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RESUMO

A literatura jA comprova que individuos portadores de Diabetes Mellitus
(DM) apresentam disfuncdes das glandulas salivares. Acredita-se que o
menor volume na producédo salivar resulte em prejuizo local como no
aumento da prevaléncia de céarie, menor capacidade de resposta imune a
doenca periodontal e as infeccbes por fungos. Também se espera
prejuizos sistémicos com a alteracdo na formacgdo do bolo alimentar e
processos digestivos, além de influenciar negativamente na qualidade de
vida em relacdo a sensagdo de boca seca, engasgos frequentes,
dificuldade de degluticdo e necessidade de hidratac&o noturna. O objetivo
dessa dissertacéo foi testar tratamentos nao invasivos para manejo da
hipossalivacdo associada ao DM, utilizando métodos fisicos para
estimulacdo salivar. Em nosso primeiro estudo exclusivamente clinico
(capitulo 2), ap6s cada sesséo de TENS, os participantes relataram uma
melhora na xerostomia. Embora tenha sido observado um leve aumento
no fluxo salivar apds cada sesséo de estimulacdo TENS (aumento médio
de 0,14+0,09 mL/min), esse incremento ndo se manteve ao longo das
sessfes (p>0,05). Nosso segundo trabalho (capitulo 3) apresentou a
abundancia relativa de microrganismos da saliva, nos niveis de filos e
géneros, antes e apdés a estimulacdo salivar por meio de diferentes
tratamentos com estimulo fisico. Firmicutes e Actinobacteriota foram os
gue apresentaram maior abundéancia relativa observada em todas as
amostras, independentemente do tipo de tratamento. A diversidade alfa
foi maior nas amostras apdés tratamento com laser, quando comparadas
com as amostras de TENS, sugerindo um maior impacto no microbioma.
Um possivel efeito de lavagem foi observado, reduzindo os
microrganismos em baixa abundancia apés tratamentos. Em concluséo,
0 manejo da hipossalivacéo associada ao DM por meio de métodos fisicos
(laser, TENS e a combinacdo de ambos) parece modificar de alguma
forma o fluxo salivar e a melhorar a queixa de xerostomia. Ha provavel
modulacdo microbiana com aumento da diversidade, particularmente
apos uso de laser. Contudo, novos estudos sao necessarios para
confirmacfGes da efichcia dos aparelhos fisicos no tratamento das
disfungbes salivares.

Palavras-chave: hipossalivacdo, xerostomia, Laser, TENS, saliva,
Diabetes Mellitus.



ABSTRACT

The literature already proves that individuals with Diabetes mellitus (DM)
have dysfunctions of the salivary glands. It is believed that the lower
volume of salivary production results in local damage such as increased
prevalence of caries, lower immune response capacity to periodontal
disease and fungal infections. Systemic damage is also expected with the
alteration in the formation of the food bolus and digestive processes, in
addition to negatively influencing the quality of life in relation to the feeling
of dry mouth, frequent gagging, difficulty in swallowing and the need for
nighttime hydration. The objective of this dissertation was to test non-
invasive treatments for managing hyposalivation associated with DM,
using physical methods for salivary stimulation. In our first purely clinical
study (Chapter 2), after each TENS session, participants reported an
improvement in their xerostomia. Although a slight increase in salivary flow
was observed after each TENS stimulation session (mean increase of
0.14+£0.09 mL/min), this increase was not maintained throughout the
sessions (p>0.05). Our second work (chapter 3) presented the relative
abundance of microorganisms in saliva at the levels of phyla and genera
before stimulation of saliva through different treatments with physical
stimulation. Firmicutes and Actinobacteriota showed the highest relative
abundance observed in all samples, regardless of the type of treatment.
Alpha diversity was greater in the samples after laser treatment when
compared to the TENS samples, suggesting a greater impact on the
microbiome. A possible washing effect was observed, reducing
microorganisms in low abundance after treatments. In conclusion, the
management of hyposalivation associated with DM using physical
methods (laser, TENS and the combination of both) seems to somehow
modify salivary flow and xerostomia. There is likely microbial modulation
with increased diversity, particularly after laser use. However, new studies
are needed to confirm the effectiveness of physical devices in the
treatment of salivary disorders.

Keywords: hyposalivation, xerostomia, Laser, TENS, saliva, Diabetes
Mellitus.
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Capitulo 1 — INTRODUCAO, REVISAO DE LITERATURA E OBJETIVOS

1.1 Introducao

Os aspectos clinicos bucais evidenciados nos individuos portadores
de Diabetes Mellitus (DM) estdo amplamente descritos na literatura (1).
Dentre as repercussdes bucais do DM, a hipossalivacdo se destaca e pode
ser justificada pela disfun¢cdo autondmica, dano ao parénquima glandular
(2), alteragcbes na microcirculacdo das glandulas salivares e problemas
associados aos efeitos do DM e da neuropatia correlacionada a regulacéao
da secrecao salivar (3). A acdo conjunta de muitos medicamentos
consumidos pelo portador de DM tipo 2 é também uma possivel causa para
a reducao do fluxo salivar, assim como o descontrole do indice glicémico
(4-8).

A disfuncado na producao de saliva observada nos individuos com DM
pode gerar prejuizo para a integridade dos tecidos dentais, resultando no
aumento do numero de lesdes de carie e da prevaléncia de carie radicular
(9), assim como no agravamento das doencas gengivais (10). A disfuncao
ainda causa alteracdo das fungbes gustativas, digestivas e piora a
qualidade do halito (11, 12), além de aumentar a predisposicado as infec¢cdes
oportunistas (13-15).

Devido a importancia clinica que a saliva possui, ndo basta o
conhecimento de sua fisiologia. O re-estabelecimento da producao salivar
torna-se fundamental para o correto desempenho das fun¢gdes bucais,
englobando a manutencdo da salde, a funcionalidade e a durabilidade de
trabalhos reabilitadores (16).

O fluido salivar é secretado, principalmente, pelos trés pares de
glandulas salivares maiores: parotidas, submandibulares e sublinguais,
responsaveis por cerca de 90% da producéao total de saliva diaria (17).
Também participam da producédo salivar as glandulas salivares menores
espalhadas por toda mucosa bucal.

A avaliacéo clinica da saliva é realizada pelo exame de sialometria,

no qual tanto a saliva em repouso como a estimulada s&do avaliadas. Vale
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destacar que a avaliacdo salivar € um exame simples, de baixo custo e com
grande capacidade de diagnéstico imediato. A reducdo no volume da
producao salivar pode resultar na hipossalivacdo, quando o fluxo salivar for
menor ou igual a 0,7ml/min mediante a estimulo e menor ou igual a 0,1
ml/min, na coleta em repouso (6). A hipossalivacdo pode ou ndo estar
correlacionada com a sensacgéo de boca seca, definida cientificamente por
xerostomia, cuja queixa é frequente no individuo portador de DM (4, 18).

Para o tratamento da hipossalivacdo, é possivel aplicar diversos
mecanismos de estimulacdo salivar, dentre eles o estimulo mecéanico,
gustativo, quimico ou fisico. A estimulacao fisica pode ser realizada tanto
por meio da acupuntura (19-21), quanto da laserterapia, com laser em baixa
intensidade (22, 23) ou ainda pelo uso da estimulacdo nervosa elétrica
transcutanea - TENS (Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation) (15, 24,
25) .

A acupuntura consiste na insercdo de minusculas agulhas em pontos
especificos, com o intuito de prevenir ou curar doencas e sintoma (19). O
mecanismo de estimulacdo salivar promovido pela acupuntura estéa
relacionado ao aumento do fluxo sanguineo, apresentando efeitos positivos
no metabolismo da secrecéo salivar e consequente aumento do fluxo salivar
(26). Mesmo sendo uma alternativa terapéutica, a acupuntura ndo sera
detalhada nesse estudo.

No tocante a estimulacdo salivar fisica por meio de laserterapia, a
irradiacdo emitida ndo €& térmica e apresenta efeitos fotofisicos,
fotoquimicos e fotobioldgicos. O laser de baixa poténcia atua na excitacao
de elétrons e na formacdo de um campo eletromecanico dentro da
mitocdndria, o que resulta no aumento dos niveis de calcio e aceleragdo da
proliferacdo celular, além de auxiliar a modulacdo da inflamacéao, achado
comum quando a atividade das glandulas salivares se apresenta reduzida
(27-29).

O mecanismo de acdo relacionado a estimulacdo elétrica
transcutanea (TENS) consiste na liberacdo de uma corrente elétrica,
através da fixacdo de eletrodos na regido externa das glandulas pardétidas,
sublinguais e submandibulares, que interage com as membranas celulares,

provocando modificagcdes na transducao de sinais ao ativar canais de calcio
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e AMP ciclico (30, 31). Além disso, atua no aumento do fluxo sanguineo,
da oxigenacdo, da producdo de ATP e na melhora do transporte da
membrana plasmatica (32).

Embora estudos demonstrem efeito positivo da estimulacdo nervosa
elétrica transcutadnea e do laser de baixa intensidade no tratamento da
hipossalivacdo de individuos em tratamento de quimioterapia e/ou
radioterapia (33, 34), dados sobre a acdo desses mecanismos,
separadamente ou em conjunto, no aumento da producdo salivar e na
melhoria da qualidade de vida em individuos portadores de DM ainda séo
escassos (35).

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo revisar todo o
processo de producdo salivar e sua importancia, bem como avaliar os
protocolos de estimulacao salivar por métodos fisicos, por meio do uso do
laser de baixa poténcia ou do TENS, assim como da associacao destes dois
aparelhos, em individuos portadores de DM do tipo 2 e com diagndstico de

hipossalivacéo.

1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Composicéao, secrecao e funcdes da saliva

A cavidade bucal oferece um ambiente com boa umidade, temperatura e
presenca de nutrientes derivados do hospedeiro, como carboidratos fermentaveis da
dieta, proteinas salivares, glicoproteinas e fluido crevicular gengival, o que o torna
adequado para o crescimento de muitos micro-organismos diferentes. A maior parcela
dos micro-organismos salivares € composta principalmente por bactérias, mas
também contém uma grande variedade de fungos, virus, arqueias e protozoarios.
Além disso, a cavidade bucal possui varios nichos diferentes para colonizacdo
microbiana que reflete na variedade da composicédo salivar, como dentes, sulco
gengival, gengiva inserida, lingua, mucosa jugal, mucosa labial e mucosa palatina (28,
36, 37).
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A analise por meio de técnicas de biologia molecular permitiu identificar, na cavidade bucal
de individuos saudaveis, mais de 3600 sequéncias compreendendo mais de 500 filotipos "em
nivel de espécie” (38). Os taxons predominantes pertenciam a Firmicutes do género
Streptococcus, familia Veillonellaceae do género Granulicatella, Proteobacteria do género
Neisseria, Haemophilus, Actinobacteria do género Corynebacterium, Rothia, Actinomyces,
Bacteroidetes do género Prevotella, Capnocytophaga, Porphyromonas e Fusobacteria do género

Fusobacterium (34).

Considerando a microbiota de individuos saudéaveis, foi observada auséncia de
microrganismos classicamente correlacionados a doenca periodontal, como Porphyromonas
gingivalis, Tanerella forsythia e Treponema denticola. Os microrganismos correlacionados a carie
dentéria, como Streptococcus mutans, Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. e Atopobium spp.,
também nao foram detectados em placa bacteriana supra e subgengival de dentes clinicamente
saudaveis (39). Tal fato demostra a diferenca entre a microbiota de individuos com e sem
doencas bucais e justifica uma adequacéo de conduta clinica perante o individuo com DM, ja que

possuem maior prevaléncia de doenca carie e periodontal (2, 40, 41).

Em andlise do microbioma, o trabalho de Ganley (42) resultou em 88 unidades
taxondmicas operacionais (OTUs) de nivel de género diferentes para testes de abundancia
diferencial. Os resultados foram amplamente descritos por duas tendéncias. A tendéncia 1
mostrou OTUs que aumentaram em abundancia com o aumento da doenca periodontal e em
diabéticos em relacdo aos ndo diabéticos. Tendéncia 1 OTUs compreendeu uma mistura de
comensais principalmente anaerdbicos e periodontopatégenos potenciais. A tendéncia 2 foi
impulsionada principalmente por géneros que diminuiram em abundancia naqueles com diabetes
em relacdo aqueles sem diabetes, que incluiam outros anaerdbios associados a doenca
periodontal. No geral, a diversidade microbiana bucal diminuiu em diabéticos e aumentou com a

progressdo da doenca periodontal em comparacdo com controles periodontais saudaveis.

Recentemente nosso grupo de trabalho (2) correlacionou a hiperglicemia com as
proporcdes de Treponema, Desulfobulbus, Phocaiecola e Saccharimonadaceae. Desulfobulbus
foi onipresente e o0 organismo mais enriquecido em individuos com DM. A relacdo
Firmicutes/Bacteroidetes foi maior em pH salivar alcalino do que em pH acido, concluindo que o
microbioma salivar é moldado pela hiperglicemia sistémica, bem como pelas alteracbes no pH

salivar, que podem estar ligadas a hiperglicemia local.
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Diferencas importantes na composi¢cao de grupos bacterianos entre amostras de saliva
estimuladas e ndo estimuladas, mesmo em altos niveis taxondmicos, também sdo observadas
(43). A microbiota salivar tem sido utilizada em diferentes estudos epidemiolégicos humanos (44)
e se destaca como um marcador para diagnostico de cancer bucal (45), doenca periodontal (46)
e carie dentaria (9). No entanto, este fluido bucal pode ser coletado por diferentes técnicas, o que
dificulta a definicdo de um protocolo clinico para analise replicavel.

A saliva € um fluido corporal importante, que desempenha um papel fundamental na
manutencdo da saude dos tecidos bucais, por meio de suas propriedades antibacterianas,
lubrificantes e tamponante. As imunoglobulinas e as enzimas antibacterianas, como peroxidase
salivar, lisozima e lactoferrina ajudam a limitar o crescimento da microbiota, atuando na

homeostase bucal.

Componentes organicos da saliva, como as histatinas (uma familia de proteinas salivares)
apresentam propriedades antifungicas que limitam o crescimento de leveduras. Esses
componentes salivares, em conjunto com os tecidos da mucosa bucal, fazem parte da imunidade
inata sistémica que continuamente protege o corpo humano de infec¢des, ao fornecer um meio

eficaz de lubrificacdo (17).

Do mesmo modo, as glicoproteinas salivares facilitam a mastigacéo, a degluticao, a fala e
auxiliam na reducéo do trauma tecidual (47). A saliva atua também na protecao e reparacéo de

lesdes fisicas/quimicas na mucosa orofaringea (48).

Juntamente aos componentes organicos, 0s elementos inorganicos, como célcio, fésforo,
sédio, cloreto, potassio, contribuem igualmente com a funcédo protetora da mucosa bucal e
gastrica. Um bom exemplo é a capacidade dos bicarbonatos e fosfatos em neutralizar o &cido

proveniente do trato gastrointestinal, nos casos de refluxo gastrico esofagico (37, 47).

Além do conjunto de acbes da saliva, vale compreender que toda a secrecdo salivar é
controlada pelo sistema nervoso autbnomo, através da liberagdo de neurotransmissores das
vesiculas das terminacdes nervosas junto as células do parénquima das glandulas salivares.
Essas séo estimuladas a liberar seus granulos de secrecdo e secretar agua e eletrélitos. Os
neurotransmissores acetilcolina e noradrenalina, que atuam no parassimpatico e no simpatico
respectivamente, interagem com receptores especificos (colinérgicos ou adrenérgicos)

localizados na membrana plasmatica da célula acinosa (49).
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As glandulas salivares consistem em componentes parenquimatosos e estromais. O
parénquima é composto por acinos, extremidades secretoras que fazem um fluido primario, ligado
a um sistema de ductos (intercalados, estriados e excretores) que modificam a saliva. Cada acino
consiste em células serosas ou mucosas, dispostas em torno de um Ilamen central.

Exclusivamente na glandula submandibular existem células mucosas semilunais serosas (17).

As glandulas salivares maiores possuem longas e ramificadas redes ductais. As glandulas
parotidas e submandibulares contém todos os segmentos ductais (intercalados, estriados e
excretora), enquanto as glandulas sublinguais e menores n&o possuem ductos estriados. Tais

diferencas anatémicas resultam na diferenca da qualidade de saliva produzida.

Cerca de 90% da saliva € produzida pelos principais pares de glandulas salivares maiores
e o0 volume diario variade 0,5 a 1,0 L. Quando em repouso, 65% da saliva, em média, é produzida
pela glandula submandibular, localizada abaixo do bordo livre do musculo milo-hiéideo, tendo o
ducto excretor principal denominado de Wharton. A glandula sublingual esta localizada entre o
assoalho da boca e o musculo milo-hidideo, sendo o ducto excretor principal chamado de
Bartholin. Ambas produzem saliva rica em mucina e fornecem lubrificagdo das mucosas. Sob
estimulacao, as glandulas parétidas representam em torno de 50% - 60% do volume salivar livre
de mucina. Localizada na extensdo do ouvido externo até a fossa retromandibular, possui um

ducto excretor principal classificado como Stensen (17).

Considerando ainda a producéo salivar, cerca 600 a 1000 glandulas salivares menores
localizadas abaixo do epitélio, realizam a drenagem por curtos ductos e estao distribuidas por
toda cavidade bucal, particularmente localizadas nas regides labial, bucal, palatina, assoalho

lingual e regides retromolares.

Apoés secretada, a saliva entra em contato com o meio bucal sendo, entdo, denominada
de saliva total. A saliva total € um biofluido que soma o fluido glandular com componentes de
origem nédo salivar (células epiteliais, células polimorfonucleares, neutrofilos, linfocitos e seus
produtos), micro-organismos, constituintes do sangue e soro, o fluido crevicular gengival,

secrecOes expectoradas de nasofaringe e restos alimentares (50).

Em individuos portadores de DM, a neuropatia e as anormalidades microvasculares, como
disfuncéo endotelial e deterioragdo da microcirculagéo, podem desempenhar um papel negativo

no volume do fluxo salivar e na sua composicao (49). As respostas vasodilatadoras mediante a
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estimulacdo neural das glandulas submandibulares foram comprovadamente alteradas, em
estudo realizado em animais, corroborando com a hip6tese do funcionamento alterado das

glandulas salivares em diabéticos (51).

Individuos com DM apresentam redugdo do fluxo salivar estimulado e ndo estimulado e
parametros bioquimicos alterados quando comparados com individuos sem DM, incluindo maior
ureia salivar. O pH salivar, a capacidade tamponante e as concentracdes de calcio e fosforo ndo

se mostraram modificadas entre os grupos pesquisados (40, 52).

Dessa forma, o empenho para o bom funcionamento do sistema excretor salivar, tanto
para a producédo de volume adequado, como para a qualidade do fluido, deve ser motivado, pois
pode interferir em diversas funcdes bucais e sistémicas, tais como: a limpeza dos dentes e da
mucosa bucal, manutencéo do pH neutro por meio de sua capacidade tampé&o, prevencao da
desmineralizacao dentéria, além das acdes de enzimas antimicrobianas, sendo imperativo para
controlar o acumulo da biofilme e modular sua composicéo, atuar na preservacao de trabalhos
de reabilitacdo oral e adaptacao de proteses removiveis, além de auxiliar o paladar e a formacao
do bolo alimentar, iniciar a digestdo enzimatica do amido e contribuir para atividades fisiol6gicas

como a mastigacao, degluticdo e articulacdo da fala (53).

1.2.2 Hipossalivacédo, xerostomia e diagndstico.

A disfuncdo da glandula salivar é definida como qualquer alteracdo quantitativa e/ou
gualitativa na saida de saliva para mais ou para menos (17). A hipossalivacdo é considerada
guando os valores de sialometria estao <0,7 ml/minuto em estimulo e <0,1 ml/min em repouso. A

auséncia de fluxo salivar caracteriza o quadro de assialia (24).

A hipofuncéo das glandulas salivares esta frequentemente associada a uma sensacao
persistente de boca seca (xerostomia). A xerostomia geralmente ocorre quando a taxa de fluxo
de saliva total ndo estimulada é reduzida em 40-50% do seu valor normal em qualquer pessoa
(54). No entanto, a xerostomia também pode ocorrer sem que o volume salivar esteja reduzido,
sendo, nesse caso, o resultado de alteracbes na composi¢cdo ou qualidade, como a falta de

mucinas lubrificantes (18, 55). Nesse contexto, justifica-se a importancia da avaliagdo objetiva da
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hipossalivacdo, quanto a quantidade e qualidade da saliva coletada, por meio do exame de

sialometria.

Durante o exame de sialometria, 0 paciente € orientado a permanecer sentado com 0s pés
paralelos e fixos no chéo, durante todo o periodo de coleta. A coleta de saliva pode ser feita em
um copo descartavel ou tubete milimetrado, durante 5 minutos, posicionado entre o labio inferior
e 0 mento. Assim, o volume de saliva produzido devera ser drenado passivamente para o
recipiente. Apdés o tempo proposto, o copo € recolhido e a saliva aspirada, com seringa
milimetrada, ou medida no tubete milimetrado para avaliagao do total de saliva produzida. O valor
de saliva coletada deve, entdo, ser dividido por 5, para obtencéo do resultado em ml/minuto de

saliva em repouso (24, 56, 57).

A andlise da saliva estimulada pode ser realizada com a utilizagdo de garrote de silicone
esterilizado (estimulo mecéanico), devidamente padronizado (1cm) e fixado em fio dental. Na
mesma posi¢ao corporal, o paciente recebe o garrote e faz mastigacdo do mesmo por cinco
minutos. Outra forma de realizar a analise do volume estimulado € com o uso de acido citrico a
2% (estimulo quimico). O volume da saliva produzido € depositado no recipiente de escolha de
maneira ativa (paciente pode cuspir a saliva que estiver na boca). Apds o tempo proposto, o total
de saliva produzida deve ser divido por 5 e o resultado de saliva estimulada €, entdo, expresso
em ml/minuto (29, 58).

A analise subjetiva da baixa producao salivar pode ser feita por meio de questionarios
validados, pela histéria do paciente, descricdo de medicamentos e habitos, uso de escala
analdgica visual para quantificar a percep¢éo do grau e gravidade da secura bucal, bem como
por medidas simples durante o exame clinico, tais como: passar espelho clinico e observar se
houve aderéncia a mucosa bucal ou lingua, se ha presenca de saliva espumosa, se existe a falta
de saliva acumulada no assoalho da boca e se a lingua apresenta perda de papilas,
representando recursos importantes no diagnéstico e no acompanhamento do tratamento de
xerostomia e hipossalivagéo, uma vez que correlacionam habitos do cotidiano dos individuos com

sinais e sintomas da hipossalivacéo e xerostomia (55, 59).
1.2.3 Fatores que influenciam na hipossalivacao e na xerostomia

Ainda na avaliacdo da producédo salivar, vale destacar situacbes nas quais 0

funcionamento das glandulas salivares sofre oscilagfes. Sabidamente, o ritmo circadiano atua na
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producdo e composicdo salivar, sendo que a saliva € mais excretada durante o dia. O ciclo ou
ritmo circadiano dita os comandos para que 0s processos fisioldgicos consigam desempenhar as
diversas funcdes ao longo das 24 horas do dia, como, por exemplo, a regulacéo e liberacao
hormonal de insulina e de melatonina, fundamentais para a saude (60). Assim, a padronizacao

do horério da coleta salivar para andlise e acompanhamento deve ser realizada para evitar vieses.

