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Por onde eu ando sinto tua presenca. Em todos os lugares esta sempre perto de mim.

Em minhas escolhas vens me iluminar. Como posso te deixar se mesmo quando eu erro vens
me amar? E me ajuda a acertar; na tua direcao, caminhar.

Como seria a minha vida se as tuas maos néo estivessem sobre mim?

Como seriam 0s meus sonhos se 0 teu espirito nao habitasse em mim?

O teu amor me envolve. O teu amor me protege. Es 0 meu porto seguro.

O melhor lugar de estar é no teu coracao.

Sagrado coracéo!

(Compositor: Samuel Ferreira)



Dedico esta tese de doutorado a Deus e aos meus
pais, Adailton Pela e Maria Vanderléia Taioqui
Peld, os quais me permitiram o maravilhoso dom
da vida, bem como uma familia fundamentada na
unido, no respeito ao proximo, no amor e,

sobretudo, na fé.



AGRADECIMENTOS

A Deus

Ele € maior que tudo que possa existir em minha vida. Ele € meu reino, a minha fortaleza
e 0 meu reflgio. Eu inicio os meus agradecimentos a Deus com estas palavras e com o0 coragdo
repleto de fé, de amor e de gratiddo. Primeiramente, a fé foi o que me trouxe até aqui, foi a luz
para me conduzir nos momentos sombrios e a maneira mais sublime de estar proximo a Deus.
Neste contexto, eu recordo a sdbia parabola do vento e o mar, na qual Jesus questiona: “mas
ainda ndo tendes fé?”’(Mc 4, 35-41). Certamente, 0 segredo para essa pergunta foi se entregar
na fé sem medo, sem desespero e sem rebeldia. E por esse caminho que hoje n6s cremos, mas

um dia contemplaremaos.

O amor recebido por Deus também foi a inspiragédo para concluir esta etapa. Um Pai que
nos ama, que nos acolhe e que nos atende. Antes mesmo que as minhas preces brotassem em
meus labios, Ele ja ouvia 0 meu coracdo. Esse, de fato, € o real amor de Deus por nés, que

privilégio ter conhecido o amor de Deus e 0 amar generosamente.

Uma poesia do século XVT retrata bem essa ideia: “ainda que ndo houvesse céu, eu te
amaria” (Santa Teresa de Avila). E, claro, nada melhor do que pensar que o amor de Deus no
se limita a esta vida, pois existe um Céu maravilhoso esperando por noés, repleto de um amor
ainda ndo vivenciado. E impossivel falar de amor e ndo recordar de Nossa Senhora, Ela recebeu
a maior de todas as divindades para amar e gerar o seu filho Jesus (kekaritomene, em grego,
cheia de graca). E com essa graca que Nossa Senhora me ajudou, intercedendo a Deus por meus
pedidos, sobretudo aqueles relacionados ao meu doutorado. Obrigado Nossa Senhora das
Gragas e Nossa Senhora de Aparecida por me acolher em seu coragdo divino, mesmo

entregando as fragilidades de meu coragdo humano.

Hoje, a minha gratiddo por Deus brota e transborda o meu corag¢do. Obrigado por ser
generoso e misericordioso. Destaco, neste momento, uma das mais lindas passagens: “O Senhor
¢ a minha forca e o meu escudo; nele o meu coracao confia, e dele recebo ajuda. Meu coragao
exulta de alegria, e com o meu cantico lhe darei gracas” (Salmo 28:7). Por fim, quero destacar
o meu profundo agradecimento ao permitir que a minha luz sobrenatural da fé esteja unida com
a minha luz natural da raz&o. Esta ultima luz eu estudei; a primeira, eu experimentei. Hoje, em
conjunto, essas luzes formaram as asas que me permitiram voar e realizar este sonho! Muito

obrigado, Deus!



A minha mée Maria Vanderléia Taioqui Pela e ao meu pai Adailton Pela

Meus queridos pais, como é bom amar e ser amado. Eu ndo poderia deixar de usar a
palavra amor para me referir a vocés logo no inicio. Certamente, esse sentimento ligado a fé
representa a nossa centralidade, a qual também esta em constante transformacéo. A historia teve
inicio ha anos, antes que eu chegasse ao mundo. Nessa época, as dificuldades prevaleciam até
mesmo sobre a esperanca, eu ndo estava la, mas acredito que a unido e a determinagdo também
foram os segredos para contornar os entraves da vida. O tempo passou e, com as novas
primaveras, nasceram os filhos, despertando mais alegria e afeto. Estes sentimentos, somado

aos demais ja existentes, fortaleceram o nosso lar.

Atualmente, eu vejo que a transformacéo citada no inicio do texto ocorreu por meio da
chegada de cada sentimento, e ndo pela mudanca deles. Alias, vocés sdo provas de que 0s
sentimentos ndo mudam, muito menos desaparecem, quando eles se encontram enraizados no
coracdo. E o que poderia resultar de tudo isso? A resposta é uma Unica palavra: Familia. De
forma singela, pequena, porém com um fardo incalculavel de sentimentos que foram somados
no decorrer da vida, 0s quais jamais desvanecem. A meu ver, essa ¢ uma das poucas palavras
que tem o poder de avivar as emog¢des. Nao se esquecam de que Deus um dia sonhou com a
nossa familia, antes mesmo de os contemplarem com a vida. E vocés, claro, vieram ao mundo
com um proposito, idealizar o sonho Dele. Que privilégio ver que vocés construiram um
pequeno Céu aqui na Terra, onde a fé, a esperanga e 0 amor das antigas profecias, reinam, hoje,
de forma inviolavel. Pai e mde, muito obrigado por me dar o dom da vida e me presentear com
a nossa linda familia. Em especial, eu agradeco por vocés permanecerem proximos do meu
doutorado, oferecendo constantemente amor, apoio e preocupacao com minha jornada. Hoje,
eu dedico esta tese a vocés, os que transbordam meu coragdo de bons sentimentos e gratid&o.

Eu amo vocés!

Ao meu irmdo, a minha cunhada e ao meu sobrinho

Meu irmao Adailton Peld Junior, desde 0 meu nascimento voceé esteve presente em todos
os momentos de minha vida. Com vocé, eu aprendi a viver, partindo da educacéo a religido.
Vocé sempre foi um dos pilares de nossa casa, eu sempre te vejo como um exemplo de ser
humano. Pois bem, eu nunca estive errado sobre essa opinido. Vocé sé nos oferece orgulho,

diante de todo o seu esforco com a nossa familia. Assim, hoje eu transformo em palavras a



minha gratiddo e admiracdo por vocé ser um grande irmdo. Além disso, eu guardo todos os
momentos saudosos que passamos juntos. As mais antigas, sdo as memdrias de nossa infancia,
as quais foram repletas de alegria, carinho, respeito e unido. O que me deixa mais feliz, é ver

gue tudo isso continua intacto até os dias de hoje. Muito obrigado.

A nossa familia cresceu com mais duas pessoas especiais, Maria Thereza Mattos Pela e
Bernardo Mattos Peld. VVocés chegaram para mostrar que ao invés de o amor se dividir, ele foi
capaz de se multiplicar. Hoje, somos uma s6 familia, vivendo as mesmas alegrias, sonhando 0s
mesmo objetivos e chorando as mesmas tristezas. Eu ndo consigo ver um caminho diferente
deste que nds mesmos delineamos. Cada um, com seu jeito Unico, se convergem para um so
sentimento: o amor. Maria Tereza, muito obrigado por ser atenciosa, prestativa e,
principalmente, por nos presentear com a riqueza de nossa familia, o Bernardo. Ele, que tanto
me encanta com o seu sorriso e afeto. Eu sou infinitamente feliz por desempenhar uma dupla
funcdo para o meu amado sobrinho/afilhado. Obrigado por esta confianca eterna. Ju, Ma e

Bernardo, eu amo vocés!

Ao0s meus estimados afilhados

Bernardo Pela, Henrico Pela e Lucas Taioqui. Vocés preenchem o meu coracdo com
alegria, carinho e amor. Eu admiro o predominio da pureza de vocés, onde a imaginacao
extrapola qualquer triste realidade. Vocés me ensinam a ter uma perspectiva de vida diferente,
seguindo um olhar muito mais ludico e colorido! Esta tese também foi feita especialmente para
voceés, os futuros de nossa nacdo. Lembrem-se de que o Padrinho ama igualmente cada um de

vocés. Meus eternos bebés, obrigado por transformarem a minha vida para melhor.

A Aparecida Pellah Monteiro (in memoriam)

Minha querida Madrinha Cidinha, esta chegando o momento de mais uma etapa
concluida. Em todas as minhas formaturas, a Senhora sempre esteve presente na plateia,
aplaudindo em pé. Infelizmente, esse brilho tdo especial foi ofuscado nos dltimos momentos
importantes de minha vida, devido a sua auséncia fisica. Entretanto, o que me conforta € que a
Senhora estad bem mais proxima do que eu imagino. Essa certeza surge por meio da presenca

espiritual e do poder que a Senhora tem de transmitir os meus pedidos a Deus. NGs continuamos



a nossa jornada por aqui, vivendo no mundo das Criaturas; enquanto a Senhora vive no mundo
do Criador, pois ndo hd um lugar melhor que esse. Obrigado por tudo o que a Senhora fez na

Terra e faz no Céu.

A familia Taioqui e Pela

Com emocdo eu agradeco a base da nossa familia, os meus avos maternos: Maria José
Taioqui (in memoriam) e Angelo Taioqui (in memoriam). E os meus avos paternos: Alzira
Semini Pela (in memoriam) e Cezarino Pela (in memoriam). VVocés preencheram o meu coracéo
com tantos ensinamentos e boas memarias. Espero que vocés estejam ai no Céu recebendo toda
a minha gratidao. Porque aqui embaixo, eu recebo béncdos vindas de vocés. Para hoje, s6 me
resta 0 amor e a saudade. VVocés deixaram um legado por meio dos filhos que vieram (meus tios

e tias) e, consequentemente, seus netos (meus primos e primas).

Obrigado a todos da familia Taioqui e Peld, por estarem apoiando, rezando e torcendo
para a concluséo deste doutorado. Que nossa unido perdure a vida toda. Quero destacar algumas
pessoas que fazem a diferenca em minha vida por meio do amor philia: tia Vilma Taioqui,
Pedro Taioqui, tia Sénia Silvério, Lays Mariana (minha afilhada da investidura de acélito), tia
Derly Pel4, tio Nilton Pela, Madrinha lolanda Pela, Padrinho Sidney Correia, Sileide Corréia e
tio Angelo Pela. Também agradeco aos meus queridos casais de primos: Viviane Taioqui e José
Eduardo de Pieri; Mileni Pelad e Marcio Moraes. VVocés me presentearam com 0S meus preciosos

afilhados, Lucas e Henrico, respectivamente. Todos vocés moram no meu coracao.

A Aline Silva Braga

Eu esperei chegar este dia para tentar expressar em palavras a minha gratidao e o
reconhecimento de nossa amizade. VVocé esteve ao meu lado desde o inicio, impulsionando os
meus sonhos e, a0 mesmo tempo, tornando-0s concretos e inesqueciveis, principalmente por
me oferecer seguranca nos momentos de hesitacdo. Vocé sabe que, em todos 0s momentos da
minha vida, houve a sua influéncia positiva. Hoje, 0 que mais me deixa emocionado é lembrar
que as suas atitudes ndo foram apenas pela via profissional. Muito pelo contrario, foi pelo
sentido da amizade. Por esse airoso caminho, eu tenho certeza que a nossa historia ndo

encontrara barreiras, tdo pouco chegara ao fim. Pois, j& estamos entrelacados por razBes



profundas, tais como, sentimentos, respeito e unido. Eu a admiro intensamente e também me
encanto com o seu jeito solidario, além de calma, bonita, inteligente e simpatica. O que mais eu
poderia exigir de vocé? Nada, isso ja € o suficiente, em confirmacdo, eu posso ressaltar os
nossos oito anos de amizade, que por sinal foram vividos intensamente. Este € apenas um
paragrafo para descrever a nossa amizade. A continuacdo esta toda descrita em minha memaria

e no meu coragdo! Obrigado por tudo o que vocé faz por mim!

A Talita Mendes Oliveira Ventura

O primeiro pensamento para descrever este agradecimento foi apontado para o outro
lado do oceano, a Suiga. Neste pais nds vivemos uma histdria encantadora, em que tudo parecia
um sonho. Juntos, desbravamos montanhas, indo além de nossos medos. Hoje, eu acredito que
essa coragem é devido ao nosso vinculo de amizade, o qual sempre foi intenso e prospero. Por
falar em bravuras, foi com vocé e diante do inicio de uma pandemia que eu passei uma das
maiores duvidas e insegurangas de minha vida. Eu me recordo perfeitamente de nossos olhos
lacrimosos frente a decisdo de permanecer em Berna. A meu ver, a conclusdo para essa escolha
foi Deus e vocé, ambos me renderam forgas para seguir a jornada. Como visto, as memorias
sdo infinitas, sdo extraordinarias e Unicas. Para qualquer lugar, elas iniciam na decolagem e
finalizam no pouso de volta. Minha amiga Talita, muito obrigado por me ajudar
profissionalmente e pessoalmente. Nesta tese, assim como na minha vida, eu encontro a sua

valiosa contribuigé&o.

A Even Akemi Taira

Nosso primeiro contato iniciou na graduacdo, porém a amizade foi fortalecida no
mestrado. Os anos se passaram e hoje eu vejo que a nossa historia se encontra lapidada de forma
valiosa, ou seja, a sua amizade € uma joia preciosa em minha vida! Com vocé eu tenho
momentos alegres e divertidos, os quais, na maioria das vezes, sdo festivos. Por outro lado,
guando vocé veste o jaleco, uma profissional capacitada se faz presente. Enfim, obrigado por
me ajudar diretamente no desenvolvimento desta tese. VVocé é especial, em qualquer ambiente,

minha querida amiga Even.



Aos amigos: Ana Ligia, Adriano Pessoa, Juliana Kniss, Natalia Mello e Natara Dias

Vocés chegaram em minha vida de forma simples, cada qual em seu tempo, com suas
caracteristicas. Essas diferencas fundiram-se fortemente por meio do vinculo da amizade.
Devido a isso, com vocés eu venho colecionando varios momentos marcantes. Na maioria das
vezes, eles sao repletos de cor, cheiro e sabor. Obrigado por essas memorias €, principalmente,
quando o desanimo foi substituido por risadas e/ou quando trabalho arduo foi atenuado por um
gesto. Assim, desejo profundamente que esta amizade continue sendo escrita de forma

harmonica e repleta de unido.

As amizades fortificadas ao longo de minha vida

Meus queridos amigos, vocés sdao um tesouro em minha vida; uma bengéo enviada por
Deus; uma felicidade constante e sem fim. Com esse sentimento, eu agradeco a todos que
entraram em minha vida. Muito obrigado aos amigos do laboratorio de bioquimica: Flavia
Levy, Aline Dionizio, Mariana Sanches, Tatiana Martini, Mariele Vertuan, Vanessa Fakhoury
e Aline Leite. Também a minha gratidao se volta aos meus amigos da época do ensino médio:
Lays Faria, Kalebe Gabriel, Leticia Ferreira, Leticia Garcia, Agatha Lamas, Flavia Cantizani e
Mariana Mantovani. Além disso, aproveito para agradecer aos amigos do Santuario do Sagrado
Coracéo de Jesus: Bispo Emeérito Don Caetano Ferrari, Padre Rodrigo Pereira, Diacono Rafael
Mazzoni e André Shinohara. Ademais, agradeco aos amigos da época da graduacdo (USC):
Rosa Cristina, Pedro Carlos, Juliane Buzzon, Heloise Morsoletto e Geraldo Junior. Por fim,
mas ndo menos importante eu agradeco as minhas amigas Taisa Império e Larissa Carvalho,
bem como os meus amigos da Suica: Erik Bernardineili e Rosmary Bannwart. Todos vocés séo

a prova de que ainda existem amizades incondicionais que merecem a eterna lealdade.

Ao Prof. Dr. Flavio Henrique Silva

Querido Professor, muito obrigado pelo desenvolvimento e fornecimento da cistatina
derivada da cana-de-agUcar, a qual se tornou o foco central desta tese, ou seja, sem o senhor,
nada disso seria possivel. Nossa parceria teve inicio em 2015, quando nos iniciamos 0s

primeiros estudos com essa proteina. Logo, obtivemos excelentes resultados. 1sso nos levou a



escrever o meu projeto de doutorado. Hoje, com o sucesso deste tratamento inovador, totalizam-
se cinco estudos. Prof. Flavio, muito obrigado por ser atencioso, educado e humilde. E evidente
que todas as nossas publicacdes se convergem para o reconhecimento do seu trabalho, o qual é
feito com total exceléncia. Também agrade¢o por me atender (juntamente com o seu grupo de
pesquisa) nos momentos de ineditismo do projeto, bem como na alta demanda de proteina
necessaria para cada estudo. Para o futuro, eu desejo que o0 nosso trabalho em conjunto se
estenda por muitos anos e que possa continuar rendendo boas conquistas. Muito obrigado por

ser um exemplo de professor e de cientista!

Ao Prof. Dr. Thiago Saads Carvalho

Parece que foi ontem quando nos encontramos por video conferéncia para o
delineamento da minha permanéncia na Suica. Naquela época, eu ja pressentia o inicio de uma
grande jornada, mas hoje eu posso afirmar que foi muito maior do que eu esperava. Eu cheguei
em Berna no dia mais desafiador da minha vida, por ter deixado tantas pessoas amadas no
Brasil, porém as malas estavam cheias de sonhos e expectativas. Nesse momento, percebi que
um novo capitulo estava pronto para ser escrito. Seria uma hipocrisia dizer que este caminho
foi fécil e exclusivamente retilineo. Alias, nesse percurso, eu me deparei com um grande
pesadelo: uma pandemia. Porém, este momento assustador foi amenizado e resolvido com a sua
atencdo e discernimento. Além disso, vocé sempre esteve disposto a compartilhar comigo
inimeros conhecimentos cientificos. Eu fico muito honrado e agradecido por passar esse
momento ao seu lado e ter feito parte de um grupo de pesquisa tdo renomado. O tempo voou e
dentro daquelas malas que eu havia levado, agora elas voltaram pesadas com a missao
cumprida. Eu trouxe da Suica os melhores sentimentos e varias lembrancas, tais como, sorrisos,
brincadeiras, conselhos e admiracdo. Enfim, essa incrivel histdria estara para sempre registrada
em minha vida. Por isso, devo ofertar os meus profundos e sinceros agradecimentos a voceé, que

foi um alicerce para a realizacdo deste sonho.

Ao Prof. Dr. Adrian Lussi

Desde quando eu iniciei a area académica, 0s seus artigos e livros permanecem sobre
minha mesa, ou seja, eu tenho uma profunda admiracdo e respeito por cada palavra que o senhor

escreve nesses estudos. Um dos momentos mais sublimes da minha vida, foi ter o senhor como



orientador formal de minha permanéncia na Suica. Muito obrigado por esta incrivel
oportunidade, por contribuir diretamente em cinco capitulos desta tese e por ser uma grande
referéncia em nossa area de atuacdo. Eu tenho certeza que a comunidade cientifica mundial o

agradece e o reconhece por tantas descobertas importantes, no que diz respeito a satde bucal.

Ao laboratério da Universidade de Berna

Brigitte Megert, Hendrik Meyer Lueckel, Michael Stiebritz, Barbara Beyeler, Tommy
Baumann, Samuel Furrer, Isabel Hug, Monika Aeberhard, Samira Niemeyer. Eu me recordo do
primeiro contato com cada um de vocés. Confesso que minha timidez e a minha inseguranca
preponderavam o meu ser. Pois era tudo tdo novo, tdo diferente! Aos poucos eu fui me soltando
e estar com voceés ja era um sentimento de alegria por nossa boa convivéncia. Constantemente,
eu refletia sobre as nossas diferengas, tais como, cultura, estilo, idioma. Era tudo tdo oposto,
mas um oposto especial e prazeroso! Um cléssico exemplo, era ver que vocés sabiam que 0s
meus melhores dias eram aqueles de muita neve; contrariamente para vocés. Obrigado por me
acolherem na cultura local e por me ajudarem perenemente em meus projetos de pesquisa. Os
meus ouvidos jamais esqueceram as palavras “sallu, guten morgen, tschiiss” na voz de cada um

de vocés. Para hoje, resta apenas uma saudade do tamanho da Jungfraujoch.

Aos Professores e técnicas do Laboratoério de Bioquimica

Obrigado Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de Oliveira e Profa. Dra. Ana Carolina Magalhées
por se preocuparem com a qualidade da formacg&o dos alunos e do laboratério de Biogquimica.
A dedicacdo e o conhecimento de vocés nos impulsionam para a carreira académica, ou seja,
nos os reconhecemos como exemplo de profissionais. Sou muito grato pela atencdo que voceés
me proporcionaram durante as pesquisas. Por esses e inimeros outros motivos, eu carrego as

boas lembrancas e os célebres ensinamentos.

Obrigado Thelma Lopes Silva e Larissa Tercilia Grizzo Thomassian por
desempenharem a funcédo de especialista/técnica do laboratério de Bioquimica com tanto amor
e profissionalismo. Eu convivi diretamente com vocés por um longo periodo do meu doutorado.
Certamente, nesse caminho, eu encontrei obstaculos e abismos, mas vocés, com toda

competéncia, conselhos sabios e respeito me ajudaram a contornar as adversidades e construir



pontes para unir as passagens. Assim, nesta tese, é possivel identificar muitos pontos provindos
de vocés. Eu sei onde cada ponto esta; eles estdo guardados aqui e, principalmente, na minha

pasta de gratiddo!

Aos alunos de Iniciacéo cientifica

Durante o doutorado eu tive a honra de coorientar quatro alunos de iniciacéo cientifica:
Jodo Guilherme Lunardelli, Gabriel Camiloti, Leonardo Brito e Cecilia Borges. Alguns ja
alcaram voo; outros estdo prestes a decolar. Hoje, eu olho para tras e sinto uma profunda alegria
em poder ver a evolugcdo de cada um de vocés. Juntos nos estudamos, trabalhamos,
comemoramos e, sobretudo, nos respeitamos. Nossa convivéncia sempre harmonica e
fundamentada na “via de mao dupla” corroborava o meu desejo de ser professor. Por sinal, ora
eu estava nesta funcao, ora eu era aluno. E vocés, compactuavam desse mesmo raciocinio. Por
esse caminho, o meu aprendizado predominava sobre 0s meus ensinamentos, isso s6 poderia
ser fruto de bons alunos. Enfim, se fosse preciso, por vocés, eu faria tudo de novo. Reafirmar o
desejo de ser professor foi o segredo que vocés exaltaram em mim. Obrigado por tudo! Desejo
gue estes voos sejam repletos de muito sucesso. Téo certo eu estarei sempre aqui, torcendo e

aplaudindo vocés!

Aos colaboradores dos artigos cientificos

Os artigos cientificos relacionados a esta tese tiveram a presenca de importantes
coautores, para que se pudessem alcangar excelentes resultados e, posteriormente, a publicagéo.
Eu agradeco a parceria efetiva de vocés para a idealizacio de cada estudo. E importante lembrar
que este documento apresenta uma equipe multidisciplinar, em que cada profissional
desempenhou um papel especifico diante de sua area de atuacdo. Eu reconheco a dedicacgdo de
cada um de vocés: Samira Niemeyer, Tommy Baumann, Thiago Carvalho, Adrian Lussi,
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RESUMO

Atualmente, o desenvolvimento cientifico da cistatina derivada da cana-de-agUcar
(CaneCPI-5) ganhou forcas no controle do desgaste dentario erosivo (DDE). Entretanto, para
que esta proteina recombinante possa ser comercialmente utilizada, € importante verificar
estratégias relacionadas ao seu uso, compreendendo a sua translacdo das ciéncias basicas para
a aplicacdo clinica, a fim de direcionar o desenvolvimento de novos produtos odontoldgicos
para a protecdo contra 0 DDE. Assim, 0 objetivo da presente tese foi avaliar o efeito protetor
da CaneCPI-5 em diferentes protocolos de engenharia de pelicula adquirida (in vitro, in situ e
in vivo), bem como testa-la em diferentes combinacdes e veiculos de aplicacdo contra a erosao
dentéria inicial e o DDE do esmalte. Para que este objetivo fosse alcancado, foram realizados
sete capitulos experimentais, 0s quais estdo descritos a seguir. No primeiro capitulo, foi
desenvolvido um protocolo de formacéo e coleta de pelicula adquirida do esmalte (PAE) in
vitro para a analise protedmica. No segundo capitulo, foi demonstrada a diferenca do perfil
proteico da PAE formada nas condigdes in vitro, in situ e in vivo. O terceiro capitulo foi
destinado a entender o mecanismo de acdo da CaneCPI-5 e de outros tratamentos (isolados ou
combinados) na presenca ou na auséncia da PAE sobre a superficie nativa, usando um protocolo
de erosédo dentaria inicial in vitro. Posteriormente, o quarto capitulo mostrou que a combinacgao
da CaneCPI-5 com um componente inorganico (fluoreto de sddio), favoreceu a prote¢do do
esmalte contra a eroséo dentéria inicial in vitro. O quinto capitulo foi desenhado primeiramente
para demonstrar a seguranca da CaneCPI-5 quando em contato com fibroblastos gengivais, por
meio de ensaios de citotoxicidade. Em adicdo, neste capitulo houve um avanco clinico do uso
da CaneCPI-5 (quando aplicada em forma de solucdo sobre o esmalte) por meio de um
protocolo in situ, 0 qual demonstrou que esta proteina apresentou um efeito protetor contra
desgastes mais severos, envolvendo a erosdo e a erosdo associada a abrasao. Posteriormente, 0
sexto capitulo também demonstrou a eficacia da CaneCPI-5 quando ela foi incorporada a um
veiculo de aplicacdo diferente (gel de quitosana) para a prevencdo da erosdo e da erosdo
associada a abrasdo in situ. Por fim, no Gltimo capitulo (sétimo), foi demonstrada a real
interpretacéo clinica do efeito protetor do enxaguatorio com CaneCPI-5, bem como o uso do
Reflectdmetro Optipen para avaliacdo da erosdao dentaria inicial in vivo. Em conclusdo, a
presente tese apresentou varias estratégias inovadoras sobre a eficacia do uso da CaneCPI-5
contra a erosdo dentaria inicial e o DDE do esmalte. Estes resultados favoreceram o

direcionamento do design de novos produtos odontoldgicos.

Palavras-chave: Canacistatina; Eroséo dentéaria; Saliva; Protecdo; Pelicula adquirida.



ABSTRACT

Currently, the scientific development of sugarcane-derived cystatin (CaneCPI-5) has
gained strength in the control of erosive tooth wear (ETW). However, for this recombinant
protein to be commercially used, it is important to verify the strategies related to its use, as well
as including its translation from basic sciences to clinical application, in order to direct the
development of new dental products to protect against ETW. Thus, the objective of the present
thesis was to evaluate the protective effect of CaneCPI-5 in different acquired pellicle
engineering protocols (in vitro, in situ and in vivo), as well as to test it in different combinations
and application vehicles against ETW. In order to achieve this objective, seven experimental
chapters were carried out, which are described below. In the first chapter, an in vitro acquired
enamel pellicle (AEP) formation and collection protocol for proteomic analysis was developed.
In the second chapter, the difference in the protein profile of the AEP was demonstrated when
the in vitro, in situ and in vivo conditions were compared. The third chapter was intended to
understand the mechanism of action of CaneCPI-5 and other treatments (alone or combined) in
the presence or absence of acquired pellicle on native enamel specimens, using an in vitro dental
erosion protocol. Subsequently, the fourth chapter showed that the combination of CaneCPI-5
with an inorganic component (sodium fluoride) favored enamel protection against initial dental
erosion in vitro. The fifth chapter was designed primarily to ensure that CaneCPI-5 was safe
for gingival fibroblast cells through in vitro cytotoxicity assays. In addition, in this chapter there
was a clinical advance in the use of CaneCPI-5 (in solution form), through an in situ protocol,
which demonstrated that this protein has a protective effect against more severe wear, involving
erosion and erosion associated with abrasion. Subsequently, the sixth chapter also demonstrated
the effectiveness of CaneCPI-5 when it was incorporated into a different application vehicle
(chitosan gel) for the prevention of erosion and erosion associated with in situ abrasion. Finally,
in the last chapter (seventh), it was demonstrated a real clinical interpretation of the protective
effect of a mouthrinse with CaneCPI-5 and the use of the Reflectometer Optipen for the analysis
of initial dental erosion in vivo. In conclusion, the present thesis demonstrated several
innovative strategies on the use of CaneCPI-5 against enamel ETW. These results favor the

design of new dental products.

