).
O modelo de ciclagens erosivas proposto neste estudo permitiu que as mudangas de perda
mineral fossem avaliadas em todos os dias, além de analisar a perda de superficie no final
do estudo.

Os achados de %PDS apdés a ciclagem, no primeiro dia de tratamento,
demonstram que mudancgas de perda mineral j4 puderam ser observadas quando os blocos
dentais foram expostos a solucdes de acido citrico 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 estd associado ao maior poder erosivo
de solucdes com estes valores de pH, principalmente do pH 2,5, pois solucdes com baixos
valores de pH fornecem fons hidrogénio, que atuam diretamente na superficie dental devido
a sua ligacdo com fons carbonato ou fosfato (Featherstone & Lussi, 2006), promovendo
perda mineral que evoluird para perda da superficie dental. Além disto, o tempo de duracdo
do ataque erosivo do primeiro dia (duracdo total de 4 min) e a presenca da saliva artificial
entre os tratamentos podem ter sido capazes de retardar a perda mineral ou amolecimento
do esmalte dental. Logo, as solu¢des de pH 2,5 e 3,5 conseguiram provocar estagios iniciais
de erosao dentdria sensiveis a técnica aplicada, o que ndo pode ser observado nos demais
grupos.

Mudangas nas %PDS, em fun¢do do tempo e dos valores de pH, na maioria dos
grupos podem ser verificadas no segundo dia (tempo total de 8 min de exposi¢do ao
tratamento erosivo) e terceiro dia (tempo total de 12 min de exposicdo ao tratamento
erosivo), como pode ser observado na tabela 1. Eisenburger et al. (2001) verificaram que a
profundidade da lesdo depende do valor do pH e do tempo de contato do dcido com o
substrato, entretanto, em seu estudo, a exposi¢do foi continua e o tempo de exposicado
elevado (2, 4 e 8 h). Outro estudo também verificou uma dependéncia linear da dureza em
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funcdo do pH quando as amostras foram submetidas a 2 min de exposicdo ao 4cido e
avaliadas por nanoedentacdo (Barbour et al., 2003), porém este também foi um modelo
estatico, de exposicao unica. Assim, os resultados atuais confirmam que existe esta relagao
inversa entre o pH da soluc@o na qual o bloco dental foi imerso e a perda mineral, e que
este aumento da %PDS também ocorreu em funcio do tempo de exposi¢cdao. Entretanto, os
grupos tratados com tampao cacodilato pH 7,0 e 4cido citrico pH 7,0 ndo diferiram
significativamente entre si, demonstrando a capacidade inerte de uma solucdo neste valor
de pH na erosdo dental e a pequena atividade quelante do acido citrico em pH 7,0. O
tampao cacodilato foi escolhido por ndo ter acdo quelante e por apresentar pKa 6,3,
proximo ao valor de pH desta solugdo de tratamento, funcionando otimamente como
tampao no pH escolhido para este grupo.

Quanto a andlise dos resultados obtidos no quarto dia de tratamento, € possivel
observar uma relagdo dose-resposta em funcdo de todos os valores de pH, pois quanto
menor o pH maior a perda mineral, sendo observado também um leve efeito quelante do
acido citrico pH 7,0. Entretanto, no quinto dia ja nio foi mais possivel avaliar a dureza de
superficie do grupo pH 2,5, pois houve impossibilidade de visualiza¢do das edentacdes. A
andlise de dureza de superficie foi utilizada para avaliar os estdgios iniciais da erosdo dental
e amolecimento da camada superficial, entretanto em lesdes avangadas a edentagdo ndo se
apresenta claramente definida e nitida, impossibilitando que seja quantificada (Barbour &
Rees, 2004; Schlueter et al, 2011). Nesta condi¢do sugere-se que o modelo permitiu uma
perda mineral em profundidade, sendo indicada a aplicacdo de outro método de andlise, a
perfilometria, técnica que quantifica a perda de substrato dental em profundidade (Barbour
& Rees, 2004; Schlueter et al, 2011).