O grau de hidratacéo corporal do individuo pode alterar a producdo normal de saliva. O
termo desidratacdo define uma reducado rapida da agua corporal, levando o organismo de um
estado de euhidratado para hipohidratado (61). Diariamente, um adulto sedentario em ambiente
neutro necessita de aproximadamente 2,5 litros de agua. Porém, para um adulto ativo em um
meio ambiente quente e umido, dependendo da sua atividade essa necessidade de hidratacao

pode chegar a duas ou trés vezes mais (62).

Outro importante dado a ser considerado no quadro de hipossalivacdo e xerostomia € a
acao dos farmacos. Individuos portadores de DM apresentam, muitas vezes, 0 uso simultaneo
de diversas drogas para tratamento de outras comorbidades além do DM. Embora muitos
medicamentos tenham a xerostomia como efeito colateral, poucos foram testados para mudancas
objetivas na saliva e grande parte dos dados sdo baseados em uma queixa subjetiva de boca
seca (63).

O DM é a sexta causa de mortalidade nas Américas e foi responsavel por mais de 284 mil
mortes em 2019. Também € a segunda maior causa de incapacidade, precedida apenas pela
doenca isquémica do coracdo. O DM é a principal causa de cegueira em pessoas de 40 a 74
anos, amputacdes de membros inferiores e doenca renal cronica. Além disso, o DM triplica o
risco de morte por doenca cardiovascular, doenca renal ou cancer e aumenta o consumo de

medicamentos (64).

Ainda que os mecanismos exatos pelos quais algumas drogas causem xerostomia nao
estejam completamente compreendidos (65), a disfuncdo salivar associada a drogas por acao
anticolinérgica, simpaticomimética, citotoxica ou por vias de transporte de ions danificadas nas

células acinares ja € bem documentada (53, 66).

Medicamentos com atividade anticolinérgica presumivelmente inibem a secrecao salivar.

Os farmacos contra os receptores muscarinicos M3 séo a causa mais relatada de reducdo da



21

salivacdo. Todavia, na maioria dos casos, o efeito é revertido com a descontinuagéo do uso das
drogas (28).

Os antidepressivos triciclicos apresentam efeitos em varios graus, pois bloqueiam os
efeitos de acetilcolina nos receptores muscarinicos, resultando em uma diminuicdo do fluxo
salivar. Portanto, predomina a estimulagcéo simpatica, o que leva a producdo de uma saliva mais
viscosa (67). Além disso, como esses medicamentos atuam no sistema nervoso central, podem
causar alteracdes salivares por meio de acdes indiretas sobre as glandulas salivares. Aqueles
gue atuam como inibidores da recaptacéo de serotonina causam disfuncéo salivar. Mesmo sem
receptores colinérgicos, a atuacdo da medicacdo pode acontecer devido outros receptores de
substancias endogenas nas glandulas salivares que medeiam a taxa de fluxo salivar, como

substancia P e receptores de peptideos intestinais vasoativos (68).

Antipsicoticos, anti-histaminicos, drogas para hiperatividade da bexiga e broncodilatadores
também possuem atividade anticolinérgica, causando hipofuncdo salivar, assim como
medicacOes de uso rotineiro, como descongestionantes, supressores de apetite e relaxantes
musculares (65).

A xerostomia € um dos eventos adversos observados durante terapia com interferon (IFN).
Os interferons pertencem a classe das citocinas e sao glicoproteinas secretadas pelas células do
sistema imunoldgico com o objetivo de combater elementos estranhos ao organismo, incluindo
parasitas e virus. Existem diversos tipos de interferons, sendo o interferon-alfa o mais utilizado
como imunoterapia para o0 cancer, seu uso pode resultar em uma alteracdo da exocitose e/ou
transporte liquido das glandulas exdcrinas. Este efeito prontamente volta ao normal apds a
interrupcdo do tratamento (69, 70). Os quimioterapicos como ciclofosfamida, epirrubicina ou
metotrexato e 5-fluorouracil parecem afetar a funcdo dos acinos e células ductais, influenciando
na divisdo celular, podendo induzir dilatacdo do ducto excretor, degeneracao e inflamacao do

tecido glandular (70).

1.2.4 Tratamento das disfuncdes salivares.

Depois de estabelecer um diagndstico, uma estratégia de gestdo em acdes clinicas deve

ser implementada. Consiste em aliviar os sintomas, instituir medidas preventivas, tratar
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condi¢cdes, melhorando a funcdo salivar no que for possivel, levando em conta quaisquer

condi¢Oes sistémicas subjacentes (71).

Dessa forma, para o individuo com DM, uma abordagem multidisciplinar entre os
profissionais de saude é sempre recomendada. O DM é considerado um grupo de disturbios
metabdlicos que leva a hiperglicemia e pode causar varias complicacdes relacionadas a
diferentes sistemas organicos, especialmente os olhos, rins, nervos, coracdo e vasos
sanguineos, maior risco de desenvolver problemas de salude bucal, particularmente periodontais

e salivares (72).

Para o tratamento das disfuncdes salivares, os métodos de estimulo podem ser divididos
em mecanicos, gustativos, quimicos e fisicos, e devem ser diferenciados de a¢des paliativas de

controle de sintomas da xerostomia.

O uso de substitutos salivares € um bom exemplo de conduta que alivia os sintomas,
contudo nao reestabelece producao salivar. Tais lubrificantes com propriedades umectantes sao
projetados para proporcionar umidificacdo/molhamento. Apresentam-se como enxaguatorios,
géis ou sprays, que podem conter carboximetilcelulose, um mucopolissacarideo, base de gel de
polimero de glicerato, ou mucinas naturais, de forma isolada ou em combinacdo. Cremes dentais

especificos também estédo disponiveis para melhora dos sintomas (73).

Os métodos de estimulacdo mecéanicos e gustativos normalmente estdo associados. As
gomas de mascar sem adi¢do de acUcares sdo uma boa indicacao para aumento do fluxo salivar.
Podem conter sistemas de enzimas antimicrobianas para reduzir infecgdes e para aumentar a
lubrificacdo da boca, bem como podem apresentar um sistema tampdo para compensar O

ambiente acido resultante do baixo fluxo salivar (71).

Os sabores fornecidos as gomas de mascar ativam Vvarios receptores e iniciam a cadeia
de eventos que leva a percepcdo de diferentes qualidades gustativas: doce, salgado, azedo,
amargo e umami (salgado). A informacé&o processada nas papilas gustativas é retransmitida para
fibras aferentes de trés nervos cranianos, o facial (VIl), glossofaringeo (IX) e vago (X). Os corpos
celulares dessas fibras aferentes estdo localizados nos ganglios do nervo craniano, cujos ramos
centrais entram no sistema nervoso central no tronco cerebral. A identificagdo quimica dos
estimulos gustativos é processada pelos nucleos do tronco cerebral, ascendendo ao talamo

gustativo e finalmente alcancando o cortex gustativo (74).
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A acdo mastigatéria das gomas de mascar ativa o0 sistema nervoso autbnomo,
principalmente o parassimpatico, estimulando 0s neurotransmissores a secrecdo salivar,
resultado da combinacéo de trés eventos simultaneos: 1- a estimulacéo colinérgica nervosa que
drena o fluido da filtracdo do plasma sanguineo para o limen acinar; 2- exocitose de granulos
citoplasmaticos contendo proteinas no lumen acinar e 3- contragdo mecéanica das extremidades

secretoras mediadas por células mioepiteliais especializadas (75).

Ainda no tocante a estimulacdo mecanica das glandulas salivares, os habitos alimentares
merecem atencdo. Os individuos com diagnéstico de hipossalivacdo, pela dificuldade de
degluticdo do bolo alimentar, optam por alimentos mais macios ou umidos ou, frequentemente,
ingerem mais liquidos ao longo das refei¢cdes. Essa mudanca de comportamento alimentar resulta
em uma hipotonicidade das glandulas salivares, as quais passam a drenar menores volumes de
saliva. Nesse contexto, o estimulo mastigatorio mecanico pode ser prescrito ou ativado seguindo
uma nova rotina alimentar rica em fibras, alimentos frescos e consistentes, bem como alimentos

azedos e amargos, com o objetivo de aumentar o fluxo salivar (76).

Nas abordagens terapéuticas para a reparacdo da producdo salivar, outro método de
estimulacdo que tem destaque na literatura é o quimico ou medicamentoso. Muitos farmacos
imitam 0s neurotransmissores haturais, particularmente os do sistema parassimpatico. Os
parassimpaticomiméticos sdo agonistas dos receptores muscarinicos e podem estimular o fluxo
salivar. Dois medicamentos parassimpatomiméticos, pilocarpina e cevimelina, sdo aprovados

pela FDA (Food and Drug Administration) para tratamento de xerostomia e hipossalivacao (63).

A pilocarpina é uma acetilcolina muscarinica ndo seletiva agonista do receptor
muscarinico, um alcaldide extraido das folhas de jaborandi encontradas no Maranhdo e
Pernambuco, também conhecido como Pilocarpus microphyllus e Pilocarpus jaborandi,
respectivamente (77). Existem cinco receptores muscarinicos (M1 — M5). Desses, a pilocarpina
atua principalmente para aumentar o fluxo salivar através dos receptores M3. Estes sao
expressos em tecidos musculares lisos e glandulares. A pilocarpina também estimula a via
lacrimal, gastrointestinal e células mucosas respiratérias e pode causar alteragbes
hemodinadmicas transitorias e intolerancia ao uso por individuos com doenga cardiovascular

significativa (78).

A cevimelina, por sua vez, tem afinidade especifica para subtipos de receptores nao

presentes em tecido respiratorio e, por isso, mesmo com mecanismo de acdo semelhante ao da
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pilocarpina, apresenta efeitos colaterais mais amenos. Contudo, ambas as drogas tém efeitos
colaterais, incluindo sudorese excessiva, rinite, aumento da secrecao pancreética e disturbios
urinarios e gastrointestinais. Apesar de serem menos comuns, oS mais graves efeitos colaterais
adversos da pilocarpina e cevimelina envolvem os sistemas cardiovascular e respiratério. O uso
das duas medicacgfes é totalmente contraindicado em individuos com Ulcera gastrica, asma nao

controlada, hipertenséo ou em individuos em uso de betablogueadores.

Ao analisar o perfil polifarmacia do individuo portador de DM, a escolha pela estimulacéo
guimica torna-se limitada, pois apresenta risco iminente de descompensacoes sistémicas e locais
importantes. Uma abordagem menos invasiva, com poucos efeitos colaterais, boa aceitacdo pelo

paciente e baixo custo corresponde aos métodos fisicos de estimulacao (79).

A estimulacéo fisica da saliva consiste em utilizar aparelhos que repliguem estimulos
fisiologicos para o funcionamento das glandulas salivares. A Transcutaneous Electric Nerve
Stimulation (TENS) € uma alternativa para o envio de estimulos elétricos que resulta na drenagem
da glandula. A hipotese que primeiros pesquisadores (32) da eletroestimulagdo postularam foi
gue a salivacao fisiolégica normal depende de reflexos aumentados e controlados por nervos

eferentes simpéaticos e parassimpaticos.

O mecanismo de agdo do TENS acontece com a liberagcdo de uma corrente elétrica,
através da fixacdo de eletrodos na regido externa das glandulas parétidas, sublinguais e
submandibulares, que interage com as membranas celulares provocando modificacdes na
transducao de sinais ao ativar canais de calcio e AMP ciclico (30), além de atuar no aumento do
fluxo sanguineo, da oxigenacao, da producédo de ATP e na melhora do transporte da membrana
plasmatica (32). E possivel que o TENS estimule diretamente o nervo auriculotemporal, o qual
gera impulso secretomotor para a glandula parétida, podendo também exercer estimulacdo
periférica na glandula, resultando em um reflexo de facilitacéo de saida do fluxo salivar do nucleo

central de secreg¢édo da medula (80).

Uma frequéncia elétrica mais baixa com pulsos curtos estimula melhor o sistema
parassimpatico, que, por sua vez, atua com maior propriedade nas glandulas parétidas. Por outro
lado, a utilizacdo de frequéncia elétrica alta, com pulsos longos, estimula com maior eficiéncia o
sistema simpatico e, consequentemente, as glandulas submandibulares e sublinguais. Por isso,
a realizacéo e avaliacdo da sialometria de maneira padronizada sao importantes e definem o tipo

de eletroestimulacdo necessaria e sua previsibilidade de forma individualizada (24, 81).
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Apds a estimulagdo, tanto 0s nervos parassimpaticos quanto 0s simpaticos causam
secrec¢do de fluidos e proteinas, bem como contracdo das células mioepiteliais e as duas divisées
do sistema nervoso autbnomo interagem sinergicamente. Uma vez que a atividade
parassimpatica resulta em grandes volumes de saliva e a atividade simpéatica resulta em
pequenos volumes, a saliva parassimpatica € caracteristica sendo como livre de proteina (em

termos de concentracdo) e a saliva simpatica como rica em proteina (82).

O TENS parece atuar mais eficientemente como um acelerador do fluxo salivar em vez de
um iniciador. Portanto, é provavel que seja mais eficaz em casos de diminuicdo da funcéo das

glandulas salivares, em vez de auséncia absoluta de funcéo (81, 82).

Individuos que utilizam dispositivos eletrénicos, como marca-passo cardiaco, bomba de
insulina ou dreno cerebral, ndo devem ser submetidos a terapia com o TENS. Individuos com
diagnostico de epilepsia estdo contraindicados e aqueles que utilizam aparelhos auditivos
portateis devem ser orientados a remové-los durante a terapia. Alguns cuidados na colocacao
dos eletrodos devem ser respeitados, a fim de evitar possiveis efeitos indesejados, como a
fixacdo de eletrodos na regido dos seios carotideos, na musculatura da laringe, em feridas
cutaneas, lesdes malignas e osteomielites. Ademais, regides que tenham historico de aplicacao
topica de ions metélicos, como mercurio, cromo ou iodo, ndo podem receber corrente elétrica
(24).

Como efeitos adversos ao uso do TENS, alguns pequenos relatos sobre contracédo da
musculatura facial pés-estimulacéo, anestesia da pele da face ou irritacdo cutanea em individuos

alérgicos ao latex podem ser encontrados (32).

Embora apresente boas expectativas, a estimulacédo salivar com o TENS ainda enfrenta
controvérsias na literatura. Ensaios clinicos com metodologia diversificada mostram que o
resultado clinico ndo se mantém a longo prazo. Todavia, estudos clinicos randomizados e/ou

longitudinais séo necessarios para melhores esclarecimentos da técnica (35).

Ainda na descricao da estimulacéo fisica o laser terapéutico vermelho/infravermelho ou de
baixa poténcia tem parecido promissor na melhora da funcao salivar (83). O laser é uma luz que
se forma a partir da ativacdo de elétrons no atomo, e, ao adquirir mais energia, transita por

estados superiores e resulta em uma emissao estimulada de fétons (23, 84).
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Algumas propriedades sao requisitadas para caracterizar a luz laser. A monocronaticidade,
a coeréncia espacial e temporal e a colimacdo. A monocronaticidade caracteriza-se quando a
partir da emissao estimulada um féton é emitido e outros fétons, através dele, recebem a mesma

energia, por consequéncia um comprimento de onda frequéncia (85).

A coeréncia espacial acontece quando a amplitude do campo elétrico de um féton chega
ao seu valor maximo e os demais fétons também alcancam seus valores maximos. A coeréncia
temporal refere-se a um determinado instante em que todos os fétons estardo com o mesmo valor
de amplitude. E, finalmente, a caracteristica da colimacéo, na qual o feixe de luz € emitido de

forma paralela (86).

Na estimulacéo fisica por meio de fototerapia, com laser de baixa intensidade (FLBI), a
radiacdo ndo tem energia suficiente para remover um elétron da sua 6rbita e oferecer a ele uma
energia cinética, isto é, promover uma ioniza¢do do atomo e quebrar ligagdes quimicas. Na FLBI,
a radiacdo é classificada como néo ionizante dentro de um comprimento de onda que opera no
espectro vermelho visivel (600 - 690nm) e no infravermelho préximo (780- 830nm), com aparelhos

de poténcia que variam entre 1 e 500nW (87).

Para acdo do laser nos tecidos, a absorcao da luz obrigatoriamente precisa acontecer,
sendo as moléculas responsaveis pela absor¢do denominadas como croméforos ou
fotorreceptores. Entre eles, destacam-se a hemoglobina, mioglobina, porfirinas, citocromos

mitocondriais, principalmente a enzima C oxidase (83, 86).

O laser de baixa poténcia ou intensidade atua na excitacdo de elétrons e na formacao de
um campo eletromecanico dentro da mitocéndria, 0 que resulta no aumento dos niveis de calcio
e aceleracdo da proliferacdo celular, além de auxiliar na modulacdo da inflamacéo, achado
comum quando a atividade das glandulas salivares se apresenta reduzida (27, 29). A terapia com
laser de baixa energia (comprimentos de onda entre 660 e 904nm) resulta em melhora do fluxo
salivar, devido aumento da microcirculagdo local e da oxigenacdo por vasodilatacdo e

angiogénese acelerada (83).

Entretanto, a busca na literatura identifica que a maioria dos estudos que avaliam os
tratamentos de hipossalivagdo com métodos fisicos ndo apresentam grupos paralelos, seja sem

tratamento, placebos, padrdes ouro, ou controles com outros tipos de tratamentos, como, por
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exemplo, medicamentos, outros métodos fisicos, métodos mecénicos ou gustativos. Sendo

assim, um grande desafio metodologico.

Existe uma escassez de estudos com individuos portadores de DM com grupo paralelo,
com ou sem tratamento, 0 que ndo permite uma comparacao mais efetiva entre os grupos de

intervencao e de controle desde o inicio da intervencao.

A heterogeneidade entre os protocolos encontrados, o baixo numero de estudos
disponiveis e atuagfes clinicas distintas limitam a avaliagdo da eficacia dos tratamentos e
protocolos. Novos estudos com melhores desenhos metodolégicos devem ser realizados com

intuito de estabelecer protocolos de tratamento confiaveis e eficazes.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo geral:

O objetivo geral da dissertacdo foi testar tratamentos ndo invasivos para manejo da
hipossalivacao associada ao Diabetes Mellitus (DM), utilizando métodos fisicos para estimulacéo

salivar.

1.3.2 Objetivos especificos:

- Comparar parametros salivares (aumento do fluxo salivar, melhora da xerostomia) de
individuos com DM tratados com diferentes métodos de estimulo: Laser, TENS e associacéo de
ambos (CAPITULO 3);

- Analisar 0 microbioma salivar antes e apds a estimulagédo salivar utilizando métodos
fisicos salivares, laser, TENS e a associacdo de ambos para estimulacdo das glandulas em
individuos com DM (CAPITULO 3).
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Capitulo 2 — Artigo cientifico: Salivary stimulation in type 2 diabetes mellitus patients
using transcutaneous electrical nerve stimulation (TENS): one-arm clinical trial

Abstract

Objective: The aim of this pilot study was to analyze the effect of Transcutaneous
Electrical Nerve Stimulation (TENS) on the treatment of hyposalivation and xerostomia
in patients with type 2 diabetes mellitus. Methods: We selected n=10 patients with
unstimulated salivary flow (UWS) < 0.4 ml/min. Salivary stimulations were performed
using low frequencies and pulses (50Hz and 100u sec) continuous electric current,
with electrodes located in the parotid, submaxillary and sublingual region. The intensity
was defined by the individual tolerance of each patient, lasting 20 minutes in 10
sessions once a week. Resting saliva was collected for 5 minutes before and
immediately after each session. Changes in salivary flow were compared, as well as
plaque index before and after salivary gland stimulation treatment. Results: After each
TENS session, patients reported an improvement in xerostomia. Although a slight
increase in salivary flow was observed after each session of TENS stimulation
(average increase of 0.14+0.09 mL/min), this increment was not maintained
throughout the sessions (p>0.05). Conclusions: Even though the tested protocol for
salivary electrostimulation did not significantly improved hyposalivation in diabetic
patients, further studies are needed to evaluate its potential due to the qualitative
improvement in xerostomia.

Keywords
Saliva. Diabetes. Salivary stimulation. Hyposalivation. Saliva flow.
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2.1Introduction

The salivary fluid is considered a fundamental component for maintaining oral
health. Among its functions are the buffer capacity and tooth remineralization booster,
protection and repair of oral, gastrointestinal and oropharyngeal mucosa, as well as
control of dental calculus formation [1]. Decrease in salivary flow implies in symptoms
and signs such as dryness and painful mouth sensation, burning mouth syndrome,
speech hassles, difficulty chewing dry food, dry lips, and thirsty. There are different
causes for hyposalivation, and some stands out, such as systemic diseases or
metabolic disorders, radiotherapy or chemotherapy, and polypharmacy. Moreover,
hyposalivation may predispose to several oral diseases, such as increased caries
experience and atypical pattern of caries activity (mainly in the cervical region),
mucositis, ulcer, excessive epithelial desquamation, opportunistic infections,

xerostomia, loss or decrease of taste buds, taste alteration and nutritional deficiency

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by alteration of
blood glucose level, which lead to systemic and oral health complications. Its
prevalence has been increasing, especially in low- and middle-income countries, and
has reached about 422 million people worldwide representing a public health problem
[3]. Several studies have demonstrated a higher hyposalivation prevalence in diabetic
patients [3-6]. Therefore, there is probably a metabolic regulation playing an important
role in salivary production. However, it seems that the salivary glands, when
stimulated, can be as efficient as those of controlled individuals. This may suggest
plausibility for the use of mechanical stimulation of the salivary glands as treatment for

xerostomia / hyposalivation in diabetics.

Despite the influence of DM, the risk of salivary gland hypofunction can increase
according to the amount and type of medication patients take, worsening when more
than three different medications are taken daily [7]. Thus, a correct diagnosis and the
appropriate therapeutic indication for each case cannot be neglected. Unfortunately,
few clinicians have access to tested and validated protocols for the treatment of
hyposalivation, empirically applying therapies that can range from palliative care to

methods of salivary stimulation [2], which may offer some relief from symptoms, such
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as drinking cold drinks, sucking ice or using artificial saliva, which provides transient
moisture to the oral cavity [7]. Thus, hyposalivation therapies involving different
mechanisms, including mechanical, gustatory, chemical and electrical stimulation of

the salivary glands can restore salivary flow in a more lasting way.

The electrical method used to salivary glands stimulation can be the
Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation (TENS). This is a well-known
physiotherapy tool that is useful for relieving muscle pain. TENS has also been
proposed as one of the possible treatments for hyposalivation [6, 8-10]. Considering
that salivary gland stimulation is theoretically effective in improving salivary production,
this technique could be beneficial to patients with hyposalivation and type 2 DM. One
of the ways to stimulate the salivary gland would be through Transcutaneous Electrical
Nerve Stimulation (TENS). The advantage of TENS is related to its easy manipulation,
good patient acceptance and just a few contraindications, such as patients using
cardiac pacemakers, brain drain, epilepsy, with hearing aids [6, 11]. Although TENS
has a positive effect on the hyposalivation of patients with chemotherapy and/or
radiotherapy [12] treatment, studies in DM patients are still scarce [13]. Hence, the aim
of the present pilot study was to evaluate the effect of a protocol of electrical stimulation

on the treatment of hyposalivation in type 2 DM patients.