Keywords: Acquired pellicle; Canacystatin; Dental erosion; Protection; Saliva.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Saliva

A saliva ¢ um importante fluido presente na cavidade oral, sendo produzida
principalmente pela secrecdo das glandulas salivares (maiores e menores) (PEDERSEN et al.,
2018). As glandulas maiores sdo representadas pela paroétida, submandibular e sublingual, as
quais sdo responsaveis por cerca de 90% da producéo de saliva (de perfil seroso). Neste tipo de
saliva predominam proteinas e enzimas (CARPENTER, 2013). Por outro lado, as glandulas
menores estdo situadas na borda lateral da lingua, no palato e na mucosa. Elas secretam uma
quantidade menor de saliva (cerca de 10%) e sdo responsaveis pela producao de saliva de perfil
mucoso, com a funcéo de lubrificacdo (CARPENTER, 2013).

Em adicéo, a saliva também é composta pelo fluido gengival crevicular, o qual pode
estar presente em maiores quantidades diante de um processo inflamatorio, como, por exemplo,
em uma doenca periodontal (ISOLA, 2022). Também pode ocorrer a presenca de células
descamadas devido ao desenvolvimento de neoplasias (SAHEBJAMEE et al., 2009). Estas
diferencas no perfil salivar estdo sendo utilizadas em estudos focados sobre biomarcadores para
o diagndstico de doencas, principalmente aquelas relacionadas a cavidade oral, dentre elas, a
Sindrome de Sjogren e o cancer de boca (KHURSHID et al., 2018; BUZALAF et al, 2020;
MELETI et al., 2020; DI GIORNI et al., 2022).

De maneira geral, a saliva é constituida por 99% de &gua e 1% de eletrolito. Este 1%
pode ser de origem inorgéanica (calcio, magnesio, sédio, potassio e entre outras) e de origem
organica (proteinas, glicoproteinas, enzimas, imunoglobulinas e entre outras). A saliva também
apresenta outros componentes, dentre eles, a uréia, células, glicose e microrganismos
(HUMPHREY e WILLIAMSON, 2001; CARPENTER, 2013). Entretanto, a sua composi¢ao
pode se alterar devido a varios fatores, como por exemplo, o ciclo circadiano (diante dos
periodos do dia), a origem de sua producao por diferentes glandulas salivares, a idade, o fluxo
salivar, a presenca de doencas, fatores extrinsecos e intrinsecos, estilo de vida, entre outros
(VIJAY etal., 2015; LIN et al., 2022).

A saliva apresenta varias funcdes, estando todas elas diretamente voltadas para a
homeostase da cavidade oral. Especificamente, este fluido ajuda a formacéo de bolo alimentar,
faz a defesa antimicrobiana (pela inibicdo do crescimento de algumas espécies bacterianas que

podem causar a cérie dentaria), favorece a limpeza e lubrificacdo dos tecidos bucais, € um
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agente tamponante (principalmente pelos sistemas fosfato e bicarbonato, a fim de promover a
neutralizacdo do pH na presenca de &cido), fornece ions célcio e fosfato para a remineralizacéo
dos dentes e forma a pelicula adquirida (PA) (HUMPHREY e WILLIAMSON, 2001;
CARPENTER, 2013; BUZALAF et al., 2012a).

1.2 Pelicula adquirida

PA é uma camada organica (livre de bactérias) que se forma sobre toda a superficie que
se encontra exposta a cavidade oral por meio da adsorcdo de proteinas (DAWES et al., 1963).
Especialmente, a maior parte desta pelicula esta sobre a superficie do esmalte dentério, desta
forma é chamada de pelicula adquirida do esmalte (PAE). As proteinas presentes na PAE sdo
de origem predominantemente salivar, porém existe uma pequena quantidade de proteinas
proveniente do fluido gengival, da dieta, de microrganismos e do epitélio bucal (SIQUEIRA et
al., 2012a). As proteinas se ligam a superficie do esmalte por varios mecanismos, dentre eles,
as interagdes eletrostaticas, que ocorrem entre as macromoléculas e os ions célcio e fosfato da
apatita (HANNIG e JOINER, 2006). A PAE também contém outros componentes organicos,
tais como, carboidratos, lipidios neutros, fosfolipidios e glicolipidios (SIQUEIRA et al.,
2012b).

Assim como a saliva, a PA também é influenciada por vérios fatores, principalmente
pelas propriedades fisico-quimicas da superficie onde ela é formada, ou seja, as diferentes
superficies (esmalte, dentina, mucosa e restauracdes) podem alterar o seu perfil proteico
(LENDENMANN et al., 2000). Entretanto, este assunto € limitado devido a falta de estudos
sobre a composicao da PA nestas superficies acima, dificultando a comparacao destas peliculas
com aquelas formadas sobre o esmalte, que sdo bem mais estudadas (RASPUTNIS et al., 2021).
Outro fator importante para a formacdo da PAE € a influéncia da sua localizacdo dentro da
cavidade oral. Isso foi evidenciado por um estudo in vivo, o qual demonstrou que a quantidade
e a qualidade de proteina da PAE podem alterar dentro da cavidade oral, ou seja, a Cistatina B
e a Histatina 1 ndo foram identificadas na regido lingual posterior/inferior (VENTURA et al.,
2017). Também a PAE pode enfrentar a influéncia de fatores extrinsecos, dentre eles produtos
odontoldgicos abrasivos (dentifricios, clareadores, enxaguatorios) e a ingestdo de alimentos e
bebidas (HARA e ZERO, 2010). Interessantemente, um estudo in situ comparou a composi¢ao
de proteinas da PAE formada em dentes bovinos e dentes humanos. Como resultado, ndo houve
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diferencas significativas entre estas superficies, propondo, entdo, que pode ser considerado o
uso de dentes bovinos em protocolos de PAE (PELA et al., 2018).

A formacdo da PAE acontece ja no primeiro minuto de contato da saliva com a
superficie do dente. Estudos demonstraram que neste curto tempo de formacdo, a PAE ja
fornece uma protecdo para a superficie do esmalte dentéario, principalmente frente a um desafio
acido. Esta caracteristica estd relacionada a presenca das proteinas conhecidas como
“precursoras”, as quais apresentam uma grande afinidade de ligacdo a hidroxiapatita e
interagem eletrostaticamente com o esmalte, tornando a PAE altamente elétron densa. Como
exemplos de proteinas precursoras, destacam-se: cistatinas, proteinas ricas em prolina (PRPS),
lisozima, estaterina, histatinas, lactoferrina e a amilase (HANNIG et al., 2004; SIQUEIRA et
al., 2012a; TRAUTMANN et al., 2020; ARAUJO et al. 2022). Posteriormente, a pelicula se
torna mais complexa, ou seja, ocorre a presenca de agregados protéicos e interacdo entre as
proteinas. As caracteristicas deste estadgio permanecem dinamicas por um longo periodo
(aproximadamente duas horas) (HANNIG e JOINER, 2006). A partir deste momento, a pelicula
adquirida altera a sua conformacdo por meio da presenca abundante de bactérias e passa a ser
nomeada, biofilme dentario (MARSH, 2004).

Todos os componentes presentes na PAE conferem importantes funcbes para a
superficie onde ela esta formada. A mucina é uma proteina desta camada organica com uma
funcéo relacionada a lubrificacdo da superficie (BUZALAF et al., 2012a). Ela, juntamente com
a cistatina, lisozima, estaterina e a histatina demonstram efeito acido-resistente, protegendo a
estrutura dentaria contra a desmineralizagdo ocasionada por efeitos quimicos ou bacterianos
(CHAWHUAVEANG et al., 2021). Além disso, a PAE atua na remineralizacéo, transportando
calcio, fluoreto e fosfato para a superficie dentaria, também ela tem funcdo de uma barreira de
difusdo, reduzindo o contato direto dos acidos com a superficie do dente, retardando, assim, a
dissolucao de mineral (BUZALAF et al., 2012a).

Desta forma, é possivel observar que a composicdo da PAE pode ser util como
biomarcador de diagnéstico e/ou tratamento para determinadas doencas (BUZALAF et al.,
2020). Atualmente, as ferramentas protedmicas ganharam foco para a identificacdo de proteinas
da PAE, a fim de melhor compreender suas determinadas fungdes e interagfes. Existem trés
tipos de protocolos para a analise protebmica da PAE: 1) Estudo in vitro, o qual estd mais
distante da condicéo clinica, devido as limitacGes do uso da saliva humana para mimetizar a

formacdo da PAE fora da cavidade oral. Entretanto, € um importante protocolo para servir de
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precursor para uma nova linha de pesquisa (SIQUEIRA et al., 2012b); 2) Estudo in situ, o qual
é caracterizado pelo uso de aparelho intraoral, contendo amostras onde ird formar a PAE mais
proxima das condicdes reais da cavidade oral (PELA et al., 2018; PELA et al., 2019); 3) Estudo
in vivo, no qual a PAE é estudada diretamente sobre a superficie exposta a cavidade oral (a
maioria dos estudos é sobre o esmalte dentario) (VENTURA et. al., 2017). Em todos estes
protocolos, o campo da odontologia estd buscando compreender quais proteinas estdo
relacionadas as doencas bucais, como por exemplo, o desgaste dentario erosivo (DDE), a fim
de que estas proteinas possam servir como futuras intervengdes preventivas e/ou de tratamentos

contra as doencas bucais.

1.3 Desgaste dentario erosivo

O DDE ¢ a perda cumulativa do tecido dentario mineralizado, ocasionado pela presenca de
acidos ndo bacterianos (SCHLUETER et al., 2020). Um estudo demonstrou uma alta
prevaléncia deste desgaste em criancas e adolescentes (SALAS et al., 2015). Também, uma
revisao de literatura mostrou que esta condicdo € prevalente entre mais de um terco das criancas
abaixo de sete anos, sendo os fatores dietéticos os principais contribuintes para este problema
(YIP et al., 2022). Além disso, este desgaste é significativamente maior em pacientes com
transtorno alimentares quando comparado aos individuos saudaveis (JOHANSSON et al.,
2012), bem como os individuos com uma dieta vegetariana (SMITS et al., 2020) e em
individuos que fazem o uso frequente de bebidas alcodlicas (DUKIC et al., 2010). De maneira
geral, o processo do DDE € progressivo, ou seja, caso ndo existam intervencdes para inibi-lo, a
sua prevaléncia e a sua severidade aumentam com o avanco da idade (JAEGGI e LUSSI, 2014).

Assim, a busca por medidas que possam controla-lo € de extrema importancia.

Esta prevaléncia é devida a varios fatores, os quais podem ser divididos (didaticamente)
em fatores extrinsecos e intrinsecos. Os principais fatores extrinsecos sao: habito alimentar do
individuo, o qual envolve bebidas e alimentos acidos, como por exemplo, refrigerantes e sucos
de frutas citricas. Os principais &cidos provenientes desta dieta sdo representados pelo acido
fosforico e acido citrico, respectivamente (BARBOUR e LUSSI, 2014; SMITS et al., 2020).
Além disso, a presenca frequente do individuo em determinados ambientes, como nadadores
profissionais também podem sofrer este tipo de desgaste, devido a agua tratada de piscinas
olimpicas (SALEM e HAFEZ, 2021). Outra fonte externa de acido pode ser representada por
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alguns medicamentos efervescentes, como a vitamina C, a qual apresenta em sua composi¢éo
0 &cido ascorbico (SAADS CARVALHO e LUSSI, 2020).

Por outro lado, os fatores intrinsecos do DDE sdo caracterizados pela presenca do acido
gastrico na cavidade bucal, sobretudo na superficie dentaria. Esta ocorréncia € devida a alguns
problemas de saude que o individuo pode apresentar, tais como, vomito, regurgitacéo ou refluxo
gastroesofagico (PICOS et al., 2020). Outros problemas intrinsecos, como por exemplo, Ulceras
duodenais, anorexia nervosa, bulimia ou nauseas durante a gravidez também podem ocasionar
o DDE. Foi demonstrado que o principal causador intrinseco é o &cido cloridrico, o qual afeta
as superficies palatinas de incisivos e caninos superiores, resultando em perda da estrutura do
esmalte (BARTLETT, 2006; MOAZZEZ e BARTLETT, 2014).

Ambos os fatores (extrinseco e intrinseco) sdo influenciados por algumas varia¢fes que
estdo diretamente ligadas ao DDE, como por exemplo, as varia¢des do acido (tipo de &cido,
concentracédo, pK e 0 pH), as variacdes presentes na cavidade oral (capacidade tampé&o, presenca
de calcio e proteinas), bem como fatores sociais (nivel educacional, comportamento, condi¢des
de salde e tipo de ocupacdo dos pacientes) (LUSSI e CARVALHO, 2014).

Com relacdo ao mecanismo de atuacdo do cido sobre a estrutura dentaria, é importante
destacar duas caracteristicas. A primeira esté relacionada a capacidade que o acido apresenta
em liberar ions de hidrogénio (H*), bem como a sua capacidade quelante (FEATHERSTONE
e LUSSI, 2006). A segunda caracteristica esta relacionada a auséncia de um “pH critico”, ou
seja, um pH especifico do acido para ocorrer a desmineralizacdo (BARBOUR e LUSSI, 2014),
diferente do que acontece no caso da carie dentaria. Para a erosdo dentaria, este processo ocorre
quando a solucdo acida esta saturada em relacdo a superficie solida, isso pode variar para o
esmalte e para a dentina (BARBOUR e LUSSI, 2014). O processo erosivo no esmalte gera uma
subsaturagédo da hidroxiapatita e fluorapatita, promovendo um amolecimento inicial da
superficie dentaria (BARBOUR e LUSSI, 2014). Podemos apresentar como este exemplo, 0
acido citrico, o qual fornece a liberacédo de trés ions de H* em cada molécula por meio da sua
dissociacdo em meio aquoso e, estes ions prontamente atuam sobre os ions célcio e/ou fosfato
(FEATHERSTONE e LUSSI, 2006). Se o0 processo persistir, ira ocorrer a dissolucao continua
das camadas subsequentes dos cristais do esmalte, por meio da penetracdo do acido na estrutura
dentaria e, consequentemente, a remogao dos ions Ca?* e PO.%, ocasionando a perda em volume
da sua estrutura (WANG e LUSSI, 2010).
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Em condicOes erosivas mais severas, 0 desgaste pode ultrapassar a camada de esmalte,
chegando até a dentina. Neste tecido, o processo erosivo sofre algumas alteraces devido a sua
composicao, ou seja, na dentina existe a presenca de metaloproteinases da matriz, que podem
degradar a matriz organica que foi desmineralizada. Entretanto, se esta matriz ndo for
degradada, ela pode atuar como uma barreira de difuséo ionica, retardando o avango da erosao
dentinéria (BUZALAF et al., 2012b).

Ao mencionar esta condi¢do mais severa, também é importante lembrar que a erosao
dentaria pode estar associada a outro tipo de desgaste dentario, a abrasdo (SHELLIS e ADDY,
2014). Este problema é caracterizado pela remo¢do mecéanica da estrutura do dente ou de
restauracdes, principalmente pela escovacao incorreta (SCHLUETER et al., 2020). Alguns
fatores podem potencializar a abrasdo, como por exemplo, a for¢ca que o individuo aplica
durante a escovacgdo, bem como a frequéncia e 0 movimento de escovacdo, uma vez que foi
observado que a causa da abrasdo foi maior quando o movimento de escovacao linear foi
realizado, ao invés de movimentos rotativos (MILOSEVIC, 2017; SINGH et al., 2021). Ainda,
a dureza e a forma dos filamentos da escova também podem desencadear este desgaste
(MILOSEVIC, 2017). Em concomitancia, alguns produtos odontol6gicos apresentam efeitos
abrasivos, principalmente dentifricios, os quais estdo focados para a agdo clareadora do dente.
Todos estes produtos podem apresentar em sua composi¢ao, componentes abrasivos, tais como,
silica hidratada, carbonato de célcio e alumina (LIPPERT, 2013).

Para ambos os desgastes (erosdo e abrasdo) o principal sintoma é a sensibilidade para
determinados alimentos e bebidas com temperaturas superiores ou inferiores em comparacao a
temperatura da cavidade oral. Também os sintomas podem ser estimulados por origem
mecénica, por meio da higiene bucal com escovagdo e fio dental. Todos estes sintomas séo
devidos a exposi¢do da dentina, a qual apresenta os tlbulos dentinarios abertos entre a cavidade
oral e a polpa. Dentro destes tubulos, ocorre a movimentacdo do fluido intratubular,
desencadeando uma estimulacdo na polpa e, consequentemente, o sintoma de dor (LUSSI e
CARVALHO, 2014; LONGRIDGE e YOUNGSON, 2019). Entretanto, a odontologia (por
meio de pesquisas cientificas e procedimentos clinicos) tem demonstrado atencao contra estes

agravamentos, a fim de preservar a saude bucal.
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1.4 Diagnosticos e medidas interventivas para o controle do desgaste dentério erosivo

Inicialmente, o diagndstico acontece por meio de uma anamnese com o paciente, a fim
de que se possa compreender o seu estilo de vida, sua alimentacdo e a presenca de possiveis
problemas de salde que podem ter influenciado a causa da erosdo dentaria. Em seguida, o
principal diagnéstico da erosdo dentaria é por meio da avaliacao visual da morfologia anatbmica
do dente. O primeiro sinal do desgaste do esmalte é caracterizado por uma superficie com
aspecto lisa e, na maioria das vezes, sem brilho (opaco). Geralmente, estas lesdes estdo
presentes na juncdo entre o esmalte e 0 cemento, mas estes sinais clinicos também podem ser
observados nas superficies oclusais (WANG e LUSSI, 2010; DONOVAN et al., 2021). Em
estagios mais avancados, a superficie pode apresentar aspectos mais polidos e uma alteracdo do
contorno morfolégico do dente. Esta alteracdo é devida a perda da estrutura dentaria, como por

exemplo, o esmalte, resultando na exposicao da estrutura dentinaria (GANSS et al., 2006).

Além disso, a avaliacdo da erosdo dentéria é fundamental para a insercdo de medida
preventiva e/ou de intervencdo odontologica, como por exemplo, a restauracdo do dente
(WANG e LUSSI, 2010). Existem alguns indices para classificar o desgaste erosivo, um dos
mais utilizados é o BEWE (Basic Erosive Wear Examination), o qual é recomendado para o
diagnostico, acompanhamento e a escolha da intervencdo no paciente (BARTLETT et al.,
2008). Este método de classificacdo é baseado em quatro critérios: 1) Sem desgaste erosivo dos
dentes; 2) Perda da textura inicial da superficie; 3) Perda do tecido duro menor que 50% da area
de superficie; e 4) perda de tecido duro maior que 50% da &rea de superficie. Nestes dois Gltimos
critérios, a dentina é frequentemente exposta (BARTLETT et al., 2008). Também o0 uso da
tecnologia permitiu desenvolver alguns equipamentos dpticos capazes de quantificar a perda do
tecido dentério. Entretanto, o uso destes equipamentos em pacientes com sinais de erosdo
dentéria € limitado, devido a falta da sua disponibilidade em clinicas odontoldgicas
(RAKHMATULLINA et al., 2013; TSAl et al., 2019).

Para que o DDE possa ser controlado, inUmeros estudos estdo sendo realizados,
utilizando abordagens distintas, ou seja, empregando varios veiculos de aplicacdo, tais como,
solucdo, géis e vernizes, contendo diferentes principios ativos (SANTOS et al., 2021,
ALENCAR et al.,, 2022). De maneira geral, os estudos estdo baseados na busca por
componentes que possam ser eficazes. Dentre os componentes inorganicos, o fluoreto de sodio
e 0 estanho estdo sendo o alvo de escolha para o desenvolvimento de tratamentos contra o DDE.

Este foco é devido aos seus mecanismos de protecdo, 0os quais reagem com a hidroxiapatita,
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diminuindo a solubilidade do esmalte e, consequentemente, protegendo contra a
desmineralizacdo (ALGARNI et al., 2015). Devido a esta grande eficacia, um produto contendo
estes componentes estd comercialmente disponivel para a populagdo (Elmex® - erosion
protection), sendo considerado “padrao ouro” em pesquisas cientificas contra o DDE
(HUYSMANS et al., 2014). Além disso, existem outros compostos que tém demonstrado
eficacia para o controle do DDE, dentre eles, o tetrafluoreto de titnio (LINS et al., 2022) e
silicato de célcio (VICENTE et al., 2021).

Neste mesmo caminho contra o DDE, existem inimeros componentes organicos
extrinsecos, 0s quais estdo avaliados nesta area de atuacdo. Especificamente, os polifendis
(provenientes de diferentes fontes, como por exemplo, alimentos e plantas) tém demonstrado
bons resultados contra a erosdo dentaria (FLEMMING et al., 2021). Neste mesmo contexto, 0s
polifendis derivados do cha verde (epigallocatechin-gallate) merecem destaque para o seu
efeito protetor contra a eroséo, sobretudo para a dentina. O seu mecanismo de protecdo ocorre
por meio da inibicdo das metaloproteinases da matriz (BUZALAF et al., 2012b). Além disso,
extratos naturais (de cravo e da casca de cajueiro) apresentaram efeito protetor sobre a estrutura
dentaria, sugerindo-os como novos candidatos para a terapia contra 0 DDE (SILVEIRA et al.,
2014; SARIALIOGLU GUNGOR e DONMEZ, 2021).

Também foram estabelecidas algumas abordagens para a prevencao do DDE, usando
Vitamina E oleosa, a qual obteve 0 mesmo nivel de prote¢do quando comparada ao grupo da
solugdo comercial (Elmex® - erosion protection) (RIOS et al., 2021). Além disso, outros
tratamentos a base de 6leo também foram testados e apresentaram propriedades protetoras, tais
como o 0leo de coco, girassol e de palma (IONTA et al., 2017; IONTA et al., 2018).

Com relacdo aos tratamentos envolvendo proteinas contra a erosao dentaria, um estudo
in situ demonstrou resultados promissores quando a caseina foi usada como tratamento (YE et
al., 2018). Também outro estudo usou esta proteina na suplementagdo do suco de laranja (in
vitro) para protecdo da eroséo dentaria (FERREIRA et al., 2015). Em adicé&o, o uso da mucina
em saliva artificial (para protocolo in vitro) resultou um efeito protetor semelhante ao grupo de

saliva humana (sem a adicéo externa de mucina) (JORDAO et al., 2017).

Além destes componentes usados de forma isolada, a aplicacdo de diferentes
combinacdes esta sendo altamente recomendada, a fim de potencializar a capacidade protetora
contra o DDE. E possivel encontrar estudos com a associagio entre componentes inorganicos

(estanho e fluoreto) (ALGARNI et al., 2015); também entre componentes organicos (mucina e
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caseina) (CHEAIB e LUSSI, 2011) e entre extratos de plantas (WEBER et al., 2015).
Especialmente, para a combinacdo entre componentes organicos e inorganicos, a literatura
apresenta bons resultados envolvendo a combinacdo de caseina e fluoreto para a superficie do
esmalte (LENNON et al., 2006) e a combinacdo de colageno e fluoreto para a estrutura
dentinaria (NAHORNY et al., 2022).

Como descrito acima, diferentes componentes foram utilizados para o controle do DDE.
Além disso, existem varios protocolos de aplicacdo sobre a superficie dentéaria, alguns foram
utilizados na forma de tratamento (ap6s um desgaste erosivo) (DE SOUZA et al., 2018) e outros
foram usados como forma de prevencdo (antes do desgaste erosivo e da formacdo da PAE)
(IONTA et al., 2018).

1.5 Engenharia de pelicula adquirida

A aplicacédo do tratamento antes da formacdo da PAE abriu uma nova vertente para o
campo da prevencdo do DDE. O primeiro estudo usando este contexto envolveu a aplicagéo da
mucina e da caseina antes da formacdo da PAE para a protecdo da erosdo dentaria (CHEAIB e
LUSSI, 2011). Posteriormente, os mesmos tratamentos foram utilizados para demonstrar o
impacto da modificacdo da PAE e sua influéncia sobre a adesdo inicial das bactérias
colonizadoras. Como resultado, os tratamentos diminuiram a quantidade de bactérias aderidas
a superficie do esmalte (CHEAIB et al., 2015). Em adig&o, outros estudos foram realizados por
meio da modificacdo desta camada organica, utilizando diferentes tratamentos, tais como,
polifendis (NIEMEYER et al., 2021) e leite (NEKRASHEVYCH et al., 2021).

Por este caminho, nosso grupo de pesquisa também destinou atencdo para este
procedimento. Desta forma, um estudo in vitro utilizou tratamentos protéicos (mucina, caseina,
cistatina-B e uma cistatina derivada da cana-de-actcar (CaneCPI-5)) antes e ap6s a formacao
da PAE, seguido pelo desafio erosivo com acido citrico para simular a erosdo extrinseca. Os
resultados demonstraram uma melhor eficacia quando o tratamento da CaneCPI-5 foi aplicado
antes da formacdo da PAE (SANTIAGO et al., 2017). Em adicdo, outras proteinas foram
estudadas por meio desta sequéncia de aplicacdo, como por exemplo, a hemoglobina e um
peptideo de estaterina, os quais foram inclusos como tratamento e demonstraram protecao
contra a erosdo dentaria inicial, utilizando o acido cloridrico para simular a eroséo intrinseca na
superficie do esmalte dentario (MARTINI et al., 2020; TAIRA et al., 2020).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Nah%C3%B3rny+S&cauthor_id=34741774
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Cheaib+Z&cauthor_id=21412002
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Diante destes resultados promissores, nosso grupo de pesquisa nomeou com
exclusividade esta sequéncia de aplicagédo (tratamento, formagdo da PAE e desafio erosivo)
com o seguinte termo: “Engenharia de pelicula adquirida”, o qual objetiva fortalecer a PAE por
meio do tratamento prévio com proteinas, a fim de favorecer a protecdo contra a erosdo dentaria
e 0 DDE (CARVALHO et al., 2020). O primeiro estudo utilizando este termo foi realizado in
vivo com a aplicacéo prévia (na forma de bochecho) com diferentes tratamentos (CaneCPI-5,
hemoglobina, peptideo de estaterina e a combinacao de todos eles) durante um minuto, seguido
pela formacdo da PAE (durante 2 horas) e pelo desafio erosivo com acido citrico. A PAE foi
coletada e o perfil protebmico foi revelado por espectrometria de massas. Como resultado, foi
identificada uma alteracdo vantajosa no perfil proteico da PAE, aumentando a expressédo de
proteinas consideradas acido-resistentes na pelicula, tais como a cistatina, lisozima e proteina
S100-A9 (CARVALHO et al., 2020). Posteriormente, foi realizado um estudo semelhante ao
anterior, entretanto a PAE foi analisada apds 3 minutos de formacéo (sem a presenca do desafio
erosivo), a fim de verificar as ligagdes das proteinas precursoras sobre o esmalte dentario.
Entdo, os resultados demonstraram que os tratamentos (CaneCPI-5, hemoglobina, peptideo de
estaterina e a combinacdo de todos eles) também influenciaram no aumento da expressdo de

importantes proteinas consideradas 4cido-resistentes na PAE (ARAUJO et al., 2022).

Dentre os tratamentos protéicos mencionados, a CaneCPI-5 merece destaque, devido ao
seu efeito protetor sobre a superficie do esmalte, consequéncia de sua alta forca de ligacdo ao

esmalte, bem como as suas caracteristicas cientificas e tecnologicas (SANTIAGO et al., 2017).

1.6 Cistatina derivada da cana-de-acucar (CaneCPI-5)

O desenvolvimento da CaneCPI-5 contra a erosdo dentaria teve inicio com dois estudos
protedbmicos de PAE. No primeiro estudo, a PA foi formada sobre a superficie da dentina em
um protocolo in situ (DELECRODE et al., 2015a). Ja no outro, a PAE foi formada em um
protocolo in vivo (DELECRODE et al., 2015b). Em ambos os estudos, os desafios erosivos
foram realizados com &cido citrico (simulando a erosdo dentaria extrinseca) e com acido latico
(simulando um processo carioso). Apds estes desafios, a PAE foi coletada e processada para a
analise protedmica. O destaque dos resultados (para ambos os estudos) foi a identificacdo da
mucina e da cistatina-B como proteinas &cido-resistentes para o acido latico e o &cido citrico,
respectivamente. (DELECRODE et al., 2015a; DELECRODE et al., 2015b). Em adicdo, a

expressao da cistatina-B demonstrou estar mais aumentada ap6s os desafios erosivos com 0s
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acidos citrico (20 vezes) e latico (13 vezes) sobre a superficie do esmalte dentério in vivo, em
comparacao ao controle (Agua deionizada), ressaltando o carater acido-resistente desta proteina.
Assim, ambos os estudos (in situ e in vivo) sugerem o desenvolvimento de futuros produtos
odontoldgicos contendo estas proteinas para atuarem contra os desgastes dentarios. Em

especial, a cistatina para o DDE.