Assim, a exposi¢cdo de 16 min as solugdes de 4cido citrico, completada ao final
do quarto dia, foi o tempo méximo no presente modelo para verificar a reacdo do esmalte
dentdrio bovino quando exposto a uma ciclagem com solugao de acido citrico pH 2,5 nas
condicdes aplicadas. Logo, o tempo de 20 min de exposi¢cdo intermitente produziu perdas
minerais e de superficie avancadas no esmalte dental para o grupo pH 2,5, diferindo dos
demais grupos. Assim, no quinto dia (20 min de exposi¢ao) foi possivel apenas verificar
uma resposta em termos de dureza de superficie, com a presenca dos estdgios iniciais da
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erosdo dental e com amolecimento da camada superficial, nos grupos restantes (4cido
citrico pH 3.5, 4,5, 5,5 e 7,0 e cacodilato pH 7,0) em funcao do pH para o modelo proposto.
Com isto, é possivel afirmar que o modelo apresentou no quarto dia uma relacdo dose-
resposta para todos os diferentes valores de pH das solugdes propostas. Assim, torna-se
agora necessdria a avaliacdo de produtos da dieta com diferentes valores de pH neste
modelo de ciclagens erosivas, a fim de se avaliar como o modelo se comportard frente aos
mesmos.

A respeito da %PDS apds imersao na saliva durante a noite, os resultados em
praticamente todos os grupos apontam para um ganho de dureza de superficie, porém nao
impedindo, posteriormente, a desmineralizag¢io apds novos tratamentos erosivos. E possivel
observar, em fun¢do dos dias de ciclagem, que hd uma reducdo na %PDS em relagcdo aos
dados apds 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 relacdo as perdas de superficie, devido as condi¢gdes 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 apés os tratamentos em todos os dias da ciclagem em
relacdo aos demais grupos e no quinto dia de ciclagem, com um total de exposi¢dao
intermitente de 20 min ao 4cido citrico, ja ndo foi mais possivel utilizar a anélise de dureza
de superficie, ja que a perda foi mais agressiva em comparagao aos outros grupos. Isto pode
ser observado na literatura, em que técnicas como a perfilometria e microrradiografia foram
utilizadas para avaliar perda de superficie para tempos a partir de 30 min de exposi¢do em
acido citrico (Ganss et al., 2005), enquanto que amostras de esmalte dental exposto a 2 min
a solugdo de 4cido citrico em diferentes valores de pH foram avaliadas por nanoedentacao
(Barbour et al., 2003). Assim, como White et al. (2010) que verificaram a reducdo de
dureza (andlise nanoedentacdo) e a perda mineral (andlise perfilométrica) em diferentes
periodos de tempo e observaram que a reducdo 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 diferenca de perda de
superficie mineral pode ser verificada entre o pH 2,5 e 3,5 e que entre o pH 3,5 e 4,5 esta
diferenca de perda ndo € tdo 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 lesdo no grupo exposto a dcido citrico pH 2,5 foi 3 vezes
maior que aquela no pH 3,2. Porém este estudo ndo foi desenvolvido como modelo de
ciclagens, sendo entdo sugerido que novos estudos sejam realizados para verificar em mais
detalhes a perda mineral entre pH 2,5 ¢ pH 3,5 no modelo atualmente desenvolvido.
Entretanto, Wetton et al (2006), ao avaliarem a perda de superficie em blocos de esmalte
dental humano apds trés ciclos alternados entre saliva humana por 1 h e 4cido citrico pH
3,2 por 10 min, verificaram uma perda mineral aproximadamente 4 vezes maior que no
presente estudo. Porém, este estudo utilizou o acido citrico com menor pH, uma maior
agitacdo e maior tempo de exposicdo tanto continua quanto intermitente ao &cido.
Adicionalmente, ndo foi observada diferenca entre os grupos tratados com pH 4,5 e 5,5 e
isto pode ser explicado pelas reacdes quimicas que ocorrem com o acido citrico para
valores intermediarios de pH, pois estaria ocorrendo tanto o mecanismo de acdo dos ions
hidrogénio atuando diretamente na superficie mineral quanto o efeito quelante
(Featherstone & Lussi, 2006), ndo sendo entdo possivel avaliar perdas mais avangadas
nestes valores de pH neste periodo de 5 dias do modelo.