2.2 Methods

2.1.Design: A pilot one-arm clinical trial was conducted in patients with type 2
DM visiting the University Hospital of Brasilia for general dental practice. Forty-four
patients attending the Diabetes Dental Clinic, during the period from 2017 to 2018,
underwent a preliminary salivary flow diagnosis, dental and periodontal examinations.
Individuals with periodontitis and caries were submitted to treatment and follow-up and
the others received oral hygiene instruction and professional prophylaxis. All patients

who had unstimulated salivary flow (UWS) = 0.4 ml / min were invited to participate,

informed verbally and in writing of the purpose of the study.
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2.2.1 Eligibility criteria

The inclusion criteria were: 1) previous diagnosis of type 2 DM; 2) unstimulated
salivary flow value = 0.4 ml/min and/or dry mouth symptom; 3) previous non-surgical

treatment focused in gingival inflammation control. Exclusion criteria included: 1)
individuals with severe systemic comorbidities; 2) smokers; 3) solid organ transplanted; 4)
positive history for epilepsy; 5) users of electronic devices such a pacemaker, insulin pump
and brain drain; 6) difficulty in motor coordination; 7) presence of systemic conditions that
could influence salivary gland physiology, such as Sjogren’s syndrome, hypothyroidism,

history of head and neck radiotherapy and chemotherapy treatment in the last 3 months.

2.2.2 Sialometry diagnosis

The sialometry test was used for both the diagnostic test and the evaluations before
and after salivary stimulation therapies. Patients were instructed to refrain from eating,
drinking, brushing and using mouthwash 30 minutes before the exam. At the time of the
examination, the patient was instructed to performed hand hygiene with alcohol gel and to
remain seated with the feet parallel and fixed on the floor during the whole salivary
collection period. Saliva was collected in for 5 minutes, with a 10 mL collector cup
positioned between the lower lip and chin. Patients were oriented to keep the body inclined
forward, with elbows resting on the legs, and to lead the saliva passively drain to the cup.
After that, total salivary flow was measured and the resulting unstimulated salivary flow
was expressed as ml / minute [11, 12]. All sialometry procedures were performed in the

morning between 9:00 and 11:00 am.

General health, DM control strategies (diet, exercise, medications), glycate
hemoglobin (Alc) levels, disease duration since the diagnose, type and amount of
medication were assessed for each patient, as well as visible plague index before and
after treatment (visually after drying the teeth). Prior to salivary stimulation therapy, a
guestionnaire was administered to assess the presence of discomfort associated with
hyposalivation and xerostomia. The questionnaire used was Treatment Emergent
Symptom Scale (TESS)[13], that contains the following options: 1) No complaints of dry
mouth; 2) Suspected or mild feeling of dryness at night or upon waking; 3) Mild complaint
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of dryness all the time that prevents normal oral functions; 4) Moderate complaint of
dryness with some degree of functional impairment but no perceived health risk, as well
as difficulty in swallowing dry foods or speaking; 5) Severe complaint, definite perception
of diminished well-being, significant impairment or disability, as well as difficulty
swallowing any food, patient needs to drink water all the time and complaint of mouth pain.
The patients should choose one of the options, equivalent to their complaint. Patients were
classified as none (option 1), mild (options 2 or 3), moderate (option 4) or severe (option

5) complaints of dry mouth.



Table 1 Sample characteristics of patients who received complete salivary stimulation treatment.
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at

baseline
All patients were female.
uws - unstimulated salivary flow

*Based on TESS evaluation: NO complaints of dry mouth; Suspicion or MILD feeling of dryness at night or upon waking; or complaint of dryness
all the time that hinders normal oral functions; MODERATE complaint of dryness with some degree of functional impairment but no perceived
health risk, as well as difficulty swallowing dry food or speaking. 2.3
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2.2.3 Treatment protocol

For the treatment of hyposalivation, 10 salivary stimulation sessions with TENS
were performed, one session a week. After sialometry examination, patients were
instructed to rinse their mouth with 0.12% chlorhexidine gluconate solution for 30
seconds. Then, the skin was cleaned with 70% alcohol and gauze to remove residues
(sunscreen, skin oils, makeup) that could influence the fixation of the TENS electrodes.
With the patient lying in the comfortable dental chair, the electrodes were placed in a
standardized way: a conductive gel was applied in the internal part of each electrode;
the positive electrodes were placed and fixed with a tape in the external region of
parotids and the negative ones in the external region of submandibular and sublingual.
The device (Neurodyn Ill CLASS A Medical Electrical Devie -IBRAMED) was set at
100 Hz frequency and 300 nM pulse in TENS (direct current) mode. The intensity was
defined by the individual tolerance of each patient. The duration of therapy was 20
minutes. Control sialometries were performed before and immediately after therapy in

all sessions and one week after the tenth stimulation session.
2.2.4 Statistical analysis

Frequencies, mean = standard deviation (SD) were generated. Increased
salivary flow as well as changes in plaque index before and after TENS treatment were
assessed by comparing paired means (Wilcoxon test; SPSS v. 26, for Mac). Data
normality was checked (Kolmogorov-Smirnov) and a significance level of 95% was
used.

2.3Results

Ten patients started the treatment, however only seven finished the salivary
stimulation. Three patients dropped off due to the high frequency of appointments
needed for the entire treatment, therefore they were excluded from the results. Table
1 shows the characteristics of the participants. All patients who completed the
treatment were female, with ages between 50 - 70 years. N=4 patients presented
glycated hemoglobin above 6.5%. Interestingly, the patient with the highest

uncontrolled levels of Alc (pl; Alc = 8.8%) presented a diagnosis of the lowest UWS
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(0.1 ml/min). Additionally, all patients were using medications for glycemic and blood
pressure control for over 10 years. At the first visit, six patients complained about dry
mouth sensation throughout their daily routine and reported difficulties in talking for a
short time and chewing dry food, as well as frequent choking episodes and

spontaneous dryness.

In response to the Treatment Emergent Symptom Scale (TESS) assessment
guestionnaire, three patients reported moderate complaints of dryness with some
degree of functional impairment but no perceived health risk, as well as difficulty
swallowing dry foods or speaking others. Three patients reported mild complaints of
dryness all the time that impaired normal oral functions, while only one patient reported
no complaints of dry mouth (Table 1). Improvement in dry mouth sensation was
reported by four patients (p1, p3, p5 and p6) from the third stimulation session and this

was maintained until the end of treatment.

Patients reported the use of hypoglycemic medications, which may have
important side effects, such as taste disorder. Antihypertensive and diuretics were also
used as continuous drugs in all patients. Simvastatin medication was reported as
frequent use in six out of seven patients who underwent the complete treatment. Only
one patient reported using atorvastatin calcium. Two other medications were cited
during the anamnesis: budesonide, a glucocorticosteroid for treatment of chronic
rhinitis and only one patient reported long-term insulin use once a day. No
anticholinergics or antidepressants with an anticholinergic load were in used during

the treatment period.

Figure 1 shows averages of UWS after each session. There was a slight
increase in the UWS after each salivary electrostimulation session, with no statistically
significant differences (Wilcoxon p>0.05). Table 2 shows the average of UWS
difference (calculated as UWS difference = “after 10 sessions — before sessions”) and
reduction of visible plaque index. The average increase in salivary flow between each
session corresponded to 0.02 ml/min. However, there was no statistically significant
difference (borderline result) in the UWS at the end of whole sessions of major salivary
gland electrostimulation (p=0.09).
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The initial and final sialometry values per patient are shown in Table 3. Of the
three patients with normosialia at the baseline (p2=0.368; p3=0.44 and p7=0.3
ml/min), two remained with normal UWS after completing the tested intervention
(p2=0.424 and p3=0.400 ml/min). Among the patients with hyposalivation at the
baseline (p1=0.10; p4=0.2; p5=0.08; p6=0.22ml/min), two remained with moderate
hyposalivation (p1=0.24 and p4=0.2 ml/min), one improved from severe to moderate
hyposalivation (p5=0.15 ml/min), and the other from moderate to normosialia (p6= 0.7

ml/min).
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Table 2. Increased unstimulated salivary flow (UWS) per session (central trend and variability values

for 10 sessions) and reduction of Visible Plague Index after 10 sessions (Wilcoxon, p> 0.05)

UWS difference Visible plaque index difference
(ml/min)

Mean (= 0.02 (+ 0.13) - 19% (+18%)

SD):

Median: 0.06 13%

25th 0.02 -29.5%

percentile:

75th 0.08 -6.25%

percentile:

Table 3. Clinical changes of salivary volume (ml/min) after TENS treatment: initial unstimulated salivary
flow at baseline;and final salivary flow after 10 sessions of TENS treatment to salivary glands

stimulation.



Table 3

Patients

pl

p2
p3

p4

p5

p6

p7

Average

Initial
uws
ml/min
(clinical

diagnosis)

0.100
(MH)

0.368 (N)
0.440 (N)

0.200
(MH)

0.080
(SH)

0.220(MH)

0.300 (N)

0.244

Final
uws
ml/min
(clinical

diagnosis)

0.240
(MH)

0.424 (N)
0.400 (N)

0.200
(MH)

0.150
(MH)

0.700 (N)

0.220
(MH)

0.333

Final
results
ml/min-
(clinical

diagnosis)

0.140 (+)

0.056 (+)
0.040 (-)

0.000 (=)

0.070 (+)

0.480 (+)

0.080 (-)

+0.386 -

0.06

severe hyposalivation

(+) means increase in the salivary flow, clinical improvement

(-) means decrease in the salivary flow, clinical impairment

(=) means no changes
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UWS: Unstimulated

salivary flow

N = normal; MH= moderate

hyposalivation;

SH
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Figure 1. Averages of initial (blue bars) and final (yellow bars) salivary flow in each session. Y-axis
represents the average of salivary flow in ml/minute; x-axis represents each session of transcutaneous

electrical nerve stimulation (TENS) application. (Wilcoxon test);
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2.4 .Discussion

This pilot study aimed to evaluate a protocol of salivary stimulation by using 10
sessions of TENS, once a week for the treatment of hyposalivation and/or dry mouth
sensation of Type 2 DM patients. After each session of TENS, a slight immediate
increase in the UWS and a higher comfort for the patient in relation to xerostomia could
be observed. However, these immediate changes were not maintained from one
session to another, demonstrating a tendency to return to the initial level of the salivary
flow. Thus, 10 sessions of TENS stimulation were not effective to get a significant

salivary volume increase.

Electrical stimulation can be performed using TENS [14] as also described in
the electroacupuncture literature [15]. The electric stimulation is consisted by a current
emitted by an electrical device which contains electrodes that are fixed in the extern
region of the parotid, sublingual and submandibular glands. This electrical current
interacts with cell membranes causing changes in signal transduction by activating
calcium channels and cyclic AMP [14, 16] increasing blood flow, oxygenation, ATP

production and its transportation by the plasma membrane [17].

Figure 2 represents a schematic hypothesis of the mechanism by which the
TENS unit worked on the parotid gland, that may be by directly stimulating the
auriculotemporal nerve that supplies secretomotor drive to the parotid gland. It is
believed that afferent nerves carry such impulses to the salivary nuclei (salivation
center) in the medulla oblongata which in turn directs signals to the efferent part of the

reflex leading to initiation of salivation [18].
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Figure 2. Hypothesis of action of transcutaneous electrical nerve stimulation (TENS) in both the
sympathetic and parasympathetic nervous systems, activating neuroreceptors that stimulate the
specific compartment of acinar cells and results in the production of saliva with serous/fluid

characteristic and protein/viscous quality.

It is important to emphasize that the stimulation of the major salivary glands was
performed just once a week and probably this frequency was not enough to sustain
the results obtained immediately after the electrical stimulus. The pulse and frequency
range of the electrical stimulus used in the present study, as well as the number of
sessions might have influenced the results. With similar stimulation protocol,
menopausal women had increased the salivary flow [16]. The authors highlight the
influence of TENS in the direct stimulation of the auriculotemoral nerve that might also
stimulate the parotid gland. We believe that the difference in these results could be
related to a small sample size and a low weekly frequency of the salivary gland
stimulation therapy.

Hyperglycemia is often associated with reduced salivary secretion and high

saliva glucose, which may interfere with the salivary functions such as the integrity
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protection of the oral mucosa and the physiological cleaning of the oral cavity and
oropharynx [19]. Even in patients who have good blood glucose control due to
medication and dietary follow-up, significant changes in salivary flow can cause
disorders in the routine and quality of life of patients with DM.

In our sample, not all patients had controlled blood glucose levels, which may
have generated some confounding bias. Even so, all uncontrolled patients (with initial
HbA1C >7.0%) showed clinical improvements regarding dry mouth, which encourages
us to improve the saliva stimulation protocol for these patients. However, not only the
glycemia level control can alter the physiology of the salivary glands but also the type
and number of the medications prescribed. In this context, it is important to emphasize
that the patients of the present study were using different types of medication that
might have worsened their salivary function [20].

It is important to consider that prolonged ingestion of specific medications often
has as a side effect of a decrease in saliva production. The patients included in this
pilot study were taking antihypertensives, antiglycemics, antidepressants, among
others. It is estimated that over 400 medications can cause hyposalivation, the most
common are antidepressants, antiallergics, sedatives, diuretic, and antihypertensive
drugs. Some of these medications may have peripheral interactions with the
muscarinic salivary gland cholinergic receptor systems, especially antidepressants
and antihistamines. Diuretics may change the saliva composition by acting on the
balance of salts and water in the body and may have inhibitory effects on electrolytic
transporters in the salivary glands [8]. Additionally, the risk of salivary gland
hypofunction may increase with the number of medications used, especially when
more than three different medications are taken daily [21, 22].

There are several types of antidiabetic drugs that have a negative side effect in
the salivary glands. The most common are insulin, metformin, glibenclamide,
glimepiride and liraglutide. Metformin and liraglutide often reduce appetite, mainly
related to reduced salivation. The medications used to treat hypertension may
negatively affect the functioning of the salivary glands [1]. In this study, it was observed
that the selected patients used two or more of the above-mentioned medications and
this fact may have impaired the hyposalivation treatment. It is important to consider
that in most cases it is not possible to change or suppress the medications that are

essential for controlling the blood glucose. In this way, the number and type of
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medications used by DM patients should represent an important variable to be
considered for furthers studies on hyposalivation treatment.

Several studies have been conducted to determine possible treatments for
these hyposalivation conditions, especially in patients with DM [14, 23, 24]. The
mechanical, taste, chemical and electrical salivary stimulation methods are
possibilities of improvement in the quality of life of these patients and have
individualities. The first is to use chewing itself as an activator of the autonomic
nervous system; the recommendation towards the consumption of fibrous foods, slow
chewing or even the use of chewing gum without added sugars can result in increased
salivary flow [2]. The second mechanism of salivary stimulation occurs by excitation of
the taste cells that are grouped into taste buds in the mucosae of the tongue, palate,
pharynx, epiglottis and upper third of the esophagus. Taste cells extend microvilli and
have characteristics of chemical synapses that aid saliva production, especially when
sour and bitter taste are stimulated [24]. Thus, the inclusion of citrus or sour fruits and
spices may increase the volume of saliva [11]. On the other hand, chemical stimulation
is based on the use of parasympathomimetic drugs, mainly pilocarpine and betanecol,
capable of increasing salivary flow. Although this strategy of saliva stimulation is
effective, it has many adverse effects, such as changes in blood pressure,
arrhythmias, and bronchospasm, and should be prescribed with caution and is
contraindicated for the group of patients studied [25].

Although TENS did not promote a beneficial effect on the amount of saliva
produced by the major salivary gland, patients reported a greater improvement in the
dry mouth sensation just after the third session, which was maintained until the end of
the treatment. Also, most patients improved the clinical diagnosis of salivary volume.
The electrical stimulation performed at the level of major salivary glands might have
also stimulated the minor salivary glands which are responsible for mucin secretion.
Since mucins are related to oral mucosa’s lubrification, the reported comfort might be
a consequence of indirect stimulation of the minor salivary glands.

In this way, the electrical nerve stimulation protocol used in the present study
improved xerostomia in patients with type 2 DM, but it was not clear regarding
hyposalivation. It is important to bear in mind that xerostomic symptoms reported by
patients are not necessarily correlated with the volume of produced saliva. It means
that it is possible for a normosialic patient have complains of dry mouth even with

adequate production of saliva, as demonstrated in patients p2, p3, p7. It is equally true
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that hyposalivation (reduction in salivary production) may not be associated with
xerostomia [26].

These changes in the perception of comfort and not specifically in the increase
in the amount of saliva produced can also reflect on the improvement of the quality of
life of patients with DM with hyposalivation, whose management represents a great
challenge in the clinical routine, being very important the validation of complaints and
sensations reported by patients, which in our study was performed using the TESS
questionnaire, which, despite being a subjective assessment, is accepted by the
scientific community [27]. In addition, complaints such as difficulty in ingesting dry
foods, frequent choking, inherent need to wake up at night to drink water were
described and considered common by patients before salivary stimulation and,
undoubtedly, a motivation to accept the proposed therapy and participate in the

research.

2.5. Conclusions

Although no significant positive effect of 10 sessions of TENS on the treatment
of hyposalivation in patients with type 2 DM was observed, some xerostomia
improvement can be suggested. Further controlled studies with a larger sample size
and a different pacing protocol appear to be critical in assessing the salivary
electrostimulation strategy using TENS in the treatment of hyposalivation of patients
whose systemic condition is compromised, and the discomfort and risks related to
saliva deficiency are observed.
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Capitulo 3 - Artigo cientifico: Clinical and microbiological shift after
management of hyposalivation in individuals with Diabetes Mellitus using of

physical stimulation methods: preliminary results of a randomized clinical trial.

3.1 Introduction

Salivary fluid is an important tool for clinical diagnose of a wide range of
diseases and conditions due to the practicality of use, reliability, content richness, and
the low cost for its evaluation. It has emerged as a powerful marker for the sequencing
of the human genome and microbiome (1, 2). A healthy salivary flow plays a vital role
in oral health due to the capacity to balance the oral pH, to promote oral cleanness,
and controlling the development of oral dysbiosis related to caries (3), periodontitis
(4), and halitosis (5, 6).

An insufficient salivary flow alters the saliva composition and function, reducing
the oral mucosal lubrication, and impairing the healing process and the antimicrobial
capacity. Qualitative and quantitative salivary alterations increase the risk of traumatic
oral lesions and fungal, bacterial, and viral diseases. Furthermore, salivary dysfunction
can hamper the masticatory function, altering the ability to chew and to form the food
bolus properly (7). In individuals with Diabetes Mellitus (DM), reduced salivary flow
increases the risk of caries, as well as negatively impact their quality of life (1-3).
Individuals with DM have reduced stimulated and unstimulated salivary flow and
altered biochemical parameters when compared with those without DM, including
higher salivary urea and glycemia (8, 9). Hyperglycemia can cause acidification of the
oral environment and alter the oral microbial diversity of diabetic individuals (10).
Moreover, uncontrolled glycemic levels cause a higher impact in unstimulated salivary
flow levels than controlled ones (8). This might be caused by adverse hormonal
function, microvascular, and neuronal changes in poorly controlled DM (11).

Thus, the management of the salivary flow by stimulating the residual function
of the salivary gland become indispensable for the establishment of microbial balance
in the oral cavity in individuals with DM (12, 13). The management of their salivary flow
might mechanically remove microorganisms from dental and tongue biofilms, helping

to maintain a microbial population compatible with oral health. This has been shown
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when comparing the microbiota of stimulated and unstimulated saliva: stimulated
saliva may contain a number of species more than three times greater than the

unstimulated one (1).

However, standardized protocols for the diagnosis and treatment of
hyposalivation are still scarce in the daily clinical practice. Clinical management is
unknown to most dental professionals, and many undergraduate courses do not
approach the subject (14, 15). Different methods have been used to establish a healthy
saliva and/or to improve the quality and quantity of saliva, such as chemical/drug
stimulation with the use of pilocarpine and cevimeline (16); gustatory stimulation in
which the patients were advised to include citrus or sour foods in their diet mechanics;
mechanical stimulation by chewing either hyperboloids or gum; and physical
stimulation such as low-level laser therapy and transcutaneous electrical nerve
stimulation (TENS).

In the present study, we aimed to test two physical methods as strategy for
hyposalivation management of individuals with DM: Transcutaneous electric nerve
stimulation (TENS) and low-level laser therapy. This preliminary results from a
randomized clinical trial includes the data on nine individuals diagnosed with DM and
hyposalivation, submitted to salivary stimulation by physical methods: low-level laser
(group 1), TENS (group 2) and the association of laser and TENS (group 3), for 10
sessions, twice a week. Analysis of saliva volume, biochemical and microbial
composition using 16S rRNA lllumina sequencing were performed before and after

stimulation.
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3.2 MATERIALS AND METHODS
3.2.1 Trial design

This is a preliminary result of a randomized clinical trial with parallel groups with
allocation ratio of 1:1, registered at the REBEC, and reported according to the

CONSORT checklist (http://www.consort-statement.org). The acronym PICO was used to

design the research question, where P= adults diagnosed with type 2 diabetes
mellitus; I=TENS and Laser; C=association of laser and TENS; O= salivary flow

volume, microbial composition, and diversity.

3.2.2 Participants

Individuals were selected at the Diabetes Dental Clinics of the University
Hospital of Brasilia. All Individuals with controlled DM were invited to participate,
informed verbally and in writing of the purpose of the study and had signed the Free
and Informed Consent Form. The study was approved by the Ethics Committee of the
University of Brasilia, under the number 4.748.761 CAAE 45184721.7.0000.0030.

3.2.3 Eligibility criteria

Individuals to be included should be adults with age ranging from 30 to 65 years,
with previous medical diagnose of type 2 DM, and controlled periodontal disease,
considering the bleeding on probing index and the percentage of visible plaque (17).
They should also present unstimulated (resting) salivary flow <0.2 ml/min, stimulated
salivary flow <0.7 ml/min, and/or dry mouth complaint according to TESS
questionnaire in which they would choose one of the four alternatives of dry mouth
complaint (details on the instrument will be detail later).

Individuals were excluded if they had severe systemic complications and
comorbidities such as Sjogren's syndrome, hypothyroidism, history of radiotherapy in
the head and neck regions and chemotherapy treatment preceding 3 months; who do
not have their glycated hemoglobin levels tested; smokers; transplanted; with history
for epilepsy; using electronic devices such as: pacemaker, insulin pump and brain

drain; difficulty in motor coordination.


http://www.consort-statement.org/Media/Default/Downloads/Translations/Portuguese_pt/Portuguese%20CONSORT%20Checklist.pdf
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3.2.4 Interventions

After recruiting, participants were randomly distributed in 3 groups to receive

the following treatments for hyposalivation:
* Group 1 (G1) — Salivary stimulation through low-level laser
» Group 2 (G2) - Salivary stimulation through TENS
* Group 3 (G3) - Association of both therapies: low level laser + TENS

Hyposalivation treatment was performed according to the study group to which
the individual was allocated. In all treatments,10 sessions of salivary stimulation were
done, twice a week, respecting each clinical protocol: after the sialometry exam, the
individuals were instructed to rinse the mouth with a 0.12% chlorhexidine gluconate
solution for 30 seconds. Then, the skin was cleaned with alcohol 70% and gauze to
remove residues (sunscreen, skin oil, makeup), which could influence the penetration

of laser light or the fixation of the TENS electrodes.