Entretanto, a aquisicdo da cistatina-B tornou-se uma preocupacéo, por causa do seu alto
custo, principalmente ao pensar sobre a sua inser¢do para o desenvolvimento de produtos
comerciais. Diante desta limitacdo, foi desenvolvida (recombinantemente) a CaneCPI-5
(SANTIAGO et al., 2017). Esta proteina demonstrou caracteristicas vantajosas em comparagao
as cistatinas descobertas anteriormente (CaneCPI-1 a CaneCPI-4), principalmente em relacdo
a sua atividade inibitdria contra cisteino-peptidases (catepsinas B e L), as quais apresentam
resisténcia a inibicdo por cistatinas (SHIBAO et al., 2021). A CaneCPI-5 também demonstrou
um baixo custo de producdo, bem como ser mais soltvel sob a producdo de um sistema de
expresséo bacteriano (Escherichia coli), o que facilita a sua produgéo e purificagdo em maiores
escalas (SHIBAO et al., 2021). Além disso, esta proteina apresentou uma alta forca de ligacdo
ao esmalte, em experimentos envolvendo microscopia de forca atdmica (SANTIAGO et al.,
2017). Estas caracteristicas desejaveis chamaram a nossa aten¢cdo como uma excelente

candidata para o desenvolvimento de produtos odontoldgicos, visando a prevencdo do DDE.

Diante disso, foram iniciados os estudos envolvendo a CaneCPl-5 na area da
Odontologia, principalmente para o foco na prote¢do do DDE e da carie dentaria. Em relagdo a
esta, a CaneCPI-5 demonstrou eficacia para os protocolos de biofilme dentario in vitro,
resultando na diminuicdo da viabilidade do biofilme bacteriano, bem como no processo de
desmineralizacdo do esmalte (PELA et al., 2021c; ARAUJO et al., 2021).

Especialmente para a eroséo dentéria, a CaneCPI-5 demonstrou protecao contra a eroséo
inicial do esmalte (usando &cido citrico) sob um protocolo in vitro (SANTIAGO et al., 2017).
Posteriormente, um estudo demonstrou que o enxaguatorio contendo CaneCPI-5 in vivo foi
capaz de diminuir a liberacdo de calcio presente no acido citrico utilizado durante o desafio
erosivo, por meio da técnica de bidpsia sobre a superficie do esmalte dentario (CARVALHO et
al., 2020). Mais recentemente, um estudo de erosdo prolongada (in vitro) mostrou o efeito
protetor da CaneCPI-5 em diferentes veiculos (solucdo e gel) sobre amostras de esmalte e
dentina. Neste estudo foi observado que a CaneCPI-5 na concentracao de 0,1 mg/mL ¢é eficaz

para o esmalte quando usado em ambos os veiculos; entretanto, & necessario aumentar a sua
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concentracdo (0,25 mg/mL) quando o gel é aplicado sobre a superficie da dentina (SANTOS et
al., 2021).

Diante do exposto, a CaneCPI-5 tem demonstrado protecdo para a cérie, erosdo dentaria
inicial e para o DDE quando utilizada em estratégias envolvendo a engenharia de pelicula
adquirida. Entretanto é importante testar novas alternativas para verificar a sua capacidade

protetora sobre o esmalte dentario.

1.7 Estratégias para o desenvolvimento de produtos odontologicos com CaneCPI-5

Para que novos produtos odontoldgicos contendo a CaneCPI-5 sejam desenvolvidos
comercialmente, é fundamental criar novas estratégias do uso desta proteina, a fim de

estabelecer o seu melhor efeito protetor contra 0 DDE.

Para isso, inicialmente serd importante compreender e comparar o perfil proteico da
PAE em diferentes protocolos (in vitro, in situ e in vivo). Esta comparacdo sera Util para a
extrapolacdo dos resultados obtidos em protocolos laboratoriais em comparacdo a condicdo
clinica, uma vez que a PAE esta intimamente associada ao erosdo dentaria por meio da

engenharia de pelicula adquirida com CaneCPI-5.

Além disso, o campo de pesquisa envolvendo erosdo dentaria e DDE requer uma
sequéncia de execugdo de protocolos, ou seja, o0 protocolo in vitro € o primeiro a ser realizado,
seguido pelo protocolo in situ e, por ultimo, o in vivo. Ainda neste contexto, é fundamental
encontrar um equipamento que possa ser utilizado para avaliar a erosdo dentéaria inicial e o DDE
em todos os protocolos mencionados acima. Também existe a necessidade de compreender o
mecanismo de agdo da CaneCPI-5 na superficie do esmalte dentario, bem como testar esta
proteina usando diferentes combinagdes com componentes organicos (peptideo de estaterina,

hemoglobina) ou componentes inorganicos (fluoreto de sédio).

Posteriormente, a seguranca da CaneCPI-5 em células da cavidade oral merece ser
verificada para uma futura aplicagdo clinica, além de desenvolver protocolos in situ com
desafios erosivos mais severos e até mesmo em associacao aos desafios abrasivos. Em adicéo,
é fundamental que a CaneCPI-5 seja testada em diferentes veiculos de aplicacdo, como por
exemplo, enxaguatdrios ou géis de aplicacdo tdpica. Por fim, espera-se verificar o efeito

protetor da CaneCPI-5 em uma real situagdo clinica (in vivo) contra a erosao dentaria, para que
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este resultado possa servir como prova de conceito dos resultados obtidos em condicdes

laboratoriais (in vitro) e, principalmente, para o direcionamento de novos produtos.

Portanto, esta tese apresenta uma pesquisa translacional (do in vitro ao in vivo), usando
as estratégias propostas acima com a CaneCPI-5, a fim de permitir um grande avanco para o

design de novos produtos odontoldgicos contra 0 DDE do esmalte.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo desta tese € desenvolver novas estratégias empregando a CaneCPI-5 (em
diferentes protocolos, combinac@es e veiculos) por meio da engenharia de pelicula adquirida

contra a erosdo dentaria e o DDE do esmalte.

2.2 Objetivos especificos

Esta tese apresenta sete capitulos, os quais foram desenvolvidos separadamente com o0s

seguintes objetivos especificos:

Capitulo 1: Padronizar a formacdo da PAE, bem como testar diferentes solucdes para a sua
coleta in vitro, usando &cido citrico 3%, dodecil sulfato de sddio 0,5% e duas sequéncias de

combinagdes destas solugoes.

Capitulo 2: Comparar o perfil proteico da PAE formada em diferentes protocolos

experimentais in vitro, in situ e in vivo por meio da anélise protedmica (LC-ESI-MS/MS).

Capitulo 3: Avaliar o efeito protetor das proteinas/peptideos (CaneCPI-5, hemoglobina e o
peptideo de estaterina, isoladamente ou em combinagao) contra a erosdo dentéria inicial in vitro,
bem como elucidar o mecanismo de acao destes tratamentos quando aplicados diretamente na

superficie do esmalte nativo ou por meio da engenharia de pelicula adquirida.

Capitulo 4: Desenvolver uma combinacdo contendo CaneCPI-5 e fluoreto de sodio
adicionado a uma solucgéo antes da formagdo da PAE para a prevencao da erosdo dentaria inicial

in vitro.

Capitulo 5: Analisar a citotoxicidade da CaneCPI-5 em cultura de fibroblastos gengivais
humanos, bem como verificar o potencial protetor da modificacdo da PAE com uma solucéo

contendo a CaneCPI-5 contra a erosao e a erosdo associada a abrasao in situ.

Capitulo 6: Avaliar o efeito preventivo de um gel de quitosana contendo CaneCPI-5 contra
a erosao e a erosdo associada a abrasdo do esmalte in situ, por meio de procedimento de

engenharia de pelicula adquirida.
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Capitulo 7: Utilizar clinicamente um método de analise (Reflectdmetro Optipen) para
avaliar o efeito preventivo da engenharia de pelicula adquirida com uma solucéo de bochecho

contendo CaneCPI-5 contra a erosao inicial do esmalte in vivo.
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APITULO 1 —

PADRONIZACAO DA FORMACAO E COLETA DA PELICULA ADQUIRIDA DO
ESMALTE IN VITRO PARA A IDENTIFICACAO DE PROTEINAS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA
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3.1 INTRODUCAO

Este primeiro capitulo foi baseado em um artigo cientifico publicado no ano de 2020 no
Journal of Applied Oral Science. O estudo esta intitulado “Optimizing the formation of the
acquired enamel pellicle in vitro for proteomic analysis”. A autoria esta representada pela
seguinte ordem: Vinicius Taioqui Pela, Talita Mendes Oliveira Ventura e Marilia Afonso

Rabelo Buzalaf (Ver a pagina inicial do artigo em APENDICE 1).

Desta forma, a tese inicia com as principais consideracdes deste estudo (de forma
resumida) devido a sua grande relevancia para a compreensao do perfil protéico da PAE in
vitro. Além disso, os resultados deste estudo servirdo como base cientifica para o préximo
capitulo, que esta apresentado na sequéncia. Desta forma, um dos principais focos do presente
capitulo é demonstrar a dificuldade e, posteriormente a solugdo para formar e coletar a PAE in
vitro para a analise protedmica. Esta limitacdo esta relacionada principalmente a auséncia do
fluxo salivar (de forma continua) na condic&o in vitro. Por este motivo, a maioria dos estudos
protedmicos de PAE estdo direcionados para os protocolos mais proximos da condi¢éo clinica,
como por exemplo, in situ e in vivo, os quais apresentam o fluxo salivar constante na cavidade

oral, favorecendo a identificacdo de proteinas por analise protedmica (VENTURA et al., 2017).

A maioria dos estudos in vivo da PAE emprega trés caracteristicas metodolégicas, tais
como o uso do papel filtro de eletrodo umedecido em acido citrico 3% (AC) para a coleta da
PAE; a quantidade entre 8 a 10 participantes no estudo; e 0 agrupamento das amostras contendo
as proteinas coletadas (em forma de pool), a fim de se obter uma quantidade suficiente para ser
analisada por espectrometria de massa (SIQUEIRA et al, 2007; LEEet al., 2013,
ZIMMERMAN et al., 2013; VENTURA et al., 2017; TAIRA et al., 2018; CASSIANO et al.,
2018; MARTINI et al., 2019). Por outro lado, um estudo empregou uma técnica diferenciada
de coleta da PAE in vivo, usando dodecil sulfato de sodio 0,5% (SDS) para a identificacdo de

proteinas individuais por analise de immunoblotting (MUTAHAR et al., 2017).

Com relagéo aos protocolos in situ, a técnica mais comum de coleta da PAE é por meio
do acido citrico (DELECRODE et al., 2015a; DELIUS et al., 2017; PELA et al., 2018; PELA
et al., 2019). Porém, este protocolo € mais dificil de executar devido ao preparo de uma grande
guantidade de espécimes (humanos, bovinos, ceramicos ou outras formulac@es), bem como a
presenca de participantes que se disponham a usar aparelhos intraorais (palatinos ou
mandibulares) por periodos mais longos (DELECRODE et al., 2015a; DELIUS et al., 2017;
PELA etal., 2018; PELA et al., 2019).
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Ainda neste contexto, um estudo inovou na coleta da PA em espécimes ceramicos in
situ, realizando a analise individual (de identificacdo de proteinas) para cada participante. Para
tal, a pelicula foi coletada por incubacdo dos espécimes em tampédo Tris-HCI, contendo Triton
X-100, seguida por uma incubacdo adicional em tampdo RIPA (DELIUS et al., 2017).
Entretanto, este protocolo de coleta ndo € viavel para ser empregado em estudos in vivo, uma
vez que 0s componentes utilizados (dentre eles, Triton X-100) sdo considerados altamente
toxicos para as células da cavidade oral (SONG et al., 2017). Também, o uso deste protocolo
clinicamente se torna impossivel devido a realizacdo do procedimento de sonicacdo em

amostras in vivo.

Para os estudos de coleta da PAE in vitro, existe uma grande limitacdo na quantidade
de trabalhos publicados. Apenas um estudo foi realizado nesta condi¢éo, o qual utilizou o acido
citrico para a coleta da PAE e demonstrou uma reducdo do nimero de proteinas identificadas
(apenas 45 proteinas) (SIQUEIRA et al., 2012b), em comparacdo com as demais condic@es (in
situ e invivo) (DELECRODE et al., 2015a; VENTURA et al., 2017). Todas estas considerac¢oes
sobre a dificuldade de se formar e coletar a PAE in vitro foram levadas em consideragdo no

presente estudo.

3.2 OBJETIVO

O objetivo deste capitulo foi padronizar a formacgéo da PAE (por meio da troca de saliva
humana), bem como testar diferentes solugdes de coleta in vitro, usando AC (SIQUEIRA et al.,
2007) e SDS (MUTAHAR et al., 2017). Além disso, foram realizadas duas combinacdes das
solugdes citadas acima, sendo: AC seguido de SDS (AC+SDS) e SDS seguido de AC
(SDS+AC) (Figura 1).

3.3 HIPOTESE NULA

As hipoteses nula foram: 1) a troca de saliva ndo favorece a formacdo da PAE; 2) as
diferentes solucdes de coleta da PAE néo diferem entre si para a analise proteémica.
3.4 MATERIAL E METODOS

Resumidamente, 432 espécimes de esmalte bovino foram preparados (4x4 mm) e
divididos em quatro grupos (n=108). A saliva ndo estimulada foi fornecida por nove
participantes. A nova técnica de formacdo de PAE foi baseada na troca de saliva por uma nova

a cada 30 min, dentro de 2 h, a 37 °C, sob agitacdo. PAE foi coletada, usando um papel de filtro
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de eletrodo (embebido nas solucdes de coleta) de acordo com os seguintes grupos: 1) acido
citrico a 3% (AC); 2) dodecil sulfato de sédio a 0,5% (SDS); 3) AC seguido de SDS (AC+SDS);
4) SDS seguido por AC (SDS+CA). As peliculas coletadas foram processadas para analise
protedmica (VENTURA et al., 2017). Para mais detalhes da metodologia, ver APENDICE 1.
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humano e Animal
(86772718.0.0000.5417 e 007/2018, respectivamente) da Faculdade de Odontologia de Bauru,
Universidade de Sao Paulo, SP, Brasil (CAAE 86774018.6.0000.5417) (ver ANEXO 1).

METODOLOGIA
A Coleta da PAE com papel filtro de eletrodo
comn diferentes solugdes e combinagdes:
/ B
Z .
.. - &
I mepsions |
eparo de :
432 es;fécimes de|F Acido citrico 3% (AC)
esmaltebovino | G Dodecil sulfato de sédio 0,5% (SDS)
(4 x 4 mm) AC seguido de SDS (AC+SDS)
H SDS seguido de AC (SDS+AC).

Formagéo da PAE (com 3 trocas de saliva) por 2h a 37 °C

RESULTADOS
Acido citrico 3%
SRS +8DS 5%

SDS 5% +
Acido citrico
3%

Acido
citrico 3%

Analise protedmica
Espectrometria de massas

Figura 1. Resumo do esquema metodoldgico in vitro e diagrama de Venn. Demonstracdo do preparo dos
espécimes de esmalte bovino, a formac&o e a coleta da PAE (com diferentes solucGes e combinag6es) para a anélise
protedmica. Posteriormente, o diagrama de VVenn representa o resultado do nimero de proteinas para cada grupo,
bem como as comparagdes entre eles.

3.5 PRINCIPAIS RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da comparacéo entre as diferentes solu¢es e combinagdes demonstraram

que houve uma semelhanga (entre os grupos) na quantidade total de proteinas identificadas
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(variando em 26 e 33 pg). Estes valores sdo considerados satisfatdrios, principalmente por se
tratar de um estudo in vitro. Além disso, a maioria destas proteinas é tipicamente encontrada na

PAE, com importantes funcdes para a superficie do esmalte dentario (Tabela 1).

Os numeros totais de proteinas identificadas em cada grupo foram 40, 21, 27 e 41 para
AC, SDS, AC+SDS e SDS+AC, respectivamente. Além disso, 0s numeros de proteinas
encontradas exclusivamente em um dos grupos foram 8, 0, 5 e 4 para os grupos AC, SDS,
AC+SDS e SDS+AC, respectivamente (Figura 1; Tabela 1).

Quinze proteinas foram identificadas em todos os grupos, sendo a maioria proteinas
tipicamente descritas na PAE, como isoformas de alfa-amilase, isoformas de cistatina, lisozima
e estaterina. Entretanto, algumas proteinas foram exclusivas para cada grupo, como por
exemplo, a mucina que foi identificada apenas nos grupos AC e AC+SDS, enquanto que a
proteina S100-A9 foi encontrada apenas nos grupos AC e SDS+AC. Além disso, isoformas de
hemoglobina foram detectadas apenas nos grupos SDS e SDS+AC. Entretanto, uma proteina
tipica da estrutura do esmalte, chamada enamelina, foi identificada apenas no grupo AC+SDS.
Por fim, algumas proteinas ricas em prolinas (PRPs) ndo foram encontradas no grupo SDS
(Tabela 1).

Diante destes resultados, algumas observacfes foram levantadas. Inicialmente é
importante mencionar que o protocolo envolvendo Triton X-100 e tampao RIPA (DELIUS et
al., 2017) ndo apresentou interesse para ser empregado no presente estudo devido as limitacdes
que 0 mesmo apresenta na condicao in vivo. Por outro lado, o protocolo realizado com SDS in
vivo foi utilizado nesta comparacdo, uma vez que o mesmo ainda ndo havia sido testado para a
analise da PAE por espectrometria de massas (MUTAHAR et al., 2017).

O presente estudo trouxe uma inovacao para superar a dificuldade de formar e coletar a
PAE, ou seja, a troca de saliva dos espécimes a cada 30 min, durante o periodo de formacao da
PAE por duas horas. Esta novidade foi bem aceita para um estudo in vitro, pois permitiu a
recuperacdo de aproximadamente 30 pg de proteinas, quantidade que foi suficiente para a

andlise proteémica.

Além da troca da saliva, as diferentes solugdes utilizadas para coletar a PAE também
influenciaram na quantidade e na qualidade de proteinas recuperadas para a analise protedmica.

No presente estudo, foram utilizadas duas solugbes: AC e SDS, isoladamente ou em
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combinacdo. O uso destas diferentes solugdes de coleta também foi importante para certificar
qual o melhor método de coleta para os proximos estudos.

Um aspecto importante na area de protedbmica de PAE é considerar a qualidade das
proteinas identificadas. Todas as proteinas (do presente estudo) foram classificadas de acordo
com a sua funcdo, localizacdo e interacdo (RISON et al., 2000; ZIMMERMAN et al., 2013).
Diante disso, a mucina é considerada uma proteina de alta relevancia na PAE, por ser uma
proteina precursora (SIQUEIRA et al., 2012b). Ela também esta associada ao processo de
lubrificacdo (HANNIG e JOINER, 2006) e & protecdo contra desafios erosivos (JORDAO et
al., 2017). Curiosamente, a mucina foi identificada apenas nos grupos AC e AC+SDS. Isso
significa que o uso de SDS antes do AC ndo remove essa proteina, impossibilitando a sua
identificacdo em analises posteriores. Outro achado significativo foi a enamelina (proteina
tipica da estrutura do esmalte dentario), que esteve presente apenas no grupo AC+SDS (Tabela
1), ou seja, a combinacao destas solucbes pode ser agressiva a superficie do esmalte, tornando

inviavel o seu uso para a coleta da PAE na condig&o clinica.

Tabela 1. Classificacdo das proteinas da PAE in vitro. Proteinas presentes em cada grupo.

Numero  de | Nome da proteina Score A |SD |AC |SD
acesso C |S + S +
SD | AC
S
P68032 Actin_ alpha cardiac muscle 1 @™ ™d | 656055 | x X
u, w)
P68133 Actin_ alpha skeletal muscle ® ¢ Mmnd | 656055 | x X
u, w)
P62736 Actin_ aortic smooth muscle ® ™ n.4 | 656055 | x X
u)
P60709 Actin_ cytoplasmic 1 ® mn g.uw) 65.6055 | X X
P63261 Actin_ cytoplasmic 2 @ 9.1 n g, uw) 65.6055 | x X
P63267 Actin_ gamma-enteric smooth muscle | 65.6055 | x X
(b, m, n, g, u, w)
P04745 Alpha-amylase 1 @9 W 452.445 | x | X X X
5
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P19961 Alpha-amylase 2B @ 9.0 1) 579.391
2
G5E9X6 Basic salivary proline-rich protein 1 ® | 155.862
l,0,u) 3
P02812 Basic salivary proline-rich protein 2 ® | 155.862
I, 0,u) 3
Q562R1 Beta-actin-like protein 2 ® ™" uw) 78.1257
Q96RL1 BRCA1-A complex subunit RAP80 @ | 47.3122
m, p, u)
P38398 Breast cancer type 1 susceptibility | 85.8217
protein ®&m.n.p.u)
Q8N4G4 CAG protein @mtw 76.7328
P23280 Carbonic anhydrase 6 & 94 301.665
7
Q9BXL7 Caspase recruitment domain- | 60.8839
containing protein 11 & m.n.s.w)
P08603 Complement factor H ®:™mo.v 38.0628
Q03591 Complement factor H-related protein 1 | 38.0628
(8, m, 0, w)
P01036 Cystatin-S @ b.9.0.W 2640.73
3
P09228 Cystatin-SA @b.9.0.v) 451.485
7
P01037 Cystatin-SN @ .9.0.1) 2646.62
4
QIUGM3 Deleted in malignant brain tumors 1 | 86.0094
protein (M. 0. v.w)
075928 E3 SUMO-protein ligase PIAS2 & ™ P | 24,2121
u)
Q9NRM1 Enamelin ®:d m.o.w) 15.9628
P68871 Hemoglobin subunit beta ®: ¢ ™n.o.uw) | 993 959

4
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P02042 Hemoglobin subunit delta ®:¢ ™ no.u.w) | 993 959
4
P02100 Hemoglobin subunit epsilon ®-¢™nw | 293 959
4
P69891 Hemoglobin subunit gamma-1®¢ " "o | 293,959
u, w) 4
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 ® ¢ ™" | 293 959
u) 4
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha | 866.754
1 (e ij ou) 2
P01877 Immunoglobulin heavy constant alpha | 806.516
2 (b,e,i.j, 0,u) 5
P01591 Immunoglobulin J chain @ m. o) 946.053
7
Q8WYHS Inhibitor of growth protein 5® ™ P.W | 954649
Q9H1B7 Interferon regulatory factor 2-binding | 9.3029
protein-like ® M. P 1)
P31025 Lipocalin-1 @ b m. o.w) 623.590
7
P61626 Lysozyme C @b g.1.J.0.uw) 268.284
4
Q8TAXT Mucin-7 ko 417.139
9
C9JTN7 Nucleolysin TIA-1 isoform p40 ®mnx) | 92 8821
P04746 Pancreatic alpha-amylase @ 9-°Y) 1996.41
7
Q6S8J3 POTE ankyrin domain family member | 65.6055
E (b, m,0,u)
A5A3EQ POTE ankyrin domain family member | 65.6055
F (b.m.o,u)
POCG38 POTE ankyrin domain family member | 69.466

| (b, m, 0, u)
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POCG39 POTE ankyrin domain family member | 69.466
J (b, m, 0, u)
AOAOAOMT3 | Proline-rich protein 4 ®!p.u) 420.909
1 6
P06702 Protein S100-A9 @b g.1.J.n.0.d,s,u,w) 711.966
7
QIBYX7 Putative beta-actin-like protein 3 ™" | 65.6055
g, u,w)
Q5VSP4 Putative lipocalin 1-like protein 1 ® ™ | 204.544
0,X) 4
P02810 Salivary acidic proline-rich | 420.909
phosphoprotein 1/2 ®:d.h1o.uv) 6
Q8NBW4 Sodium-coupled neutral amino acid | 255.082
transporter 9 (f.m. 1. u.w) 3
Q86WA9 Sodium-independent  sulfate anion | 262.134
transporter ¢ ™ s Y 5
P02808 Statherin ®& 1o 54090.5
2
P02814 Submaxillary gland androgen- | 3959.27
regulated protein 3B @9 0.uW) 6
P17987 T-complex protein 1 subunit alpha ©™ | 59.5312
n, w)
AOA087WZY | Uncharacterized protein ™t 420.909
1 6
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein @b-9.0.u.w) | 496 797
9

Classificacao das proteinas de acordo com: Funcao Geral: a) metabolismo; b) processo bioldgico; c) transporte; d)
estrutura e organizacao estrutural; e) vias de informacdo; f) miscelanea; Funcdo na PAE: g) metabolismo; h)
regeneracdo tecidual; i) antimicrobiano; j) resposta imune; k) lubrificagdo; 1) biomineralizagdo; m) funcédo
bioldgica desconhecida; Origem: n) origem citoplasmatica; o) origem extracelular; p) origem do ndcleo; g) origem
do citoesqueleto; r) origem intracelular; s) origem da membrana; t) origem proteica desconhecida; Interacéo: u)
interacdo proteina/proteina; v) ligacdo célcio/fosfato; w) outra interacdo molecular; x) interacdo molecular

desconhecida.
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3.6 CONCLUSAO

Com base em nossos resultados, as hipoteses nulas foram rejeitadas. Os resultados
obtidos indicam que a nova técnica desenvolvida por meio das trocas de saliva durante a
formacdo da PAE foi essencial para uma maior identificacdo de proteinas para a analise
protedmica. Além disso, 0 AC foi a melhor solucéo para coletar as proteinas da PAE para serem
analisadas por espectrometria de massas. Em adicdo, a quantidade e qualidade das proteinas
recuperadas pelo AC foram satisfatorias. Assim, esta solugdo de coleta apresenta potencial para
ser usada no estudo do préximo capitulo, o qual demonstra a necessidade de uma comparacéo
do perfil protebmico entre diferentes condigdes experimentais (in vitro, in situ e in vivo) da
PAE.



APITULO 2

COMPARACAO DO PERFIL PROTEOMICO DA PELICULA ADQUIRIDA DO
ESMALTE FORMADA EM IN VITRO, IN SITU OU IN VIVO

63
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4.1 INTRODUCAO

Este capitulo encontra-se publicado no European Journal of Oral Sciences, no ano de
2020, e esta intitulado “Proteomic profiles of the acquired enamel pellicle formed in vitro, in
situ, or in vivo”. A autoria esta representada pela seguinte ordem: Vinicius Taioqui Pela, Jodo
Guilherme Quintal Lunardelli, Talita Mendes Oliveira Ventura, Gabriel Domingues Camiloti,
Tommy Baumann, Thiago Saads Carvalho, Adrian Lussi, Marilia Afonso Rabelo Buzalaf (Ver
a pagina inicial do artigo em APENDICE 2).

Atualmente, ferramentas protedmicas tém sido amplamente empregadas para avaliar os
perfis protéicos, na tentativa de entender quais proteinas estdo presentes na PAE, bem como o
seu papel na protecdo contra a dissolucdo acida. Mais de 300 proteinas ja foram identificadas
na PAE (VENTURA et al., 2017), considerando tanto as proteinas da camada basal quanto as
que formam a camada globular. Entretanto, um dos principais fatores limitantes da analise
protedmica é a pequena quantidade de proteinas que podem ser recuperadas de uma Unica
superficie dentéria. Devido a isto, na maioria dos estudos publicados in vivo, as proteinas da
PAE sdo coletadas em diferentes superficies do dente e em toda a arcada dentéaria. Isso, por um
lado, permite a recuperacdo de maiores quantidades de proteinas a serem analisadas
(SIQUEIRA et al., 2007; DELECRODE et al., 2015b; DE SOUZA et al., 2017), porém foi
evidenciado que a composi¢do da PAE altera de acordo com a sua localizacdo dentro da
cavidade oral (VENTURA et al., 2017). Em adicdo, alguns estudos in situ foram realizados
coletando a PAE apenas dos espécimes que podem ser inseridos no aparelho intrabucal e,
posteriormente, analisados (DELECRODE et al., 2015a; DELIUS et al., 2017; PELA et al.,
2018; PELA et al., 2019).