Em termos de dureza de superficie, o grupo exposto a solucdo de 4cido citrico
pH 7,0 apresentou pequenas reducdes na dureza de superficie, o que ndo pode ser
verificado na perfilometria que apresentou dados que sugerem um ganho mineral, nio
sendo verificada nesta andlise o seu efeito quelante (Featherstone & Lussi, 2006). J4 o
grupo tampao cacodilato pH 7,0 apresentou valores negativos encontrados tanto em dureza
de superficie quanto em perfilometria. Estes dados podem ser relacionados a 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 ndo foram expostos a nenhuma solugdo
desmineralizante. Estas alteracdes na superficie dos blocos dentais nas diferentes solucdes
de tratamento, tanto em termos de perda inicial quanto em profundidade, podem ser
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observadas nas imagens por micoscopia eletronica de varredura, em que esta perda mineral
decresce com o aumento do pH.

Avaliando os dados de dureza de superficie, ainda é possivel observar as perdas
minerais e capacidade remineralizante da saliva em funcdo do tempo e uma relagdo dose-
resposta para alguns dias da ciclagem, entretanto para perfilometria, esta relacio dose-
resposta foi verificada apenas para alguns valores de pH das solu¢des. Entretanto, isto pode
ser explicado pelo proprio modelo proposto em fungdo do tempo de exposi¢do ao dcido
citrico aplicado por 1 minuto, pois pequenos tempos dependo do pH provocam estdgios
iniciais de erosdo dentdria com o amolecimento da camada superficial, enquanto que para
estdgios avancados de erosdo dental, j4 € possivel observar perda mineral. Uma outra
resposta poderia ser a auséncia de abrasdo no modelo, pois a camada superficial amolecida
seria removida e uma maior profundidade da lesdo seria formada. Entretanto, sugere-se o
desenvolvimento de um modelo com duracdo de 10 dias para avaliar como seria este efeito
dose-resposta ao pH avaliado pela perfilometria.

Assim, o modelo proposto permitiu a inclusio de fatores relacionados ao
dinamismo do ambiente bucal, buscando mimetizar o processo da erosao dentéria. Logo, a
verificacdo da perda de mineral por meio da sensibilidade do método de dureza de
superficie permite sugerir que o presente estudo apresenta metodologia valida devido aos

efeitos dose-resposta das solugdes de 4cido citrico com diferentes valores de pH.
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7 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o modelo in vitro de ciclagens erosivas proposto
simula e mimetiza fatores importantes no processo de erosdo dental e que mostrou um
efeito dose-resposta em funcdo do pH em termos de perda mineral, além de mostrar uma

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

PADRONIZACAO DE VARIAVEIS RELACIONADAS AO PROCESSO DE
EROSAO

Efeito da agitacao durante a exposicao continua dos blocos dentais ao acido citrico na
perda mineral

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da agitacdo durante a exposi¢do ao
acido citrico na perda mineral do esmalte dentdrio, em termos de dureza de superficie,
quando exposto de forma continua ao 4cido. Para isto, blocos de esmalte dental bovino
(n=5), selecionados pela dureza de superficie conforme previamente descrito no item 4.3,
foram imersos em &cido citrico 47,6 mM pH 3,5 (2,5 mL/mm? de drea exposta) na auséncia
e presenca de agitacdo (100 rpm) a temperatura ambiente. A imersdo dos blocos dentais no
acido citrico foi feita de forma continua e, apds cada 2 minuto de imersdo, a dureza de
superficie foi novamente determinada para cdlculo da porcentagem de perda de dureza
(%PDS). Esse procedimento foi repetido até que ndo fosse mais possivel visualizar as

edentacdes feitas. Foram realizados trés experimentos para este estudo preliminar.