Laser irradiation included the following steps: The individuals was instructed to
lie down in the dental chair. The RED LASER (100wn, 660nm — 0.5 J/point) was
applied in the intraoral region, in 10 points in the lower labial mucosa, 6 points in the
upper labial mucosa, 3 points in the buccal mucosa, 2 points in the floor of the tongue,
4 points at the boundary of soft palate and hard palate. The INFRARED LASER
(100wn- 808nm — 1J\point) was applied in the extraoral region, in 6 points in the parody
region and 2 points in the submandibular and sublingual region. Both the dentist and
the individuals wore specific protective eyewear for irradiation during the entire

treatment with the use of laser. Device used: Laser DMC — Therapy EC.

For the application of TENS, the individuals were lying in the dental chair, in a
comfortable position. The placement of the electrodes was standardized with the
placement of positive electrodes in the external region of parotids and negative
electrodes in the external region of the submandibular and sublingual, smeared with
conductive gel and fixed with masking tape. The device (Neurodyn IlI CLASS A
Medical Electrical Device — IBRAMED) was set at 100 Hz frequency and 300 nm pulse
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in TENS (direct electrical current) mode., for 20 minutes. The intensity was defined by

the individual tolerance of each individual.
3.2.5 Sample Size

The sample size was performed using the web tool OpenEpi.com for average
differences of the main outcome salivary flow using a pilot study. The expected mean
difference before and after salivary flow stimulus was 0.11 ml/min, and standard
deviation (SD)= 0.09 ml/min and 0.002 ml/min, with a significance (a) = 0.05; power
(1-B) = 0.80; and dropout = 0.40. The final sample size was n=8 individuals per group,
totaling n=16 research subjects. For these preliminary results on the microbiological
outcomes, 9 participants were evaluated, and each donated both unstimulated and
stimulated saliva for sequencing.

3.2.6 Randomization

A table with random numbers was generated using the free tool available at the
website Openepi.com. The numbers were hidden in a brown envelope by a different
researcher than the operator. Each envelope contained the group in which the
individuals would be allocated and only revealed to the operator immediately before

starting the saliva stimulation and after the periodontal treatment.
3.2.7 Blinding

A blinding studying protocol was not feasible due to the inner characteristics of
each hyposalivation treatment. Therefore, both the clinical operator who had
performed the treatments and the Individuals who had received the saliva stimulation
were aware of the treatment group they were allocated to. Only one operator
performed the diagnosis of periodontal disease and was also responsible for the

application of electrical methods of salivary stimulation.

3.3 Outcomes
3.3.1 Sialometry

The sialometry exams were used both for the diagnostic exam and for the pre
and post salivary stimulation therapy assessments. Stimulated and unstimulated

saliva flow samplings were performed in the morning (8-10 am) to minimize the effect
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of circadian rhythms. The participant was instructed to refrain from eating, drinking,
using mouthwash and performing oral hygiene half one hour before the sialometry

Immediately before the sialometry, the individuals performed hand hygiene with
alcohol in gel. For saliva collection, Individuals were advised to seat with the feet
parallel and fixed on the floor and to keep the body inclined with elbows resting on the
legs. A disposable cup was positioned between the lower lip and the chin, leaving
themouth slightly open for five minutes, during which the volume of saliva produced
was passively drained to the cup. The saliva was aspirated with a millimeter syringe
to measure the total amount of saliva. The amount of saliva collected was then divided

by 5 to express the unstimulated saliva flow in ml/minute.

The analysis of stimulated saliva was performed using a duly standardized
sterilized tourniquet (1 cm) fixed in dental floss. In the same body position, the
individuals received the tourniquet and was advised to chew it for five minutes. The
volume of saliva produced was actively deposited in a disposable cup (individuals was
able to spit out all the saliva that was in the mouth), and then measured as for the
unstimulated saliva flow. Upon collection, 500uL of the unstimulated and stimulated
saliva samples were aliquoted into microtubes and pellets and stored at -20°C until

further DNA extraction and sequencing, for microbiological analysis.

The unstimulated and stimulated salivary flow were measured after the 6" of
hyposalivation treatment session and at the end of the 10™ session, using the same

protocol described for the saliva diagnose.

Qualitative assessment was also addressed before and after the 10 treatment
sessions with the application of the questionnaire using the Treatment Emergent
Symptom Scale (TESS) method, using the following scores: (0) No complaints of dry
mouth; (1) Suspicion or slight feeling of dryness at night or upon waking;(2) Mild
complaint of dryness all the time that impedes normal oral functions; (3) Moderate
complaint of dryness with some degree of functional impairment, but no perceived
health risk, as well as difficulty in swallowing dry foods or speaking; and (4) Severe
complaint, definite perception of diminished well-being, significant impairment or
disability, as well as difficulty in swallowing any food, needs to drink water all the time

and with complaint of pain in the mouth (18).
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3.3.2 Visual analysis of tongue coating

Tongue coating analysis was performed visually in virtual sextants on the lingual
dorsum, which received the following scores: 0 = no substrate; 1= light substrate
(visible papillae); 2= severe substrate (no visible papillae). The sum of the scores was
the final score described for each participating individual (19).Salivary microbiome

analysis using 16S rRNA

Total salivary DNA was extracted, the 16S rRNA gene was partially amplified,
and sequenced using the lllumina protocol as described elsewhere (13). Briefly, DNA
was extracted from saliva using the QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), the V4 region of
the 16S rRNA gene was (primers 564F/806R), and sequenced paired end sequenced
on the Illumina MiSeq platform (lllumina, San Diego, USA).

Samples from each participant were coded as follows: Group 1(Laser): P4,
samples F282 and F281; P8, samples F181 and F183; Group 2 (TENS): P2, samples
F51 and F52; P3, samples F201 and F202; P5, samples F171 and F172; P7,
sampleF311; P9, no microbiological samples; Group 3 (Laser + TENS): P1, samples
F111 and F112; P6, samples F44 and F3.

3.3.3 Bioinformatics and statistical methods

The amplicon sequence variants (ASVs) were generated by DADA2 — (20).
Reads were trimmed, and filtered by quality and size, as previously described (21).
The taxonomy was assigned using the Silva v.138 database. ASVs assigned to

Eukaryote, Chloroplast, and Mitochondria were removed before downstream analysis.

The alpha diversity was estimated for a dataset of sequence variants rarefied
by the rare curve function from vegan R package (22). The Shannon’s index, Chao1’s
index, and the Pielou index of samples were determined using the Microbiome R
package (23) transformed relative abundances of sequence variants combined at
genus level (or the highest taxonomic level annotated) were used to build a Bray-Curtis
similarity matrices. The ordination plot was plot in a non-metric multidimensional
scaling (hnMDS) using the Phyloseq package in R (24). Microbial taxa with differential
abundance between groups of treatments were obtained by DESeq algorithm with
Benjamini-Hockenberg (BH) correction test (DESeq2 package) (25).
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Mean and standard deviation were calculated for clinical characteristics,
according to the treatment group. Pearson’s correlation, Mann-Whitney and Kruskal-
Wallis non-parametric tests were applied for data comparison using SPSS (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA

3.4 RESULTS

Clinical and sociodemographic characteristics of the individuals are shown in
table 1. The average age of individuals within the laser, TENS, and laser + TENS
groups were 57.0 £+ 6.3, 54.8 + 5.4, and 53.5 £4.9, respectively. Only male participants
were allocated in the laser and laser + TENS groups, although a randomization was
performed. However, in the TENS group, the number of allocated individuals was
higher, and then a balanced male-female rate was achieved. Dry mouth complaint was
confirmed in a 100% of the individuals included. Most Individuals concluded the
treatments, except for one from the TENS group. The initial glycated hemoglobin level

was described in tablel.

A randomization was carried out to obtain a regular distribution of the saliva
diagnosis between the groups. However, in this preliminary sample, a higher number
of individuals with assialia were allocated in the TENS group. The initial unstimulated
saliva flow for diagnosis is described in table 1. This was not a problem for the
stimulated salivary flow, where the clinical diagnose of hyposalivation and normal
saliva was balanced. Since three individuals presented an initial stimulated salivary
flow of 0.0 ml/min, those individuals have only the final sample with the salivary

microbiome evaluation.

Table 1 also shows the baseline (immediately before starting the protocol of
salivary stimulus) and final salivary flow (after the conclusion of each treatment).
Individuals who presented a normal unstimulated saliva at the baseline (P8 and P5)
did not worsen or improved their unstimulated saliva flow after treatment. Only one
individual (P3) presented an improvement. However, promising results were observed
in the stimulated salivary volume improvement. Few individuals presented saliva
clinical improvement: 1 in laser group (P4); 3 in TENS group (P2, P3, P5), and one in
laser + TENS group (P6). Two individuals presented severe hyposalivation at the
baseline (P4, laser group) and P6 (laser + TENS group), which improved for a normal

saliva after the treatment. On the other hand, P7 (TENS group) remained with severe
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hyposalivation even after saliva stimulation. One individual who presented a normal
stimulated saliva in the baseline (P1) did not worsen or improved their unstimulated
saliva flow after treatment. Only one individual (P8) had decreased the stimulated

salivary flow after laser treatment.

In the TENS group it is not possible to observe an improvement in the
unstimulated and in the clinical diagnose after unstimulated sialometry in most
individuals, except for P5 who already presented normal saliva at the baseline.
Individuals in the TENS group demonstrated a better improvement in their stimulated
saliva and in their clinical diagnose after TENS stimuli. Higher stimulated salivary flow
was observed in most individuals, except for individual P9 who did not conclude the
saliva stimulation sessions. P7 did not respond properly to TENS stimuli, since his/her
unstimulated and stimulatd saliva remained unchangeable (Table 2)

Salivary stimulation through the association of laser+TENS improved the
stimulated salivary flow of individuals P1 and P6 and showed a slight increase, 0.1
and 0.05 ml/min respectively, in the non-stimulated flow.

Individual P4 of the laser group exhibited improvement in unstimulated and
more pronounced in the stimulated saliva, presenting a clinical diagnose of
hyposalivation in the unstimulated sialometry and a normal saliva after stimulation.
Interestingly, P8 had no unstimulated saliva improvement, but had a slight reduction

in the stimulated salivary flow (Table 2).

Table 2 shows the analysis of the tongue coating before and after salivary
stimulation treatments. In the laser group, P4 presented a score 0 initially and score 3
after saliva stimulation, however P8 showed no difference. In the TENS group, one
participant showed improvement in the tongue coating index, showing only one
surface with accumulation. On the other hand, individuals P3 and P5 presented a
worsened index by 4 and 3 points, respectively. Participant P7 with a diagnosis of
severe hyposalivation and no improvement in salivary flow did not present alteration
in the tongue coating. However, when laser + TENS group was analyzed, both P1 and
P6 had a significant improvement, even without changes in the diagnosis of

hyposalivation, in the case of P1.
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Tabelal- Characteristics of the participants with Diabetes Mellitus, initial diagnosis for recruitment, and salivary characteristics before

(baseline) and after management of salivary gland hypofunction using of physical stimulation methods.

I:)eatmem/ Gro Laser/ G1 TENS /G2 Laser+TENS/ G3
F
2
F1 0 P F1
Participant F281 83 F51 1 F171 F311 9 11 F43
label (P4) P P2) ( (P5) (P7) . (P1 (P6)
8) P )
3
)
Participants characteristics and initial diagnosis for recruitment
F F
€ e
Gender Male M Mal m Male Female m Ma Male
ale e a al le
! e
e
5 4
Age 53 62 55 1 56 63 9 50 57
Age (Mean age 57.5 + 6.36 54.8 + 5.40 53.5 + 4.94
+ SD)
8
HDALC — level 5.8 6 7.9 . 7.8 8.3 * 8 7.1
(%) p
H
i
p A
Diagnosis  of . No . o] S Hip L
NSF for Assroll rm A$s' S Normal Assialia Si osi H|_p03|
. ia alia : . alia
recruitment al i al alia
a ia
li
a
. 1
SSF  (ml/min) 1. 0. 1.8
for recruitment 012 60 0.0 020 0.40 0 0 020

N
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y
Treatment ye n
conclusion yes < Yes g yes yes o yes yes
Continue
Baseline (immediatly before the treatment)
Baseline SSF 1. 2.5
(mi/min) 1.00 20 0.50 1 0.62 0.28 - 4 0.80
Mod A
Diagnosis of Severe Nor Assi erate Severe ) Severe ) ss Nor Severe )
hyposa - hypo hyposali hyposaliv - hyposali
SSF livation mal alia saliv vation ation !al mal vation
ation 1a
Baseline NSF 0 0
(ml/min) 0.02 4'0 0.0 0.18 0.30 0.0 0' 0.2 0.20
A
Diagnosis of Severe Nor Assi Nor Severe Severe ss Nor Severe
hyposa - hyposali hyposaliv - hyposali
SSF livation mal alia mal vation ation :ZI mal vation
Dry mouth
complaint- 4 2 2 2 2 4 4 4 1
TESS - baseline
After treatment
. 1
Final SSF 1.50 L 0.80 . 1.10 0.34 - 1.6 1.60
(ml/min) 20 5 0
. 0
Final NSF 0. 0.00 -
(ml/min) 0.02 40 06 2 0.6 0.01 ) 0.3 0.15
Mo
der Mod g
Final Clinical Normal ate erate r Moderate Severe Nor
. hyposa hyp hypo m hyposalivat hyposaliv - mal Normal
Diagnose livation osa saliv a ion ation
liva ation |
tion
Final dry mouth -
complaint- 2 1 1 1 1 2 ] 1 1
TESS final

Legend: * individuals did not conclude the treatment; SSF= stimulated salivary flow; NSF = unstimulated salivary flow; Dry mouth complaint after treatment (TESS) :1=Suspicion or
slight feeling of dryness at night or upon waking; 2= Mild complaint of dryness all the time that impedes normal oral functions; 3= Moderate complaint of dryness with some degree
of functional impairment, but no perceived health risk, as well as difficulty swallowing dry foods or speaking.; 4= Severe complaint, definite perception of diminished well-being,
significant impairment, or disability, as well as difficulty in swallowing any food. Individual needs to drink water all the time and you feels pain in mouth.
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Table 2 - Tongue coating index before and after stimulation treatment

Individuals P4 P8 P2 P3 P5 P7 P9* P1 P6

Group Laser TENS Laser+TENS
Gl G2 G3

Initial Tongue 0 6 8 3 1 0 12 12 10

coating score

Final Tongue 3 6 1 7 3 0 - 6 2
Coating Scorel

Analysis of the lingual substrate was performed visually in virtual sextants on the lingual
dorsum, which received the following score: 0 = no substrate; 1= light substrate (visible
papillae); 2= severe substrate (no visible papillae). The sum of the scores was the final score
described for each participating individual
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Diversity and composition of the salivary microbiome

Shannon diversity for rarefied data (30000 sequencies) showed significant
differences between the Laser and the TENS groups, but no differences for those
groups against the combined group TENS + Laser. However, when the type of saliva
(unstimulated saliva and stimulated saliva) was considered in the analysis, this
difference was not sustained. No differences were found in the Shannon diversity
regarding the type of saliva or clinical improvement of the salivary flow comparing the

salivary flow diagnosis in the baseline and after treatment (Figure 1).
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Figure 1. Alpha-diversity indexes displayed by sample group (Laser N=4, TENS N=7, or laser + TENS
N=4), clinical improvement of the salivary flow, and type of saliva (rest or stimulated) (Shannon index).
Statistics using parametric test ANOVA (for groups), and Shapiro-Wilk normality test (W = 0.91343, p-
value = 0.1528).

Beta diversity was measured by Bray-Curtis distance on MDS plot, and displayed by
the type of hyposalivation treatment (laser, TENS or laser + TENS), and in relation to
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the type of saliva (unstimulated or stimulated saliva). The corresponding samples of
both unstimulated and stimulated saliva of TENS were more distant than those of laser
or laser + TENS (Figure 2). Samples of unstimulated and stimulated saliva of the laser
group were closer than the samples of the combined treatment (laser + TENS), in
which unstimulated saliva samples were more distant than stimulated saliva samples
(Figure 2).
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Figure 2. Beta diversity measured by Bray-Curtis distance on MDS plot, displayed by treatment (Laser,
TENS or combining Laser and TENS), and in relation to the type of saliva (rest or stimulated). Statistics
using PERMANOVA (ADONIS) with 10,000 permutations (n=15). Laser: P4, samples F282 and F281,
P8, samples F181 and F183; TENS: P2, samples F51 and F52; P3, samples F201 and F202; P5,
samples F171 and F172; P7, sample F311; P9, no microbiological samples; Laser + TENS: P1, samples
F111 and F112; P6, samples F44 and F3.
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Figure 3. Most abundant phyla in the salivary microbiome after treatment with Laser (N=4), TENS (N=7)
or combining Laser and TENS (n=4)._Laser: P4, samples F282 and F281; P8, samples F181 and F183;
TENS: P2, samples F51 and F52; P3, samples F201 and F202; P5, samples F171 and F172; P7,
sample F311; P9, no microbiological samples; Laser + TENS: P1, samples F111 and F112; P6, samples
F44 and F3.

Figure 3 represents the relative abundance of saliva microorganisms at the
phyla and genera levels before and after the physical salivary stimulation. Firmicutes
and Actinobacteriota were those with higher relative abundance observed in all
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samples, despite of the type of treatment. Nevertheless, the relative abundance of
Firmicutes in the laser group was quite similar between the individuals within this group
compared to the samples of TENS group. Actinobacteriota was the second phylum
most frequent in all samples, showing different percentages between the samples of
TENS group. Fusobacteriota was also very abundant, irrespective of the group, except
for laser+TENS group.

At the genus level, Streptococcus and Actinomyces were the most frequent
ones in all groups. However, in the TENS group the relative abundance of these two
genera profoundly varied within each sample. In some samples, the Streptococcus
were more predominant whereas in other samples the Actimomyces were in higher

percentage than Streptococcus (Figure 3).

Figure 4 demonstrate the most abundant phyla in the salivary microbiome after
hyposalivation treatment, also considering the type of saliva and clinical results after
treatment. Considering the relative abundance of phylum at the baseline compared to
post-treatment, it was observed that the relative abundance of Firmicutes was
increased after treatment. There was a reduction in the relative abundance of
Actinobacteriota and Protebacteria and an increased relative abundance of
Fusobacteriota. After the saliva stimulation, the relative abundance of Firmicutes was
higher and superior to 50% in all treatment’'s modalities. Actinobacteria was more
abundant in the TENS group whereas the abundance of Fusobacteriota decreased.

The relative abundance of Bacteriodota was reduced after treatment in all group

As expected, Firmicutes represented more than 50% in the relative abundance
in both type of saliva, unstimulated and stimulated saliva, after the hyposalivation
treatments. The relative abundance of Fusobacteriota and Proteobacteria were lower
than 2.5% but higher in the unstimulated salivary flow compared to stimulated salivary
flow in the post-treatment samples.

Salivary improvement was associated with higher abundance of
Actinobacteriota than those cases in which the salivary flow did not change or
decrease. Lower abundance of Fusobacteriota and Actinobacteriota were associated

with reduced salivary flow. (Figure 4)

Considering the salivary microbiota alterations, the final samples had a higher
number of taxa in high abundance, at the phylum and genera levels. Proteobacteria
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were reduced, while Fusobacteria were slightly increased. Levels of Streptococcus

were maintained, as well as Veillonella and Actinomyces. Interestingly, the levels of

“others” (the low abundant taxa) were reduced after salivary stimulus (Figure 4).

The laser group seems to have a higher number of taxa comprising the majority

microbiota (Figure 4) and confirmed by their significantly higher alfa-diversity. When

the type of saliva was considered in the microbiological analysis, there were no

significant changes in the majority microbiota between unstimulated or stimulated and

also in the sialometry results observed after treatments (better, same, or worse clinical

hyposalivation) (Figure 4).
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Figure 4. Most abundant phyla in the salivary microbiome after treatment with Laser (N=4), TENS (N=7)
or combining Laser and TENS (n=4) and according to the type of saliva and clinical results after

treatment.
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Figure 5. Most
abundant taxa
(A) and the
differential
abundant (B)
regarding

treatments.

Figure 5 shows the most abundant taxa (A) and the differential abundant (B) regarding

treatments. Some taxa were differentially abundant between groups (DESeq analysis).

The boxplot A (figure 5) demonstrates the mean relative abundance and the

percentual of each bacterial species. The most abundant taxa (A) did not have

statistically significance differences between the treatment groups. It is possible to

note a significant difference between the treatment groups, in the boxplot B (figure 5),

in which the differential abundant was highlighted. The levels of Mycoplasma and

other 3 low abundant bacteria increased in the laser group compared to the TENS

3.5 Discussion

Saliva dysfunction observed in individuals with DM can lead to oral dysbiosis,

increasing the number of carious lesions, the prevalence of root caries, as well as the

risk of periodontal disease. Hyposalivation alters taste and digestive functions,

halitosis (26) and predispose to opportunistic infections (13, 27). It is essential to

improve the clinical diagnose of any salivary alteration and improve the evidence
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regarding clinical management of hyposalivation on glands hypofunction. The aim of
this study was to test strategies currently available for restoring the salivary gland
function in individuals with DM, based on non-invasive and non-drug therapies.
Physical salivary stimulation of residual salivary secretory capacity was chosen, and
two therapies were evaluated: TENS, laser and a combination of both. The results
confirmed a tendency towards an improvement in the dry mouth sensation, as well as
a slight alteration of the salivary microbiota, particularly after laser stimuli. We believe
that these results represent an unprecedented analysis that — if confirmed — could
enhance the dental practice regarding oral health maintenance of DM individuals in
the future.

Our clinical results are in line with other studies that evaluated salivary
stimulation using laser or TENS, and that demonstrated a significant improvement in
the perception of dry mouth and in the salivary flow (28, 29). Hyposalivation may or
may not be correlated with the dry mouth sensation (also known as xerostomia), which

is a recurrent complaint in individuals with DM (30, 31).

In the present study, all participants had dry mouth complaint, and all reported
some improvement after saliva stimulation therapy without distinction of treatments in
test (TENS, laser, or both). It is important to emphasize that a dry mouth complaint
can be associated with a normal salivary flow. This was observed in the participant
P1, who presented a severe complaint of xerostomia that improved to a slight feeling
of dryness at night or upon waking after treatment. Furthermore, after laser therapy
alone, participant P4 showed significant improvement in the salivary flow as well as
xerostomia from an initial diagnosis of severe hyposalivation (0.12ml/min in stimulus)
to normosialic (1.5ml/min) and complaint 4 to 2. This suggests that, even a little
increase in the salivary flow, sometimes not detectable by sialometry, can influence
xerostomia and reflect on the quality of life and well-being of individuals with DM, and

should be better explored in further studies.