Por outro lado, a condicdo in vitro envolvendo a PAE pode ser realizada em laboratério
a partir da saliva doada pelos participantes. Embora essa condicdo in vitro seja mais facil de
realizar, ela ainda pode ser desafiadora porque a estrutura da PAE formada em laboratério ndo
é semelhante a condicdo observada dentro da cavidade oral (estudos in situ e in vivo), local
onde o fluxo salivar ocorre de forma natural. Além disso, 0 numero de proteinas obtidas a partir
da PAE formadas in vitro é muito limitado (como demonstrado no capitulo anterior), no qual
foram identificadas apenas 55 proteinas (PELA et al., 2020a). Esta quantidade foi um pouco
maior do que o outro estudo realizado in vitro, o qual identificou apenas 45 proteinas
(SIQUEIRA et al., 2012b).

A utilidade das condigdes in vitro e in situ para analisar os perfis protedmicos da PAE

pode, portanto, ser questionada, especialmente porque as condigdes in vivo fornecem resultados
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mais substanciais e sdo mais relevantes do ponto de vista clinico. No entanto, existem algumas
situacOes em que o delineamento experimental se torna dificil ou praticamente impossivel para
se realizar na condicéo in vivo, como por exemplo, quando existe interesse em analisar a PA
formada em espécimes de dentina ou em casos em que efeitos mecanisticos sdo investigados;
mais especificamente, quando o interesse reside ndo apenas no efeito que um determinado
produto influencie na PAE, mas também o efeito causado na estrutura do dente. Nestes casos,
tanto a PAE (por andlises proteémicas) quanto a superficie do dente devem ser analisadas por
microdureza ou perfilometria. Outro classico exemplo é a importancia para um ensaio de
triagem, ou seja, quando varios grupos de tratamentos precisam ser testados (com diferentes
concentracOes e tempos de aplicacdo dos agentes ativos, como realizado no capitulo anterior).
Nesse caso, experimentos in vitro devem ser realizados, pois ndo requerem a necessidade direta
de participantes (apenas a doacdo de saliva), e podem auxiliar na triagem inicial, a fim de
selecionar os melhores grupos para serem testados nas préximas condicGes, tais como in situ
ou in vivo.

Dada a importancia do capitulo anterior ao definir um protocolo eficaz para a formacéo
e coleta da PAE in vitro, ainda ndo se sabe a semelhanca da composicdo protéica da PAE
formada in vitro, in situ e in vivo. Além disso, torna-se extremamente importante entender se é
possivel extrapolar os resultados obtidos em condi¢es in vitro e in situ para a condigdo mais

clinicamente relevante (in vivo).

4.2 OBJETIVO

O objetivo do presente capitulo foi comparar o perfil proteico da PAE formada em
diferentes condi¢des experimentais in vitro, in situ e in vivo por espectrometria de massa (LC-
ESI-MS/MS).

4.3 HIPOTESE NULA

A hipdtese nula foi de que ndo ha diferencas no perfil proteico da PAE formada em

diferentes condicdes experimentais in vitro, in situ e in vivo.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Aspectos éticos
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Neste estudo, a PAE (em diferentes condicGes) foi formada e coletada dos mesmos
participantes, diante de trés condi¢Ges experimentais: in vitro, in situ e in vivo. Além disso, este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Bauru,
Universidade de S&o Paulo, SP, Brasil (CAAE 86774018.6.0000.5417, ver ANEXO 1),

seguindo todas as diretrizes das praticas clinicas, conforme a Declaragdo de Helsinki.

4.4.2 Selecao dos participantes da pesquisa

Com base em estudos anteriores envolvendo analise protedmica da PAE (SIQUEIRA et
al., 2007; DE SOUZA et al., 2017; TAIRA et al., 2018), foram selecionados 9 participantes
adultos (idade média de 30 anos) de ambos os sexos (5 mulheres e 4 homens) para participar
dos trés experimentos do presente estudo, apos a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido.

Os critérios de inclusdo foram: adultos saudaveis, dispostos a participar de todas as
etapas do estudo, sem nenhuma das seguintes caracteristicas descritas como critérios de
exclusdo: tabagistas, baixo fluxo salivar (considerando o fluxo ndo estimulado > 0,3 mL/min e
0 fluxo estimulado > 1,0 mL/min), em uso de medicamentos que pudessem alterar o fluxo
salivar, presenca de lesdes de carie, presenca de DDE, gengivite e periodontite. Os participantes
receberam um kit contendo escova de dente (Colgate Palmolive, S&o Paulo, SP, Brasil), creme
dental (Sorriso, 1100 ppm F como NaF, Colgate Palmolive, Sdo Paulo, SP, Brasil) e fio dental
(Colgate Palmolive, S&o Paulo, SP, Brasil), a fim de padronizar a higiene bucal ao longo do

estudo.

4.4.3 Preparo dos espécimes de esmalte humano

Foram confeccionados 216 espécimes de esmalte humano, sendo 108 para o
experimento in vitro e 108 para o experimento in situ. Estes espécimes foram obtidos a partir
da face vestibular de terceiros molares humanos (apés o consentimento por escrito dos
doadores) das clinicas de cirurgia da Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade de
Sao Paulo. Os dentes foram mantidos em solucgéo de timol tamponado 0,1% (pH 7,0) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) até o momento do preparo dos espécimes. Posteriormente, foi
realizada a inspecdo visual para avaliar a presenca de caries, manchas e trincas, ocorréncias nas
quais foram critérios de exclusao para os dentes. Apos a separacao do dente entre a coroa e a
raiz, os espécimes de esmalte foram confeccionados por meio de dois cortes (vertical e
horizontal) na superficie vestibular das coroas. Desta forma, foram obtidos espécimes de
esmalte padronizados em 4 x 4 mm (ISOMET Low Speed Saw Buehler, Lake Bluff, IL, EUA).
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Além disso, a espessura dos espécimes foi padronizada, ou seja, a superficie dentinaria foi
desgastada até obter 2 mm de altura.

A superficie vestibular do esmalte foi deixada sem nenhum tratamento e polimento, uma
vez que os experimentos foram realizados na superficie nativa do esmalte. Também o0s
espécimes foram limpos com banho ultrassdnico (T7 Thornton, a Unique Ind. E Com. Ltda.,
Séao Paulo, SP, Brasil) por 7 min a 25 °C. Por fim, os espécimes foram armazenados com gaze

umedecida (em geladeira a 4 °C) até 0 momento dos experimentos in vitro e in situ.

4.4.4 Coleta de saliva ndo estimulada

Para o experimento in vitro, a PAE foi formada em laboratério com a saliva dos
participantes. Para isso, a saliva ndo estimulada foi coletada no periodo da manh&. Os nove
participantes permaneceram sentados, com a cabeca levemente inclinada para frente,
permitindo que toda saliva pingasse em frascos mantidos em gelo (PELA et al., 2020a). Em
seguida, a saliva foi centrifugada (14.000 g, 20 min a 4 °C), e os sobrenadantes foram coletados
e agrupados (pool). Finalmente, inibidores de protease (Fenilmetano sulfonil fluoreto - PMSF,
N-Ethylmaleimide - NEM e Fenantrolina - Sigma-Aldrich) foram adicionados a saliva na
proporcéo de 1:100 (inibidor:saliva) (PELA et al., 2020a) e imediatamente os sobrenadantes da
saliva foram divididos em trés tubos separados e armazenados a -80 °C, até o inicio do

experimento.

4.4.5 Experimento in vitro

O experimento foi conduzido conforme descrito por Pela (PELA et al., 2020a). Antes
de cada formacdo da PAE, os espécimes foram submetidos a profilaxia com pasta de pedra
pomes (Pedra Pomes, S.S. Enquanto Artigos Dentarios, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Em seguida,
a formacdo da PAE foi realizada (sobre 108 espécimes de esmalte) em placas de 96 pocos com
a adicdo de 250 pL de saliva para cada espécime a 37 °C, sob constante agitacdo (300 rpm)
(Figura 2A). A PAE foi formada dentro do Thermomixer comfort (Eppendorf AG 22331 —
Germany) no tempo de 120 min e, durante esse periodo, a aliquota de saliva foi substituida por
uma nova a cada 30 min (como descrito no capitulo anterior); isso foi feito para mimetizar o
fluxo salivar dos experimentos in situ e in vivo. Posteriormente, os especimes foram
imediatamente lavados com &gua deionizada (5 s) e secos (3 s). Para a coleta da PAE, foi
utilizado um papel de filtro de eletrodo de 5 x 10 mm (Electrode Wick, Bio-Rad, Hercules,
California, CA, EUA) umedecido em &cido citrico a 3% (Sigma-Aldrich). O excesso do acido

foi removido com papel absorvente e esfregado na superficie dos espécimes (sem pressdo) com
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0 auxilio de pincas (SIQUEIRA et al., 2007). Um papel filtro de eletrodo foi usado para cada
seis espécimes. Depois, 0s papeis foram rapidamente armazenados em tubos e congelados a -
80 °C, até o preparo para a analise protedmica. Este experimento foi repetido mais duas vezes,

sendo realizado durante trés dias consecutivos (coleta em triplicata) (Figura 2).

1222322122
¥ T 1

) . . .
L= Invitro In situ Invivo

1.2 5 456738 11N
rAOOOOO00606 &

8 4 — 1% ¥ O Analise
protedmica
Coleta da PAE:

Papel filtro de eletrodo
umedecido em acido citrico.

Formacao da PAE:
Durante 120 min
em diferentes
protocolos.

Figura 2. Resumo do esquema metodoldgico das diferentes condicbes de PAE. Demonstracdo da presenca dos
mesmos participantes em todos os experimentos: A) in vitro, B) in situ, e C) in vivo, bem como a formacéo e coleta
da PAE para anélise protedmica.

4.4.6 Experimento in situ

Para este experimento, foram utilizados 108 especimes de esmalte humano. Além disso,
foram confeccionados trés aparelhos intraorais (mandibulares) para cada participante. Para isso,
eles foram moldados com alginato para a confecgdo do modelo de gesso. Sobre este modelo,
foi feita uma moldeira de silicone contendo os nichos para a fixa¢do dos espécimes, os quais
foram colados com cera de modelagem (Asfer Industria Quimica Ltda., Sdo Caetano do Sul,
Sdo Paulo, Brasil). Para evitar o atrito com a mucosa e favorecer a formacao da PAE, foi fixado
um fio ortodontico n° 8 (Morelli Ortodontia, Sorocaba, SP, Brasil) sobre todo o arco da moldeira

da face vestibular. Este dispositivo mandibular, chamado “Bauru in situ pellicle model”
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(BISPM) foi desenvolvido pelo nosso grupo e demonstrou bons resultados para a formacéao da
PAE para analise protedmica (PELA et al., 2018).

Em cada aparelho oral, foram alocados aleatoriamente 12 espécimes de esmalte, sendo
6 para cada lado (Figura 2B). O aparelho foi colocado sobre os dentes mandibulares dos
participantes, contendo os espécimes de esmalte na face vestibular, a partir dos preé-
molares/molares. Antes de cada formacdo da PAE, todos os espécimes foram submetidos a
profilaxia com pasta de pedra pomes (Pedra Pomes, S.S. Enquanto Artigos Dentéarios, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). Em seguida, a PAE foi formada durante 120 min (periodo da manha: 8:00
as 10:00 h) para evitar efeitos circadianos (ZIMMERMAN et al., 2013). Durante este periodo,
os participantes ndo foram autorizados a comer ou beber. Posteriormente, o aparelho foi retirado
da boca e os espécimes foram lavados com agua deionizada (5 s) e secos (3 s) (PELA et al.,
2018). A coleta da PAE foi realizada com o0 mesmo procedimento descrito para a o0 experimento
in vitro. Além disso, este protocolo foi repetido mais duas vezes, sendo realizado durante trés

dias consecutivos.

4.4.7 Experimento in vivo

Inicialmente, os participantes receberam uma profilaxia profissional com pasta de pedra
pomes (Pedra Pomes, S.S. Enquanto Artigos Dentarios, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e foram
orientados a ndo comer ou beber durante os 120 min de formacéo da PAE, que também ocorreu
no periodo da manha (ZIMMERMAN et al., 2013; VENTURA et al., 2017). Para a coleta da
PAE, as superficies vestibulares dos dentes inferiores foram lavadas com &gua deionizada (5
s), secas com ar comprimido (3 s) e isoladas com rolos de algoddo. Doze areas de 4 mm x 4
mm (6 de cada lado do arco mandibular) foram selecionadas e corresponderam exatamente ao
mesmo posicionamento dos espécimes de esmalte do experimento in situ (superficie vestibular
dos pré-molares/molares) (Figura 2C). A PAE foi coletada dessas 12 &reas, usando 0s mesmos
procedimentos das etapas in vitro e in situ. O experimento foi repetido mais duas vezes, sendo

realizado durante trés dias consecutivos.

4.4.8 Preparo da PAE para anélise protedmica

Todos os papéis filtro de eletrodo contendo a PAE dos trés dias (coleta triplicada) do
experimento, foram agrupados de acordo com cada condicdo experimental (in vitro, in situ e in
vivo). O protocolo de preparo da PAE para a anélise protedmica foi realizado (VENTURA et
al., 2017). Resumidamente, as proteinas foram extraidas usando uma solu¢do contendo 6 M de
uréia, 2 M de tiouréia em 50 mM de NH4HCO3 (Sigma-Aldrich), pH 7,8. Posteriormente, as
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amostras foram colocadas em tubos Falcon Amicon (Amicon Ultra - 15 Centrifugal Filter Units
- Merck Millipore, Tullagreen, CO, IRL), centrifugadas e concentradas até aproximadamente
150 pL. Em seguida, as amostras foram quantificadas, usando o método de Bradford (Bio-Rad,
Hercules, Califérnia, CA, EUA). Depois, as amostras foram reduzidas (5 mM ditiotreitol -
Sigma-Aldrich), alquiladas (10 mM iodoacetamida - Sigma-Aldrich) e digeridas por 14 h a 37
°C pela adicdo de 2% (p/p) de tripsina (Promega, Madison, WI, EUA). Colunas C18 Spin
(Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) foram usadas para dessalinizar e purificar as amostras.
As concentracdes de proteinas foram quantificadas novamente, usando o método de Bradford
(Bio-Rad, Hercules, California, CA, EUA). Entdo, foi calculada a quantidade total de proteinas
obtidas para cada condicéo experimental. Em seguida, todas as amostras foram ajustadas para
a mesma concentracao e ressuspensas em solucdo contendo 3% de acetonitrila (Sigma-Aldrich)
e 0,1% de acido férmico (Sigma-Aldrich). Por fim, as amostras foram submetidas ao
espectrometro de massas (LC-ESI-MS/MS).

4.4.9 Analise protedmica livre de marcadores

A identificacdo dos peptideos foi realizada pelo espectrdmetro de massa Xevo (MS)
acoplado ao nanoACQUITY UPLC (Ultra-Performance Liquid Chromatography) (Waters,
Manchester, NH, UK) (VENTURA et al., 2017). O nanoACQUITY UPLC foi equipado com
uma coluna nanoACQUITY HSS T3 analitica de fase reversa (75 pm x 150 mm, tamanho de
particula de 1,8 um, Waters). O PROTEINLYNX GLOBAL SERVER™ (PLGS) versao 3.0
foi usado para processar e pesquisar a espectrometria de massa continua por cromatografia
liquida no modo de anélise independente de dados. As amostras (de cada experimento) foram
analisadas em triplicata (triplicatas técnicas). As proteinas foram identificadas pelo banco de
dados Homo sapiens, baixado em abril de 2017 do UniProtKB (http://www.uniprot.org/). Além
disso, as proteinas foram classificadas de acordo com a fungdo bioldgica (dentro da PAE)
(RISON et al.,, 2000; ZIMMERMAN et al., 2013), origem e interacdo molecular
(http://www.uniprot.org/).

Para 0 proteoma quantitativo, foram analisados trés arquivos brutos do espectrémetro
de massa de cada grupo (de acordo com a condic¢do experimental: in vitro, in situ ou in vivo),
usando o software PLGS. Todas as proteinas identificadas com pontuacgéo de confianca superior
a 95% foram incluidas na analise quantitativa. A diferenca de expressao entre 0s grupos foi
expressa como p<0,05 para proteinas subreguladas e 1-p>0,95 para proteinas supereguladas
(SIQUEIRA et al., 2007; VENTURA et al., 2017; PELA et al., 2019). As seguintes
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comparagOes foram realizadas: in vitro versus in situ, in vitro versus in vivo e in situ versus in

Vivo.

4.5 RESULTADOS
4.5.1 Identificacdo de proteinas totais e para cada grupo

Foram identificadas 321 proteinas totais no presente estudo (Figura 3A; Tabela 1). O
numero de proteinas identificadas em cada condi¢do experimental foi de 66, 174 e 170 para in
vitro, in situ e in vivo, respectivamente (Tabela 3). A quantidade (ug) de proteinas obtida pelo
metodo de Bradford em cada experimento foi de 8,88 pg, 52,04 pg e 49,08 pg para in vitro, in
situ e in vivo, respectivamente. Foram encontradas apenas 23 proteinas em comum nas trés
condigdes experimentais (Figura 3A), das quais 15 sdo comumente consideradas proteinas
tipicas da PAE, ou seja, alfa-amilase, proteina rica em prolina salivar basica, cistatina, histatina,
lisozima, mucina, alfa-amilase pancreética, proteina rica em prolina, hemoglobina,
fosfoproteina %4 rica em prolina acida salivar, imunoglobulinas, proteina S100, proteina

submaxilar e estaterina, (Figura 3B).

Invitro In situ Invitro In situ

(X (XD

Total:321

A in vivo B In vivo Total:37

Figura 3. Diagrama de Venn entre as diferentes condicles. Representacdo da quantidade de proteinas
exclusivas de cada grupo e da quantidade de proteinas identificadas entre dois ou mais grupos. (A) representa
proteinas totais. (B) representa proteinas tipicas da PAE.

Na condicdo in vitro, 31 proteinas ndo foram identificadas em comparacdo com as
demais condic¢des. Dentre elas, 17 sdo usualmente consideradas proteinas tipicas da PAE, tais
como cistatina-D, histatina-3, onze isoformas de imunoglobulina, lisozima, proteina rica em
prolina 27, duas isoformas da proteina S100. Com relagdo a condicao in situ, 10 proteinas nao
foram encontradas quando comparadas a demais condicGes, porém nenhuma delas foi

considerada proteina tipica da PAE (Tabela 1).
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Foram identificadas 15 proteinas tipicas da PAE no estudo (destacadas em negrito -
Tabela 1). Os nimeros em cada condi¢do experimental foram 15, 37 e 32 para in vitro, in situ
e in vivo, respectivamente (Tabela 1). O numero de proteinas totais identificadas
exclusivamente em apenas uma das condi¢Ges foram 31, 118 e 106, para in vitro, in situ e in
vivo, respectivamente (Figura 3). Duas isoformas de cistatinas (B e C), duas isoformas de
imunoglobulina e a lisozima foram encontradas apenas na condicao in situ (Figura 3B e Tabela
1).

Quando as condigGes in vitro e in situ foram comparadas, foram identificadas 25
proteinas em comum, dentre as quais 15 proteinas sdo comumente consideradas tipicas da PAE
(duas isoformas de alfa-amilase, duas isoformas de proteina basica salivar rica em prolina, trés
isoformas de cistatina, histatina-1, lisozima C, mucina-7, alfa-amilase pancreatica, proteina 4
rica em prolina, fosfoproteina ¥z rica em prolina acida salivar, estaterina e proteina 3B regulada
por androgénio da glandula submaxilar). Na comparacéo entre as condic¢des in vitro e in vivo,
foram encontradas 33 proteinas em comum, das quais 15 proteinas sdo comumente
consideradas tipicas da PAE (duas isoformas de alfa-amilase, duas isoformas de proteina basica
salivar rica em prolina, trés isoformas de cistatina , histatina-1, lisozima C, mucina-7, alfa-
amilase pancreética, proteina 4 rica em prolina, fosfoproteina %2 rica em prolina &cida salivar,
estaterina e proteina 3B regulada por androgénio da glandula submaxilar). Na ultima
comparacdo envolvendo as condicdes in situ e in vivo, foram apresentadas 54 proteinas em
comum, dentre as quais 32 sdo proteinas comumente tipicas da PAE, tais como duas isoformas
de alfa-amilase, duas isoformas de proteina basica salivar rica em prolina, quatro isoformas de
cistatina, duas isoformas de histatina, onze isoformas de imunoglobulina, duas isoformas de
lisozima, mucina-7, alfa-amilase pancreatica, duas isoformas de proteina rica em prolina, duas
isoformas de proteina S100, fosfoproteina ¥z rica em prolina acida salivar, estaterina e glandula

submaxilar proteina 3B regulada por andrégeno) (Figura 3; Tabela 1).

Tabela 2. Classificacdo das proteinas identificadas na PAE. Diferentes condigdes: in vitro,

in situ e in vivo.

NUumero  de . in |in |in
Nome da proteina Score . . .
acesso vitro | situ | vivo
P31946 14-3-3 protein beta/alpha ™ n.p.uw) 1167463 X
P62258 14-3-3 protein epsilon ™ n.p.u. W) 1674.63 X
Q04917 14-3-3 protein eta ™ n.p.u. W) 1674.63 X
P61981 14-3-3 protein gamma (M " p. U W) 1800.55 X
P31947 14-3-3 protein sigma ™ n.p.u. W) 1886.59 X
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P27348 14-3-3 protein theta (M " p.uw) 1674.63

P63104 14-3-3 protein zeta/delta ™ " P v W) 1800.24
2-(3-amino-3-carboxypropyl)histidine

VIGYCO synthase subunit 1 (Fragment) ¢™tx) 172823 X

P05386 60S acidic ribosomal protein P1 ®™ "X 919 65 X

AO0A087X126 | Acetyl-CoA carboxylase 1 €™ P-4 665.31 X
Actin_ alpha cardiac muscle 1 @™ n.a.u,

P68032 w) 1885.77 X X X
Actin_ alpha skeletal muscle ® .M n.a.u

P68133 w) 2004.43 X X X

P62736 Actin_aortic smooth muscle ® %™ 4w | 188577 X | x | X

P60709 Actin_ cytoplasmic 1 ® m n.g uw) 2985.07 X | x | x

P63261 Actin_ cytoplasmic 2 ® Mg uw) 2985.07 X | x | x
Actin_ gamma-enteric smooth muscle ®

P63267 m.n. .0 w) 1885.77 X | x | x

Q8TC94 Actin-like protein 9 (M. n.a.u.w) 422.96

QUBAHS3 ﬁgsll\(/:l%?szochoncﬁial @ mS’)F){r;FD)ertase 265.28 X

E9PMH1 Adenine DNA glycosylase ®: ™t 539.27 X

Q86V24 Adiponectin receptor protein 2 &M oW 235 52 X

C9JKR2 Albumin_isoform CRA k ¢80 1711.85 X

P04745 Alpha-amylase 1 @9 Y 9813.22 X

P19961 Alpha-amylase 2B ®:9.%.% 8374.85 X

oSN oy ||

GEEINS @hﬁ?x)c-termlnal like_ isoform CRA a 380.31

Q60127 ALS?2 C-terminal-like protein ® ™t 1380.31

E7EQT3 Anion exchange protein ® ™t 337.89 X

o, Ak et 4 TOROZ Gl s ||

e |fokyn et g JBR dmonagy ||

HOYLV6 Annexin @b.g.J.no.w 1722.39 X

P04083 Annexin Al @b.g.J.n.0.u) 1754.89 X

P07355 Annexin A2 @b.g.1.j.0.0) 2923.51 X

P03973 Antileukoproteinase @ 911.0.1) 2864.25 X

J3KRM4 Aquaporin-4 (Fragment) ® m t>) 294.37 X
Armadillo-like helical domain-

Q86TY3 containing protein 4 ®m & 395.94 X
ATP-binding cassette sub-family A

Q8IZY2 member 7 ® M "% 324.78 X
ATP-binding cassette sub-family B

F5H5Q0 member 9 (Fragment) ® ™ 1. 338.2 X




ATP-binding cassette sub-family G
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Q9UNQO member 2 ® M1 x) 396.44
ATP-dependent DNA helicase Q5

J3KS37 (Fragment) ®m 1. 1213.98

Q86XP3 @'I;I,:’;g)ependent RNA helicase DDX42 391 21
Baculoviral IAP  repeat-containing

Q13490 protein 2 ®:mp. Y 460.24
Basic salivary proline-rich protein 1 ®

P04280 ho.u) 8968.54
Basic salivary proline-rich protein 2 ®

P02812 ho.u) 11360.25

Q13286 Battenin ® ™ "W 299.92

Q562R1 Beta-actin-like protein 2 ® ™ n.uw) 435.8
Biogenesis of lysosome-related

QOULA5 organelles complex 1 subunit 6 ® ™ "W 532.36

Q8N4F0 (%F‘r'nl Itil)d-contammg family B member 2 713.2

Q8N4G4 CAG protein ®:mtw 354.25
Calcium and integrin-binding family

AOPIXO member 4 ®.M.tV) 448.84

A0A1BOGW?24 | Calcium-binding protein 2 ®:m.t V) 527.39

P27482 Calmodulin-like protein 3 ®9.0.1) 824.53

Q9BQT9 Calsyntenin-3 & bm.r.w) 231.62

POC5K?7 Cancer/testis antigen 62 ®: ™t 304.76
Capping protein_ Arp2/3 and myosin-I

Q6F5ES8 linker protein 2 &.P.m1.u) 295.3

P23280 Carbonic anhydrase 6 ® 9 ©Y) 1386.79

E9PM31 CD81 antigen (Fragment) ®m o v 727.88
CDK5 regulatory subunit-associated

Q96SN8 protein 2 ®mo.v 318.83
cDNA FLJ39914 fis_ clone
SPLEN2018732_ highly similar to

A2ABF0 MutS protein homolog 5 ® ™ Y 230.41
cDNA FLJ51513_ highly similar to
Periodic tryptophan protein 1 homolog

B4DJV5 (b.m, o, u) 775.97
cDNA FLJ51975 moderately similar to

B4DJF2 14-3-3 protein epsilon (14-3-3E) ® ™24 | 1674.63
cDNA FLJ54872_ highly similar to Zinc

B4DRP8 finger protein 461 ® mo.u) 556.01
Cell cycle and apoptosis regulator

Q8N163 protein 2 (& b.em p.w) 104.89

AGPVI19 Centrosomal protein 250kDa ™% 142169
Centrosome-associated  protein 350

HOYD38 (Fragment) ®-m.n.a.u,w) 503.98
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Q9BV73 (b.m, n, g, u,w) 522.88 X
Chromodomain-helicase-DNA-binding

Q14839 orotein 4 ©.mp.u.w 311.16 «
Coiled-coil domain-containing protein

Q5BJE1 178 (b, m, t, u) 249.07 X
Conserved oligomeric Golgi complex

Q9UP83 subunit 5 ® m r.u.w) 253.52 X

Q9UBG3 Cornulin ®mnX) 248.91 X
Corticotropin-releasing factor-binding

P24387 protein ® M 0. u) 610.77

Q13363 C-terminal-binding protein 1 @emnpuw) | 274 24

P56545 C-terminal-binding protein 2 @emnpuw) | 256 32

P04080 Cystatin-B @ 9.n.p.w 2098.64 X

P01034 Cystatin-C @ 9.np.u) 697.59 X

P28325 Cystatin-D @ 9. 1) 626.39 X | X

P01036 Cystatin-S, (:m0.s.u) 32132.96 X | X

P09228 Cystatin-SA @b.g.0.u) 8912.6 X | X

P01037 Cystatin-SN @9 n.p.u) 25561.2 X | x
Cytoplasmic FMR1-interacting protein

E7EVJ5 (b.m, £, x) 390.34 X
Cytoplasmic FMR1-interacting protein

Q96F07 2 &:m LX) 426.14 X
Death-associated protein kinase 3 ® ™t

043293 X) 265.43 X
Deleted in malignant brain tumors 1

Q9UGM3 protein (M. n o v, w) 392.39 X
DENN domain-containing protein 2A ®

Q9ULE3 m. n, ) 334 X

AOA024RCV8 | DNA mismatch repair protein ® ™ P |300.97 X

QINRD9 Dual oxidase 1® ™ W) 286.57 X

P50570 Dynamin-2 ® f.m.s,uw) 251.07 X

P51808 Dynein light chain Tctex-type 3 ® ™ P-4 | 402,77 X
Electrogenic  sodium  bicarbonate