Efeito da agitacao durante a exposicao dos blocos dentais ao acido citrico em um
modelo de ciclagens erosivas

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da agitacdo na perda mineral do
esmalte dentdrio, em termos de dureza de superficie, exposto ao 4cido citrico em um
modelo de ciclagens erosivas. Blocos de esmalte dental bovino (n=5), selecionados pela
dureza de superficie conforme previamente descrito no item 4.3, foram imersos em &cido
citrico 47,6 mM pH 3,5 (2,5 mL/mm? de 4rea exposta) a temperatura ambiente na auséncia
e presenga de agitacdo (100 rpm). A imersdo dos blocos dentais no 4cido citrico foi de
forma intermitente (ciclagem erosiva com imersdo no 4cido citrico por 2 min e na saliva
artificial por 2 h a 37°C), sendo que apds a quarta exposi¢cdo didria ao acido citrico, os
blocos dentais permaneciam imersos na saliva artificial overnight. Apds cada 2 min de

imersdao no 4cido e apds cada tratamento na saliva artificial, a dureza de superficie foi
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novamente determinada para célculo da porcentagem de perda de dureza (%PDS). Esse

procedimento foi repetido até que ndo fosse mais possivel visualizar as edentacoes feitas.

Efeito da formacao de pelicula adquirida nos blocos dentais tratados no modelo de
ciclagens erosivas

O objetivo deste estudo foi avaliar a perda mineral do esmalte dentdrio, em
termos de dureza de superficie, exposto ao 4cido citrico em ciclagem erosiva com a
ppresenga de saliva humana para formagao de pelicula adquirida. Antes do primeiro desafio
erosivo de cada dia, blocos dentais de esmalte dental bovino (n=8), selecionados pela
dureza de superficie, foram imersos por 2 h a 37°C sob agitacdo (100 rpm) em um “pool”
de saliva humana estimulada e clarificada para formacdo da pelicula adquirida.
Posteriormente, estes blocos dentais foram submetidos a ciclagem erosiva: imersdo por 2
min em solu¢cdo de 4cido citrico 47,6 mM pH 3,5 (2,5 mL/mm? de &rea exposta) a
temperatura ambiente com agitacdo (100 rpm) alternada com saliva artificial por 2 h a
37°C. Os blocos dentais permaneceram imersos na saliva artificial overnight. Apds cada 2
min de imersdo no 4cido e apds cada tratamento na saliva artificial e humana, a dureza de
superficie foi novamente determinada para cdlculo da porcentagem de perda de dureza
(%PDS). Esse procedimento foi repetido até que ndao fosse mais possivel visualizar as

edentagdes feitas. Foram realizados dois experimentos para este estudo preliminar.

Efeito da duracio de cada exposicao ao acido citrico na perda mineral dos blocos
dentais

O objetivo deste estudo foi avaliar a perda mineral do esmalte dentdrio, em
termos de dureza de superficie, exposto ao dcido citrico em diferentes tempos de exposicao.
Blocos de esmalte dental bovino (n=8), selecionados pela dureza de superficie, foram
imersos em solucdo 4cido citrico 47,6 mM pH 3,5 (2,5 mL/mm?® de &rea exposta) a
temperatura ambiente na presenca de agitacdo (100 rpm) no seguintes tempos: 30's, 1 e 2
min. Os blocos dentais foram submetidos a0 modelo de ciclagens erosivas (imersdo em
acido citrico alternada com saliva artificial por 2 h a 37°C). Apés cada imersdo no 4cido e
ap6s cada tratamento na saliva artificial, a dureza de superficie foi novamente determinada
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para cdlculo 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 exposicao a saliva artificial entre os tratamentos com acido citrico

O objetivo deste estudo foi avaliar a perda mineral do esmalte dentdrio, em
termos de dureza de superficie, exposto ao 4cido citrico 47,6 mM alternado com saliva
artificial em diferentes tempos de exposi¢do. Blocos de esmalte dental bovino (n= 4),
selecionados pela dureza de superficie, foram imersos em acido citrico 0,0476 M pH 3,5
(2,5 mL/mm? de 4rea exposta) a temperatura ambiente na presenca de agitacio (100 rpm)
por 1 minuto alternado com saliva artificial por 1 ou 2 h a 37°C. Apds cada imersdo na
saliva artificial, a dureza de superficie foi novamente determinada para calculo da
porcentagem de perda de dureza (%PDS). Esse procedimento foi repetido 4 vezes,

simulando um dia no modelo de ciclagens erosivas.