Hyposalivation in diabetics can be associated with multiple aspects including
autonomic dysfunction, damage to the glandular parenchyma, alterations in the
microcirculation of the salivary glands and neuropathy correlated with the regulation
of salivary secretion (14). Additionally, the number of medications consumed by type

2 DM is also a possible cause for the reduction of salivary flow, as well as the
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oscillation of the glycemic index (32, 33, 34, 35). For this reason, our attempt to
establish groups with isolated therapies (laser or TENS) and a third associating both
therapies, in order to gather together their different mechanisms of action to improve
the stimulation saliva production by the major salivary glands and the minor glands. In
three individuals (P1, P3 and P7), the saliva volume did not improve, but some
increase in the salivary flow was observed in the others, although this evidence is

based in a low sample size.

It is important to highlight that the capacity to improve the salivary flow was
influenced by the mechanism of action of each physical method. Whereas TENS
stimulation was design to act on the major salivary glands, laser therapy was applied
to stimulate the major glands but also the minor salivary glands. The mechanism of
action of TENS is associated with the release of an electric current, through the fixation
of electrodes in the external region of the major salivary glands: parotid, sublingual
and submandibular. It acts as a physiological stimulus mimic, which interacts with cell
membranes, causing changes in signal transduction by activating calcium and cyclic
AMP channels (36). In response, there is an increase in blood flow, oxygenation, ATP
production and improved transport across the plasma membrane (37). TENS seems
to act more efficiently as a salivary flow accelerator than as an initiator. Therefore, it is
likely to be more effective in cases of decreased salivary gland function than in the
absolute absence of function (38, 39). Ours results might suggest an accelerating
effect of TENS on the saliva production as proposed by other. Of the nine randomized
patients, six received stimulus only with TENS (P2, P3, P5 and P7) or combined with
laser (P1 and P6). At baseline, all individuals presented a salivary flow greater than
zero, except for P2. An improvement in stimulated salivary flow could be observed in
all individuals after the treatments. The position of the electrodes can influence the
excretion of saliva by the parotid glands, since the positive poles present a more
intense pulse or energy, being considered “stronger”. Thus, a more significant
improvement in the stimulated salivary flow could be expected in comparison to the

unstimulated salivary flow.

On the other hand, the low-level laser acts on the excitation of electrons and on
the formation of an electromechanical field within the mitochondria, which increases

calcium levels and promotes an acceleration of cell proliferation, in addition to
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inflammatory modulation. It is important to emphasize that inflammation is a common
finding when there is a reduction in salivary gland activity, leading to hyposalivation
(40, 41). 1t was shown that the use of laser alleviates the signs of hyposalivation and
improves salivary flow and/or indicators of salivary function, such as the concentration
of H+, Cl-, bicarbonate ions or proteins present in saliva (42), which could also
contribute to the relief of xerostomia as observed in our results. Different laser’s
wavelengths were efficient in the management of hyposalivation, after ten consecutive
days of treatment (43). In the present study, we performed ten sessions, twice a week,
which we considered to be comfortable for the patient and with a lower risk of dropping
out of treatment. Additionally, we also observed an improvement in the salivary flow

and xerostomia.

Another factor that could limit the salivary flow improvement after physical
stimulation would be the polypharmacy profile. Dabi¢ et al (2016) (44) evaluated the
effect of laser therapy for the treatment of drug-induced hyposalivation, with a
significant increase of the salivary flow after 10 sessions with laser application. The
participants in our study did not change their medication routine and the medicine
intake did not seem to limit the effect of physical stimulation therapy.

A recent study by our research group demonstrated that the saliva of individuals
with DM showed important alterations and increased salivary acidification (8). It is
noteworthy that with the increase in salivary flow, an expected oral environment
transition may occur with a significant impact on the composition of the microbiota.
The salivary microbiome was shaped by systemic hyperglycemia, as well as changes
in salivary pH, which may be linked to local hyperglycemia (21). It was observed a
clear enrichment of a sulphate-reducing bacteria, as well as a depletion of the healthy
associated butyrate-producing bacteria in individuals with DM, that may be influenced
by a pro-inflammatory effect. This observed imbalance in microbial composition could
be a result of gut dysbiosis and potentially impair insulin resistance. They also showed
higher proportions of Proteobacteria when the salivary pH was acidic, after salivary
stimulation. This may suggest that the salivary stimulation may “clean” the salivary

glucose and help the pH control, even in a slightly increase of the salivary flow.

Another "washing effect” observed in our results may be related to

microorganisms in low abundance. These organisms can be part of a transitory
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microbiota, which in a favorable situation could become pathobionts leading to oral
dysbiosis. In diabetic patients, the reduced salivary flow combined wioth the increased
inflammatory processes can also alter the oral habitat leading to oral dysbiosis. In our
results Bacteriodota were reduced after all treatments, as well as the low abundance
microbiota. Therefore, this might be a proof of a greater physiological cleanliness of
the oral cavity and a smaller bacterial volume in a healthy salivary flow. Individuals
treated with laser exclusively showed a significant increase in microbial diversity
compared to the other treatments. This result was relevant, since diabetic individuals

have reduced microbial diversity (45).

As the action of the laser occurs at the cellular level — as discussed before, the
increased oxygenation can change the oral environment and consequently the
microbial diversity. This is fundamental to maintain oral health and oral balance.
Another finding was the significant increase in the Mycoplasma in individuals after
treatment with laser when compared with the ones treated with TENS. The ability of
Mycoplasmas to agglutinate blood cells has been used for seroidentification of certain
pathogenic species. The agglutination of erythrocytes in the area of the periodontal
pocket and within the gingival sulcus has been consistently observed (46). Blood cells
act as light collectors and may be a justification for the better laser performance due
to greater activation by photomodulation. The association of mycoplasmas with
gingivitis has been observed, and some potential to damage host tissues has been
credited to them (46). The research participants, in addition to DM, also had
periodontal disease, which may have influenced this finding (17). We raised the
hypothesis that this response variation may not be related to the type of treatment
used to manage hyposalivation, but to the periodontal condition of each patient.
Although all had received prior periodontal treatment, the initial periodontal condition

may have varied in terms of degree, stage and extent of periodontal disease.

The relationship between salivary microbiota and biofilms are complex (1, 2).
Plaque and saliva can act as a source of microorganisms for each other. Thus, high
levels in saliva may be a consequence of high levels of plaque or vice versa (47). This
reasoning also covers the lingual coating. In our results, participants who showed an
increase in coating after treatment coincide with an increase in flow in individuals P4
and P5.
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In participants P7 and P8 who did not obtain improvement in the flow volume,
they also did not present alteration in the visual analysis of tongue coating. However,
P1, P2 and P3, even with the increase in salivary flow, had a reduced tongue coating
index. A greater washing effect of saliva on the tongue dorsum may have occurred in
these patients. It is important to point out that none of the participants were instructed
to clean the tongue or questioned about the quality of the diet consumed in the meal
prior to the tongue evaluation session. In microbiological analysis, a reduction of
Rothia was observed when the salivary flow was increased after stimulation. This was
a surprising result, as we expected an increase in the Rothia, a great component of
the tongue biofilm (48). Also, lower levels of Rothia was found in saliva and on the
tongue dorsum upon awakening than before going to sleep, which was linked to a

reduction in the salivary flow during sleep (49).

It is worth noting the P2 samples (F51 post-treatment non-stimulated saliva and
F52 post-treatment stimulated saliva). P2 was the only individual initially asialic in both
saliva analyzes, who concluded the treatment since P9, who was allocated in the same
TENS group and had the same initial diagnosis, did not complete the therapy. Such
an observation raises the hypothesis of an important microbiological change, as
described above and clinically with the change from zero to 0.8 ml/min in stimulus and

0.0006 ml/min in non-stimulation.

It is believed that qualitative and quantitative reductions, as well as deviations
in metabolic, immunological, endocrine, and neuronal activity would be capable of
causing deleterious effects in the oral cavity of individuals with DM, observed by the
clinical symptom of oral dryness and by the clinical sign of hyposalivation observed
after analysis of unstimulated and stimulated salivary flow.

Obviously, our results were hampered by the small sample size and therefore
the clinical results were merely descriptive, in which each treatment could not be
accurately compared. The waiting time between the basic periodontal treatment and
the beginning of the stimulation treatment, since the complaint of dry mouth was the
main motivator in the search for care, the difficulty of locomotion of the participants to
attend twice a week at the educational institution to receiving therapy may also have

influenced the still timid result.
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The absence of a control group with patients without DM, however with a
diagnosis of hyposalivation, would also enrich the evaluation of physical therapy for
salivary stimulation and increase the methodological quality of the work. Even with
such limitations, the clinical and microbiological results are promising. Although it was
not possible to compare the different salivary stimulation protocols by physical means,
an improvement in the sensation of dry mouth and a trend towards an increase in
salivary flow was observed in all groups. A more delineated protocol and closer clinical
follow-up may present an even more significant clinical response in relation to the

increase in volume itself in quantitative analysis.

In conclusion, the management of hyposalivation associated with DM through
physical methods (laser, TENS and the combination of both) seems to somehow
modify the salivary flow, the xerostomia, and the salivary microbiome. Laser increased
the salivary microbiome diversity when compared to TENS. However, preliminary
results are not yet conclusive, and the need for increasing the sample size is clear,

particularly to compare treatments according to the salivary flow increasing.
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Capitulo 4 - Discusséo Geral e conclusdes
4.1 Discusséao Geral

Os estudos que compdem a presente dissertacdo objetivaram avaliar a
eficicia da estimulacao fisica das glandulas salivares no aumento do fluxo salivar, na
xerostomia e na alteracdo do microbioma salivar. A hipétese é que tais tratamentos
sao alternativa terapéutica para o manejo das disfuncdes salivares causadas pelo DM
e suas consequéncias. Inicialmente, destacamos dois pontos principais em nossos
resultados. O primeiro a queixa regular da boca seca e sua correlagdo com a
qualidade de vida dos individuos participantes. Tanto no estudo apresentado no
capitulo 2, quanto no estudo apresentado no capitulo 3 esse questionamento foi
aplicado e avaliado nos distintos protocolos terapéuticos, sendo o principal desfecho
que sofreu alteracéo ap0s os tratamentos em teste. Quando apenas em estimulo com
o TENS, uma vez por semana em 10 sessoOes, 0s participantes obtiveram resultado
positivo na avaliacdo qualitativa da sensacéo de boca seca (xerostomia)(Capitulo 2).
Em protocolo semelhante, conduzido duas vezes por semana, nas mesmas 10
sessdes, 0s participantes alocados ao grupo tratado com TENS (capitulo 3), também
relataram melhora da queixa. Tal percepcéo foi acompanhada pelo demais grupos de
tratamento que receberam estimulo combinado com laser de baixa intensidade e

estimulo apenas com o laser.

Interessantemente, o volume salivar ndo foi aumentado de forma
estatisticamente significativa em nenhum dos tratamentos aqui testados. Todavia,
correlacionamos a percepcao de melhora da queixa de boca seca, acima relatada,
com o minimo de acréscimo salivar apos terapia de estimulacdo com o aumento da
presenca de mucinas salivares, responsaveis por formar uma camada protetora na
mucosa e auxiliar no conforto bucal, como relatado por Fox, 1987 e Pramanik, 2010
(3,4). Essa hipotese de correlacionar o conforto relatado pelos participantes com a
maior producao de proteina salivar estd embasada, de certa forma, nos resultados do

grupo que recebeu estimulacéo salivar exclusivamente com laser de baixa poténcia
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(capitulo 3). Em nossa analise, o uso do laser parece fornecer melhores condi¢fes
biolégicas para o estimulo da producgéo salivar, isso porque as glandulas salivares
menores possuem secrecado exclusivamente proteica e um posicionamento
anatdmico subepitelial vantajoso para a absorcao da luz laser(5). A atuacéo do laser
a nivel celular atua no processo de oxigenacdo e desinflacdo do parénquima da
glandula, melhorando seu funcionamento(6). Isso foi observado nos desfechos
microbiolégicos, onde uma modulagéo microbiana foi identificada com uso do laser.
Identificamos reducdo de microrganismos em baixa abundancia, aumento de
Firmicutes, Actinobacteria e Fusobacteriota e reducdo de Actinobacteriota e
Protebacteria nesse grupo quando comparados aos grupos tratados com TENS.
Dentre os microrganismos em baixa abundancia (correspondendo a barra “others”
nos graficos), podemos ter a presenca de potenciais patdégenos transitorios, que

podem se beneficiar dos sitios bucais e alterar o microbioma para disbiose.

E provavel que o fluxo salivar, mesmo com um discreto aumento, possa exercer
um papel antimicrobiano. As concentracfes salivares de fatores antimicrobianos
variam entre os individuos, mas também podem ser bastante diferentes a depender
de quando/onde eles entram em contato com micro-organismos, muitas dessas
moléculas aderem a superficie dentaria e mucosas, se agregam com mucinas podem
ser reunidas em saliva. Esses componentes interagem sinergicamente uns aos outros
para exercer efeitos que podem ser diretamente antimicrobianos ou interferir na
coloniza¢do microbiana ou nutricao (7). Isso também pode estar relacionado com a

mudanca no conteudo da microbiota minoritaria.

Um maior aumento da diversidade microbiana no grupo laser pode estar
correlacionada ao seu mecanismo de acéo, devido sua capacidade de biomodulagéao
e alteracdo do ambiente celular. Melhores resultados clinicos e microbiol6gicos com
a associacdo de laser e TENS eram esperados, justamente pela possibilidade de
somar os distintos mecanismos de funcionamento. A nivel celular, como comentado
anteriormente com o laser atuando diretamente em glandulas salivares menores e
indiretamente em glandulas maiores e por meio da condugdo nervosa com o TENS
atuando em estimulos neurais com maior propriedade em glandulas salivares

maiores. Todavia, ndo alcangamos o esperado.
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LimitagBes sabidamente conhecidas como o perfil polifarmécia, desidratagéo e
controle glicémico duvidoso ndo pareceram ser impedidores pétreos para o alcance
de melhores fluxos salivares. Essa observacédo é importante ja que os participantes
das pesquisas nao sofreram alteracdo na rotina medicamentosa e mesmos assim
obtiveram alguma melhora. Tais observacdes sao indicios que o restabelecimento
das condicbes salivares pode ser fundamental para reequilibrio da microflora

bacteriana em individuos com DM.

Apesar de nossos resultados serem promissores para a melhoria da
xerostomia (tanto para TENS quando para laser) e para a modulacdo positiva do
microbioma com uso do laser, € necessario que novos ensaios clinicos randomizados

e com bons controles sejam realizados para qualquer indicagéo clinica.
4.2 Conclusdes

Os trabalhos levantam hip6teses ainda inconclusivas, como a modulacao da
microbiota, sua capacidade de aumento de diversidade e manutencdo da homeostase
bucal e conforto clinico. Todavia, apontam para uma terapia de facil execucao clinica,
boa aceitacdo por parte do paciente e com resultados interessantes que merecem
atencdo e novos estudos bem delineados. Torna-se motivador a busca por um
protocolo de tratamento que supra todas as lacunas observadas, dessa forma novos
estudos sdo imprescindiveis para a execucdo de uma Odontologia clinica baseada

em evidéncias cientificas.
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RESUMO

OBJETIVO: A hipossalivacdo esta entre os efeitos adversos do tratamento
radioterapico em nivel de cabeca e pescoco mais relevantes para a saude bucal.
Ainda néo existe evidéncia acerca da eficacia de métodos fisicos no manejo dessa
hipossalivacdo. Essa revisdo de escopo objetivou mapear a literatura cientifica sobre
0os protocolos dos métodos fisicos atualmente disponiveis e seus efeitos para a
estimulacdo salivar de pacientes com hipossalivacdo provocada por radioterapia.
METODOLOGIA: O protocolo foi baseado no PRISMA - extenséo para revisdes de
escopo. A busca sistematica foi feita em seis bases de dados eletrbnicas e na
literatura cinzenta. Os estudos foram incluidos quando a populacao-alvo consistia em
seres humanos adultos de qualquer idade, que passaram ou iriam passar por
tratamento envolvendo irradiacdo da regido de cabeca e pescoco, e apresentaram
quadro de hipossalivagcdo ou potencial risco para hipossalivacdo. Dois revisores
independentes extrairam dados sobre o tipo de terapia fisica utilizada (laser de baixa
poténcia, TENS-Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation e acupuntura), o grau
de comprometimento do tecido glandular, e o percentual de alteracao do fluxo salivar.
RESULTADOS: Foram incluidos dezessete artigos, dos quais 4 utilizaram TENS,
todos apresentando aumento do fluxo salivar apds o tratamento. N=3 artigos
utilizaram laser de baixa poténcia. Dos estudos envolvendo acupuntura, 8 foram
incluidos. Os desfechos dos estudos profilaticos mostraram efeito benéfico apds
tratamento, apesar da maioria ndo apresentar grupo controle passivel de
comparacdo. Dos desfechos dos estudos terapéuticos, 3 mostraram resultados
positivos e 3 ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa, apesar de alguns
pacientes apresentarem aumento no fluxo salivar. N=2 dos artigos incluidos utilizaram
ALTENS (Acupuncture-like TENS), ambos apos a radioterapia, 1 com resultado
satisfatério e 1 que ndo mostrou diferenca. CONCLUSAO: Pode-se concluir que a
utilizacdo dos métodos fisicos de estimulacdo salivar de forma profilatica sugere
efeitos mais efetivos em relacdo aqueles que utilizam durante o tratamento
radioterapico, talvez por conta da presenca do parénquima glandular intacto antes de
receber a radiacdo. Entretanto, a escassez e baixa qualidade dos estudos
(principalmente quanto aos grupos controle), além da auséncia de protocolos
definidos, inviabilizam uma avaliacdo concreta, sendo necesséaria a realizacdo de
mais ensaios clinicos com grupo controle sem tratamento ou com tratamento padréo-
ouro para comprovar a eficacia dos tratamentos analisados.
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INTRODUGCAO

Apesar das evidéncias indicarem maior indice de cura para o cancer de cabeca e
pescoco pelo tratamento radioterapico adjuvante ou pds-operatério (1), sabe-se que
este tratamento apresenta efeitos adversos nocivos a qualidade de vida do paciente
(2,3). A dose de irradiacédo, assim como a regiao tecidual irradiada influenciam no
grau de comprometimento das estruturas, de modo que alteracdes nas glandulas
salivares podem ser observadas com apenas uma semana de tratamento, podendo
persistir por meses apos finalizar a exposicao (3,4). Entretanto, parece que ainda néo
existe consenso quanto a todos os fatores envolvidos na sensibilidade das células
das glandulas salivares a radiacdo e consequente piora na secrecdo salivar (5,6).
Uma das hipéteses seria a acao da radiagdo ionizante na interrupgéo da transducao
dos sinais nas membranas dos acinos, provocando modificagcbes a nivel macro e
microscopico (7). Em estudos realizados em animais, podem ser observados
fenbmenos como o aumento no numero de células apoptéticas (8), reducdo na
expressdo de aquaporinas (9) e hipovascularizacao (10). Além disso, podem ser
encontrados formacado de tecido fibroso, vacuolizacdo citoplasmatica e edema (11),
até uma reducéo de 30% do volume glandular original (12).

Nesse sentido, a hipossalivacdo torna-se um sinal clinico importante associado aos
tratamentos com radiac&o. Consiste na diminuicao do fluxo salivar a indices inferiores
a 0,7mL/min da saliva estimulada e inferiores a 0,1mL/min da saliva ndo estimulada
(13,14). Acompanhada ou n&o por xerostomia, que por sua vez refere-se a sensacéo
subjetiva de boca seca, a hipossalivacao é um dos efeitos indesejados mais comuns
da radioterapia de cabeca e pescoco (15-17). Sendo assim, dada a importancia da
saliva na cavidade bucal, como a protecdo dos tecidos moles e duros a partir da
lubrificacdo e remineralizacdo do esmalte, auxilio na fala, degluticdo e digestéo, a
diminuicdo do fluxo salivar pode resultar em outras patologias como doenca cérie,
periodontite, problemas na fala, degluticdo e digestéao (14).

Atualmente, existe uma variedade de tratamentos e cuidados paliativos para diminuir
os efeitos da hipossalivacéo e xerostomia. Dos cuidados paliativos, o mais usufruido
€ a saliva artificial, a qual também é utilizada em pessoas sem remanescente
glandular funcional (18). Entre as terapias que promovem a estimulacdo salivar,
existem evidéncias que comprovam a eficacia de tratamentos quimicos de uso
sistémico, como a pilocarpina, betanecol e cevimeline (18—-20). Contudo, o tratamento
quimico possui alto risco de efeitos adversos e interacdes medicamentosas, por
serem substancias ingeridas com possiveis efeitos em outros 6rgdos além do
esperado (19).

Para evitar esses efeitos adversos, a estimulagéo salivar poderia ser feita por meio
de métodos fisicos e mecéanicos ndo invasivos. Algumas opcdes de terapias, ja
descritas na literatura, incluem o laser de baixa poténcia, o TENS (Transcutaneous
Electrical Nerve Stimulation) e a acupuntura, além da indicacdo de goma de mascar
(18,21-23). O laser de baixa poténcia é utilizado para a fotobiomodulacdo, de forma
gue os fotons séo absorvidos por citocromos e porfirinas das mitocéndrias celulares.
Isso resulta em uma liberacdo temporaria de o0xido nitrico pela enzima citocromo C



96

oxidase, permitindo que novas ligagcbes sejam feitas e ocorra um aumento na
transcricdo e respiragdo celular, responsaveis pela formagdo de novos ductos
glandulares (6). JA& o TENS consiste na aplicacdo de uma corrente elétrica na
superficie da pele da regido dos terceiros molares inferiores por meio de um eletrodo
promovendo estimulo direto do nervo auriculotemporal, o qual é responsavel por
desencadear o reflexo da salivacdo no bulbo raquidiano (20,22). A acupuntura é uma
terapia presente na medicina chinesa e constitui-se da insercao de pequenas agulhas
em pontos especificos, com o objetivo de aumentar a secre¢do salivar a partir do
aumento da atividade parassimpatica e liberacdo de neuropeptideos com uma série
de efeitos tropicos, incluindo aumento do fluxo sanguineo das glandulas salivares
(24,25). As gomas de mascar tém como principio promover o estimulo mecénico e
gustativo para aliviar os sintomas da xerostomia (26).

Ha diversas revisbes na literatura que buscam encontrar o melhor tratamento para
hipossalivacdo em pacientes irradiados (6,19,27-32). Entretanto, tratam-se de
estudos que testam apenas uma das terapias fisicas disponiveis (6,27—-32), restritos
a ensaios clinicos randomizados (19,27,28,32), que nédo abordam o efeito profilatico
(19,27,29,31,32) ou sdo consistentes quanto ao efeito em diversos sintomas, mas
pecam no que diz respeito ao desfecho no fluxo salivar (30). Nesse sentido, ainda se
torna necessario uma revisao de escopo que avalie também outros designs de estudo,
como ensaios clinicos de braco unico, e que divida os estudos de acordo com o
momento da aplicacdo dos métodos fisicos de estimulacdo salivar em profilaticos
(antes/durante a radioterapia) ou terapéuticos (ap0ds a radioterapia), a fim de que seja
possivel reunir todos os protocolos utilizados.