Q9BY07 cotransporter 4 ® M s u) 337.89 X
Endogenous retrovirus group K member

P61576 104 Rec protein ® M n.p.w) 389.68 X

ESRHX4 Endonuclease V (Fragment) ® M tX) 550.79

P14138 Endothelin-3 ®m 0w 502.79 X
Erythroid differentiation-related factor 1

HOYCS2 (Fragment) ® ™ tx) 300.51 X

Q8TBGA E"[E’z;lrr’]V(a)lamlne-phosphate phospho-lyase 974.36 )
Eukaryotic initiation factor 4A-I

J3KS25 (Fragment) ®m tx) 243.13 X
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015360 u) 593.35
Follicular dendritic cell secreted peptide
Q8NFU4 (b, m, 0, u) 1669.46
AOAO0B4J2F3 | Forkhead box protein P1 ® M P.X) 518.34
G protein-regulated inducer of neurite
Q6ZVF9 outgrowth 3 ®. .t 266.24
P09104 Gamma-enolase @9 M54 49.53 X
General transcription  factor 3C
Q8WUA4 polypeptide 2 ® M p.u.w) 1076.81
Glutamine amidotransferase-like class 1
domain-containing 3A (Fragment) ®mt
A0A2R8YDR7 |¥ 232.08 X
Glutathione  transferase  zeta 1
AOAO0C4DFMO | (Maleylacetoacetate isomerase) | 672.97
isoform CRA ¢ ®m %)
P00738 Haptoglobin & P-9.1.].0.u,w) 199.48 X
C91ZQ6 HCG2022551 isoform CRA j® ™t 305,11
P04792 Heat shock protein beta-1 ®:d:mnp.q.uw) | 2916 87 X
Q9Y5Z4 Heme-binding protein 2 ®™ 1) 270.69 X
P68871 Hemoglobin subunit beta ® ¢ M n.o.uwW | 436 99 X
P02042 Hemoglobin subunit delta ® ¢ ".no.uw | 355 0g X
Hemoglobin subunit epsilon @ 9.0t
P02100 w) 355.09 X
Hemoglobin subunit gamma-1 ®-¢ " "
P69891 0, U, W) 355.09 X
Hemoglobin subunit gamma-2 ®¢m".
P69892 v 355.09 X
Q9BQS7 Hephaestin © msW) 382.25
P15515 Histatin-1 ® 0.1 5431.93 X
P15516 Histatin-3 ® 1101 1700.03 X
Q9BY41 Histone deacetylase 8 ® M. p.u.w) 946.39
U3KQKO Histone H2B ® M. p.u,w) 455.26
Q96A08 Histone H2B type 1-A ® m.p.u) 410.26
P33778 Histone H2B type 1-B ®™m P 455.26 X
Histone H2B type 1-C/E/F/IG/I ®:11.p.u.
P62807 w) 455.26 X
P58876 Histone H2B type 1-D ® ™ p.v) 455.26 X
Q93079 Histone H2B type 1-H ® M. p.u.w) 455.26 X
P06899 Histone H2B type 1-J ® 11 p.uw) 455.26 X
060814 Histone H2B type 1-K ® 1i.p.uw) 455.26 X
Q99880 Histone H2B type 1-L ® mp.uw) 455.26 X
Q99879 Histone H2B type 1-M ® ™ p.w 455.26 X
Q99877 Histone H2B type 1-N ® m.p.v) 455.26 X
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P23527 Histone H2B type 1-O ® M. p.u.w) 455.26 X

Q16778 Histone H2B type 2-E ®1ip.uw) 455.26 X

Q5QNW6 Histone H2B type 2-F .M p.u.w) 455.26 X

Q8N257 Histone H2B type 3-B ®:mpuw) 455.26 X

P57053 Histone H2B type F-S ®5.p.uw) 455.26 X
Hydrocephalus-inducing protein

Q4GOP3 homolog ™ 4 Y) 282.01 X
Hydroxysteroid (17-beta)
dehydrogenase 4_isoform CRA_a ®:m"

G5E9S2 W) 169.61 X
Immunoglobulin  heavy constant

P01876 alpha 1 ®&iiou) 4980.67 X
Immunoglobulin  heavy constant

P01877 alpha 2 ®-&iiou) 2059.95 X
Immunoglobulin  heavy constant

P01857 gamma 1 ®.J.o.uw) 751.51 X
Immunoglobulin  heavy constant

P01860 gamma 3 ®.&J.o.uw) 274.77 X
Immunoglobulin  heavy constant

P01861 gamma 4 ®.&J.o.uw) 577.15

P01591 Immunoglobulin J chain ®&Jouw 11355 44 X
Immunoglobulin kappa constant ® ¢

P01834 0, U, W) 551.64 X
Immunoglobulin lambda constant 1 ®

POCG04 €J,0,u, W) 439.82 X
Immunoglobulin lambda constant 2 ®

PODOY?2 €], 0, U, W) 439.82 X
Immunoglobulin lambda constant 3 ®

PODOY3 €J,0,u, W) 439.82 X
Immunoglobulin lambda constant 6 ®

POCF74 e 0,uw) 439.82 X
Immunoglobulin lambda constant 7 ®

AOMB8BQ6 €J,0,u,W) 2166.53
Immunoglobulin lambda-like

B9A064 polypeptide 5 ® &1.0.uw) 439.82 X

Q9H160 Inhibitor of growth protein 2 &M pP.u.W) | 285 06
INO80 complex subunit E (Fragment) ®

I3LOWS8 m, p, X) 325.61 X

Q8N201 Integrator complex subunit 1 ®-&mp.wW) 1371 54

AOA087X131 | Integrin alpha-X ® Mt 389.65

P01570 Interferon alpha-14 ® M 0w 264.93 X
Intraflagellar  transport protein 88

FOSRW8 homologg (Fragment) Bbv m, & Xg) 588.38

060229 Kalirin (b, ¢, m, n, g, u) 327.99

QINVXT Kelch repeat and BTB domain- 44178

containing protein 4 ® ™t
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P13645 235.01 X

P13646 Keratin_type | cytoskeletal 13 @™ ouW) | 177664 X

P13646 Keratin_type | cytoskeletal 13 @™ ouW) | 177664 X

P19012 Keratin_ type | cytoskeletal 15 ™04 | 253 04 X

Q6A162 Keratin_type | cytoskeletal 40 ®:mouwW) {218 43 X

P19013 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 @™ & |217.78 X | X
Keratin_ type 1l cytoskeletal 6A ®:d Mo

P02538 u, W) _ 198.39 X
Keratin_ type 1l cytoskeletal 6B ®:1 0t

P04259 w) 206.89

P48668 Keratin_ type Il cytoskeletal 6C @ ™4 |198.39

MOR2L7 Kinase ® ™) 612.35

P02788 Lactotransferrin (9.hi.J.n.0.p uw) 330.26 X

Q6ZRR7 !E?n‘i?,'ge'”("h repeat-containing protein 9 24443 )
Linker for activation of T-cells family

043561 member 1 & ms v 323.8

075334 Liprin-alpha-2 ®m W) 270.57

HOYHJ4 Liprin-alpha-2 (Fragment) (b, m, n, w) |266.33 X
Low affinity immunoglobulin gamma

075015 Fc region receptor [11-B ®: .M 0.s,w) 232.44 X
Ly6/PLAUR domain-containing protein

QBUWNS5 5%, o) gp 314.86 §

F8VV3l1 Lysozyme B @b g.i.i.0.uw) 5690.41 X

P61626 Lysozyme C & b.g.i.J.0.u,w) 7859.76 X | X

F8VV32 Lysozyme A @b.gijouw 5690.41 X

043708 Maleylacetoacetate isomerase ® & ™ "W | 672,97 X

Q13296 Mammaglobin-A ® ™ 0.9 426.31 X

QIUM22 Q/I(%Tm’axl)lan ependymin-related protein 439 34
Matrix metalloproteinase (Fragment) ®:

F5H881 m, 0, x) 533.4 X

Q9ULZ9 Matrix metalloproteinase-17 ®m°> 5334

D6RGY6 Mem_brz%p?n-?s)gouated transporter 671.83
protein *: ™ X

P27816 Microtubule-associated protein 4 ®:™tX) | 328 82
Microtubule-associated

015021 serine/threonine-protein kinase 4 ® ™% | 343.02 X
Mitochondrial genome maintenance

QIBQPY exonuclease 1 ®fmrw) 554.05

QINYZ2 Mitoferrin-1 (®:m.".v) 316.97 X
MSH5-SAPCD1 readthrough (NMD

A0A0G2JJ70 | candidate) (Fragment) ® ™t 300.97 X

Q8TAX7 Mucin-7 ® 1 ko 12786.75 X
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043196 MutS protein homolog 5 ® ™ tW) 300.97
Q8N699 Myc target protein 1 ®:mp.w 274.11
AOA0G2JI50 !;I%g?t!(;/e elongation factor E (Fragment) 398.23
P21359 Neurofibromin ® M p.x) 359.77
Q9Y6K9 NF-kappa-B essential modulator ®™PW) | 278 87
015527 N-glycosylase/DNA lyase ®: ™ P.W) 222.58
Q14112 Nidogen-2 ®.m.o.w) 290.7
Q2L696 Nuch2 splice variant ® ™t 565.55
075376 Nuclear receptor corepressor 1 ®:mp.uwW) | 711 52
Nuclear receptor subfamily 0 group B
P51843 member 1 M. p.uw) 326.62
indi 7 (b, m, t,
AOAOBTWSVS )l(\)lucleoblndln 2_isoform CRA_Db 565 55
P80303 Nucleobindin-2 ®m tx) 565.55
Q8NGF1 Olfactory receptor 52R1 ® ™ s u) 346.51
H H i in] (b, m,t,
F5HBPS E))Ilgorlbonuclease_ mitochondrial 684.18
Paired box gene 6 (Aniridia_ keratitis)_
AOA1W2PRAS | isoform CRA b ® ™ p.%) 414.9
D1KF47 Paired box protein 6 isoform ¢ ®™PX 1414.9
P26367 Paired box protein Pax-6 ® ™ P.») 414.9
Q8WX93 Palladin (@ b d.m.nw) 452.57
P04746 Pancreatic alpha-amylase @9 Y 36317.12
013610 g’enr:g’qjlyt\:lv)tryptophan protein 1 homolog 77597
Peroxisomal multifunctional enzyme
P51659 type 2 ®:m1u) 170.41
Phosphoacetylglucosamine mutase ® ™
J3KN95 ) 256.93
Q8NEL9 Phospholipase DDHD1 ® ™t 320.98
inid- H (b, m, t,
EOPEJ6 Shosphollpld transporting ATPase 459 93
Pleckstrin homology domain-containing
Q9H7P9 family G member 2 ®:m."w) 338.83
Q9ULL4 Plexin-B3 ®: M. s uw) 341.81
Polymeric immunoglobulin receptor @ &
P01833 m, s, ) 329.08
Polyribonucleotide 5'-hydroxyl-kinase
Q92989 Clp1 @ b.m.p.w) 470.05
065813 (FE,%IUE) ankyrin domain family member E 124355
ASA3EQ POTE ankyrin domain family member F 124355

(b,m,0,u)




POTE ankyrin domain family member |
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POCG38 (b,m,o.u) 558.39 X
POCG39 (Pa’(a'lr'ﬂl’zoir)\kyrm domain family member J 267 .
Q6GQY8 PPP1R12B protein ® ™t 278.2 X
Q9UKI3 Pre-B lymphocyte protein 3 ®m v 401.54 X
Probable 2-oxoglutarate dehydrogenase
El component DHKTD1_
Q96HY7 mitochondrial ® ™" 313.45 X
AOAOULRRGE Probable global transcription activator 298.07
SNF2L2 (Fragment) ®:m.nw ' X
Probable phospholipid-transporting
P98196 ATPase |[H &:m v 475.83
P07737 Profilin-1 @ .n.o.p. a5 u.w) 499.35 X
P12273 Prolactin-inducible protein ®% ™o 1819446 X | X
Q6MZM9 Proline-rich protein 27 ®!0.X) 302.96 X
AOAOAOMT31 | Proline-rich protein 4 ®!.p.W 20083.22 X
EOPIE2 g’rno{[(teylxr)] arginine N-methyltransferase 1 769,38
E7EQI9 Protein CBFA2T1 (Fragment) ® ™) |681.02 X
Protein disulfide isomerase family A_
Q4TTES member 2 (Fragment) ® M tx) 318.35 X
Q49AJ0 Protein FAM135B (. m t.x) 305.41
Q9H0QO0 Protein FAM49A ® m t.x) 286.85 X
A2RTY3 Protein HEATR9 ® ™ t.x) 409.95
A5PL33 Protein KRBA1 ® ™ t.x) 468.99
Q6P5S2 Protein LEG1 homolog ®: ™ %% 416.07 X | X
Protein phosphatase 1 regulatory
060237 subunit 128 ®.m.r.u.w) 298.79 X
Q5JSZ5 Protein PRRC2B ®: ™ tu) 482.46 X
X6R9J3 Protein prune homolog 2 (b, m, t, X) 275.47 X
P05109 Protein S100-A8 ® & 111 n.0.q,suw) 1980.55 X
P06702 Protein S100-A9 @b g.i.i.n.0.qs u w) 21014.87 X | X
A8KS8P3 Protein SFI1 homolog ® ™ & 326.88 X
AOAQU1RR58 | Protein transport protein Sec24C ® ™t |615.88 X
QI9NQWI1 Protein transport protein Sec31B ™%X 73314
i (b, m,
H7C3T6 Fxr)oteln tweety homolog (Fragment) 489 51
Q9COH2 Protein tweety homolog 3 ® ™t 489.51
Q9Y5H5 Protocadherin alpha-9 (b, m, s, u) 241.62 X
H i _li in (@ mn,q,
ABNMY6 lIilj\gatlve annexin A2-like protein 292351 )
Putative beta-actin-like protein 3 @M. n.d
Q9BY X7 u, ) 352.7 X
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Putative protein
AGNE21 FAM90A18P/FAM90AL9P @ m n.a.uw) | 991 32
Putative  uncharacterized  protein
Q2M3A8 MRGPRG-AS1 ®:m t%) 499.35
R3H and coiled-coil domain-containing
Q9Y3T6 protein 1 ®:m tu) 120
P63244 (Féen?iprt(avr) of activated protein C kinase 1 248.8
Receptor-transporting protein 5 ® ™ 1 u
Q14D33 W) 1922.19
Receptor-type tyrosine-protein
Q13332 phosphatase S ®:m:"uw) 259.81
AOA1BOGV24 |Renin receptor ® Mt 473.62
Retinol dehydrogenase 8 (Fragment) ®
K7EKT5 m. &%) 452.15
Rho GTPase activating protein 9 _
J3KPQ4 isoform CRA a ©mtu) 289.79
Rho GTPase-activating protein 9 @ ™
Q9BRR9 v 289.79
Q9H920 RING finger protein 121 ®:m. W) 463.58
RNA 3'-terminal phosphate cyclase-like
Q9Y2P8 Drotein © M. p. phosphate ¢y 326.89
RNA polymerase Il subunit A C-
Q9Y5B0 terminal domain phosphatase ® ™ P 1190.24
Salivar acidic roline-rich
P02810 phosphgprotein 1/2 ®.d.h. 5 u.v) 3324095
Q53EL9 Seizure protein 6 homolog ® M s ¥ 331.82
P02768 Serum albumin @P.¢.9.0,uw) 4642.4
SET domain-containing protein 5 ® mt
Q9C0A6 X) 208.86
H3BUN7 ?)I;ZB adapter protein 1 (Fragment) ® ™ 364.32
Signal peptidase complex subunit 2 ®:™
Q15005 %) 1064.88
Q9UBC9 Small proline-rich protein 3 ® 4™ "X 366,05
Solute carrier family 12 member 4 @™
Q9UP95 v 405.31
Solute carrier family 43 member 3 @ ™"
Q8NBI5 v 247.19
Q9BRWS5 SP2 protein ® M p.%) 632.74
Spectrin beta chain_ non-erythrocytic 2
015020 (@ m,r.w) 247.55
Q96R06 Sperm-associated antigen 5 ® ™M ".p.4.u.W) 1 981 93
Spermatogenesis-associated protein 12
Q72615 (b, m, n.p, g, u, ) 276.69

Q5T0L3

Spermatogenesis-associated protein 46
(b, m,n, p, q, u, w)

516.32
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Splicing regulatory glutamine/lysine-
Q8WXA9 rich protein 1 ® M p.uw) 229.99
A4QPE4 SPTBN?2 protein 9 ® m W) 239.45
P02808 Statherin ® &0 30038.16 X X
Submaxillary  gland  androgen-
P02814 regulated protein 3B @9 0uW) 108607 X | x | x
Suppression of tumorigenicity 5 protein
P78524 (e, m. £, ) 474.6
Q6UWPS Suprabasin ® M 0% 283.61
Q81YJ3 Synaptotagmin-like protein 1¢:™m &%) 1623.26 X
Telomerase RNA component interactin
Q9BQ61 R ace (©.m 1) P 91703.74 y
E9PJK1 Tetraspanin ® ™Mt 727.88 X
Transcription factor Sp2 (Fragment) ®™
AO0A1BOGVH1 | %) 632.74 X
AOAOAOMRS? | Transmembrane protease serine ©™ %% |413.33 X
Transmembrane protease serine 11A ©
Q6ZMR5 m, 0, X) 413.33 X
Q9HO0C3 Transmembrane protein 117 ¢ M %) 288.54 X
P07437 Tubulin beta chain ® 4 mn.guw) 318.98 X
Q13885 Tubulin beta-2A chain ® ¢ m .4 uw) 318.98 X
Q9BVA1L Tubulin beta-2B chain ® & m n.g.uw) 318.98 X
P04350 Tubulin beta-4A chain ® ¢ mn.a.uw 318.98 X
P68371 Tubulin beta-4B chain ® ¢ m. g uw) 318.98 X
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3 ®
D6R980 m, 1, W) 840.56 X
AOA087WZY1 | Uncharacterized protein (Mt 33240.95 X X
AOA2R8Y7X9 | Uncharacterized protein (Mt 355.09 X
AOA087WZY1 | Uncharacterized protein (M & 33240.95 X
H3BMM5 Uncharacterized protein M &%) 222.74
i i (m, t,
EOPMDO )E)Jncharacterlzed protein (Fragment) 24006 )
i i (m, t,
H3BQS5 )E)Jncharacterlzed protein (Fragment) 669.46
J3KNI2 UPF0598 protein C8orfg82 (Mt 925.66
P46939 Utrophin ® m r.w) 636.49
Vacuolar protein  sorting-associated
Q96AX1 protein 33A ®:mtX) 222.74 X
Voltage-dependent  L-type calcium
channel subunit alpha-1C (Fragment) ®
A0A087WUX4 | M %) 264.58 X
Q8WWM1 X antigen family member 5 ® ™t 907.62 X
Q92536 Y+L amino acid transporter 2 ® ™t 1185435
A2RRC6 ZFHX2 protein ®:m tX) 305.52 X
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Zinc finger and SCAN domain-
AOAIW2PP20 | containing protein 30 @ ¢ d m.p.u) 414.66 X
Zinc finger CCHC domain-containing
AOA087X0K5 | protein 4 @ ¢ d.mp.u) 679.34 X
Zinc finger FYVE domain-containing
Q7Z3T8 protein 16 & ¢4 mp. v 598.99 X
Zinc finger FYVE domain-containing
G3V5D6 protein 21 & ¢d.m.p.v) 301.29 X
Zinc finger homeobox protein 2 @ ¢ d.m
QI9CO0A1 p.u) 331.85 X
P52747 Zinc finger protein 143 @ ¢.d.m.p.u) 835.62 X
Q12901 Zinc finger protein 155 @ ¢ d.m.p.v) 278.11
Q9UK13 Zinc finger protein 221 @ ¢ d.mp.v) 280.33
Q8TAF7 Zinc finger protein 461 @ ¢ d.mp.v 556.01 X
Q14966 Zinc finger protein 638 @ ¢ d.mp.v) 351.52
Q96H86 Zinc finger protein 764 @ ¢ d.mp.u) 669.46
Zinc finger SWIM domain-containing
Q9H7M6 protein 4 & ¢.d m.p.u) 293.69 X
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein @ 904w 3959 34 X | X
Zymogen granule protein 16 homolog B
Q96DA0 (b, m, 0, u) 2067.99 X X

As proteinas destacadas em negrito sdo tipicas da PAE. As proteinas foram classificadas de acordo com: Fungéo
Geral: a) metabolismo; b) processo biolGgico; c) transporte; d) estrutura; e) vias de informacéo; f) miscelanea.
Funcdo na PAE: g) metabolismo; h) regeneragdo tecidual; i) antimicrobiano; j) resposta imune; k) lubrificacao; I)
biomineralizagdo; m) fun¢do bioldgica desconhecida. Origem: n) origem citoplasmaética; o) origem extracelular;
p) origem do nucleo; q) origem do citoesqueleto; r) origem intracelular; s) origem da membrana; t) origem proteica
desconhecida. Interacdo: u) interacdo proteina/proteina; v) ligagdo calcio/fosfato; w) outra interagdo molecular; x)
interagdo molecular desconhecida.

Trés anélises comparativas foram realizadas para avaliar a diferenga na expressdo: in
vitro versus in situ, in vitro versus in vivo e in situ versus in vivo (usando p<0,05 para proteinas

subreguladas e 1-p>0,95 para proteinas supereguladas).

4.5.2 Diferenca de expressdo das proteinas entre in vitro versus in situ

Na comparacao in vitro versus in situ, apenas 2 proteinas foram aumentadas na condi¢éo
in vitro, sendo a estaterina a mais importante da composi¢do da PAE, enquanto 23 proteinas
foram reduzidas na condicdo in vitro, incluindo duas isoformas de alfa-amilase, duas isoformas
de PRP salivar bésico, trés isoformas de cistatina, histatina-1, lisozima C, mucina-7, alfa-
amilase pancredtica, proteina 4 rica em prolina, fosfoproteina % rica em prolina acida salivar e

proteina 3B regulada por androgénio da glandula submaxilar (Tabela 3).
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Tabela 3. Comparacao entre as condi¢es in vitro e in situ. Analise da diferenca de expressao

das proteinas identificadas na PAE

NUmero  de . Ratio: P:
Nome da proteina o . o .
acesso In vitro: In situ | Invitro: In situ
AOAO0B4J2F3  Forkhead box protein P1 2.22 1.00
P02808 Statherin 1.37 1.00
075376 Nuclear receptor corepressor 1 1.06 0.74
P62736 Actin_ aortic smooth muscle 0.37 0.01
P60709 Actin_ cytoplasmic 1 0.37 0.01
P63261 Actin_ cytoplasmic 2 0.36 0.01
P68032 Actin_ alpha cardiac muscle 1 0.35 0.01
ASA3ED POTE ankyrin domain family 0.35 0.01
member F
P68133 Actin_ alpha skeletal muscle 0.34 0.01
065813 POTE ankyrin domain family 0.34 0.01
member E
P63267 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 0.31 0.01
P02812 Basic salivary proline-rich protein2  0.17 0.01
P02810 Salivary _acidic proline-rich 0.15 0.01
phosphoprotein 1/2
AOAOAOMT3L Proline-rich protein 4 0.15 0.01
P02814 Submaxillary _ gland  androgen- 011 0.01
regulated protein 3B
P04280 Basic salivary proline-rich protein1  0.10 0.01
P01036 Cystatin-S 0.10 0.01
P09228 Cystatin-SA 0.10 0.01
P01037 Cystatin-SN 0.10 0.01
P61626 Lysozyme C 0.07 0.01
P15515 Histatin-1 0.05 0.01
Q8TAX7 Mucin-7 0.03 0.01
P04746 Pancreatic alpha-amylase 0.01 0.01
P04745 Alpha-amylase 1 0.01 0.01
P19961 Alpha-amylase 2B 0.01 0.01

4.5.3 Diferenca de expressdo das proteinas in vitro versus in vivo

Quando a condig&o in vitro foi comparada com a condicdo in vivo, foram identificadas

9 proteinas aumentadas na primeira condicdo, incluindo 5 isoformas de hemoglobina e a

estaterina. Além disso, 23 proteinas foram diminuidas na condicao in vitro, dentre elas duas

isoformas de alfa-amilase, duas isoformas de PRP salivar basica, trés isoformas de cistatina,

histatina-1, lisozima C, mucina-7, alfa-amilase pancreatica, Proteina 4 rica em prolina,

fosfoproteina %2 rica em prolina acida salivar e proteina 3B regulada por andr6genos da glandula

submaxilar (Tabela 4).
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Tabela 4. Comparacao entre as condicdes in vitro e in vivo. Analise da diferenca de expressao
das proteinas identificadas na PAE

NUumero  de . Ratio:_ P :

Nome da proteina In vitro: In|Invitro: In
acesso . .

Vvivo Vivo

Q8WX93 Palladin 2.82 0.98
QINYZ2 Mitoferrin-1 1.87 1.00
P02042 Hemoglobin subunit delta 1.68 0.99
P02100 Hemoglobin subunit epsilon 1.66 0.98
P69892 Hemoglobin subunit gamma-2 1.64 1.00
P69891 Hemoglobin subunit gamma-1 1.64 0.99
AO0A2R8Y7X9 Uncharacterized protein 1.63 0.98
P68871 Hemoglobin subunit beta 1.61 1.00
P02808 Statherin 1.29 1.00
P02812 Basic salivary proline-rich protein 2 0.86 0.01
P04280 Basic salivary proline-rich protein 1 0.76 0.01
P02810 Salivary _ acidic proline-rich 0.57 0.01

phosphoprotein 1/2
AOA087WZY1 Uncharacterized protein 0.45 0.01
AOAOAOMT31 Proline-rich protein 4 0.35 0.01
P02814 Submaxillary gland androgen-regulated 0.8 0.01

protein 3B
A5A3EQ POTE ankyrin domain family member F 0.28 0.01
P68032 Actin_ alpha cardiac muscle 1 0.27 0.01
Q6S8J3 POTE ankyrin domain family member E 0.27 0.01
P68133 Actin_ alpha skeletal muscle 0.27 0.01
P63267 Actin_ gamma-enteric smooth muscle  0.26 0.01
P62736 Actin_ aortic smooth muscle 0.26 0.01
P60709 Actin_ cytoplasmic 1 0.23 0.01
P63261 Actin_ cytoplasmic 2 0.23 0.01
P01036 Cystatin-S 0.21 0.01
P09228 Cystatin-SA 0.15 0.01
P01037 Cystatin-SN 0.15 0.01
P15515 Histatin-1 0.11 0.01
P04746 Pancreatic alpha-amylase 0.09 0.01
Q8TAX7 Mucin-7 0.08 0.01
P04745 Alpha-amylase 1 0.03 0.01
P19961 Alpha-amylase 2B 0.03 0.01
P61626 Lysozyme C 0.02 0.01

4.5.4 Diferenca de expressdo das proteinas entre in situ versus in vivo
Comparando as condi¢Bes in situ versus in vivo, foram encontradas 38 proteinas
aumentadas na condicdo in situ, dentre elas duas isoformas de alfa-amilase, duas isoformas de

PRP salivar bésica, quatro isoformas de cistatina, duas isoformas de histatina-1, nove isoformas
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de imunoglobulina, duas isoformas de lisozima, mucina-7, alfa-amilase pancreética, proteina
S100-A9, proteina 3B regulada por andrégeno da glandula submaxilar, duas isoformas de
proteina rica em prolina e fosfoproteina acida salivar rica em prolina . Além disso, 13

proteinas foram reduzidas, sendo uma delas a estaterina (Tabela 5).