RESULTADOS

Efeito da agitacao durante a exposicao continua dos blocos dentais ao acido citrico na
perda mineral

A Figura 1 representa em termos de média e desvio padrdo a porcentagem de
perda de dureza de superficie (%PDS) para os grupos tratados na presenca e auséncia de
agitacdo em funcdo do tempo. A partir destes dados pode-se observar que houve um
crescente aumento da %PDS para ambos os grupos, aqueles com ou sem agitacdo durante a
imersdo dos blocos dentais na solu¢@o de 4cido citrico em fung¢do do aumento do tempo.
Numericamente, o grupo com agitacdo apresentou maiores valores de %PDS em todos os
tempos avaliados. Inclusive, apés 10 min de agitacdo ndo foi mais possivel visualizar as
impressoes feitas nos blocos dentais. No entanto, no grupo sem agitacao foi possivel avaliar
os blocos dentais até 12 min de exposi¢do, ou seja, apds 14 min de exposicao ndo foi mais

possivel visualizar as edentacdes feitas nos blocos dentais. Estes dados demonstram que
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houve uma menor perda mineral no grupo sem agitacdo quando comparado ao grupo com

presenca de agitacdo em fungdo do tempo.
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M Sem agitacdo
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%PDS
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Figura 6 — Porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS; média de 3 experimentos) dos
blocos dentais apds imersdo em dcido citrico 0,0476 M pH 3,5 na presenca e auséncia
de agitacdo em funcdo do tempo (n=5 blocos por experimento). #Nao foi possivel
avaliar a dureza de superficie neste grupo e nestes tempos por impossibilidade de
visualizar a edentacdo. As barras indicam o desvio-padrio. *O valor de n nestes
tempos foi menor devido a impossibilidade de visualizar a edentacdo feita no
microdurdmetro.

Efeito da agitacao durante a exposicao dos blocos dentais ao acido citrico em um
modelo de ciclagens erosivas

Os dados da Figura 2 representam a porcentagem de perda de dureza de
superficie (%PDS) em um modelo de ciclagens erosiva (imersdo alternada em &cido citrico
47,6 mM pH 3,5 e saliva artificial pH 7,0 por 2 h) para os grupos tratados na presenga e
auséncia de agitacdo durante a imersdo no acido citrico em funcdo do tempo. De acordo
com os resultados, € possivel observar que para ambos o0s grupos, com € sem agitacao,
houve um aumento crescente na %PDS em funcdo do tempo de exposi¢do ao 4cido citrico.
Para o grupo sem agitacdo, foi possivel avaliar a dureza de superficie até 14 min,
entretanto, 0 mesmo ndo pode ser observado para o grupo com agitagdo; com 12 min de

agitacdo no 4cido citrico ndo foi possivel visualizar as edentacdes na andlise de dureza de
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superficie. E possivel observar que os blocos dentais do grupo com agitacio puderam ser
avaliados apds tratamento com o 4cido citrico por um menor periodo de tempo (10 min),
pois a partir da sexta exposi¢ao (12 min) ja ndo foi mais possivel visualizar as edentagdes.
Entretanto, o seu tempo de exposicdo ao dcido citrico em ciclagem erosiva foi maior do que

em exposi¢do continua (ver figura 1).
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Figura 7- Porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS, média de um experimento) dos blocos dentais
tratados com 4cido citrico 0,0476 M pH 3,5 na presenca e auséncia de agitacdo em fungdo do tempo
de imersdo no dcido citrico em um modelo de ciclagens erosiva (n=5 blocos dentais). # Nao foi
possivel avaliar a dureza de superficie neste grupo e tempo por impossibilidade de visualizar a
edentagdio. As barras indicam o desvio-padriio. *O valor de n nestes tempos foi menor devido a
impossibilidade de visualizar a edentag?o feita no microdurdmetro.