Essa revisdo de escopo objetiva mapear a literatura cientifica acerca dos protocolos
dos métodos fisicos atualmente disponiveis e seus efeitos para a estimulacdo salivar
de pacientes com hipossalivacdo provocada por radioterapia. Assim, torna-se
possivel responder a pergunta de pesquisa: pacientes que passaram por tratamento
com radiacdo em cabeca e pescoco submetidos a estimulacdo do fluxo salivar por
meios fisicos tém potencial aumento do fluxo salivar?

METODOLOGIA
Design de estudo:

Uma revisdo de escopo foi conduzida utilizando o PRISMA (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses), extensdo para lista de verificacdo de
revisdes de escopo (Tricco et al. 2018).

Estratégia de busca:

Uma busca sistematica foi realizada nas bases de dados eletronicas
(MEDLINE/PubMed, Cochrane Library, Scopus, Livivo, Web of Science e Embase) e
na literatura cinzenta (Google Académico e Proquest), a qual foi utilizada em duas
revisdes de escopo. O vocabulario controlado geral (termos MeSH) e as palavras-
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chave foram escolhidas (Apéndice 1). Foram selecionados estudos de ensaio clinico,
randomizados ou néo, e relatos de caso (Apéndice 2). Nao houve limitacéo de idioma
ou ano.

Critérios de elegibilidade:

Os estudos foram incluidos quando a populagdo-alvo consistia de seres humanos
adultos de qualquer idade, os quais foram submetidos ou iniciariam tratamento
envolvendo irradiacdo da regido de cabeca e pescoco. Os estudos foram excluidos
qguando 1) os resultados clinicos ndo informaram o percentual de alteracao do fluxo
salivar, 2) ndo eram pesquisas originais, 3) eram resumos de conferéncia, 4)
avaliaram apenas o efeito mecanico (gomas de mascar, por exemplo), 5)
apresentavam viés de confundimento (presenca de edéntulos portadores de protese,
uso de substitutos salivares e sialogogos), 6) ndo apresentavam a etiologia da
hipossalivacdo, 7) ndo separavam os resultados de acordo com diferentes grupos, ou
8) ndo estavam escritos no alfabeto latino, passivel de traducdo usando ferramentas
online do tipo Google Translator.

Selecdo dos manuscritos:

Dois revisores analisaram, de forma independente, a elegibilidade de todos os titulos
e resumos identificados para a inclusdo na selecdo de texto completo. ApGs essa
etapa, ambos utilizaram os mesmos critérios de elegibilidade para analise dos textos
completos dos titulos incluidos. Os conflitos foram resolvidos por um consenso com
o terceiro revisor (F.P.S.N.). As listas de referéncia dos artigos selecionados foram
analisadas manualmente para identificar manuscritos possivelmente perdidos durante
as buscas nas bases de dados eletronicas e outras literaturas cinzentas.

Extracdo e sintese dos dados:

Dois revisores independentes (C.P.S.C. e J.L.M.A.M.) extrairam os dados em 2
etapas. Inicialmente, as informac¢des foram obtidas considerando o tipo de terapia
fisica utilizada (laser de baixa poténcia, TENS e acupuntura), o grau de
comprometimento do tecido glandular e o percentual de alteracdo do fluxo salivar,
além de observar o ano de publicacdo, o pais onde o estudo foi conduzido e os
métodos utilizados para avaliacdo clinica. Posteriormente, um revisor (C.P.S.C.)
reanalisou cada estudo selecionado e avaliou criticamente as principais informacdes
obtidas.
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RESULTADOS

Dos 2.439 titulos encontrados na busca nas bases de dados e literatura cinzenta, 148
estudos foram incluidos na primeira fase para leitura do texto completo. Desses, 10
ndo estavam disponiveis na integra e 14 eram protocolos de estudos sem resultados.
Dos 124 restantes, 21 foram excluidos por néo utilizarem meétodos fisicos para
estimulacao salivar, 17 por ndo serem pesquisas originais, 12 por ndo informarem o
percentual de alteracdo do fluxo salivar, 11 por ndo separarem o0s resultados de
acordo com os diferentes grupos, 8 por conterem participantes portadores de protese,
9 por apresentarem uso de substitutos salivares simultaneamente ao método fisico
para estimulacédo salivar, 5 por ndo definirem a etiologia da hipossalivacao e 1 por
conter paciente pediatrico. Sendo assim, 17 estudos foram incluidos na versao final
dessa revisao, realizados entre os anos de 1996 e 2020, sendo 4 do Brasil (25,33—
35), 3 da india (22,36,37), 2 da China (38,39), 2 do Reino Unido (40,41) 2 do Canadéa
(24,42), 1 da Suécia (43), 1 dos Estados Unidos (44), 1 da Coréia do Sul (45) e 1 da
Russia (46) (Figura 2). A figura 1 mostra o fluxograma que representa as fases da
selecdo dos manuscritos com base no PRISMA 2020 flow diagram for new systematic
reviews which included searches of databases and registers only. N = 10 eram ensaios
clinicos randomizados (ECR), 3 eram séries de casos ou casos clinicos, 2 eram
ensaios clinicos quasi-randomizados e 2 eram ensaios clinicos de brago Unico
(Apéndice 2). Um numero total de 547 individuos passou por intervengbes com
métodos fisicos para estimulagéo salivar e foram avaliados quanto ao efeito no fluxo
salivar de forma profilatica ou terapéutica (Apéndice 3).

Alguns estudos avaliaram a resposta do fluxo salivar ao tratamento profilatico (n = 7
estudos, totalizando 165 pacientes nos grupos teste e 143 nos controles), o qual se
inicia, na maioria dos casos, no mesmo dia da primeira sessdo do tratamento
radioterapico e continua durante todo o periodo de radiacdo. O objetivo €, ndo
necessariamente um aumento no fluxo salivar, mas uma diminuicdo dos efeitos
adversos da radioterapia. Dessa forma, o desfecho se mostra como sendo uma
manutenc¢ao do fluxo inicial de antes da exposicdo a radia¢do, ou a0 menos como um
menor percentual de reducao do fluxo quando comparado ao grupo placebo. Como o
estudo de Lopes et al. (2006), em que os pacientes do grupo teste (n = 31) foram
submetidos a sessdes diarias de laser terapia até o encerramento da radioterapia,
totalizando de 25 a 40 dias. Outros estudos avaliaram o efeito dos meios fisicos de
estimulacdo salivar apds a radioterapia (n = 11, totalizando 412 pacientes que
passaram por intervencdo e 138 controles), de forma terapéutica, que tem como
objetivo o aumento do fluxo salivar ja comprometido em decorréncia da radiagao.
Como no estudo de Paim et al. (2019), em que os pacientes do grupo teste (n = 37)
foram submetidos a sessbes de TENS duas vezes por semana, durante quatro
semanas, totalizando oito sessdes. Além disso, 0s protocolos variaram muito quanto
a frequéncia e tempo de duracéo das sessfes, comprimento de onda, poténcia, regido
de incidéncia e diametro da ponta ativa, no caso do laser, frequéncia e largura do
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pulso, no caso do TENS e caracteristicas das agulhas e pontos de aplicacdo, no caso
da acupuntura. O detalhamento dos protocolos esta disponivel na Tabela 1.

N = 8 estudos utilizaram a acupuntura para estimulacéo salivar, sendo 3 de forma
profilatica (25,38,39) e 5 de forma terapéutica (40,41,43-45) (Apéndice 3). Diferentes
pontos e agulhas foram utilizados, podendo existir pontos auriculares ou ndo, mas em
todos os estudos as agulhas foram mantidas em posi¢cdo durante 20 minutos por
sessdo ou por 7 dias em pontos auriculares. A quantidade de sessdes foi variavel,
mas em sua maioria consistiu de 2 sessdes por semana nos estudos terapéuticos e
3 sessbes por semana (mesmos dias da radioterapia) nos profilaticos (Tabela 1 e
Apéndice 3). N=4 estudos utilizaram TENS, em sua maioria de forma terapéutica
(22,33,36,37), e apenas dois grupos de um dos estudos utilizou de forma profilatica
(22) (Apéndice 3). Em todos os protocolos adotados, os eletrodos foram posicionados
sobre a pele na regido das glandulas parotidas e/ou submandibulares e/ou
sublinguais, com a frequéncia de pulso variando de 50 a 600 Hz, durante um tempo
de 5 a 20 minutos por sesséo (Tabela 1). Outros 3 estudos usaram laser, todos de
forma profilatica (34,35,46), com sessdes durante todo o tratamento radioterapico,
comprimento de onda variando de 630 a 685 nm, poténcia real de 30 a 35 mW e os
pontos foram variaveis, de forma intraoral ou transcutanea (Tabela 1 e Apéndice 3).
Por fim, 2 estudos utilizaram ALTENS (Acupuncture-like TENS) de forma terapéutica
(24,42) (Apéndice 3). O ALTENS consiste em um aparelho de estimulacado elétrica
com frequéncia menor que o TENS e promove sensa¢fes semelhantes as agulhas
da acupuntura, sendo posicionado em pontos de acupuntura (24). As aplicacdes
foram feitas 2 vezes por semana, durante 6 ou 12 semanas e cada sessdo com
duracédo de 20 minutos em pulsos com frequéncia de 4 Hz e 250 ms. Alguns dos
pontos de acupuntura utilizados foram: Sp6, St 36, Li4 e CV24 (Tabela 1).

Apenas 6 estudos possuiam um grupo controle “verdadeiro”, placebo ou sem
tratamento (25,33-35,38,46). Nesses casos, foi possivel observar um efeito positivo
dos métodos utilizados, e apenas um estudo mostrou nao haver diferenca entre o
grupo teste e o controle (34). No estudo de Paim et al. (2019), observou-se um fluxo
de saliva estimulada seis vezes maior (0.1 ml/min para 0.6 ml/min) logo apés o
tratamento com TENS, e cinco vezes maior com 6 meses de acompanhamento,
comparando com o fluxo antes do tratamento no grupo teste. Enquanto o grupo
controle sem tratamento ndo apresentou diferenca significativa em nenhum dos
tempos analisados. (Apéndice 3)

Nos estudos profilaticos, notou-se efeito positivo no sentido de manutencao do fluxo
salivar o mais proximo possivel do fluxo inicial antes do tratamento radioterdpico. No
estudo de Braga et al. (2011), houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos apoés o tratamento radioterapico, com o fluxo salivar do grupo teste ficando
aproximadamente 5 vezes maior que o fluxo salivar do grupo controle sem tratamento.
No estudo de Libik et al. (2017), ap6s a radioterapia, o fluxo salivar total do grupo
teste correspondeu a 89% do fluxo inicial, enquanto do grupo controle sem tratamento
esse percentual foi de 34%. E no estudo de Lopes et al. (2006), observou-se, além da
manutenc¢ao do fluxo inicial, um aumento de 2% no fluxo salivar do grupo teste com
30 dias de acompanhamento, enquanto o grupo controle sem tratamento apresentou
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manutencao de apenas 40% do fluxo inicial, havendo diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. (Apéndice 3)

Interessantemente, 0s demais ensaios clinicos ndo apresentaram controles
adequados, portanto, considera-se que ndo ha evidéncia para declarar melhora da
qualidade do fluxo salivar apds esses tratamentos (22,39,43,45). Em sua maioria,
constam de estudos que utilizam a acupuntura para estimulagéo salivar, e o grupo
controle € submetido ao tratamento com as agulhas inseridas de forma superficial,
e/ou em pontos que nao séo considerados pontos de acupuntura (39,43,45). Outro
consistiu de individuos saudaveis que também foram submetidos ao tratamento
proposto (22). Dessa forma, a comparacéo entre os grupos fica prejudicada, pois o
grupo controle também recebe algum tipo de intervencdo que ndo pode ser
considerada placebo. (Apéndice 3)

Entre os estudos de relato de caso e ensaios clinicos de braco unico, todos
apresentaram melhora no fluxo salivar apds os tratamentos com métodos fisicos para
estimulacao salivar (37,40,44), com média de aumento de 0,105 ml/min, e pelo menos
50% dos individuos apresentando esse desfecho. (Apéndice 3)

A Tabela 2 € um quadro resumo dos estudos incluidos organizados de acordo com o
método, tipo de estudo, presengca ou auséncia de grupo controle “verdadeiro”,
momento de aplicacdo do método e o desfecho observado.

DISCUSSAO

O objetivo dessa revisdo de escopo foi identificar os protocolos atualmente
disponiveis na literatura a respeito dos métodos fisicos e seus efeitos na estimulacéo
salivar de pacientes com hipossalivacdo provocada por radioterapia na regido de
cabeca e pescoco. Os meios fisicos tém como principal vantagem a ocorréncia
reduzida de efeitos adversos quando comparados aos métodos farmacoldgicos (19).
Estudos que utilizaram TENS (Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation) (33),
laser de baixa poténcia (47) e a acupuntura (25) para estimulacédo salivar relatam
praticamente ndo ocorrerem efeitos adversos nos pacientes submetidos a esses
métodos.

Sabe-se que a radioterapia é considerada padrdo-ouro para o tratamento de cancer
de diversos tipos, incluindo na regido de cabeca e pescoco (48). A radiacdo ionizante
tem como mecanismo de acdo a destruicdo do DNA de células potencialmente
sensiveis com alto indice de divisdo celular, como é o caso das células neoplasicas,
interrompendo o ciclo de proliferagdo tumoral (6,48,49). As células das glandulas
salivares sdo altamente especializadas e com baixo nivel de divisdo celular,
entretanto sdo bastante sensiveis a radiacdo e ndo existe clareza quanto a todos os
fatores associados a essa sensibilidade e consequente reducédo no fluxo salivar
(3,5,6). Algumas das hipoteses dizem respeito aos possiveis danos causados na
vascularizagdo das glandulas salivares, resultando em maior permeabilidade capilar,



101

fiborose de artérias e veias e infiltracdo inflamatoria, sendo, portanto, um efeito
secundério da radiacdo, e ndo efeitos diretos nas células ductais (10,50). Outra
possibilidade seria diminuicdo na expressdo de aquaporinas nas membranas das
células. As aquaporinas sdo proteinas de transporte que facilitam a passagem de
fluidos pela membrana celular, como acontece nos ductos das glandulas salivares (9).
Além disso, ainda existem estudos que mostram uma probabilidade de danos na
inervacdo glandular, o que pode prejudicar os estimulos necessarios para
desencadear a secrecdo salivar (7). Contudo, o nivel de dano parece estar
relacionado a dose da radiagéo a qual o tecido é submetido, de forma que na primeira
semana do tratamento ja se observa uma reducdo no fluxo salivar, e quando
acumulam altas doses de radiacdo (em torno de 60 Gy), é possivel que ocorram
modificacdes irreversiveis e baixa taxa de recuperacgéo (29).

Nesse sentido, os métodos fisicos para estimulacdo salivar podem ser promissores
para o tratamento ou prevencado da hipossalivacado de pacientes que passaram ou
iriam passar por tratamento radioterapico e ainda possuem algum remanescente
glandular funcional, visto que hip6teses sugerem que a acupuntura, por meio da
insercéo de agulhas, estimula o sistema nervoso autbnomo, aumentando a atividade
parassimpatica com a liberacédo de neuropeptideos relacionados ao aumento do fluxo
sanguineo nas glandulas salivares, o que pode regularizar o metabolismo e aumentar
a producéo salivar (24). O laser de baixa intensidade parece aumentar a expressao
de proteinas anti-apoptéticas e diminuir os marcadores inflamatorios (51), além da
atividade fotobiomoduladora promover aumento na transcricdo e respiracdo celular,
responsaveis pela formacédo de novos ductos glandulares, por meio dos fétons que
sao absorvidos por citocromos e porfirinas das mitocéndrias celulares. I1sso resulta em
uma liberacdo temporaria de Oxido nitrico pela enzima citocromo C oxidase,
permitindo que novas ligacdes sejam feitas (6). Por fim, o TENS tem como principio
a estimulacao elétrica dos nervos relacionados ao processo de salivacdo, que se
mostra bem complexo e dependente do sistema nervoso autbnomo (33), de modo
gue a colocacéao dos eletrodos na regido da pele sobre os terceiros molares inferiores
promove estimulo direto do nervo auriculotemporal, o qual é responsavel por
desencadear o reflexo da salivacdo no bulbo raquidiano (22). Além disso, O ALTENS
consiste em um aparelho de estimulacéo elétrica com frequéncia menor que o TENS
e promove sensacdes semelhantes as agulhas da acupuntura, sendo posicionado em
pontos de acupuntura, e possui a vantagem de néo ter a necessidade de insercéo de
agulhas (24). Vale destacar que, apesar de estar contida na estratégia de busca e ser
utilizada como palavra-chave, a goma de mascar é considerada como um estimulo
mecanico com dificil replicacdo e padronizagdo do protocolo, visto que o préprio
paciente faz a utilizagéo, diferente dos métodos fisicos incluidos nessa revisédo, em
que sao os profissionais os responsaveis pela aplicacdo dos protocolos. Portanto, 0s
estudos que avaliaram somente o efeito das gomas de mascar foram excluidos.
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Existem algumas revisdes na literatura sobre os métodos que podem ser utilizados
para a estimulacéo salivar de pacientes irradiados (6,19,27-32), mas nenhuma delas
realmente inclui todos os estudos com métodos fisicos disponiveis, sendo ensaios
clinicos randomizados ou ndo, com o propdésito de reunir todos os protocolos e seus
efeitos. Sendo assim, essa revisdo de escopo compilou todos os protocolos
encontrados separando-os em profilaticos e terapéuticos (Apéndice 3), com o objetivo
de permitir uma analise mais criteriosa e futuro estabelecimento do protocolo ideal
para cada situagdo. Foi observada uma alta heterogeneidade dos protocolos
utilizados, o que inviabiliza a realizacdo de uma andlise sistematica quantitativa nesse
momento. Nesse sentido, foram incluidos estudos que fizeram a estimulacéo salivar
por meios fisicos de forma profilatica, em que as sessdes se iniciaram antes, ou
simultaneamente ao tratamento radioterapico, e continuaram até a finalizacdo da
radiacdo. Nesse caso, 0 desfecho se mostra como uma manutencdo ou menor
percentual de reducgéo do fluxo salivar inicial antes da radiacdo. E outros estudos
realizaram a estimulacdo salivar em pacientes que ja haviam finalizado o tratamento
radioterapico, e o desfecho se da no sentido de aumento do fluxo salivar.

Vale destacar que alguns dos ensaios clinicos randomizados incluidos ndo possuiam
grupo controle “verdadeiro” (sem tratamento ou com tratamento padrao-ouro), o que
prejudica bastante a avaliacdo do desfecho, ndo sendo possivel chegar a uma
conclusédo da real eficacia do protocolo adotado por esses estudos. Isso aconteceu,
principalmente, nos estudos que realizaram a estimulacdo salivar com acupuntura,
em que o grupo controle foi submetido ao tratamento com agulhas superficiais ou em
pontos que ndo séo de acupuntura. Nesses casos, ndo houve diferenca entre o grupo
teste e o grupo controle, o que ndo permite concluir se realmente existe efeito positivo
ou trata-se de uma resposta do préprio organismo a finalizacdo do tratamento
radioterapico. Talvez a melhora encontrada apos esses tratamentos seja reflexo da
histéria natural do fluxo salivar apos alguns meses de radiagéo, ou seja, da “historia
natural do agravo” que pode retornar a niveis mais altos apés um periodo de tempo.
Por isso, os estudos que ndo apresentaram grupo controle “verdadeiro” devem ser
analisados com muita cautela. Eles servem para entender os protocolos propostos,
mas nunca para comprovar a eficacia do tratamento.

Ademais, ainda é possivel identificar alguns riscos de viés que podem ter influenciado
nos desfechos dos estudos, a exemplo de pacientes que poderiam estar utilizando
substitutos salivares durante o estudo e o autor ndo relata, a dose da radiacao, o
tempo de duracgéo e h4 quanto tempo foi finalizada a radioterapia, as diferentes formas
e tempos de sialometrias que foram adotados (Apéndice 4), alguns possiveis habitos
e comorbidades que o0s pacientes poderiam ter, a presenca e quantidade de
remanescente glandular funcional, além da forma de randomizacdo e pequenos
tamanhos das amostras. No estudo de Lopes et al. (2006), a randomizacéo foi feita
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de forma que os grupos teste e controle foram definidos de acordo com os nimeros
dos prontuérios, o que acaba por limitar a distribuicAo da amostra e pode gerar
diferenca entre os grupos, como aconteceu no estudo de Cho et al. (2008).

A maioria dos estudos mostrou efeito no fluxo estatisticamente significativo (n = 15),
enquanto n = 2 relataram n&o haver diferenca entre antes e depois da estimulacéo
salivar (Apéndice 3). Contudo, mesmo ndo havendo aumento quantitativo apds a
estimulacdo salivar com os meios fisicos, as diferencas observadas clinicamente
podem ser relevantes. No estudo de Simcock et al. (2013), os pacientes submetidos
a sessoOes de acupuntura ndo apresentaram aumento no fluxo salivar, mas mostraram
melhora significativa na sensacdo de boca seca (xerostomia) nas analises
qualitativas. Isso pode ocorrer talvez por conta do possivel estimulo provocado nas
glandulas salivares menores, as quais produzem uma saliva rica em mucinas,
proteina importante para a manutencdo da estrutura da saliva e lubrificacdo da
mucosa, contribuindo para um melhor conforto relatado pelos pacientes (24,52). Além
disso, o estudo terapéutico de Wong et al (2015) mostrou que os pacientes do grupo
teste, os quais foram submetidos a 24 sessfes de ALTENS, apresentaram resultados
semelhantes ao grupo que utilizou a pilocarpina 5 mg para estimulagéo salivar, néo
havendo diferenca significativa entre os grupos (Apéndice 3). ISso mostra que 0s
métodos fisicos podem ter efeitos similares aos métodos farmacoldgicos, os quais ja
possuem evidéncia da eficacia, mas apresentam alto indice de efeitos adversos (18—
20).

CONCLUSAO

Os meios fisicos para estimulacdo salivar de pacientes com hipossalivacdo ou
potencial risco de hipossalivacdo como efeito adverso da radiacdo na regido de
cabeca e pescoco parecem ser benéficos quanto ao aumento do fluxo salivar ou
melhora no conforto da cavidade bucal. Os protocolos preventivos parecem mais
promissores em relacdo aos terapéuticos, talvez em decorréncia da presenca do
parénquima glandular intacto antes de receber radiagcdo, enquanto nos estudos
terapéuticos os pacientes ja possuem algum percentual de comprometimento.
Entretanto, em virtude da baixa qualidade dos estudos existentes, sdo necessarios
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mais ensaios clinicos com grupo controle passivel de comparacéo, a fim de que se
possa chegar a uma conclusao mais concreta e determinar um protocolo ideal efetivo.