Tabela 5. Comparacao entre as condi¢des in situ e in vivo. Analise da diferenca de expressao

das proteinas identificadas na PAE

NUmero  de . Ratip P: :
Nome da proteina In situ: In|In situ: In
acesso . .
Vivo Vivo
P04745 Alpha-amylase 1 5.25 1.00
P19961 Alpha-amylase 2B 5.25 1.00
P04746 Pancreatic alpha-amylase 5.00 1.00
Q6MZM9 Proline-rich protein 27 4.75 0.98
P04280 Basic salivary proline-rich protein 1 4.30 1.00
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor 3.42 1.00
P02812 Basic salivary proline-rich protein 2 3.28 1.00
Q8TAX7 Mucin-7 2.82 1.00
P04792 Heat shock protein beta-1 2.58 1.00
P02810 is}alzlivary acidic proline-rich phosphoprotein 250 0.99
AOAOAOMT31 Proline-rich protein 4 2.45 0.99
P01876 Immunoglobulin heavy constant alpha 1 2.43 1.00
P01834 Immunoglobulin kappa constant 2.38 1.00
Q96DA0 Zymogen granule protein 16 homolog B 2.33 1.00
P19013 Keratin_ type Il cytoskeletal 4 2.24 1.00
P0O1877 Immunoglobulin heavy constant alpha 2 2.20 1.00
P06702 Protein S100-A9 2.15 1.00
P02814 Subm_axillary gland androgen-regulated 211 1.00
protein 3B

P28325 Cystatin-D 2.03 1.00
P15516 Histatin-3 2.03 0.99
POCF74 Immunoglobulin lambda constant 6 1.95 1.00
P27482 Calmodulin-like protein 3 1.87 1.00
P01591 Immunoglobulin J chain 1.85 1.00
P61626 Lysozyme C 1.85 1.00
P15515 Histatin-1 1.84 1.00
POCG04 Immunoglobulin lambda constant 1 1.84 1.00
P04083 Annexin Al 1.63 1.00
Q6P5S2 Protein LEG1 homolog 1.58 1.00
PODOY3 Immunoglobulin lambda constant 3 1.58 0.99
P12273 Prolactin-inducible protein 1.53 1.00
PODOY?2 Immunoglobulin lambda constant 2 1.50 1.00

P01036 Cystatin-S 1.46 1.00
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P01037 Cystatin-SN 1.44 1.00
BO9A064 Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 1.39 1.00
F8VV32 Lysozyme 1.34 1.00
C9JKR2 Albumin_isoform CRA_k 1.30 1.00
P09228 Cystatin-SA 1.30 1.00
P02768 Serum albumin 1.23 1.00
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein 0.86 0.01
P02808 Statherin 0.80 0.01
P01857 Immunoglobulin heavy constant gammal  0.76 0.01
P60709 Actin_ cytoplasmic 1 0.71 0.01
P13646 Keratin_ type | cytoskeletal 13 0.71 0.01
P68133 Actin_ alpha skeletal muscle 0.70 0.01
P62736 Actin_ aortic smooth muscle 0.70 0.01
P63261 Actin_ cytoplasmic 2 0.70 0.01
P63267 Actin_ gamma-enteric smooth muscle 0.68 0.01
Q6S8J3 POTE ankyrin domain family member E 0.67 0.01
POCG39 POTE ankyrin domain family member J 0.66 0.01
A5A3EOD POTE ankyrin domain family member F 0.66 0.01
POCG38 POTE ankyrin domain family member | 0.55 0.01

4.6 DISCUSSAO

O principal objetivo do presente estudo foi fornecer a base para a comparagdo
apropriada entre as trés condi¢cdes experimentais: in vitro, in situ e in vivo. No entanto, algumas
consideragdes séo importantes e podem explicar os resultados distintos encontrados, quando
diferentes delineamentos foram empregados. A PAE in vitro foi formada com saliva ndo
estimulada, enquanto as peliculas in situ e in vivo foram formadas com saliva diretamente da
cavidade oral. A Gltima condicdo poderia ter um pouco mais de influéncia do fluido crevicular,
mas provavelmente esta € uma por¢do pequena que se encontra na PAE, localizada
principalmente na face vestibular dos dentes. Porém, no presente estudo a PAE foi coletada no
terco médio da superficie do dente. Portanto, a influéncia do fluido crevicular no presente
experimento foi provavelmente menor. Além disso, algumas proteinas da pelicula séo
originadas do fluido crevicular, como a serotransferrina (ODANAKA et al., 2020), a qual nédo
foi identificada no presente estudo.

Um aspecto fundamental foi que os mesmos participantes estiveram presentes nas trés
condigcdes experimentais. Isso permitiu uma diminuicdo das variagbes em funcdo da
composicdo da saliva. Além disso, todos os experimentos foram realizados no periodo da
manha (incluindo coleta de saliva para o experimento in vitro), reduzindo, assim, as diferencas
circadianas e diminuindo as variagdes entre as condigdes. Outro ponto importante foi que o

local da coleta da PAE (na condicgéo in vivo) correspondeu exatamente ao mesmo local onde
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estavam localizados os espécimes de esmalte no experimento in situ, 0 que permitiu menores
variagdes no perfil protebmico devido as diferencas de localizacdo dentro da cavidade oral do
individuo (VENTURA et al., 2017). Na condicédo in vivo, a PAE foi coletada dos proprios
dentes do participante, por outro lado, nas condig¢des in vitro e in situ, a PAE foi coletada de
espécimes de esmalte, podendo-se argumentar que os diferentes dentes poderiam ter peliculas
diferentes. Entretanto, um estudo demonstrou que ndo ha diferengas no perfil proteémico da
PAE entre esmalte humano e bovino (PELA et al., 2018). Portanto, nio se podem esperar
diferencas no presente estudo.

E importante abordar uma limitagio da condico in vitro, na qual o fluxo salivar natural
é praticamente impossivel de se reproduzir e pode afetar a quantidade de proteinas recuperadas
durante a coleta da PAE. Para contornar essa limitagdo, nossa condicdo in vitro foi caracterizada
pela troca da saliva a cada 30 min, como apresentado no capitulo anterior (PELA et al., 2020a).
Nesta condicdo experimental do presente estudo, a recuperacao de proteina foi cerca de 9 ug
de proteinas, quantidade suficiente para a analise protedbmica, a qual permitiu a identificacéo de
66 proteinas. Esse valor € superior ao relatado no estudo de Siqueira (SIQUEIRA et al., 2012b)
(45 proteinas) e no estudo do capitulo anterior (55 proteinas) (PELA et al., 2020a). Além disso,
dessas 66 proteinas, foram identificadas 15 proteinas tipicamente encontradas na PAE. E
importante destacar que os resultados da quantificacdo obtida pelo método de Bradford
demonstraram diferenca entre os grupos. No entanto, todas as amostras foram calculadas e
ajustadas para a mesma concentracao (8,88 pg) antes de serem submetidas a analise protedmica,
permitindo uma comparacgéo real entre 0s grupos.

Com relagdo a condigéo in situ, foram identificadas 174 proteinas, este valor é
considerado muito superior ao obtido em um experimento, o qual identificou 37 proteinas
(PELA et al., 2018). Isso pode ser atribuido ao maior nimero de espécimes de esmalte
empregado na presente condi¢do, em comparacdo ao estudo anterior (108 versus 54 espécimes).
Em um recente estudo in situ, 498 proteinas foram identificadas em amostras de peliculas
individuais formadas em esmalte bovino. O maior nimero de proteinas identificadas é devido
a area superficial ser muito maior (cerca de 8 cm?) e pelo fato de a pelicula ser coletada com
solucBes que ndo podem ser empregadas na condicdo clinica (TRAUTMANN et al., 2020). O
numero total de proteinas identificadas in situ foi praticamente idéntico ao in vivo (170
proteinas), quantidade que foi inferior ao relatado por Ventura et al (VENTURA et al., 2017).
Porém, neste Gltimo estudo, a PAE foi coletada de todos os dentes dos participantes, enquanto
no presente estudo a PAE foi coletada apenas nos locais selecionados.
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Na condigdo in vitro, foi identificado um nimero consideravelmente menor de proteinas
na PAE em comparacdo com as condi¢des in situ e in vivo (Figura 3), além disso, vérias
proteinas identificadas in situ e in vivo sdo proteinas intracelulares, cuja funcdo dentro da PAE
ndo é conhecida até o momento. Além disso, 23 proteinas foram identificadas em comum as
trés condicdes, das quais 15 proteinas sdo tipicas da PAE, apresentando importantes funcdes
neste integumento. Entretanto, na condicdo in vitro, algumas importantes proteinas tipicas da
PAE ndo foram identificadas, tais como onze isoformas da imunoglobulina (participa na
resposta de defesa a bactéria), histatina-3 (exibe atividades antibacteriana e antifungica), duas
isoformas da proteina S100 (ligacdo de calcio e zinco, além da funcdo antibacteriana) e
Lisozima (atua como componente antibacteriano). Esta Gltima proteina tem a capacidade de
degradar peptidoglicanos bacterianos, resultando em um forte potencial anticariogénico (CHU
et al., 2018). A auséncia dessas proteinas pode influenciar em estudos relacionados a cérie
dentéria. Assim, do ponto de vista qualitativo, a condi¢do in vitro ndo identificou proteinas
importantes da PAE, sugerindo que esta condigdo nao é completamente reprodutivel em relacdo
a condicdo in vivo. Em contraste, a condicdo in situ mostrou uma semelhanca (nas proteinas
tipicas da PAE) com a condicao in vivo.

Do ponto de vista quantitativo, diferencas relevantes também foram detectadas entre as
diferentes condicOes experimentais, utilizando a expressdo para proteinas subreguladas e
superreguladas. Quando a condicdo in vitro foi comparada com as condicdes in situ e in vivo,
houve uma grande reducdo de proteinas importantes, dentre elas, as cistatinas, mucina-7 e alfa-
amilase, as quais podem apresentar um impacto em estudos envolvendo cérie e erosdo dentéria,
onde se avalia o papel protetor dessas proteinas (DELECRODE et al., 2015a; DELECRODE et
al., 2015b) (Tabelas 3 e 4). Com relacdo ao aumento da estaterina na condi¢éo in vitro, vale a
pena mencionar que foi apenas 37% em relacdo & condigdo in situ, enquanto todas as outras
proteinas reduzidas (na condicdo in vitro em relacdo a in situ) apresentaram uma reducao
superior a 50%. Além disso, ao comparar as condicdes in vitro e in vivo, 0 aumento de estaterina
foi ainda menor (29%), ja com relacéo as diferentes isoformas de hemoglobina, o aumento foi
de 61 a 68% na condicdo in vitro. Entretanto, houve grandes reducdes das proteinas importantes
da PAE, como por exemplo, cistatina, mucina-7, alfa-amilase e lisozima C. Esses resultados,
possivelmente, indicam que o desempenho dos tratamentos com essas proteinas na condi¢éo in
vitro pode estar subestimado em relacdo as condi¢des in situ e in vivo, uma vez que 0S
tratamentos visam a aumentar as concentragdes dessas proteinas na PAE.

Por outro lado, quando a condicéo in situ foi comparada (por diferenca de expressao)

com a condicdo in vivo, foi observado o contrario, ou seja, houve um grande aumento de
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proteinas importantes da PAE na condic&o in situ, dentre elas a alfa-amilase, vérias isoformas
de PRPs, cistatinas, histatinas, proteina S100 e lisozima (Tabela 5). Isso implica que o0s
tratamentos avaliando essas proteinas na condicao in situ podem ser altamente comparaveis
com a condigéo in vivo.

Com base em nossos resultados, a hipotese nula foi rejeitada. As diferengas entre as
condigdes experimentais podem interferir na extrapolacéo dos resultados obtidos em estudos in
vitro para as demais condicdes (in situ e in vivo), no campo da eroséo dentaria e do DDE. Este
resultado garante uma nova perspectiva sobre estudos com aplica¢des clinicas envolvendo a
PAE, uma vez que os procedimentos preventivos e terapéuticos relacionados a erosdo dentaria
empregados no momento séo baseados em evidéncias obtidas de estudos conduzidos in vitro
ou, na melhor das hipéteses in situ, devido a falta de variaveis de resposta para avaliar
clinicamente a erosdo dentaria e o DDE. Também € importante ressaltar que, em algumas
situacOes, por exemplo, quando se deseja avaliar o impacto protetor que a PAE em si, ou
submetida a alguma modificacdo (na area da eroséo dentaria), as condi¢des in vitro e in situ sdo
necessarias, de forma que se possa apos a coleta da PAE (para analise protedmica), ter acesso
aos espécimes de esmalte para avaliacdo da perda mineral inicial (por teste de dureza) ou mais
avancada (por teste de perfilometria). Além disso, a auséncia de algumas proteinas relacionadas

a atividade bacteriana pode ter fortes impactos em estudos in vitro relacionados a carie dentéria.

4.7 CONCLUSAO

Portanto, todos os perfis protedmicos (qualitativo e quantitativo) foram diferentes,
principalmente no que diz respeito as proteinas tipicas da PAE na condicdo in vitro quando
comparada as condic@es in situ e in vivo. Em adicdo, estes resultados obtidos servirdo como
base para a compreensdo dos proximos capitulos da presente tese, 0s quais apresentam 0s
tratamentos envolvendo proteinas e peptideos contra a erosdo dentaria inicial ou DDE.
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APITULO 3

ENGENHARIA DE PELICULA ADQUIRIDA COM PROTEINAS/PEPTIDEOS:
MECANISMO DE ACAO NA SUPERFICIE NATIVA DO ESMALTE HUMANO IN
VITRO
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5.1 INTRODUCAO

O terceiro capitulo encontra-se publicado no Journal of Dentistry, no ano de 2021. Este
estudo estd intitulado “Acquired pellicle engineering with proteins/peptides: Mechanism of
action on native human enamel surface”. A autoria estd representada na seguinte ordem:
Vinicius Taioqui Pela, Marilia Afonso Rabelo Buzalaf, Samira Helena Niemeyer, Tommy
Baumann, Flavio Henrique Silva, Danyelle Toyama, Edson Crusca, Reinaldo Marchetto,
Adrian Lussi, Thiago Saads Carvalho (Ver a pagina inicial do artigo em APENDICE 3).

A interacdo continua da superficie dent&ria com os desafios quimicos (por &cidos) causa
a perda de tecido dentario. Este processo é conhecido como erosdo dentaria (SHELLIS et al.,
2011). Os acidos causadores deste desgaste podem estar relacionados a dieta (extrinseca)
(BARBOUR e LUSSI, 2014) ou ao contetdo gastrico do individuo (intrinseco) (MOAZZEZ e
BARTLETT, 2014). Vérios fatores relacionados ao paciente estdo ligados a erosdo dentéria,
tais como fatores biol6gicos, nutricionais e comportamentais (LUSSI e CARVALHO, 2014).

A saliva é considerada um dos mais importantes fatores biologicos, constituindo um
papel protetor devido as suas inumeras fungdes (HANNIG e BALZ, 1999; HANNIG e BALZ,
2001; VAN et al.,, 2004; HARA et al., 2006). Alguns exemplos classicos podem ser
mencionados, tais como, a capacidade de diluir e tamponar os acidos, bem como fornecer ions
para remineralizacdo. Também a presenca da saliva na cavidade oral contribui na formacéo da
PAE (PEDERSEN e BELSTR@M, 2019), a qual é caracterizada como uma fina camada
organica, livre de bactérias, formada por proteinas predominantemente salivares que se ligam a
todas as superficies expostas da estrutura dentaria (DAWES et al., 1963). A PAE proporciona
uma barreira de difusdo por meio da reducdo do contato direto dos acidos com a superficie do
dente, retardando o processo de erosdo dentaria (VUKOSAVLIEVIC et al., 2014;
CHAWHUAVEANG et al., 2021).

Além das efetividades naturais desta camada organica, uma nova vertente esta ganhando
forca por meio da incorporacdo de proteinas na PAE; esse procedimento estd sendo sugerido
como uma alternativa para proteger (ainda mais) os dentes contra a erosao dentaria (CHEAIB
e LUSSI, 2011; VUKOSAVLIJEVIC et al., 2014; CARVALHO et al., 2020). Por meio de
ferramentas protedmicas, alguns estudos identificaram as proteinas que permaneceram na PAE
apos exposicao aos acidos, sugerindo resisténcia a ataques acidos; exemplos dessas proteinas
sdo: cistatina (DELECRODE et al., 2015a; DELECRODE et al., 2015b), estaterina (TAIRA et
al., 2018) e hemoglobina (MARTINI et al., 2019).
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Diante disso, essas proteinas se tornam opc¢des viaveis para serem utilizadas em
produtos de saude bucal, com o intuito de fortalecer a PAE e ajudar a proteger os dentes contra
a ataques acidos. Ainda, ao considerar a aplicacdo clinica dessas proteinas, € importante
ressaltar que um dos fatores que precisa ser levado em consideracdo € o seu custo de aquisicéo.
Nesse sentido, 0 uso de cistatina humana ndo se torna viavel. Entretanto, para superar essa
limitacdo, uma nova cistatina derivada da cana-de-agucar foi produzida recombinantemente e
denominada, CaneCPI-5 (SANTIAGO et al., 2017).

Esta proteina tem se mostrado soltvel quando produzida em um sistema de expressao
bacteriana (Escherichia coli), o que facilita sua producdo e purificacdo a baixo custo
(SANTIAGO et al., 2017). Além disso, 0 estudo mostrou que o tratamento com CaneCPI-5
pode modificar a PAE e proteger os dentes contra a eroséo inicial in vitro. Esta metodologia foi
realizada com a superficie polida do esmalte e avaliada pela analise de microdureza. Em adicao,
a microscopia de forca atdbmica demonstrou que a CaneCPI-5 pode se ligar fortemente ao
esmalte (SANTIAGO et al., 2017).

Da mesma forma, os custos do uso da estaterina natural seriam altos. Novamente, para
superar esta limitacdo, um peptideo foi desenvolvido recentemente contendo os 15 residuos N-
terminais de Estaterina. Além disso, o tratamento com este peptideo (em forma de solucéo)
demonstrou resultados promissores para protecdo contra a erosao inicial in vitro (Taira et al.,
2020), bem como o tratamento com hemoglobina comercial (MARTINI et al., 2020). Ambas
proteinas protegeram contra desafios erosivos com acido cloridrico (simulando eroséo
intrinseca).

Nesse sentido, os tratamentos mencionados acima tém potencial para engenharia de
pelicula adquirida, podendo modificar a PAE e proteger os dentes contra os desafios acidos.
Até o momento, todos o0s estudos envolvendo essas proteinas/peptideos (CaneCPI-5,
hemoglobina e o peptideo de estaterina) foram realizados em esmalte polido, devido as técnicas
analiticas de avaliacdo do desgaste. No entanto, 0 uso de superficies de esmalte nativo (sem
polimento) esta mais relacionado a situacéo clinica, podendo ser investigado com o uso de um
dispositivo de reflexdo (RAKHMATULLINA et al.,, 2013; CARVALHO et al., 20163;
CARVALHO et al., 2016b), o qual esta sendo proposto neste capitulo.

5.2 OBJETIVOS
Os objetivos do presente capitulo foram avaliar o efeito protetor das Proteinas/Peptideos
(CaneCPI-5, hemoglobina e o peptideo de estaterina, isoladamente ou em combinagdo) contra

a erosdo dentaria inicial in vitro, bem como elucidar o mecanismo de acédo destes tratamentos
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quando aplicados diretamente na superficie do esmalte nativo ou por meio da engenharia de

pelicula adquirida.

5.3 HIPOTESES NULAS

As seguintes hipdteses nulas foram testadas: 1) ndo ha diferenca entre os tratamentos na
auséncia da PAE (quando atuam diretamente na superficie do esmalte nativo); 2) ndo ha
diferenca entre os tratamentos na presenca da PAE (com modificacdo da PAE); 3) a combinacgéo

de todas as proteinas/peptideos ndo difere dos tratamentos isolados.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Selecéo dos participantes e coleta da saliva estimulada

Foram selecionados nove adultos (idade média de 33 anos) de ambos os géneros (5
homens e 4 mulheres) com bom estado de salde geral. Os critérios de exclusao foram: pacientes
fumantes, gestantes, com doencas sistémicas ou em uso de medica¢6es de longa duracdo. Além
disso, os critérios especificos bucais também foram levados em consideracdo, excluindo
pacientes com cérie ativa, presenca de DDE, doenca periodontal, fluxo salivar anormal
(considerando o normal para saliva ndo estimulada > 0,3 mL/min e saliva estimulada > 1,0
mL/min).

Para o procedimento de coleta da saliva, os participantes foram orientados a ndo comer
ou beber por 2 h antes da coleta da saliva. A saliva total foi coletada entre 9:00 e 10:00 h da
manh&, mastigando um parafilm por 10 min em frascos resfriados com gelo. Posteriormente, a
saliva foi agrupada (pool: para evitar os efeitos idiossincraticos) e centrifugada (14.000 g por
20 min a 4 °C) (SANTIAGO et al., 2017). Os sobrenadantes foram separados do precipitado,
aliquotados e armazenados até o dia do experimento a -80 °C. Devido ao pool da saliva, 0
comité de ética local considera que a saliva de cada individuo ndo pode ser rastreada. 1sso
categoriza como “irreversivelmente andnima”. Nesse caso, nenhuma aprovagdo do comité se
tornou necessaria (Kantonale Ethikkommission: KEK, Switzerland), uma vez que este estudo
foi desenvolvido na Universidade de Berna, Suica. Mesmo assim, os participantes forneceram

seu consentimento, informando o uso de sua saliva para este estudo

5.4.2 Preparo dos espécimes de esmalte humano nativo
Foram utilizados terceiros molares humanos. Inicialmente, os dentes foram

inspecionados visualmente para avaliar a presenca de caries, manchas e rachaduras por meio de



95

um microscopio (Leica, M420) conectado a uma camera (Leica, DFC495). Um total de 170
espécimes de esmalte humano foram preparados a partir da superficie vestibular das coroas,
utilizando dois discos diamantados (ExtecCorp., Enfield, CT, EUA) e um espacador de 4 mm
acoplado a uma maquina de corte de precisdo (ISOMET Low Speed Saw Buehler, Lake Bluff,
lllinois, EUA) para obter amostras padronizadas (4 x 4 mm). Além disso, a altura foi
padronizada em 2 mm por meio de polimento da superficie dentinaria. Enquanto a superficie
do esmalte nativo permaneceu inalterada, todos os outros lados foram protegidos com esmalte
de unha, permanecendo exposta apenas a superficie de interesse do esmalte. Posteriormente, 0s
espécimes foram limpos com o ultrassom, utilizando &gua deionizada por 7 min a 25 °C.

Em seguida, os espécimes foram armazenados com controle de umidade (gaze Umida)
a 4 °C até o momento do experimento. Como descrito anteriormente sobre a saliva, 0s dentes
também foram adquiridos a partir de um biobanco agrupado e aleatorizados, onde o material
bioldgico € “irreversivelmente andnimo” e ndo rastreavel a qualquer paciente/participante. De
acordo com o comité de ética local, tais amostras ndo precisam de consentimento formal por
escrito, nem a aprovacdo prévia do comité de etica (Kantonale Ethikkommission: KEK,

Switzerland).

5.4.3 Aquisicao das proteinas e peptideo para os tratamentos

A CaneCPI-5 foi produzida de forma recombinante em E. coli (SANTIAGO et al.,
2017) na Universidade Federal de S&o Carlos, S&o Carlos, Sao Paulo, Brasil. Resumidamente,
a proteina expressa foi purificada a partir da fragdo soltvel de culturas bacteriana induzidas por
IPTG (lIsopropil-beta-D-Tiogalactosidio), submetida a centrifugacdo e a sonicagdo. Em
sequida, a purificacdo foi feita por cromatografia de afinidade, utilizando colunas contendo
resina de niquel (Ni-NTA - Superflow - Qiagen) (SOARES-COSTA et al., 2002; SANTIAGO
etal., 2017).

A Hemoglobina humana foi obtida da Sigma (catalago: H7379 - Sigma Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) (MARTINI et al., 2020).

O peptideo derivado da Estaterina, contendo os 15 residuos N-terminais
(DpSpSEEKFLRRIGRFG, onde “p” significa fosforilagdo em serina - 2 e 3 fosforilada) foi
sintetizado pelo método de fase solida (AMBLARD et al., 2005), de acordo com um protocolo
padrdo, no qual foi utilizado um fluorenilmetoxicarbonil protetor (FMOC) (como protetor dos
grupos a-amino e derivados t-butil) com a finalidade de proteger as cadeias laterais dos residuos
de aminoécidos trifuncionais (CHAN e WHITE, 2000). Depois, 0s peptideos foram purificados

por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando coluna C18. Por fim, eles foram
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caracterizados através da determinacdo da massa molecular (CHAN e WHITE, 2000; TAIRA
et al., 2020) Este peptideo foi desenvolvido na UNESP de Araraquara, Araraquara, Sdo Paulo,

Brasil.

5.4.4 Grupos e procedimentos experimentais

Os espécimes de esmalte foram distribuidos (determinadas por nimeros aleatoriamente
computadorizados) em 10 grupos (n=17/grupo), de acordo com 0s grupos de tratamento e com
0s procedimentos experimentais: mecanismo de acdo das proteinas/peptideos atuando
diretamente na superficie do esmalte sem a formacéo da PAE (sem PAE; SPAE) ou mecanismo
de acéo sobre a PAE (com PAE; CPAE). Quatro grupos de tratamento foram usados para ambos
o0s procedimentos e as concentra¢des de cada proteina/peptideo foram determinadas de acordo
com estudos anteriores: Controle (dgua deionizada, sem proteina/peptideo, pH 7,9), CaneCPI-
5(0,1 mg/mL, pH 7,8) (SANTIAGO et al., 2017), Hemoglobina (1 mg/mL, pH 6.3) (MARTINI
et al., 2020), peptideo de Estaterina (1,88 x 10° M, pH 6,1) (TAIRA et al., 2020). Todas as
proteinas/peptideos foram preparados em agua. Em adicdo, dois grupos foram testados em
amostras com PAE: peptideo de Estaterina solubilizada em tampéo fosfato (pH 7,1) e uma
combinacdo das trés proteinas/peptideos (diluidas em &gua, pH 7,9; Combinacdo) (Figura 4).

Antes do experimento, todas as amostras foram lavadas (5 s) e secas (3 s). Em seguida,
0 baseline da intensidade de reflexdo da superficie inicial (IRSi) foi medida em todas as
amostras, usando um Reflectometro portatil (RAKHMATULLINA et al., 2013; CARVALHO
etal., 2016a; CARVALHO et al., 2016b). Posteriormente, os espécimes foram submetidos aos
tratamentos, de acordo com as solugdes acima. Para isso, 0s espécimes foram imersos
individualmente (250 ul) em microtubos de 2 mL, contendo &gua ou solucdo de
proteina/peptideo, por 2 h a 37 °C, sob agitacdo de 70 rpm. Em seguida, os espécimes foram
lavados com agua deionizada (5 s) e secos com ar (3 s) (Figura 4).

Para estudar o mecanismo de acgéo diretamente na superficie do esmalte, 0s espécimes
foram submetidos diretamente ao desafio erosivo (para simular o efeito do suco de laranja) em
microtubos (1 mL, &cido citrico 1%, pH 3,6, durante 2 min, a 25 °C, 70 rpm) e imediatamente
o0s espécimes foram enxaguados com &gua deionizada (5 s) e secos com ar (3 s) (CARVALHO
et al., 2016b). O &cido citrico foi armazenado a 4 °C para posterior analise do célcio liberado
no &cido citrico. Estes procedimentos (tratamento com as proteinas/peptideos e acido) foram
repetidos, totalizando 5 vezes (Figura 4).

Para 0s espécimes voltados para 0 mecanismo de acdo na PAE, 0s seguintes passos

foram realizados. Inicialmente, os espécimes foram submetidos aos tratamentos (com a solugéo
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proteina/peptideo, conforme descrito acima). Em seguida, os espécimes foram incubados
individualmente em saliva humana em microtubos de 2 ml (250 pL, durante 2 h, a 37 °C, sob
agitacdo de 70 rpm) para a formacédo da PAE. Imediatamente, os espécimes foram lavados com
agua deionizada (5 s) e secos com ar (3 s). Por fim, os espécimes foram submetidos ao desafio
acido, conforme descrito acima. Da mesma forma do mecanismo de acdo diretamente na
superficie do esmalte, os procedimentos voltados ao mecanismo de acdo na PAE foram
repetidos, totalizando 5 vezes (Figura 4).

Ao final do experimento, todos os espécimes foram submetidos individualmente a 1 mL
de solucdo de hipoclorito de sédio a 3% (NaOCI) por 5 min, a 25 °C (para remover a camada
remanescente da PAE (BREVIK et al., 2013) e ndo interferir na analise final da intensidade de
reflexdo da superficie (IRSf)).
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Figura 4. Esquema metodoldgico da presenca ou auséncia da PAE in vitro. Representacdo dos espécimes,
grupos de tratamento, auséncia ou presenca da pelicula adquirida, desafio &cido e diferentes métodos para a analise.

5.4.5 Relacédo da intensidade de reflexdo da superficie (%IRS)

A intensidade de reflexao da superficie (IRS) foi realizada, usando um Reflectometro
portatil Optipen (RAKHMATULLINA et al., 2013; CARVALHO et al., 2016a; CARVALHO
et al., 2016b). Na analise inicial (IRSi) e na analise final (IRSf), os espécimes foram
previamente lavados (5 s) e secos (3 s). Em seguida, a ponta do Reflectdometro foi colocada
sobre a superficie do esmalte e inclinada em diferentes angulos até se obter o maior ponto de
reflexdo. Para a analise estatistica, foi utilizado o valor relativo do IRS (%IRS), calculado da
seguinte forma: %IRS: (IRSf/ IRSi) x 100.