Efeito da formacao de pelicula adquirida nos blocos dentais tratados no modelo de
ciclagens erosivas

Em relacdo a formagdo de pelicula adquirida nos blocos dentais tratados no
modelo de ciclagens erosiva, a Figura 3 mostra um crescente aumento da %PDS para
ambos os grupos, com formagdo e sem formagdo de pelicula adquirida em func¢do do
aumento do tempo de imersdo dos blocos dentais no 4cido citrico 47,6 mM pH 3.,5. Nos

primeiros tempos de avaliacdo, isto é, até 8 min, € possivel verificar que os blocos dentais
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do grupo com formacao de pelicula adquirida apresentaram numericamente maiores valores
de %PDS, apesar de muito préximos dos valores do grupo sem formacdo de pelicula
adquirida. A partir de 10 min de exposicao ao 4cido citrico ndo ha diferenca entre os grupos

com ou sem formacdo de pelicula adquirida quanto a perda de dureza de superficie.
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Figura 8 - Porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS, média de 2 experimentos) dos
blocos dentais com ou sem formacdo de pelicula adquirida em funcdo do tempo de
imers@o no 4cido citrico em um modelo de ciclagens erosiva (n = 8 blocos dentais por
experimento). As barras indicam o desvio-padrdo. *O valor de n nestes tempos foi menor
devido a impossibilidade de visualizar a edentagdo feita no microdurdmetro.

Efeito da duracao de cada exposicio ao acido citrico na perda mineral dos blocos
dentais

Os dados apresentados na Figura 4 mostram a porcentagem de perda de dureza
de superficie (%PDS) dos blocos dentais em fun¢do da duracdo de cada tratamento erosivo
(30 s, 1 ou 2 min) em um modelo de ciclagens erosiva (imersdo alternada em dcido citrico
47,6 mM pH 3,5 e saliva artificial pH 7,0 por 2 h). E possivel observar que houve um

crescente aumento da %PDS para todos os grupos em fun¢cdo do ndmero de exposi¢des. Em
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termos de média, o grupo tratado com 4cido citrico 47,6 mM por 2 min apresentou a maior
9%PDS seguido do grupo tratado por 1 minuto e do grupo tratado por 30 s. No tempo de 2
min, o valor da %PDS ¢ aproximadamente o dobro do valor do grupo tratado por 30 s, o
que nio se repete nas exposi¢des posteriores, embora na quarta exposi¢do € possivel
observar uma maior perda no grupo de 2 min quando comparado ao de 30 s. Enquanto que

estas diferencas nao sdo observadas entre os grupos de 1min e 30 s.
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Figura 9 — Porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS, média) dos blocos dentais em
fun¢@o do tempo de duragdo de cada tratamento erosivo e do nimero de exposi¢des
ao 4acido citrico em um modelo de ciclagens erosiva (n = 8 blocos). As barras
indicam o desvio-padrao.

Efeito do tempo de exposicao a saliva artificial entre os tratamentos com acido citrico

A porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) dos blocos dentais
para os grupos tratados em diferentes tempos (1 h ou 2 h) de exposicdo a saliva artificial
entre os tratamentos erosivos em um modelo de ciclagens erosiva estd representada na
Figura 5. A partir dos dados verifica-se uma linearidade na %PDS em fun¢do do numero de
tratamentos para ambos os grupos, principalmente para o grupo exposto a saliva artificial
por 1 h. E possivel observar que até o terceiro tratamento com 4cido citrico, em termos de

média e desvio padrdo, o grupo exposto a saliva artificial por 1 h entre os tratamentos
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erosivos apresenta valores menores de %PDS quando comparado ao grupo exposto por 2 h,
embora estes valores sejam proximos. Adicionalmente, é possivel observar uma

similaridade na %PDS apds o quarto tratamento erosivo em ambos 0s grupos.
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Figura 10 — Porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS, média) dos blocos dentais em
fung¢do do tempo de imersdo na saliva artificial entre os tratamentos erosivos em um
modelo de ciclagens erosiva (n=4 blocos dentais). As barras indicam o desvio-padrao.
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ANEXO
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PARECER DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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