APENDICES
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TABELAS E FIGURAS

Identification of studies via
databases and registers

Records identified from:
Databases (n = 1900): Records removed before screening:
S + Pubmed via Medline = 308 + Duplicate records removed (n= 1400)
= » Livivo =64 « EndNote duplication remotion (n = 804)
é + Scopus = 489 + Rayyan duplication remotion (n = 596)
’-E * Embase = 677 + Records marked as ineligible by automation tools
o + Web of Science = 245 (n=0)
= + Cochrane = 117 + Records removed for other reasons (n = 0)
Registers (n = 539):
I + Proquest = 439
» Google Scholar Web Search = 100
(T
[ Records screened (n = 1039) ] — [ Records excluded (n = 891) ]
[ Records sought for retrieval (n = 148) ] —_— [ Records not retrieved (n = 10) ]
l
5 [ Records assessed for eligibility (n = 138) ] — Records excluded (n= 96):
o * Reason 1 (n=12)
& * Reason2 (n=17)
+ Reason 3 (n = 14)
* Reason 4 (n=21)
* Reason 5 (n=8)
* Reason 6 (n=9)
* Reason 7 (n=5)
* Reason 8 (n=11)
+* Reason 9 (n=1)
| p— E
K
E Total studies included in review (n= 41) ”
L] —n Autoimmune and
systemic diseases +
Health (n = 24)

Reason 1: Absence of analysis of salivary flow parameters; Reason 2: It is not original
study or conference summary; Reason 3: No result because it was just the study protocaol;
Reason 4: Only chewing gum or other non-physical method; Reason 5: Presence of
prosthesis wearers; Reason 6: Presence of confounding bias (sialogogues and salivary
substitutes); Reason 7: Hyposalivation without a definite cause; Reason 8: No separate
of results for different groups; Reason 9: Pediatric patient.

Figure 1. Flow diagram for study selection according to the PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) guidelines.
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112

Table 1. Protocol details used by included studies that performed salivary stimulation by physical means (TENS, low level
laser therapy, acupuncture and ALTENS).

Power / frequency/ wavelength /

Reference needle size and duration of Application location Tlme_ . of
. application
application
Blom et al. (1996) The needles used were Chinese, Five to eight points local and NA
sterile acupuncture needles for single distal points: Du 20 Baihui, St 3
use (Cloud &Dragon; diameter 0.30 Nose-Juliao, St 6 Jiache, St 5
mm; length 15 and 30 mm). The Daying, St 7 Xiaguan, Si 17
needles were inserted in acupuncture Tianrong, Li 18 Neck-Futu, P 6
points which were stimulated Neiguan, H 7 Shenmen, Li 11
manually until the appearance of Quchi, Li 10 Shousanli, Li 4
needling reaction (de Qi) and kept in Hegu, Si 3 Houxi, St 36 Zusanli,
for 20 minutes. Liv 3 Taichong, Sp 3 Taibai, Sp
8 Diji, Sp 6 Sanyinjiao, Ki 7
Fuliu, Ki 3 Taixi, Ki 5 Shuiquan.
Two to four points from
auricular  points:  Shenmen,
Sympathetic, Kidney, Mouth,
Stomach, Gl. Parotid,
Subcortex.
Control group: needles inserted
1 cm away from the acupoint.
Bokkasam et al. TENS: Pulse width of frequency of Electrodes: externally on the NA
(2020) 600Hz and 60 microsec. It was skin in the preauricular region

activated for 10 minutes.

(parotid) and in the
submandibular region
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(submandibular) with the TENS
unit in off position.

Braga et al. (2011)

Acupuncture needles (0.25 mm x 25
mm) were inserted to depths of 0.5-
2.0 cm. The needles were stimulated
manually until the appearance of De
Qi and were maintained in position for
20 minutes.

Auricular  points:  semipermanent
needles (0.20 mm X 1.5 mm) were
inserted and maintained in position for
7 days.

Local acupoints (ST-3, ST-4,
ST- 5, ST-6, ST-7, GB-2, SI-19,
TB-21), distal acupoints (LI-4,
LI- 11, LR-3, ST-36, KI-3, KI-5,
GV-20), and auricular (Shen-
Men, Central Nervous System,
Neurovegetative System,
Kidney, Spleen, Pancreas, and
Mouth) acupoints, named in
accordance with the WHO
Standard Acupuncture
Nomenclature.

NA

Cho et al. (2008)

Needles (Zeus Korea Acupuncture
Dev. Co., Gunpo, Korea, diameter
0.20 mm, length 30 mm) were
inserted to a depth of 1.5 cm and
maintained in position for 20 minutes.

RA group: at St 6 (jiache,
located on the cheek, 1 middle
finger breadth anterior and
superior to the mandibular
angle), Li 4 (hegu, located on
the dorsum of the hand,
between the 1st and 2nd
metacarpal bones), St 36
(zusanli, located on the leg, 1
finger breadth lateral to the
tibia’s anterior crest), and Sp 6
(sanyinjiao, located 10 cm
directly above the tip of the
medial malleolus on the

NA




114

posterior border of the tibia).

SA group: superficial needling
at less than 0.5-cm depth was
performed and at non-acupoints
2 cm away from the real
acupoints.

Dantas et al. (2020)

Laser: maximum output power of 86.7
mW, active tip area of 0.1256 cm§,
and continuous wavelength of 660
nm. The dosimetry used in each
application was 2 J for 3 seconds,
thus totalling 56 J.

28 equidistant points (excluding
the location of the tumor): lips
(three points each), right and
left jugal mucosa (three points
each), hard and soft palate
(three points), buccal
floor/sublingual gland (one
point), lateral edge of the
tongue (three points on each
side), and back of the tongue
(six points).

First
photobiomodula
tion after RT and
the following
immediately
before RT.

Garcia et al. (2009)

Standard techniques according to
National Acupuncture Foundation.
Clean needle technique manual for
acupuncturists.  Washington, DC:
National Acupuncture Foundation;
1997.

Needles were inserted until
achievement of de gi sensation and
maintained in position for 20 minutes.

Acupoints: CV 24, St 36, LI 10
(primed), Lu 7, Ear: Shenmen,
Point zero, Salivary gland.

NA
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Lakshman et
(2015)

al.

TENS: continuous frequency of 500
Hz with a sweep of 0.5-2 Hz. The
TENS was activated under
continuous mode, adjusted for 5
minutes according to each patient
comfort and kept on for 10 minutes.

Electrodes: externally on the
skin overlying the parotid
glands with the TENS unit in the
off position.

NA

Libik et al. (2017)

Laser: wavelength 630 nm and the
potency of 30 mW. Energy density
varied from 5.16 J/cm2 to 16.2 J/cm?2.
Each parotid and submandibular
glands were irradiated extraoral with a
special headpiece at a dose of 2.5
Jicm2. As soon as OM and X
diagnosed, increasing energy density:
6.3 J/cm2 intraorally and 3.8 J/cm2
transcutaneous.

Control group: anti-inflammatory and
analgesic agent benzidamine 0.15%
solution (Tantum Verde, Angelini,
Italy). 10-15 ml of solution 4—6 times
daily, in pure undiluted form (during
RT, when OM symptoms appear) or
diluted in half with hot distilled water
form (in pre-treatment period, during
first days of RT start). In some cases
the benzydamine solution was
recommended to the patients to
freeze for further dissolving of the self-
made ice chips in the mouth 4—6-

Zones of oral mucosa: buccal
(right and left), lips (upper and
lower), hard palate, soft palate,
the dorsum of the tongue,
tongue edge (right and left),
floor of the mouth, tonsillar pillar
membrane (right and left).

Extraoral: each parotid and
submandibular gland.

Same day of RT
session: laser
before RT.
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times daily.

Lopes et al. (2006)

Laser: wavelength of 685 nm, energy
density of 2 J/cm2, rated power of 50
mW and real of 35 mW in a fiber with
400 micrometers of diameter and
irradiation time of 58 seconds.

Contact application: parotid
(two points each),
submandibular (one point on
each side), buccal mucosa (two
points on each side), floor of
mouth (one point on each side),
tongue (two points), one point
on each pillar and uvula (one
point).

Same day of RT
session: laser
after RT.

Meng et al. (2012)

Standard techniques according to
“Chinese Acupuncture and
Moxibustion” and “A Manual of
Acupuncture”.

Needles  were inserted until
achievement of de gi sensation and
remained in place for 20 minutes.

Acupoints: Ren 24, Lung 7 (LU
7), and Kidney 6 (K 6), and ear
points were Shenmen, Point
Zero, Salivary Gland 2-prime
(SG 2'), and Larynx. Except for
Ren 24 located in the midline,
all  points were treated
bilaterally.

Acupuncture at
the same day
but prior to RT.
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Meng et al. (2012)

The Needles were Seirin, 36-gauge X
30 mm for body points and 40-gauge
X 15 mm for ear points.

Needles  were inserted until
achievement of de gi sensation and
remained in place for 20 minutes.

Body points: Ren 24, Lung 7
(LU 7), and Kidney 6 (K 6).

Ear points: Shenmen, Point
Zero, Salivary Gland 2-prime
(SG 2’), and Larynx. Except for
Ren 24, which is located in the
midline, all points were treated
bilaterally.

Sham acupuncture points: 0.5
cun* below and 0.5 lateral to
Ren 24 on the chin; 0.5 cun
radial and 0.5 proximal to
Sanijiao 6 (SJ 6) between the SJ
and LI channels; 2 cun above
the last location between the SJ
and LI channels and between LI
7 and LI 8; 1.0 cun below and
0.5 cun lateral to Stomach 36
(ST 36), between the ST and
GB channels.

Acupuncture at
the same day
but prior to RT.

Ojha et al. (2016)

TENS: pulse rate of 50 Hz during 5
minutes.

Electrodes: externally on the
skin overlying the parotid,
submandibular, and sublingual
glands with the TENS unit in the
“off” position.

NA

Paim et al. (2019)

TENS: wave frequency of 50 Hz and
width of 250 ps. It was activated for 20
minutes without interruptions and the

Electrodes: over the skin of both
facial sides next to parotid and

NA
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intensity was individually adjusted.

submandibular glands.

Simcock et al. (2009)

Auricular needling: 0.2 X 7 mm.

Distal needling: 0.2 mm X 40 mm for
the distal point.

Points were needled into
subcutaneous tissue and were
retained in each point for 20 minutes.
At 10 minutes retention time the
needles were manually rotated to
increase the likelihood of de qi.

Four points bilaterally (three
points in the bilateral ears)
Salivary Gland 2; Modified Point
Zero; Shen Men and one point
in the distal radial aspect of
each index finger (LI1)
according to the protocol
outlined by Johnstone and
colleagues.

NA

Simcock et al. (2013)

Ear needles (0.2 x 7 mm) and distally
needles (0.16 x 25 mm) were inserted
to dermis, retained for 20 min, and
manually rotated at 10 min to increase
the likelihood of de qi.

Ears at the following points:
Salivary Gland 2, Modified Point
Zero, and Shen Men.

Distally points: bilaterally in LI2
(index  finger) and LI20
(nasolabial groove at the level
of the most prominent part of
the ala nasi).

NA

Wong et al. (2003)

ALTENS: Nonpolarizing, balanced,
biphasic, square electrical pulses of
250-ms duration were delivered in
trains with a repetition rate of 4 Hz
(recurrence frequency, code Il on the
Codetron machine). The intensity of
stimulation of each acupuncture point
was adjusted to produce a deep,

Group A points: Sp6, St36, LI4
(active electrodes) and CV24
(indifferent electrode)

Group B: Sp6, St36, P6 (active
electrodes) and Cv24
(indifferent electrode)

Group C: Sp6, St5 and 6, P6

NA
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strong, with or without mild aching,
sensation at the attachment point of
the electrodes.

(active electrodes) and CV24
(indifferent electrode)

Wong et al. (2015)

ALTENS: Sequences of 250
millisecond square pulses with a 4 Hz
repetition rate were delivered.
Stimulation intensity (between level 3
to 6 on the machine) was adjusted to
produce a deep strong aching
sensation at each acupuncture point.

Each acupuncture point, except
CV24, was stimulated for 10 seconds
at a time (20 minutes each session).

Bilateral acupuncture points:
SP6, ST36, LI4  using
uncommon electrodes and
CV24 using the common
electrode were stimulated.

NA

*1 cun = 1 fingerbreadth

Table 2. Summary of included studies that stimulated salivary flow by physical means.

Method/Out
come

Presence of a real control

Absence of areal control group

Single-arm Clinical Trials*

group and Clinical Cases
Erophylac Therapeuti Prophylactic Therapeutic _Prophylact Therapeuti
tic c ic Cc
In I In In
1 dif ¥ n ¥ nd ind ¥ di ¥ dif
fer d ff fer
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en if re re e en
t f nt nt r t
e e
r nt
e
n
t
TENS . - - - - - -
Laser y 1 - - - - -
Acupuntura 4 i i 1 i i 1
ALTENS - - - - - - -

*Randomized controlled trials that compared physical means with other treatments or that the control group was not of

interest in this study were considered as single-arm clinical trials in this table.
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RESUMO

Objetivos: Diferentes condicfes sistémicas podem resultar em graus
distintos de comprometimento das glandulas salivares e alteram o fluxo
salivar por diferentes mecanismos. Esta revisdo objetiva mapear 0s
estudos disponiveis acerca dos meétodos fisicos de tratamento para
hipossalivacdo, a fim de avaliar quais alternativas de manejo da
hipossalivacao existem e quais as respostas de individuos com diferentes
condi¢cdes a esses tratamentos.

Métodos: Uma revisdo de escopo foi realizada com a extensdao PRISMA
para revisdes de escopo. Uma busca ampla e sisteméatica da literatura foi
realizada em seis bases de dados eletronicas, bem como na literatura
cinzenta. Dois revisores avaliaram independentemente a selecdo e
caracterizacdo dos estudos. Foram incluidos estudos clinicos,
randomizados ou n&o, que utilizaram métodos fisicos para tratamento de
hipossalivacdo causada por condi¢des sistémicas ou saudaveis. Estudos
clinicos de braco unico ou séries de caso também foram incluidos para
mapeamento dos protocolos.

Resultados: Foram incluidos 24 estudos: 10 em individuos saudéaveis e 14
em individuos com hipossalivacdo. Apenas 6 estudos eram ensaios
clinicos randomizados e 13 ndo apresentaram grupos paralelos. Dos 10
estudos em individuos saudaveis, 9 aplicaram estimulacdo elétrica
nervosa transcutanea (TENS) e 1 aplicou acupuntura e eletroacupuntura
(todos resultando em aumento do fluxo salivar apds intervencoes).
Considerando os 14 estudos em individuos com hipossalivacédo, 6
trataram a mesma com laser de baixa poténcia (LBP), 6 TENS e 2
acupuntura. Dentre os artigos de LBP, 3 estudaram individuos com
sindrome de Sjogren (SS) (um resultou em aumento do fluxo salivar e dois
ndo apresentaram efeito), 2 foram para individuos que fazem uso de
medicamentos e 1 para diabéticos (os trés com aumento do fluxo). Os
estudos do TENS foram em diferentes condi¢des, todos com aumento do
fluxo pos-tratametno: quimioterapia, uso de medicamentos, mulheres em
pds-menopausa, pacientes em hemodialise, fumantes e diabéticos. Um
estudo combinou a acupuntura em individuos em uso de medicamentos,
enquanto outro associou acupuntura em individuos com SS e outras
condicbes sistémicas.

Conclusado: A grande heterogeneidade entre os protocolos aplicados, o
baixo numero de estudos disponiveis para as doencgas especificas e 0s
diferentes métodos, e o fato de mais da metade dos estudos néo
apresentarem grupos paralelos limitaram uma avaliacdo da eficacia dos
tratamentos e protocolos. Novos estudos bem delineados
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metodologicamente devem ser realizados antes de qualquer indicagao
clinica para manejo de hipossalivacdo. Quanto as condicdes sistémicas,
individuos em uso de medicamentos tiveram melhores respostas das
glandulas salivares enquanto os com SS tiveram as piores respostas. Os
individuos saudaveis também responderam com aumento do fluxo salivar.

PALAVRAS-CHAVE Hipossalivagdo; Doencga autoimune; Estimulag&o
salivar; Estimulagdo elétrica nervosa transcutdnea; Laser de baixa
poténcia; Acupuntura; Tratamento.

RELEVANCIA CLINICA

Os métodos fisicos de tratamento para hipossalivagdo, como o laser de
baixa poténcia, a acupuntura e a estimulacdo elétrica nervosa
transcutanea, poderiam ser alternativas mais conservadoras, menos
invasivas, de menor custo e apresentam nenhum ou poucos efeitos
adversos. Porém, ndo ha evidéncia quanto a sua eficacia nesse momento.

INTRODUGCAO

A saliva € um fluido de extrema relevancia na manutencdo da
saude bucal, desempenhando funcdes digestivas, de protecdo, de
lubrificacao dos tecidos bucais, além de possuir atividade antimicrobiana,
produzir fatores de crescimento e possuir peptideos reguladores em sua
composicéo. E essencial na fala, degluticdo e percepcéo dos sabores e
atua no tamponamento e na remineralizacdo dos tecidos dentarios
(ASSY; BRAND, 2018; DODDS et al., 2015). Nesse sentido, a reducéo do
fluxo salivar e/ou sensacédo de boca seca compromete a saude e é referida
como uma das principais variaveis para a reducéo da qualidade de vida
associada a saude bucal (BOTELHO et al., 2020; ENGER et al., 2011;
IKEBE et al., 2007; NIKLANDER et al., 2017), A reducé&o do fluxo salivar
(hipossalivagao) favorece o desenvolvimento de doengas bucais, dentre
as quais se destacam as lesbes de carie, periodontite, candidiase,
inflamac0es e alteracdes atréficas da mucosa oral, ulceracdes e infeccbes
oportunistas (ASSY; BRAND, 2018; IKEBE et al., 2007; PEDERSEN et
al., 2018; SALARI; SALARI; MEDICINE, 2017).

A hipossalivagao pode ser manifestada junta ou separadamente da
xerostomia, mas € importante que se entenda que sédo duas condi¢des



124

distintas associadas ao estado de boca seca (AGOSTINI et al., 2018). A
xerostomia corresponde a sensac¢ao persistente e subjetiva de boca seca,
enquanto a hipossalivacdo se refere & mensuragéo objetiva da reducéo
do fluxo do salivar (DODDS et al., 2015; GOLEZ et al., 2022; SALARI;
SALARI; MEDICINE, 2017). A prevaléncia geral de xerostomia,
mundialmente, € de 23,0% e a de hipossalivagédo é de 20,0%, com taxas
ainda maiores entre a populacao geriatrica (AGOSTINI et al., 2018).

Inimeras doencas sistémicas sdo capazes de alterar a secrecao
salivar, como diabetes (MARQUES et al., 2022), sindrome de Sjogren
(SS) (CAVALCANTE et al., 2018), hipertensdo, hipotireoidismo, da
mesma forma que quadros clinicos que requerem a administracdo de
farmacos anticolinérgicos (SINGH; PAPAS, 2014). A titulo de exemplo,
medicamentos de wuso recorrente com efeitos anti-histaminico,
antidepressivo, anti-hipertensivo, antiparkinson e ansioliticos sédo alguns
desses agentes anticolinérgicos mais comumente associados a efeitos
adversos nas glandulas salivares (SINGH; PAPAS, 2014; TURNER,
2016). No que se refere a etiopatogenia da hipossalivagéo, no diabetes a
hiperglicemia prolongada pode levar ao aumento da producéo de urina e
consequente desidratacdo, insuficiéncia de estimulacdo parassimpatica
ou modificagdes nas membranas das glandulas salivares (MARQUES et
al., 2022). J4d a SS é uma doencga autoimune e caracterizada por uma série
de mecanismos complexos que resultam na destruicéo e posterior fibrose
do parénquima glandular (CAVALCANTE et al., 2018). Em contraste, os
farmacos anticolinérgicos ndo produzem efeito irreversivel nas glandulas
salivares, ndo interagem e nem impedem a formacao da acetilcolina, mas
alteram a salivacdo ao competirem com 0s receptores muscarinicos nas
glandulas salivares (SINGH; PAPAS, 2014).

Dentre as alternativas para o manejo, a pilocarpina e a cevimelina
sdo exemplos de farmacos agonistas colinérgicos que tém sido
amplamente utilizados para a estimulacdo quimica da secrecéo salivar
(VON BULTZINGSLOWEN et al., 2007). Entretanto, tais estratégias, além
de apresentarem contraindicacdes, frequentemente resultam em efeitos
adversos sistémicos que podem incluir ndusea, febre, diarreia e sudorese
(GIL-MONTOYA et al., 2016; GOLEZ et al., 2022).

Sob essa perspectiva, varios pesquisadores apontam que as
alternativas de estimulacao fisica do fluxo salivar, como o laser de baixa
poténcia (LBP) (GOLEZ et al., 2022), acupuntura (BLOM; DAWIDSON;
ANGMAR-MANSSON, 1992) e estimulacao elétrica nervosa transcutanea
(TENS) (DHILLON et al., 2016; DYASNOOR; KAMATH; KHADER, 2017),
parecem ser mais conservadoras, menos invasivas, de menor custo e
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com nenhum ou poucos efeitos adversos (GIL-MONTOYA et al., 2016). O
laser de baixo poténcia e a acupuntura aparentam impactar positivamente
no aumento do fluxo salivar por mecanismos semelhantes: aumentam a
microcirculacdo pela liberacdo de neuropeptideos sensoriais, aumentam
a oxigenacéo e o metabolismo tecidual (BLOM; DAWIDSON; ANGMAR-
MANSSON, 1992; DABIC et al, 2016; GOLEZ et al, 2022).
Adicionalmente, o laser parece contribuir no reparo tecidual glandular
(GOLEZ et al., 2022). Para o TENS, o mecanismo de atuacdo na glandula
parotida ainda ndo € muito claro. Em suma, aparenta produzir efeito pela
estimulacdo do nervo auriculotemporal (DHILLON et al., 2016;
DYASNOOR; KAMATH; KHADER, 2017; GIL-MONTOYA et al., 2016;
SMRITI. B et al., 2014).

Ha diversas revisdes na literatura em busca de encontrar o melhor
tratamento para hipossalivacdo (BRENNAN et al., 2002; FURNESS et al.,
2013; GARLAPATI et al., 2019; JEDEL, 2005; VON BULTZINGSLOWEN
et al., 2007). Entretanto, além de serem revisdes datadas em sua maioria,
ou elas rednem apenas artigos que aplicam métodos quimicos
(GARLAPATI et al., 2019), ou tratam apenas de uma terapia (JEDEL,
2005), ou relatam, por exemplo, casos de pacientes com somente uma
condicao associada, como a SS (GARLAPATI et al., 2019). FURNESS et
al., 2013 examinou a literatura existente sobre métodos nao
farmacolégicos, mas incluiu apenas ensaios clinicos randomizados, assim
como BRENNAN et al., 2002, o que restringe uma avaliagcédo sobre o que
de fato existe na literatura, jA que sédo desconsiderados todos os demais
estudos nao randomizados e ndo controlados. Ambos, ainda, combinaram
estudos em pacientes irradiados com outras condi¢cdes sistémicas. Tal
associacao € pouco fundamentada, pois, ao contrario da hipossalivacao
causada por doencas sistémicas, o tecido glandular de irradiados
geralmente apresenta danos severos e irreversiveis (MERCADANTE et
al., 2017). Ademais, FURNESS et al., 2013 deu pouca énfase as
condicbes que causam hipossalivacdo, o que seria um fator relevante,
tendo em vista que as variadas doencgas sistémicas podem responder aos
tratamentos de formas diferentes.