5.4.6 Analise do calcio liberado no acido citrico (AC)
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Apos cada desafio erosivo, o cido citrico foi armazenado. Ao final do experimento, as
aliquotas utilizadas para os 5 ciclos de cada amostra foram reunidas (totalizando 5 mL de &cido
por amostra). Em seguida, o acido foi analisado por um espectrometro de absorcdo atdmica
(AAS; Analyst 400, Perkin Elmer Analytical Instruments, Waltham, MA, EUA). Nitrato de
lantanio (0,5%, nitrato de lantanio hexahidratado: La(NO3)3.6H20) foi adicionado ao acido
citrico para eliminar a interferéncia de outros ions (SCHLUETER et al., 2011). Dessa forma,
os valores das concentracGes de calcio foram utilizados para calcular a quantidade total de
calcio liberada por espécime de esmalte. Esses valores de calcio foram normalizados para a area
do esmalte. Para obter um resultado mais preciso, a area da superficie do esmalte foi medida,
usando um microscopio de luz (Leica, M420) conectado a uma camera (Leica, DFC495) e um
software IM500. Assim, a quantidade total de calcio liberada foi expressa em nmol de Ca**/mm?
de esmalte (CARVALHO et al., 2016a).

5.4.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Um espécime de cada grupo foi usado para obter micrografias em alta ampliacdo. Para
iss0, 0s espécimes foram revestidos com paladio de ouro (100 s, 50 mA), usando um dispositivo
de pulverizacdo (Balzers SCD 050, Balzers, Balzers, Liechtenstein). Posteriormente, as
imagens foram obtidas com o aumento de 500 x a 10 kV (JSM-6010PLUS /LV SEM, JEOL,
Téquio, Japdo) (CARVALHO et al., 2016b).

5.4.8 Andlise estatistica

Inicialmente, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade.
Na primeira parte do estudo, um Teste “t” pareado foi realizado para comparar os tratamentos
do peptideo de estaterina (solubilizado em &gua ou em tampdo fosfato). Além disso, foi
realizada a analise por ANOVA (a dois critérios), com as seguintes varidveis: presenca ou
auséncia da PAE e grupos de tratamentos, seguida pelo teste de Tukey. Posteriormente, foi
realizada a analise por ANOVA (um critério), seguida pelo teste de Comparacdo Multipla de
Tukey (apenas com os tratamentos envolvendo a presenca da PAE). Todas as anélises

estatisticas consideraram o nivel de significancia de 0,05.

5.5 RESULTADOS
5.5.1 Comparagcao do peptideo de estaterina solubilizado em agua ou solu¢ao tampéo
Os resultados foram divididos em duas partes. Na primeira parte, por razdes

metodologicas, foi comparado o tratamento com o peptideo de estaterina solubilizado em agua
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ou em tampdo fosfato. Desta forma, o peptideo solubilizado em &gua foi capaz de fornecer uma
maior protecdo para o esmalte quando comparado com o peptideo de estaterina solubilizado em
tampéo fosfato, apresentando maior %IRS (p=0,0158) e menor liberacdo de calcio (p=0,0019)
(Figura 5). Portanto, o peptideo de estaterina solubilizado em agua foi utilizado para as analises

posteriores.
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Figura 5. Comparagéo da solubilizacio do peptideo de estaterina em &gua e tampéo fosfato. A) Relacdo da
intensidade de reflexdo da superficie (%IRS). B) Célcio liberado para o acido citrico (nmol de Ca?*/mm? de
esmalte). Letras distintas indicam diferencas significativas entre os grupos. (n/grupo=17; p<0,05).

5.5.2 Mecanismo de acéo das proteinas/peptideos pelo Reflectdmetro

Na segunda parte do estudo, foi analisado o efeito das proteinas/peptideos na superficie
do esmalte (SPAE) e na presenga da PAE (CPAE), considerando os grupos Controles e os
tratamentos (CaneCPI-5, Hemoglobina e o peptideo de Estaterina). Além disso, foi comparado
o efeito do grupo da Combinacdo com os demais tratamentos (neste caso, apenas 0S grupos
CPAE).

Em relacdo a ANOVA (dois critérios) da %IRS, o grupo controle apresentou a menor
protecdo (menor %IRS, p<0,01). Nele, a presenca da PAE foi capaz de proteger
significativamente o esmalte (65% + 2,75) quando comparado a condi¢cdo SPAE (51% + 2,75),
assim como o grupo da hemoglobina. Entretanto, o grupo da CaneCPI-5 apresentou um efeito
oposto, j& 0 grupo do peptideo de Estaterina ndo demonstrou diferenca significativa entre a
condicdo CPAE e SPAE. Todos os tratamentos com proteinas e peptideo protegeram o esmalte
contra a erosao, apresentando valores de %IRS maiores do que os grupos controle (SPAE e
CPAE) (p<0,01). A atuacao dos tratamentos diretamente na superficie do esmalte (SPAE), ndo
apresentou diferenca significativa entre Hemoglobina (SPAE; 75% + 2,75) e o peptideo de
Estaterina (SPAE; 73% + 2,75). Entretanto, a CaneCPI-5 apresentou significativamente o

melhor efeito protetor (SPAE; 106% + 2,75). Por outro lado, a atuacdo dos tratamentos na
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engenharia de pelicula adquirida ndo apresentou diferenca entre os trés grupos envolvendo
proteinas/peptideo (85% + 2,75, 91% + 2,75 e 81% + 2,75, para CaneCPI-5, Hemoglobina e 0
peptideo de Estaterina, respectivamente) (Figura 6A). Além disso, a anadlise ANOVA (um
critério), envolveu apenas os grupos CPAE e demonstrou que o grupo da Combinacéo forneceu
o melhor efeito protetor (significativo: 112% + 2,75) em comparagéo aos tratamentos isolados
(Figura 6B). Observando cada grupo de proteina/peptideo, a CaneCPI-5 apresentou a melhor
protecdo ao atuar diretamente na superficie do esmalte, enquanto a Hemoglobina apresentou a
melhor protecdo ao atuar na engenharia de pelicula adquirida, e o peptideo de Estaterina ndo
demonstrou diferenca significativa no modo de agéo (Figura 6A).
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Figura 6. Relacdo da intensidade de reflexao da superficie (9%IRS). A) As colunas cinza-claros representam
0s grupos sem pelicula adquirida do esmalte (SPAE). As colunas cinza escuro representam 0s grupos com
formacdo da pelicula adquirida do esmalte (CPAE). Letras distintas maitsculas denotam diferengas significativas
entre a presenca e a auséncia da PAE. Letras distintas minusculas denotam diferencas significativas entre os
tratamentos. (n/grupo=7; ANOVA dois critérios; p<0,05). B) As colunas cinza escuro representam 0s grupos com
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formacdo da pelicula adquirida do esmalte (CPAE). Letras distintas mintasculas denotam diferengas significativas
entre os tratamentos. (n/grupo=17; ANOVA um critério; p<0,05).

5.5.3 Mecanismo de acéo das proteinas/peptideos pela analise de célcio

Em relacdo a analise ANOVA (dois critérios) da AC para o estudo SPAE, o grupo
controle apresentou a menor protecédo, ou seja, houve a maior liberacéo de calcio (p<0,01; 14,2
+ 0,6), enquanto a CaneCPI-5 (8,5 + 0,6), Hemoglobina (8,9 + 0,6) e o peptideo de Estaterina
(9,3 + 0,6) apresentaram uma protecdo significativa em comparacdo ao Controle e sem
diferenca significativa entre os tratamentos com proteinas/peptideo (Figura 7A). Em todos os
grupos nao houve diferenca significativa entre a condicdo CPAE e SPAE. Além disso, a analise
ANOVA (um critério), envolvendo apenas os grupos CPAE demonstrou que o grupo da
Combinacéo (7,4 £+ 0,6) liberou significativamente uma menor quantidade de calcio no acido
citrico em comparacdo ao grupo Controle (Figura 7B). Entretanto, ndo houve diferenca
significativa quando o grupo da Combinacao foi comparado aos demais tratamentos isolados,
tais como, CaneCPI-5 (10,75 + 0,6), Hemoglobina (9,4 + 0,6), Estaterina (8,3 + 0,6) (Figura
7B).
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Figura 7. Andlise do célcio liberado no &cido citrico (nmol de Ca?/mm? de esmalte). A) As colunas cinza-claros
representam os grupos sem pelicula adquirida do esmalte (SPAE). As colunas cinza escuro representam 0s grupos
com formacdo da pelicula adquirida do esmalte (CPAE). Letras distintas mailsculas denotam diferencas
significativas entre a presenca e a auséncia da PAE. Letras distintas mintsculas denotam diferencas significativas
entre os tratamentos. (n/grupo=7; ANOVA dois critérios; p<0,05). B) As colunas cinza escuro representam 0s
grupos com formagéo da pelicula adquirida do esmalte (CPAE). Letras distintas mintsculas denotam diferencas
significativas entre os tratamentos. (n/grupo=17; ANOVA um critério; p<0,05).

5.5.4 Microscopia eletronica de varredura da superficie do esmalte nativo

As imagens das superficies do esmalte obtidas pela MEV estdo apresentadas na Figura
8. O efeito mais severo do &cido citrico foi encontrado no grupo Controle. Por outro lado, a
menor desmineralizacdo foi mais evidente para o grupo tratado com a combinagdo das trés
proteinas/peptideos, enquanto os demais tratamentos permaneceram semelhantes e sem grandes

diferencas nas imagens obtidas (Figura 7).
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Figura 8. Imagens de microscopia eletronica de varredura. Obtencdo de imagens da superficie do esmalte
nativo de acordo com os diferentes grupos de tratamento. (14kV - 500x - 50um). Os espécimes de esmalte dos
grupos: Controle (SPAE e CPAE) apresentaram uma maior desmineralizacdo, com a superficie de esmalte mais
porosa. Os demais grupos também apresentaram sinais de desmineralizacdo, porém com a superficie de esmalte
menos porosa. O grupo Combinacdo (CPAE) apresentou a menor desmineralizagdo em comparacdo com os demais
grupos (SPAE e CPAE).

5.6 DISCUSSAO

O termo "engenharia de pelicula adquirida™ tem sido sugerido como uma alteracdo dessa
camada organica que se forma na superficie do dente por meio da incorporacdo de proteinas
e/ou peptideos, os quais podem aumentar a protecdo contra a desmineralizacdo
(VUKOSAVLIJEVIC et al., 2014; CARVALHO et al., 2020). No entanto, algumas proteinas e
peptideos podem interagir com a propria superficie do dente, causando impacto na subsequente
deposicao de proteinas da PAE. Diante de varios tratamentos no presente capitulo, é importante
recordar que o capitulo 2 mencionou o fato de primeiramente realizar o protocolo in vitro, com
0 objetivo de selecionar o melhor tratamento antes que 0s ensaios clinicos sejam realizados
(PELA et al., 2020b).

Inicialmente, foi comparado o peptideo de Estaterina preparado em agua ou em tampéao
fosfato. Estaterina € um polipeptideo composto por duas regides principais, um N-terminal
carregado negativamente e um C-terminal neutro. A primeira regido tem sido sugerida como a
mais importante para ligacdo a superficie do dente (RAJ et al., 1992) e consequentemente para
a protecao dos dentes contra a desmineralizacdo (SHAH et al., 2011). Além disso, Estaterina
desempenha outras fungdes na saliva humana, incluindo a formacéo da PAE e o tamponamento

do fosfato (SANTOS et al., 2008). Estas caracteristicas desempenham um importante papel na
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desmineralizacdo. Com isso em mente, alguns experimentos testaram os peptideos de Estaterina
sintetizados em tampé&o de fosfato (KOSORIC et al., 2007; SANTOS et al., 2008; TAIRA et
al., 2020). Neste estudo, as demais proteinas/peptideo foram solubilizadas em agua e,
idealmente, todos estes tratamentos, incluindo o peptideo de estaterina, deveriam estar na
mesma solucdo base. Isso se torna mais importante quando levamos em considera¢do o grupo
contendo a combinacdo de todas as trés proteinas/peptideos. Devido a isso, o presente resultado
demonstrou que o peptideo de Estaterina solubilizado em &gua apresentou melhores resultados
de protecdo para o esmalte nativo. Portanto, peptideo de Estaterina solubilizado em agua foi
usado para a parte principal do estudo.

O aspecto fundamental do presente estudo foi avaliar o efeito das proteinas/peptideos
na atuacdo direta na superficie do esmalte (SPAE) e na engenharia de pelicula adquirida
(CPAE). E bem conhecido que a PAE pode proteger o esmalte contra a desmineralizacio
(PEDERSEN e BELSTR@M, 2019) e isso foi observado no presente estudo. A analise da %IRS
mostra que a presenca da PAE no grupo Controle demonstrou melhor protecao contra a erosao
dentaria do que o grupo Controle SPAE. No entanto, a analise da liberacdo de calcio no acido
citrico ndo foi tdo clara. 1sso pode estar relacionado a presenca de calcio na PAE (JAGER et
al., 2011). Nos grupos SPAE, a liberacéo de calcio foi exclusivamente da superficie exposta do
esmalte, e pode-se esperar que seja maior, pois nao possui protecdo da PAE. Entretanto, nos
grupos CPAE, parte do calcio identificado também foi liberado da propria PAE. E importante
mencionar que o espécime de esmalte foi totalmente imerso em saliva, e a pelicula foi formada
em todos os lados, mesmo na superficie protegida com esmalte de unha. Assim, quando um
especime foi imerso em &cido citrico, o calcio foi liberado ndo apenas do esmalte dentario
exposto, mas também da PAE que cobria todos os lados do espécime, possivelmente levando a
um aumento da quantidade de célcio identificados nos grupos CPAE. Nessa perspectiva, 0s
resultados de calcio devem ser interpretados com essa restricdo em mente.

Ao analisar cada tratamento separadamente, observamos que 0 grupo contendo a
CaneCPI-5, demonstrou melhor efeito protetor ao atuar diretamente na superficie do esmalte
(SPAE) do que ao atuar na engenharia de pelicula adquirida. Isso pode estar relacionado a sua
alta forca de ligacdo a hidroxiapatita, conforme detectado por experimentos de Microscopia de
Forca Atomica (SANTIAGO et al.,, 2017). Além disso, foi visto que a cistatina € acido-
resistente, entdo especulamos que a CaneCPI-5 tenha um mecanismo de acdo diretamente na
superficie do esmalte, local onde esta proteina permanece (em partes) apés o desafio acido
(Figura 9), levando a um efeito protetor. Apesar da prote¢cdo um pouco menor, a CaneCPI-5

ainda mostrou um efeito na engenharia de pelicula adquirida, uma vez que levou a melhores
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resultados do que o grupo controle. Esses resultados indicam que estudos posteriores avaliando
0 uso da CaneCPI-5 contra a erosdo dentéria, devem aplicar essa proteina diretamente no

esmalte e ndo na PAE, por exemplo, apds a realizacdo de uma profilaxia profissional.

Mecanismo diretamente sobre a superficie do esmalte Mecanismo sobre a engenharia de pelicula adquirida
SUpe Antes de erosdo Apds a erosio Antes de erosio Apds a erosio
Controle “ . .
AAAAAAAA A DDA DL D D A 2
Glelelelele 1]
o 00 00
CaneCPI-S @ g e O e
AAAAALDALANLD AAA A A4 AAAAAA&A ALA A

Hemoglobina . . .

Estaterina

2224 02.2 22, 2

Combinagio

A Sitiosde ligacio sobre o esmalte . Proteinassalivares CaneCPI-5 . Hemoglobina \h‘ Estaterina

Figura 9. Modelo do mecanismo de agdo para cada tratamento. Demonstragdo das diferentes
proteinas/peptideo atuando diretamente na superficie do esmalte e/ou na engenharia de pelicula adquirida, com
seus provaveis efeitos antes e depois da erosdo por acido citrico. Cada linha demonstra 0 mecanismo de um grupo
diferente, representado pelas diferentes bolas coloridas (diferentes proteinas/peptideos). O lado esquerdo (duas
primeiras colunas) demonstra 0 mecanismo diretamente na superficie do esmalte (antes e depois da eroséo) sem a
presenca da pelicula. O lado direito (duas Gltimas colunas) demonstra o mecanismo relacionado a engenharia de
pelicula adquirida (antes e depois da eroséo).

Com relacdo a Hemoglobina, essa proteina também é uma candidata com potencial para
proteger contra a erosdo dentaria. A concentracdo desta proteina é cerca de 3 vezes maior na
PAE de pacientes com refluxo gastroesofagico que ndo apresentam DDE (MARTINI et al.,
2019), podendo, portanto, ser um dos fatores de protecdo nestes pacientes. Um estudo anterior
do nosso grupo mostrou protecao significativa da Hemoglobina quando o esmalte polido foi
erodido com acido cloridrico (MARTINI et al., 2020). Neste momento, essa proteina foi testada
em esmalte humano nativo com &cido citrico, e como esperado, a Hemoglobina também
protegeu o esmalte contra a desmineralizacdo, porém apresentou um melhor efeito protetor na
engenharia de pelicula adquirida do que quando ela atuou diretamente na superficie do esmalte.

Isso foi notavel, uma vez que a Hemoglobina tem forte afinidade para se adsorver a
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hidroxiapatita. Sua taxa de adsor¢do aumenta a medida em que a sua concentragcdo aumenta
(PEARCE e BIBBY, 1966), e a medida em que o pH diminui (YU et al., 2017). Embora nossa
concentracdo de hemoglobina tenha sido relativamente alta no presente estudo (1 mg/mL) em
comparagdo com os valores da concentracdo salivar, onde os pacientes saudaveis apresentam
apenas 0,29 pg/mL (MAENG et al., 2016), o nosso pH permaneceu neutro. 1sso provavelmente
dificultou sua adsorc¢éo a superficie do esmalte, mas ainda ocorreu a adsorcao, pois apresentou
efeito protetor em relacdo ao grupo Controle. O mecanismo exato de como a Hemoglobina
adere ao esmalte ainda ndo esta bem descrito, e deve ser investigado em futuros trabalhos. De
qualquer forma, os nossos resultados mostram que a Hemoglobina teve melhor mecanismo de
acdo na engenharia de pelicula adquirida, aumentando o efeito protetor da PAE contra a erosao
dentaria (Figura 9), corroborando o fato de que a PAE de alguns pacientes com refluxo,
contendo maior quantidade de hemoglobina na saliva pode prevenir o DDE (MARTINI et al.,
2019).

A Estaterina é conhecida ha muito tempo por ser uma das proteinas precursoras que
formam a camada basal da PAE, devido a sua alta afinidade pela hidroxiapatita (HANNIG e
JOINER, 2006; SIQUEIRA et al., 2012b). Além disso, semelhante a CaneCPI-5, a Estaterina
também € uma proteina acido-resistente, permanecendo na superficie do esmalte apds ataques
erosivos (TAIRA et al., 2018). Portanto, era esperado que este peptideo se comportasse de
maneira semelhante a CaneCPI-5. Curiosamente, embora a o peptideo tenha produzido
melhores resultados protetores do que o grupo controle, ndo foi observada diferenca entre sua
acdo diretamente na superficie do esmalte e na engenharia de pelicula adquirida. 1sso pode ser
porque existe Estaterina na saliva, que ja pode aderir a superficie do esmalte e competir para
ocupar os sitios de ligacdo disponiveis no esmalte. Uma vez que esses locais sdo ocupados,
nenhuma protecéo adicional é observada com a engenharia de pelicula adquirida envolvendo a
solucdo do peptideo. No entanto, quando esta solucdo de peptideo é usada como tratamento
(sem a presenca de saliva), o peptideo pode adsorver nos locais de ligagdo do esmalte e fornecer
um efeito protetor (TAIRA et al., 2020) (Figura 9). Neste caso, sua ligacdo esta relacionada aos
15 residuos N-terminais, explicado anteriormente. Essa conformacéo gera densidades de cargas
negativas e residuos de fosfato sdo posteriormente atraidos por residuos de célcio da
hidroxiapatita (RAJ et al., 1992; TAIRA et al., 2020).

O melhor efeito protetor observado neste estudo foi o grupo da Combinacdo,
envolvendo as trés proteinas/peptideos. Por meio da analise da %IRS, este grupo proporcionou
uma protecéo (significativamente melhor por ANOVA um critério) em comparagdo aos demais

grupos. Embora os resultados de liberacéo de calcio ndo tenham sido t&o claros, como discutido
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acima, ainda houve uma tendéncia desse grupo em liberar menos calcio, ou seja, melhor
protecdo. Com base nos resultados dos outros tratamentos com proteinas/peptideos isolados,
podemos especular o mecanismo de acao dessa combinacéo (Figura 9). Nossa hipdtese é de que
a CaneCPI-5 desempenhou um papel mais importante na adsor¢do ao esmalte, enquanto que a
hemoglobina e o peptideo de Estaterina tiveram um efeito mais notavel na engenharia de
pelicula adquirida. Além disso, também é provavel que essas proteinas/peptideos tenham um
efeito sinérgico, o que levou a melhores resultados da %IRS. De fato, os valores de reflex@o
final foram superiores a 100%, e as raz0es para isso podem ser explicadas de duas formas: ou
0 esmalte ndo estava desmineralizado ou havia resquicio da PAE na superficie do esmalte,
mesmo apds a imersdo no NaOCI (LUSSI et al., 2012). A primeira explicagdo provavelmente
ndo aconteceu porque os desafios acidos foram capazes de causar desmineralizacdo em todos
0S outros grupos cobertos com a PAE (ver outros grupos: CPAE). Além disso, é provavel que
restos da PAE tenham permanecido no esmalte, mesmo ap0s a incubacgdo dos espécimes em
NaOCI (BREVIK et al., 2013). Isso é plausivel, pois o efeito sinérgico das proteinas/peptideos
provavelmente levou a uma forte ligacao a superficie do esmalte, formando uma camada basal
forte o suficiente que ndo foi completamente removida pelo acido ou NaOCI (Figura 9).
Entretanto, essa hipdtese merece ser analisada em futuros estudos. Também experimentos
adicionais devem ser realizados combinando pares de proteinas/peptideos, a fim de melhor
compreender 0 mecanismo de acdo desse sinergismo. Para este grupo da Combinacdo, no
entanto, o procedimento SPAE ndo foi realizado porque a solucéo é destinada a uma aplicaco
clinica, na qual a presenca de saliva é indelével.

E importante considerar que o tempo de incubacio dos espécimes de esmalte é bastante
longo (2 h), mas foi realizado seguindo protocolos anteriores para permitir comparagdes entre
0s estudos (CHEHAIB e LUSSI, 2011; SANTIAGO et al., 2017; TAIRA et al., 2020;
MARTINI et al., 2020). Além disso, a formacdo da PAE foi feita in vitro, o que leva a uma
PAE diferente daquela formada in situ ou in vivo, conforme apresentado no capitulo anterior.
Neste capitulo também demonstrou que houve um aumento da estaterina e da hemoglobina na
condicdo in vitro, indicando que estes tratamentos podem ser reprodutiveis quando comparados
a uma condicAo clinica (PELA et al. 2020b). Por outro lado, houve uma diminuicio da cistatina
na condigdo in vitro, porém € importante lembrar que os tratamentos empregados no presente
estudo (cistatina derivada da cana-de-acucar: CaneCPI-5, peptideo de Estaterina e hemoglobina
comercial) sdo diferentes das proteinas humanas da PAE. Em adi¢do, nosso protocolo in vitro
usou saliva e dentes humanos (nativo), enquanto a maioria dos outros estudos envolvendo o

tratamento da erosdo dentaria foram realizados em superficies de dentes polidos (esmalte ou



108

dentina) (SCHLUETER et al., 2011). Isso pode ser considerado uma vantagem do presente
estudo, pois estda mais intimamente relacionado com a situacdo clinica. Apesar da presente
condicdo in vitro, nossos resultados abrem um caminho para os procedimentos preventivos,
envolvendo componentes organicos, tais como proteinas e peptideo apresentados acima. Além
disso, estes resultados servirdo de suporte para o préximo capitulo, o qual propde desenvolver
uma combinagdo entre componentes organicos e inorganicos para a protecdo contra a erosao

dentaria por meio da engenharia de pelicula adquirida.

5.7 CONCLUSAO

Com base em nossos resultados, todas as hipdteses nulas foram rejeitadas. Em
concluséo, o tratamento com a CaneCPI-5 demonstrou melhor efeito protetor diretamente na
superficie do esmalte. Por outro lado, a Hemoglobina apresentou melhor resultado na
engenharia de pelicula adquirida, diferentemente do peptideo derivado da Estaterina, o qual ndo
apresentou diferenca entre as duas condigdes. Em adicdo, a combinacdo das trés
proteinas/peptideo proporcionou o melhor efeito protetor para o esmalte nativo. O provavel
mecanismo de acdo para esta combinacdo € por meio da adsorcdo das proteinas/peptideo

diretamente na superficie do esmalte, bem como por meio da engenharia de pelicula adquirida.
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APITULO 4

ENGENHARIA DE PELICULA ADQUIRIDA USANDO UMA COMBINACAO DE
COMPONENTES ORGANICOS (CISTATINA DA CANA-DE-ACUCAR) E
INORGANICOS (FLUORETO DE SODIO) CONTRA A EROSAO DENTARIA
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6.1 INTRODUCAO

O quarto capitulo encontra-se publicado na Caries Research no ano de 2022. Este estudo
estd intitulado “Acquired pellicle engineering using a combination of organic (sugarcane
cystatin) and inorganic (sodium fluoride) components against dental erosion”. A autoria esta
representada na seguinte ordem: Vinicius Taioqui Pela, Samira Helena Niemeyer, Tommy
Baumann, Flavia Mauad Levy, Flavio Henrique Silva, Adrian Lussi, Thiago Saads Carvalho,
Marilia Afonso Rabelo Buzalaf (Ver a pagina inicial do artigo em APENDICE 4).

E importante iniciar este capitulo destacando que o DDE é amplamente comum devido
a sua etiologia multifatorial e ao aumento de sua gravidade com a idade (MARTIGNON et al.,
2021). A maioria dos estudos estdo usando componentes inorganicos contra este tipo de
desgaste, como por exemplo, o flaor (F) (LUSSI et al., 2019; ZANATTA et al., 2020) e ions
de estanho (KONRADSSON et al., 2020). O mecanismo de protecdo destes componentes (na
superficie do esmalte) estd associado a reacdo com a hidroxiapatita, reduzindo a solubilidade
do esmalte (WACHTEL, 1964; SCHLUETER et al., 2009a). Assim, o uso de uma solucéo
comercial contendo SnClz/NaF/AmF é, até o momento, o tratamento mais eficaz contra a
desmineralizacdo erosiva (HUYSMANS et al., 2014). Além disso, essa solugdo é comumente
utilizada como controle positivo em estudos de erosdo dentaria (DE SOUZA et al., 2018;
IONTA et al., 2020).

Apesar dos componentes inorganicos serem as estratégias mais estudadas para proteger
a erosdo dentaria, o papel dos componentes organicos ndo pode ser desconsiderado. O principal
componente orgénico é a PAE, que é um fator intrinseco ao paciente, entretanto existem 0s
componentes extrinsecos, tais como polifendis ou outras proteinas que também podem interagir
com a superficie do dente ou com a prépria PAE (BUZALAF et al., 2012a). Nesse sentido, 0s
estudos estdo sendo voltados para as estratégias preventivas por meio da “engenharia de
pelicula adquirida”, onde componentes organicos extrinsecos aderem e modificam a PAE,
melhorando suas caracteristicas naturais de protecdo (CHEAIB e LUSSI, 2011; CHEAIB et al.,
2015; WEBER et al., 2015; REHAGE et al., 2017; ZIMMERMANN et al., 2019; NIEMEYER
et al., 2021). Dentro desse conceito, nosso grupo de pesquisa esta focado em proteinas &cido-
resistente da PAE, como por exemplo, as cistatinas (DELECRODE et al., 2015a;
DELECRODE et al., 2015b). As cistatinas sdo inibidores de proteases de cisteina, as quais sao
identificadas em praticamente todos os organismos (BARRETT, 1986). Diante disso, o capitulo
anterior demonstrou que a CaneCPI-5 foi caracterizada e empregada para fortalecer a camada

da PAE e aumentar seu efeito de protecdo contra a erosdo dentéria (PELA et al., 2021a). Além
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disso, outro estudo mostrou que esta proteina possui uma alta forca de ligagdo a hidroxiapatita
(SANTIAGO et al., 2017), sendo capaz de aderir ao esmalte e modificar a PAE (CARVALHO
et al., 2020; PELA et al., 2021a).