Uma vez que cada farmaco e cada doenca sistémica resulta em
graus distintos de comprometimento das glandulas salivares e possuem
diferentes etiologias, observa-se que a literatura carece de protocolos
mais definidos que respeitem as particularidades das condicbes medicas
envolvidas. Sendo assim, para responder se ‘“os individuos com
hipossalivacdo causada por condi¢des sistémicas apresentam melhora no
fluxo salivar a partir da estimulacao do fluxo salivar por meios fisicos?”,
esta revisdo de escopo mapeou a literatura quanto aos métodos fisicos
disponiveis para manejo da hipossalivacdo em pacientes comprometidos
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sistemicamente, bem como realizou avaliagéo de seus efeitos, vantagens
e desvantagens para os diferentes desafios terapéuticos associados aos
guadros de hipossalivagdo. Como objetivo secundario, esperou-se
responder se individuos com condi¢des diferentes respondem de forma
distinta aos tratamentos.

METODOLOGIA
Design do estudo

A extensdo PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses) para revisdes de escopo foi utilizada como
guia para desenvolvimento dessa metodologia (TRICCO et al., 2018).

Estratégia de busca

Uma busca ampla e sistematica da literatura foi realizada, em
bases de dados eletronicas (MEDLINE/PubMed, Biblioteca Cochrane,
Scopus, Livivo, Embase, Web of Science), bem como na literatura
cinzenta (Google Scholar e ProQuest). Foram escolhidas palavras-chaves
e vocabularios controlados gerais (termos MeSH), sem restricdo de
idioma, ano ou tipo de publicagdo. Os principais termos incluiam
“hyposalivation”, “autoimmune disease”, ‘“salivary stimulation”,
“transcutaneous electrical nerve stimulation”, “low-level light therapy”,
“acupuncture”, “treatment”. As referéncias duplicadas foram removidas
pelo gerenciador de referéncias EndNoteWeb (Clarivate Analutics,

Mumbai) e, depois, manualmente (apéndice quadro 1).

Critérios de elegibilidade

Os estudos foram incluidos se satisfizessem 0s seguintes critérios:
estudos clinicos, randomizados ou néo, que utilizaram métodos fisicos
para tratamento de hipossalivagdo causada por condi¢des sistémicas ou
saudaveis. Os estudos foram excluidos se 1) a populacdo-alvo fosse de
individuos irradiados, 2) tivessem resultados clinicos sem analise do
aumento do fluxo salivar, 3) ndo fossem pesquisas originais, 4) fossem
resumos de conferéncias ou 4) fossem escritos em alfabeto n&o latino,
sem a possibilidade de traducédo por ferramentas de tradugcdo como o
Google Translator.

Selec¢ao dos manuscritos

Dois revisores (J.LMAAM. e C.P.S.C.) selecionaram
independentemente a elegibilidade dos titulos e resumos utilizando a
ferramenta de livre acesso Rayyan QCRI® (Qatar Computer Research
Institute, Qatar). Em uma segunda fase, os mesmos revisores realizaram
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analise dos artigos completos para inclusdo usando 0s mesmaos critérios
de elegibilidade. Os conflitos foram resolvidos por consenso com um
terceiro revisor, especialista no assunto (F.P.S.N.). As listas de
referéncias dos artigos selecionados foram analisadas manualmente para
identificar os manuscritos que poderiam ter sido perdidos durante as
buscas nos bancos de dados eletronicos e na literatura cinzenta.

Extracao e sintese de dados

A extracao de dados foi realizada pelos dois revisores (J.L.M.A.M.
e C.P.S.C) de forma independente e incluiu as seguintes informagoes:
autor (ano), pais, desenho do estudo, faixa de idade dos pacientes, causa
da hipossalivacao, diagnostico da hipossalivagdo, tipo de tratamento,
fluxo salivar prévio ao tratamento, fluxo salivar apos o tratamento. Todos
os dados extraidos foram verificados por um terceiro revisor (F.P.S.N.).

RESULTADOS

Caracterizacdo dos estudos

Dos 1900 titulos encontrados na busca nas bases de dados
eletronicas, 148 estudos foram incluidos na primeira fase para leitura do
texto completo apds remocéao de duplicatas, dos quais 24 foram incluidos
na versao final do estudo (apéndice tabela 1). Desses, 6 eram estudos
pilotos ou apresentavam resultados preliminares. Dentre os artigos
incluidos, 14 aplicaram métodos fisicos de tratamento em individuos com
hipossalivacdo causada por doencas ou condi¢cdes sistémicas e 10
aplicaram as alternativas de manejo em pessoas saudaveis. A figura 1
apresenta um fluxograma que descreve o0 processo de selecdo dos
estudos. Dos estudos incluidos, 12 eram da india, 3 do Brasil, 1 da Suica,
1 da Italia, 1 do Egito, 1 da Croécia, 1 da China, 1 da Suécia e 1 dos
Estados Unidos. Um numero total de 1262 individuos foi avaliado (figura
2).

Apenas 6 eram ensaios clinicos randomizados (ECR), com
nameros amostrais variando de 9 a 33. Destes, 0s grupos controle
consistiam em acupuntura superficial, aplicacao de laser com o dispositivo
desativado, laser com poténcia e comprimento de onda diferentes,
hiperbolbide (dispositivo mastigatério em silicone) e sem tratamento.
Outros 4 estudos eram ensaios clinicos ndo randomizados, com numeros
amostrais variando de 3 a 38, sendo os grupos paralelos correspondentes
a aplicacao de outros métodos (como borrifar &gua), protocolos diferentes
(como a variacdo da frequéncia do TENS), uso de TENS em saudaveis
ou em pacientes sem hipossalivacdo. A maioria dos estudos incluidos
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(N=13) eram ensaios clinicos de brago unico e 1 estudo era relato de caso.
Dos ECR, 2 avaliaram pacientes em uso de medicamentos, 2 com SS, 1
apaos tratamento quimioterapico exclusivamente e 1 avaliou pacientes com
diferentes condi¢des: doencas cardiacas, hipertensédo, pos-menopausa,
em uso de medicamentos, causa desconhecida, hipotireoidismo, SS e
outras doencas reumaticas. Os demais estudos avaliaram pacientes com
hipossalivacdo causada por diabetes, uso de tabaco, pdés-tratamento
guimioterapico, uso de medicamentos, pés-hemodialise, pds-menopausa
e SS.

Terapias utilizadas para estimulacéo salivar

As terapias avaliadas foram o laser de baixa poténcia (LBP), a
estimulacdo elétrica nervosa transcutanea (TENS), a acupuntura e a
eletroacupuntura. Entretanto, houve comparacéao direta (estudos com pelo
menos dois bracos paralelos) em apenas 4 estudos. Conforme explicitado
nos apéndices graficos 2, 3 e 4, o laser foi 0 método selecionado em 3
estudos para ser o tratamento de hipossalivacdo causada por SS
(CAFARO et al., 2015; FIDELIX et al., 2018; SIMOES et al., 2009) e em 2
para ser utilizado em pacientes em uso de medicamentos (BRZAK et al.,
2018; DABIC et al., 2016). N=3 estudos aplicaram a acupuntura, sendo
que 1 utilizou em saudaveis (DAWIDSON et al., 1997), 1 em pacientes em
uso de medicamentos (TERLEVIC DABIC et al., 2016) e 1 em pacientes
com condicdes variadas (BLOM; DAWIDSON; ANGMAR-MANSSON,
1992). A eletroacupuntura também foi utilizada em 1 estudo para
pacientes saudaveis (DAWIDSON et al., 1997). Ja o TENS foi aplicado
em 16 estudos, dos quais os saudaveis foram a amostra de 9 desses
estudos (AGGARWAL et al., 2015; BHASIN et al., 2015; CHANDRA et
al., 2022; HARGITAI; SHERMAN; STROTHER, 2005; NIMMA et al., 2012;
PANDEY; REDDY; WANJARI, 2019; PATTIPATI et al., 2013; RAMESH et
al., 2021; SINGH et al., 2015; VILAS; SHASHIKANT; ALI, 2009), 3 em
diabéticos (CHANDRA et al., 2022; DYASNOOR; KAMATH; KHADER,
2017; SMRITI. B et al.,, 2014), 2 em mulheres em pds-menopausa
(KONIDENA et al., 2016; SMRITI. B et al., 2014), 2 em pacientes em
guimioterapia (AMARAL et al.,, 2012; CHANDRA et al., 2022) e 1 em
hemodialise (YANG et al., 2022).

Efeito quanto ao aumento da salivagéo por diferentes tratamentos
e diferentes condi¢Ges causadoras da hipossalivacéo

Os grupos comparados nos ECR foram laser vs. placebo em
pacientes em uso de medicamentos, laser vs. placebo em SS, e TENS vs.
placebo em pacientes apds quimioterapia, totalizando 171 pacientes.
Desses ensaios clinicos, a randomizacao foi - em geral - pouco descrita
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(AMARAL et al., 2012; CAFARO et al., 2015; DABIC et al., 2016; FIDELIX
et al., 2018). Houve cegamento (FIDELIX et al., 2018) e calibracéo
(CAFARO et al., 2015) dos avaliadores em poucos estudos. Nenhum
seguiu 0 CONSORT. No estudo de BLOM; DAWIDSON; ANGMAR-
MANSSON, 1992, os individuos possuiam hipossalivacdo causada por
condicbes sistémicas variadas. O grupo que recebeu acupuntura
apresentou taxas de fluxo salivar melhoradas durante e apds o tratamento
e os resultados persistiram apds 12 meses. De mesmo modo, 0 grupo que
recebeu acupuntura superficial (intradermal), considerada como um
placebo, obteve resposta satisfatoria no fluxo salivar. Entretanto, essas
mudancas desapareceram apés o fim do protocolo. No estudo de
CAFARO et al., 2015, os pacientes com SS que foram tratados com laser
apresentaram aumento do fluxo salivar ao final do protocolo, maior do que
o grupo placebo, com estabilidade até o 3° més de acompanhamento e
reducdo do 3° ao 6° més. Por outro lado, FIDELIX et al., 2018, que
também utilizou laser em SS, ndo apresentou diferenca na salivacdo
dentro dos grupos ou entre os grupos. BRZAK et al., 2018 e DABIC et al.,
2016 utilizaram laser em pacientes que fazem uso de medicamentos,
ambos com resultados positivos. Ja& AMARAL et al., 2012, ao comparar,
basicamente, o tratamento com TENS comparado com um grupo paralelo
de estimulagdo salivar por método mecénico (mastigagdo de um
hiperbolbide de silicone apos as refeicdes) antes e depois do transplante
de células-tronco hematopoiéticas, concluiu que o TENS, além de
prevenir a reducao do fluxo salivar, apresentou tendéncia de aumento da
salivacéao.

A maioria dos ensaios clinicos nao randomizados testaram o efeito
do TENS em individuos com hipossalivacdo causada por condicbes
variadas, como diabetes, fumantes, pos-quimioterapia, saudaveis, pés-
menopausa e pés-hemodidlise. Para esses estudos, todos os pacientes
tiveram o fluxo salivar aumentado, sendo que, dentre os pacientes com
hipossalivacdo, os diabéticos apresentaram melhor resposta ao
tratamento (CHANDRA et al., 2022). Dos ensaios de braco unico, 12 dos
13 estudos aplicaram TENS. Dentre eles, 9 abordaram o uso desse
método para pacientes saudaveis, todos com resultado favoravel ao
aumento do fluxo salivar. Oito desses estudos foram desenvolvidos na
india, com nimeros amostrais variando de 50 a 130. Um dos estudos foi
realizado nos Estados Unidos, com numero amostral de 22 individuos.

Com relacéo ao tipo de condigao, considerando todos os tipos de
estudos incluidos, os resultados foram mais positivos quando o paciente
tinha hipossalivagdo causada por uso de medicamentos. Apenas 2
estudos néo resultaram em aumento do fluxo salivar e ambos associaram
tratamento com laser de baixa poténcia para hipossalivagdo em individuos
com SS (FIDELIX et al., 2018; SIMOES et al., 2009).
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Tipos de protocolos de tratamento

No que se refere aos protocolos apresentados pelos estudos, a
variacdo de tempo de aplicagdo dos métodos, tempo de
acompanhamento e dos parametros utilizados foi significativamente
extensa. Para a acupuntura, BLOM; DAWIDSON; ANGMAR-MANSSON,
1992, que apresentou os melhores resultados dentre os estudos que
utilizaram esse método, foi o que aplicou as agulhas em mais pontos e
por mais tempo, totalizando 12 semanas no total, com aplicacdo 2 vezes
por semana. Para o laser, os pontos de aplicacdo foram similares entre
0s estudos, mas o comprimento de onda, a poténcia do aparelho e a
energia total recebida pelos pacientes foi bastante diversificada. Ja para
o0 TENS, os estudos que avaliaram o0s seus efeitos foram,
majoritariamente, com ajuste de frequéncia em 50Hz e duracao de pulso
variavel (além de ndo ter sido descrita para todos os casos).

Além disso, apenas 4 estudos fizeram acompanhamento da
sialometria além da realizada imediatamente apds a aplicacdo do
tratamento: BLOM; DAWIDSON; ANGMAR-MANSSON, 1992
acompanhou os resultados do tratamento com acupuntura por 3, 6 e 12
meses apds o término (maior periodo entre os estudos), observando
persisténcia dos resultados. CAFARO et al., 2015 prosseguiu a avaliacao
da sialometria por 30, 90 e 180 dias depois do ultimo dia de tratamento,
constatando estabilidade nas respostas até o 3° més e reducéo do 3° ao
6° més. Ja BRZAK et al., 2018. e YANG et al., 2022 acompanharam por
menos tempo: 10 e 7 dias, respectivamente, apos o final do protocolo dos
métodos fisicos. Em ambos o0s casos, a salivacdo permaneceu
melhorada.

DISCUSSAO

Esta revisdo de escopo objetivou mapear os estudos avaliando
métodos fisicos disponiveis para o manejo da hipossalivacdo em
pacientes comprometidos sistemicamente e saudaveis, além dos seus
efeitos, vantagens e desvantagens para os diferentes desafios
terapéuticos associados aos quadros de hipossalivacao. Até 0 momento,
sdo escassas as informagfes sobre como o fluxo salivar de individuos
com diferentes condicbes respondem aos tratamentos. Nesse
mapeamento da literatura, foi possivel identificar que mais da metade dos
estudos utilizando esses tratamentos ndo apresentam grupos paralelos,
sejam eles sem tratamento, placebos, padrdes-ouro ou controles com
outros tipos de tratamentos (medicamentosos, outros métodos fisicos,
métodos mecanicos, etc). Acreditamos, portanto, que esse € 0 maior
desafio para identificar eficacia dos tratamentos. Novos estudos bem
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delineados metodologicamente devem ser realizados antes de qualquer
indicagéo clinica.

Os estudos incluidos nesta revisdo associaram os métodos fisicos
de tratamento da hipossalivacdo causada por condi¢cdes muito diversas,
além de, normalmente, os pacientes reunirem mais de uma das
condicbes. As principais causas encontradas foram: SS, uso de
medicamentos, diabetes, periodo pos-menopausa e quimioterapia. Nesse
sentido, porém, estudos que representam alta qualidade de evidéncia -
ECRs - para avaliar a eficacia da maioria dessas intervencfes sao
limitadas ou de qualidade inferior a ideal. H& um namero muito pequeno
de estudos com grupo com paralelo, com ou sem tratamento, 0 que
permitiria a comparacao entre 0s grupos intervencéo e controle desde o
inicio da intervencao de forma mais efetiva. Por outro lado, a inclusédo de
todas as formas de ensaios clinicos garante que tudo o que esta descrito
na literatura foi avaliado.

Poucos ECR explicitaram o processo de randomizacéao, cegamento
e calibracdo dos avaliadores. Tendo em vista que 0 uso do CONSORT
tem sido associado a melhoria da qualidade no relato de ECR (MOHER;
JONES; LEPAGE, 2001), o fato de nenhum estudo ter utilizado tal
ferramenta pode indicar uma possivel baixa qualidade de evidéncia dos
achados. Ademais, o desfecho do estudo pode sofrer influéncia pelo
conhecimento da alocacdo, o que caracteriza o viés de observagdo no
caso dos estudos sem cegamento.

A obtencdo de evidéncias de eficicia é dificultada, também, por
problemas metodoldgicos como a escolha de um controle nos estudos. A
titulo de exemplo, para o método da acupuntura, 1 estudo usou
acupuntura superficial (BLOM; DAWIDSON; ANGMAR-MANSSON, 1992)
e 1 estudo usou agua como grupo comparativo (TERLEVIC DABIC et al.,
2016). Como a acupuntura superficial e o uso de agua em borrifador
podem ter efeitos especificos proprios, as evidéncias derivadas de tais
estudos podem subestimar os beneficios da acupuntura.

A hipossalivacdo causada pelo uso de medicamentos foi a
condicdo mais repetida dentro dos estudos, sendo citada por 5 deles. Dois
desses estudos utilizaram como método de tratamento a acupuntura
(BLOM; DAWIDSON; ANGMAR-MANSSON, 1992; TERLEVIC DABIC et
al., 2016), 2 utilizaram laser (BRZAK et al., 2018; DABIC et al., 2016) e 1
aplicou TENS (SMRITI. B et al., 2014). Apenas dois estudos descreveram
a categoria de farmacos administrados (BLOM; DAWIDSON; ANGMAR-
MANSSON, 1992; SMRITI. B et al., 2014). Os farmacos anticolinérgicos
atuam competindo com a acetilcolina, neurotransmissor responsavel pela
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estimulacdo salivar parassimpética e, assim, alteram a sua funcao
secretora. Considerando que os medicamentos ndo causam danos fisicos
as ceélulas das glandulas salivares e que o processo de ligacdo aos
receptores é simples e reversivel, os melhores resultados obtidos por
esses pacientes podem ser justificados (SINGH; PAPAS, 2014). Ainda
sob essa perspectiva, os estudos ndo relatam se os individuos, ao longo
do periodo de acompanhamento, estavam sob uso continuo ou se
cessaram 0 uso de tais medicamentos, o que € um fator que dificulta a
analise do aumento do fluxo salivar apés a estimulacdo nesses casos.

Por outro lado, os Unicos estudos que ndo apresentaram respostas
favoraveis a salivacdo foram dois em que laser foi associado a SS
(FIDELIX et al., 2018; SIMOES et al., 2009). Isso pode ser explicado pelo
complexo mecanismo através do qual a SS afeta o tecido glandular inicia
com a agressao ao epitélio glandular (YANNOPOULOS et al., 1992) e
evolui gradualmente para a fibrose e destruicdo completa do parénquima
das glandulas (BARRERA et al., 2013). Sendo assim, com o passar do
tempo e a progressdo da doenca, a hipofuncdo salivar, devido a
degeneracéao das glandulas, se torna cada vez mais intensa e irreversivel,
dificultando a atuacao de qualquer modalidade de tratamento fisico para
melhoria do fluxo salivar nesses pacientes (HARGITAI; SHERMAN;
STROTHER, 2005). Isso fica ainda mais evidente quando se compara 0s
resultados com os estudos utilizando estimulacéo fisica das glandulas em
individuos  sistemicamente saudaveis e que, provavelmente,
apresentaram hipossalivacdo (HARGITAI;, SHERMAN; STROTHER,
2005).

E valido apontar a importancia de aplicacdo dos métodos mesmo
para os dois estudos que ndo encontraram diferenca estatisticamente
significativa no fluxo salivar apds o tratamento ou nos demais estudos que
encontraram aumento, mas sem alcancar niveis normais (HUMPHREY;
WILLIAMSON, 2001). Isso, pois, clinicamente, o papel dos tratamentos no
manejo da xerostomia ja contribui consideravelmente com a melhora da
qualidade de vida. Em SIMOES et al., 2009, embora o fluxo salivar ndo
tenha aumentado mais do que 10% (de 0,033 para 0,036ml/min), o
paciente relatou melhora na lubrificacdo e na umidade da boca durante a
terapia com laser.

No que se refere aos metodos fisicos, os estudos usando TENS
apresentam numeros amostrais bastante significativos, com resultados
consistentes de aumento do fluxo salivar apos estimulagcéo. Entretanto, é
um padrdo ndo haver grupo tratamento controle, seja um placebo ou
padrao-ouro para afirmar a eficacia do mesmo.
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Essa revisao de escopo apresenta algumas limitagdes. Dentre os
estudos incluidos, os individuos utilizados nas amostras apresentavam
mais de dez condicbes sistémicas distintas (apéndice grafico 1). Porém,
para cada uma delas, ha um numero muito baixo de estudos, n&o
ultrapassando cinco ensaios clinicos incluidos para uma mesma condi¢éo
(conforme ocorreu com os individuos em uso de medicamentos). Do
mesmo modo, apenas os individuos em uso de medicamentos receberam
o tratamento com os trés métodos fisicos citados. Nenhuma das demais
condigbes recebeu tratamento com os trés métodos fisicos diferentes
(laser, TENS e acupuntura). Esse fator atrapalha fortemente a
comparacado entre as eficacias dos métodos para uma mesma condi¢ao
causadora de hipossalivagdo. Além disso, ndo foi realizada analise do
risco de viés dos estudos incluidos, o que possibilitaria um desfecho mais
imparcial e objetivo para a presente revisao.

CONCLUSAO

Os resultados dessa revisao de escopo indicam que novos estudos
bem delineados metodologicamente devem ser realizados antes de
gualquer indicacdo clinica para manejo de hipossalivacdo. A grande
heterogeneidade entre os protocolos aplicados, o baixo namero de
estudos disponiveis para as doencas especificas e os diferentes métodos,
e o fato de mais da metade dos estudos ndo apresentarem grupos
paralelos limitaram uma avaliacdo da eficacia dos tratamentos e
protocolos. Apesar disso, quanto as condic¢des sistémicas, individuos em
uso de medicamentos tiveram melhores respostas das glandulas salivares
enquanto os com SS tiveram as piores respostas. Os individuos
saudaveis também responderam com aumento do fluxo salivar.

APENDICES
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Figura 1. Diagrama de fluxo para selecdo de estudos de acordo com as diretrizes PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses)

para revisdes de escopo.
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Figura 2. Mapa geografico indicando a distribuicdo dos 24 estudos incluidos por pais. A escala gradual de cores indica a quantidade de estudos, conforme é
apresentado na parte inferior esquerda da figura.
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DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.748.761

Apresentacao do Projeto:

Conforme documento "PB_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO_1408218.pdf": "Desenho do Estudo:
Intervencao/Experimental”

"Descritores Gerais para as Condicoes de Saude:
E11.6 - Diabetes mellitus nao-insulino-dependente - com outras complicacoes especificadas e E10.6 Diabetes mellitus insulino-dependente -
com outras complicacoes especificadas"

"Descritores Especificos para as Condi¢6es de Salde K11.7 Alteracoes da secrecao salivar"

"Natureza da Intervencao:

Dispositivo"

"Descritores da Intervencao Estimulacao salivar Fase 1"