Devido a sua capacidade de se ligar a hidroxiapatita (SANTIAGO et al., 2017), propde-
se que a primeira aplicacdo da CaneCPI-5 seja feita em consultério e as subsequentes aplicaces
sejam realizadas pelo préprio paciente (auto aplicacfes). Na condi¢do pratica, inicialmente a
PAE precisa ser removida por uma profilaxia profissional e, posteriormente realizar a aplicacao
do tratamento proteico. Esta sequéncia de procedimentos tem como finalidade formar uma
camada basal da PAE contendo grandes quantidades da CaneCPI-5. Uma vez que foi
demonstrado em um estudo in vivo que a aplicacdo desta proteina na superficie do esmalte
aumentou a quantidade de proteinas resistentes aos acidos da PAE, reduzindo a
desmineralizacdo erosiva inicial (CARVALHO et al., 2020). Além disso, sugere-se que as
aplicacOes subsequentes da CaneCPI-5 sejam realizadas pelo proprio paciente em casa (auto
aplicacOes) antes dos desafios acidos, a afim proteger o esmalte contra a desmineralizacéo.

Até agora, as estratégias envolvendo o uso de compostos organicos e inorganicos para
proteger o esmalte contra a erosdo dentaria foram avaliados apenas separadamente. Diante do
contexto, trés questdes foram levadas em consideracao para o presente capitulo: 1) A eficacia
do componente organico (CaneCPI-5) contra a erosdo dentéria; 2) O papel favoravel do F" no
equilibrio de desmineralizacdo e remineralizacdo (TEN CATE e BUZALAF, 2019); e 3) A
sugestdo apresentada (no capitulo anterior) sobre o uso de diferentes combinacGes para
potencializar o efeito protetor contra a erosdo dentéria inicial. Desta forma, torna-se plausivel
testar a combinacdo de ambos os componentes (CaneCPI-5 e F) em uma Unica solucéo,
verificando o seu efeito preventivo contra a erosdo dentaria, por meio da engenharia de pelicula

adquirida.

6.2 OBJETIVO

Assim, este capitulo avaliou a combinacdo da CaneCPI-5 e fluoreto de sédio (NaF)
adicionado a uma solucdo antes da formacéao da PAE para a prevencédo da eroséo dentaria. Como
este € um primeiro passo envolvendo combinagdes de componentes, 0 presente experimento

usa uma metodologia in vitro.

6.3 HIPOTESE NULA
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A hipdtese nula testada foi: a combinagdo da CaneCPI-5 e NaF adicionado a uma
solucdo antes da formacdo da PAE ndo protege o esmalte contra a erosdo dentéria in vitro.

6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Questdes éticas

Os dentes humanos utilizados neste estudo foram selecionados a partir de um biobanco.
A saliva estimulada foi coletada (com consentimento dos participantes) e imediatamente
agrupada. Tanto os dentes quanto a saliva foram considerados “irreversivelmente
anonimizados”. Dessa forma, ndo foi obrigatéria a aprovagdo prévia do comité de ética
(Kantonale Ethikkommission: KEK, Switzerland), uma vez que este estudo foi desenvolvido
na Universidade de Berna, Suica.

6.4.2 Preparo dos espécimes

Setenta e cinco espécimes de esmalte humano foram preparados (de terceiros molares),
com uma média da area de superficie exposta do esmalte de 17 mm? por espécime. Inicialmente,
os dentes foram analisados (visualmente) para quaisquer alteracdes superficiais e estruturais
usando um microscépio (Leica, M420) conectado a uma camera (Leica, DFC495). Em seguida,
os espécimes foram obtidos por um corte entre a coroa e a raiz do dente (ISOMET Low Speed
Saw Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Posteriormente, os espécimes foram embutidos em resina
acrilica (bloco: 5 cm altura x 5 cm de didametro) e polidos com lixa de carboneto de silicio de
granulacdo 1.200, 2.500 e 4.000 (papéis ExtecCorp.; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Para
finalizar, foi utilizado um disco de feltro (Buheler, Lake Bluff, IL, EUA) com pasta de diamante
de 3 um (Extec Corp. Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). A espessura do esmalte foi padronizada,
removendo aproximadamente 150 um. Os espécimes foram colocados em um banho de
ultrassom (7 min a 25 °C) entre cada etapa de polimento e ao final. Depois, 0s espécimes foram

armazenados a 4 °C até o inicio dos procedimentos experimentais.

6.4.3 Coleta da saliva humana

Foram selecionados nove participantes (quatro mulheres e cinco homens) com idade
entre 28 e 35 anos. Os critérios gerais de inclusdo foram: ndo fumantes, ndo gestantes, sem uso
prolongado de medicamentos e sem doencas sistémicas. Além disso, 0s participantes

precisaram apresentar uma boa saude bucal. Desta forma foram inclusos apenas pacientes com
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fluxo salivar normal (saliva ndo estimulada > 0,3 mL/min e saliva estimulada > 1,0 mL/min),
sem cérie ativa, sem DDE e sem doenca periodontal.

A saliva foi obtida no periodo da manhd (das 9:00 as 9:30 h) por estimulacdo com
parafilm, durante 10 min. Toda a saliva coletada foi posteriormente reunida (pool). Em seguida,
0s sobrenadantes foram separados por centrifugacéo (14.000 g, 20 min, a 4 °C) e armazenados
(até o inicio do experimento) a -80 °C (PELA et al., 2021a).

6.4.4 Producdo recombinante da CaneCPI-5

A CaneCPI-5 foi produzida em Escherichia coli Rosetta (recombinantemente),
conforme descrito no capitulo anterior (SOARES-COSTA et al., 2002; SANTIAGO et al.,
2017). ; PELA et al., 2021a).

6.4.5 Tratamento, incubac&o da saliva e desafio acido

Os espécimes (esmalte humano) foram distribuidos aleatoriamente (por numeros
computadorizados) em 5 grupos (n=15/grupo): Agua deionizada, pH 7,5 (Controle negativo);
Solucdo comercial composta por SnCl2/NaF/AmF 800 ppm Sn*2 de SnClz, 125 ppm F de
fluoreto de amina e 375 ppm F~ de fluoreto de sddio, pH 4,43, EImex® (GABA International
AG, Therwil, BL, Suica) (Controle positivo; SnCl./NaF/AmF); Fluoreto de sédio, 500 ppm, pH
4,41 (NaF); 0,1 mg/mL da CaneCPI-5, pH 7,88 (CaneCPI-5) (SANTIAGO et al., 2017) e uma
combinacéo de 0,1 mg/mL da CaneCPI-5 e 500 ppm de NaF, pH 7,85 (Combinac&o).

Inicialmente, os espécimes foram tratados (individualmente) de acordo com cada grupo,
adicionando 200 pL da respectiva solucdo de tratamento na superficie do espécime (2 min, a
37 °C, sob agitacdo de 70 rpm). Posteriormente, a PAE foi formada pela adi¢do de 200 pL de
saliva humana estimulada em cada espécime (1 h, a 37 °C, sob agitacdo de 70 rpm). Em seguida,
eles foram submetidos individualmente a um desafio erosivo. Para isso, os espécimes foram
imersos em 10 mL de &cido citrico a 1% (2 min, 25 °C, pH 3,6, sob agitacdo de 70 rpm)
(CARVALHO et al., 2016b) (Figura 10). Imediatamente, os espécimes foram lavados (5 s) e
secos (3 s) entre as aplicagdes (tratamentos, saliva e acido) e ap6s o ultimo desafio erosivo.

Esses procedimentos (tratamento, formacéo da PAE e desafio erosivo) foram repetidos
5 vezes, em 5 dias consecutivos. Durante os intervalos, os espécimes foram armazenados em
camara Umida, a 4 °C. Apds o ultimo dia, a PAE foi removida pela incubacdo dos espécimes
em 1 mL de solugdo aquosa de hipoclorito de s6dio (NaOCIl) a 3% (5 min, a 25 °C) (BREVIK
et al., 2013). Em seguida, os espécimes foram enxaguados com agua deionizada (5 s) e secos

comar (35s).
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Figura 10. Esquema do protocolo de erosdo dentaria inicial in vitro. Demonstragdo dos espécimes, grupos de
tratamento, formacéao da PAE, desafio acido e diferentes métodos para a analise.

6.4.6 Porcentagem de alteracdo da microdureza da superficie

As medigdes foram realizadas usando uma ponta de diamante (Knoop) sob uma carga
de 50 g e um tempo de permanéncia de 10 s (UHL VMHT Microhardness Tester, UHL
Technischer Mikroskopie, ARlar, Alemanha). Seis endentacdes foram realizadas em uma area
de superficie livre e sem defeitos nos espécimes (com intervalos de 25 um entre cada
endentacdo). A andlise foi feita no inicio do experimento (AMSI), e ap6s o Ultimo desafio
erosivo e a remocao da PAE (AMST). Para a anlise estatistica, a porcentagem de alteracao da
microdureza superficial (0AMS) foi calculada de acordo com a alteracdo da microdureza,
usando a seguinte equacdo: %AMS: (JAMSi — AMSTf] / AMSi) x 100 (SANTIAGO et al.,
2017).

6.4.7 Porcentagem da intensidade de reflex@o da superficie

A andlise foi realizada com Refletdmetro de mesa antes do experimento (analise inicial
da intensidade de reflexdo da superficie; IRSi) e ao final do experimento ap6s o ultimo desafio
erosivo (analise final da intensidade de reflexdo da superficie; IRSf) (CARVALHO et al.,
2016a). Para a analise estatistica, a porcentagem da IRS (%IRS) foi calculada, de acordo com
a seguinte equagéo: %IRS: (IRSf/ IRSi) x 100.

6.4.8 Analise do calcio liberado no acido citrico
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O &cido citrico usado nos 5 desafios erosivos para cada amostra (10 mL por amostra e
por ciclo) foi reunido, totalizando 50 mL de &cido por amostra. A concentracéo total de célcio
foi analisada com um espectrometro de absorcao atdbmica (AAS; AAnalyst 400, Perkin Elmer
Analytical Instruments, Waltham, MA, EUA) (SCHLUETER et al., 2011). Além disso, a area
de esmalte em cada especime foi medida e correlacionada com a quantidade de calcio liberada
no acido citrico, conforme descrito no capitulo anterior (PELA et al., 2021a).

6.4.9 Analise estatistica

Foi utilizado o software GraphPad Prism (versdo 6.0 para Windows, GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, EUA). Todas as anélises foram verificadas quanto a normalidade (teste de
Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade (teste de Bartlett). Os dados foram analisados por
ANOVA e Teste de Comparacdo Multipla de Tukey, considerando o nivel de significancia de
0,05.

6.5 RESULTADOS

6.5.1 Porcentagem de alteracdo da microdureza da superficie

Os resultados de %AMS demonstraram que o grupo Controle apresentou a maior
alteracdo, devido a perda de dureza significativamente maior (%AMS: 38,7% + 1,9%) em
comparagdo com todos os outros grupos. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre
SnCl2/NaF/AmF (20,0% + 2,1 %), CaneCPI-5 (18,3% + 2,1%) e NaF (19,0% = 3,0%).
Entretanto, o grupo Combinacao apresentou o melhor efeito protetor (significativo) contra a
erosao (6,8% =* 2,8%) (p<0,05) (Figura 11).
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Figura 11. Porcentagem de alteracdo da microdureza de superficie (0AMS). Diferentes tratamentos:
Controle, SnCly/NaF/AmF, CaneCPI-5, NaF e Combinacéo. Barras menores representam menos erosdo. Letras
diferentes denotam resultados significativos entre os tratamentos (p<0,05).

6.5.2 Porcentagem da intensidade de reflex&o da superficie

Com relacdo a medida da %IRS, o grupo Controle apresentou a menor protecéo
significativa (menor %IRS: 10,6% + 2,8) em comparagdo com todos os outros grupos. O grupo
NaF apresentou a segunda menor protecdo (18,0% = 4,9), sem diferenca significativa quando
comparado ao grupo da CaneCPI-5 (20,8% = 4,4). A melhor protecdo (menor alteracdo na
reflexdo e apresentando maiores valores de %IRS) foi observada para 0S grupos
SnClz/NaF/AmF (26,1% + 7,5) e Combinacdo (26,3% = 3,5), sem diferencas significativas
entre eles (p<0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentagem da intensidade de reflexdo da superficie (%IRS). Diferentes tratamentos: Controle,
SnCly/NaF/AmF, CaneCPI-5, NaF e Combinacdo. Barras maiores significam menos erosdo. Letras diferentes
denotam resultados significativos entre os tratamentos (p<0,05).

6.5.3 Analise do calcio liberado no &cido citrico

A analise de célcio demonstrou uma menor protecao significativa (maior liberacédo
de célcio no &cido citrico) para o grupo Controle (16,1 + 3,3 nmol Ca?*/mm? do esmalte). Todos
0s outros grupos: SnClz/NaF/AmF (9,6 + 1,7), CaneCPI-5 (11,0 £ 3,0), NaF (95 £ 15) e
Combinacéo (8,2 + 3,2) demonstraram uma protecao significativa (menor liberagédo de célcio
no &cido citrico) contra erosdo dentaria quando comparados ao grupo Controle, entretanto néo

houve diferenca significativa entre os tratamentos experimentais (p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Analise de célcio presente no acido citrico (nmol de Ca?*/mm? do esmalte). Diferentes tratamentos:
Controle, SnCly/NaF/AmF, CaneCPI-5, NaF e Combinacdo. Barras menores significam menos erosdo. Letras
diferentes denotam resultados significativos entre os tratamentos (p<0,05).

6.6 DISCUSSAO

No capitulo anterior e em varios outros estudos, a CaneCPI-5 demonstrou a protecéo
contra a erosdo dentaria (SANTIAGO et al., 2017; CARVALHO et al., 2020; PELA et al.,
2021a;). Entretanto, nos estudos anteriores, o tratamento foi realizado apenas com a CaneCPI-
5, enquanto no presente estudo foi analisado como a protecéo conferida pela CaneCPI-5 pode
ser modificada com a presenca de um componente inorganico (NaF). Nesse contexto, foi
sugerida uma solucdo contendo a combinacdo da CaneCPI-5 e NaF, a qual foi comparada com
as solucGes contendo os ingredientes individuais separadamente, bem como a uma solucgéo
comercial contendo estanho (SnClz/NaF/AmF; controle positivo). No capitulo 2, a cistatina
identificada na PAE foi subexpressa quando a condig&o in vitro foi comparada com a in situ e
in vivo (PELA et al., 2020). Entretanto, o uso CaneCPI-5 pode ter potencializado o efeito acido-

resistente que a cistatina apresenta sobre a superficie do esmalte. Também optamos por um
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modelo de erosdo dentéria inicial, com caracteristicas mais préximas da condicao in vivo, ou
seja, foram utilizados espécimes de esmalte humano. Em adicao, foi formado a PAE (com saliva
humana) e, posteriormente, realizado desafio erosivo empregando um &cido inorganico com
composicao semelhante ao suco de laranja (CARVALHO et al., 2016b). Além disso, trés tipos
de anédlises foram realizados para confirmar a eficicia dos tratamentos, sendo uma delas por
meio de uma técnica de reflexdo que pode ser utilizada clinicamente, denominada Refletbmetro
(CARVALHO et al., 2016a). Uma limitagédo do estudo foi o uso de saliva humana congelada.
A saliva congelada pode ter propriedades reoldgicas diferentes, devido a um teor de proteina
menor (cerca de 10%), como foi relatado em um estudo utilizando saliva apds 3 dias do
congelamento em comparagdo com a saliva fresca (EMEKLI-ALTURFAN et al., 2013).
Entretanto, seria muito dificil obter quantidade suficiente de saliva fresca para o presente
estudo. Ainda mais quando levamos em consideracdo a necessidade de uma composicao
semelhante de saliva para ser utilizada durante os 5 dias do experimento. Desta forma, o uso de
saliva congelada permitiu uma padronizacdo adequada deste fluido a ser utilizado para a

formacéo da PAE.

No presente estudo, foi feito um grupo contendo apenas CaneCPI-5, uma vez que varios
estudos testando essa proteina isoladamente consideraram esse componente como um forte
candidato para proteger contra a erosdo dentéaria (SANTIAGO et al., 2017; PELA et al., 2021a).
Nossos resultados corroboram o efeito protetor da CaneCPI-5. Na metodologia, o tratamento
foi aplicado antes da formacéo da PAE. No entanto, é importante destacar que nos dias 2 a 5, a
CaneCPI-5 foi aplicada na PAE remanescente. Essa sequéncia de aplicacdo (engenharia de
pelicula adquirida) apresentou excelentes resultados que podem ser explicados de duas
maneiras: 1) a CaneCPI-5 possui alta capacidade de ligagdo ao esmalte (SANTIAGO et al.,
2017). Esta caracteristica permite que a aderéncia desta proteina a superficie dentaria (formando
uma camada protetora) dificulte o contato entre o &cido e o esmalte, reduzindo a
desmineralizacdo (PELA et al., 2021a); e/ou 2) por engenharia de pelicula adquirida, na qual a
CaneCPI-5 também interage com a PAE, aumentando a quantidade de proteinas acido-
resistentes para a protecao do esmalte. Este Gltimo é o mais provavel, porque foi observado em
um estudo de prova de conceito in vivo, no qual a CaneCPI-5 foi adicionada antes da formacéo
da PAE e, posteriormente, o proteoma desta camada organica foi verificada por analise
protedmica quantitativa livre de marcadores. Desta forma, a pelicula modificada apresentou
uma maior quantidade de proteinas resistentes a acidos, tais como a cistatina, lisozima e

proteina S100-A9. Todas elas desempenham um papel importante contra a desmineralizacéo
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do esmalte dentario (CARVALHO et al., 2020). A traducgdo deste protocolo in vitro para a
condicdo clinica compreende o0s seguintes passos dos procedimentos no consultério
odontoldgico: 1) profilaxia dentaria para a remocao da PAE; 2) Primeira aplicacdo da CaneCPI-
5 (em forma de bochecho), permitindo, assim, a ligacdo desta proteina ao esmalte; e 3) As

aplicacdes subsequentes da CaneCPI-5 em casa para redirecionar a formacéo da PAE.

O presente resultado do grupo da CaneCPI-5 pela %IRS foi cerca de 20%, ja no capitulo
anterior o grupo da CaneCPI-5 apresentou uma %IRS de 85% (PELA et al., 2021a). Esta
diferenca esta relacionada a alguns aspectos entre o capitulo anterior e o atual: 1) tempo de
aplicacdo do tratamento (2 h versus 2 min); 2) tempo de formacdo da PAE (2 h versus 1 h); e

3) diferentes equipamentos (Reflectometro Optipen versus Reflectdmetro de mesa).

Com relagéo aos grupos SnCl2/NaF/AmF e NaF, ambos os tratamentos apresentaram
protecéo significativa contra a erosdo. Esses grupos contém F-, o qual interfere favoravelmente
no processo de desmineralizagdo (TEN CATE e BUZALAF, 2019). Além disso, o ion de
estanho reage prontamente com a hidroxiapatita, reduzindo a solubilidade do esmalte
(WACHTEL, 1964). Em um estudo foi relatado que o p6 de hidroxiapatita tratado com NaF,
favorece a formacdo da apatita fluoretada. Além disso, ap6s o tratamento com SnFz, sua
interacdo com hidroxiapatita leva a formagdo de SnsFsPOs e Ca(SnFs)2, 0s quais protegem
contra a desmineralizacdo (BABCOCK et al., 1978; BAIG et al., 2014). Esta incorporacgéo do
estanho torna o esmalte mais resistente aos impactos acidos e pode proporcionar uma melhor
protecdo contra a desmineralizacdo. Além disso, o estanho tem efeito sinérgico com o F,
proporcionando melhor eficicia contra a erosdo (SCHLUETER et al., 2009a; SCHLUETER et
al., 2009b; DE SOUZA et al., 2018). Nesse sentido, esperava-se que a solucdo contendo
SnClz/NaF/AmF (devido a combinagéo de varios componentes) fornecesse melhores resultados

que o grupo NaF.

Curiosamente, ndo houve diferenca significativa entre as solugdes SnCl2/NaF/AmF e
NaF para a %AMS e andlise de célcio, entretanto para %IRS o grupo NaF apresentou uma
protecdo intermediaria em comparacdo aos demais tratamentos experimentais. Existem duas
explicagOes para estes resultados: 1) nosso experimento comegou com esmalte sadio e
realizamos apenas 5 ciclos. Quando o esmalte sadio é usado, o estanho forma uma camada
apenas na superficie, enquanto nos espécimes que sofrem repetidamente ciclos de erosédo
severos (espécimes desmineralizados com um total de 300 min em &cido), o estanho forma uma

camada ndo apenas na superficie, mas também dentro da camada desmineralizada
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(SCHLUETER et al., 2009a), favorecendo o efeito protetor. Portanto, em nosso experimento,
é possivel que a desmineralizacdo inicial com apenas 5 ciclos tenha sido provavelmente muito
leve para que o estanho (da solugdo SnClz/NaF/AmF) superasse o F~. A outra explicacéo 2)
pode estar relacionada a engenharia de pelicula adquirida. Tanto o estanho quanto o F~ (juntos)
podem interagir com a PAE e modifica-la, levando a uma maior abundancia de proteinas em
comparacgédo ao estanho e o F utilizados de forma isolados (ALGARNI et al., 2015). Esta acéo
pode ser atribuida ao nosso grupo controle positivo (SnClz/NaF/AmF), que também
apresentaria maiores quantidades de proteina, levando a uma alta intensidade de reflexdo
(LUSSI et al., 2012). Por outro lado, o F também pode ter interagido com a PAE e conduzido
a diminuicdo de proteinas importantes, tais como a histatina e estaterina (SIQUEIRA et al.,
2012b). Isso provavelmente explica a menor intensidade de reflexdo no grupo tratado com NaF.
Desta forma, o efeito da modificacdo da PAE nos resultados da %IRS pode estar presente,
mesmo apos a remogéo da pelicula com NaOCI (BREVIK et al., 2013), pois a PAE modificada
tera uma maior abundancia de proteinas (ALGARNI et al., 2015). Assim, pode ser possivel que
0 NaOCI ainda tenha deixado resquicios da PAE nos espécimes, embora essa suposicao ainda

deva ser investigada em futuros estudos.

A principal novidade neste estudo foi o grupo combinando o componente organico
(CaneCPI-5) e inorganico (NaF), os quais proporcionaram o melhor efeito protetor, conforme
observado na analise de %AMS. O mesmo, entretanto, ndo foi observado na anélise de célcio,
embora o grupo da Combinacéo tenha apresentado uma tendéncia (porém ndo significativa) de
melhor protecdo pela menor liberagcdo de céalcio no &cido citrico. Ao interpretar os resultados
de célcio, devemos ter em mente que a PAE também libera célcio para o acido (JAGER et al.,
2011). Entéo, se os tratamentos estdo modificando a PAE e possivelmente alterando o contetdo
proteico dessa camada organica, também é possivel que a quantidade de calcio possa estar
aumentando. Em outras palavras, o grupo da Combinacédo obteve maior protecdo (como visto
na andlise de %AMS), provavelmente aumentando o teor de proteina da PAE, e também
aumentando a concentracdo de calcio, como ja discutido no capitulo anterior (PELA et al.,
2021a). Assim, nossos resultados provavelmente retratam uma possivel superestimagdo do
calcio, ndo apenas pela desmineralizacdo do esmalte, mas também pela modificacdo da PAE,
principalmente do grupo da Combinagdo. Da mesma forma, a analise da %IRS demonstrou que
0s grupos SnClz/NaF/AmF e Combinacdo apresentaram a melhor protecdo para o esmalte.
Novamente, esses resultados provavelmente podem ser devidos a interferéncia de componentes

remanescentes da PAE, conforme descrito no paragrafo anterior. No entanto, na analise da
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%AMS ndo ha influéncia de proteinas da PAE, garantindo um resultado preciso do efeito
protetor do grupo da Combinacdo. Além disso, o uso prolongado da solucdo contendo
SnCl2/NaF/AmF pode trazer efeitos adversos a superficie do esmalte, como descoloragdo e
sensacdo adstringente, ou seja, hd uma limitacdo clinica para o uso frequente dessa solucéo (DE
SOUZA et al., 2018; WEST et al., 2012), enquanto a solucdo contendo CaneCPI-5 néo
promove esses efeitos indesejaveis (dados ndo apresentados) (CARVALHO et al., 2020).
Observamos que a combinacao da CaneCPI-5 e NaF protegeu o esmalte contra a erosao dentaria
in vitro, sem efeitos colaterais para a superficie dentaria. Portanto, nossa hip6tese nula foi
rejeitada. Em geral, todos os grupos de tratamento protegeram o esmalte humano contra a

erosao dentaria.

6.7 CONCLUSAO

Em conclusdo, a combinacdo da CaneCPI-5 (componente orgénico) e o NaF
(componente inorganico) demonstrou um efeito sinérgico, proporcionando uma melhor
protecdo contra a erosao dentaria inicial. Esses resultados ganham forca para o desenvolvimento
de novos produtos odontoldgicos relacionados ao controle da erosdo dentaria por meio da
engenharia de pelicula adquirida. Futuros ensaios devem ser realizados para verificar o efeito
que esses tratamentos apresentam na PAE em protocolos in situ, o qual é caracterizado por
desafios erosivos prolongados e/ou combinados com condi¢Ges abrasivas, com a finalidade de

verificar os possiveis efeitos clinicos.
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APITULO 5

SEGURANCA E EFEITO ANTIEROSIVO IN SITU DA CANECPI-5 NO ESMALTE
DENTARIO
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7.1 INTRODUCAO

O quinto capitulo encontra-se publicado no Journal of Dental Research no ano de 2021.
Este estudo esta intitulado “Safety and in situ antierosive effect of CaneCPI-5 on dental
enamel”. A autoria esta representada na seguinte ordem: Vinicius Taioqui Pela, Jodo Guilherme
Quintal Lunardelli, Cintia Kazuko Tokuhara, Carlos Condarco Gironda, Natara Dias Gomes da
Silva, Thamyris de Souza Carvalho, Adelita Carolina Santiago, Beatriz Martines de Souza,
Samanta Mascarenhas Moraes, Flavio Henrique Silva, Ana Carolina Magalhdes, Rodrigo
Cardoso de Oliveira, Marilia Afonso Rabelo Buzalaf (Ver a pagina inicial do artigo em
APENDICE 5).

Primeiramente, € importante demonstrar que a prevaléncia estimada do DDE (entre
criangas e adolescentes) foi representada em aproximadamente 30% desta populagdo (SALAS
et al., 2015). Considerando a natureza progressiva deste desgaste, sao necessarias medidas para
preveni-la e/ou intercepta-la. A maioria dos estudos sobre produtos odontoldgicos
desenvolvidos inclui componentes inorganicos (como mencionado no capitulo anterior),
especialmente fluoretos (HUYSMANS et al., 2014). Entretanto, poucos estudos estdo focados
em compostos organicos. Diante dessa falta na literatura, nosso grupo voltou a atencao para
encontrar proteinas acido-resistentes na PAE (DELECRODE et al., 2015b). Posteriormente,
tendo em vista a relevancia econdmica e tecnoldgica para incluséo desse tipo de proteina em
produtos odontoldgicos, foi clonada e expressa (de forma recombinante) a CaneCPI-5
(SANTIAGO et al., 2017).

As cistatinas sdo inibidores de cisteino proteases presentes em quase todos 0s
organismos, que foram extensivamente estudadas nas Ultimas décadas (BARRETT, 1986;
SHIBAO et al., 2021). Nas plantas, as cistatinas sdo classificadas em uma familia especial,
denominada, fitocistatinas (MARGIS et al., 1998), na qual se inclui a CaneCPI-5. Esta proteina
inovadora demonstrou varias caracteristicas vantajosas para a protecdo contra a erosao dentaria
(SANTIAGO et al., 2017; CARVALHO et al., 2020).

Além disso, o terceiro capitulo da presente tese demonstrou que o efeito protetor da
CaneCPI-5 atua diretamente na superficie do esmalte, preenchendo os sitios de ligacéo
disponiveis e atuando como uma barreira protetora contra a erosdo dentaria (PELA et al.,
2021a). Para que o conceito de engenharia de pelicula adquirida com CaneCPI-5 possa ser
amplamente empregado para prevenir e/ou interceptar clinicamente o DDE, é fundamental

avaliar o desempenho desta proteina em estagios mais avangados deste tipo de desgaste, o qual
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pode envolver também desafios abrasivos. Ambas as condicOes estdo quase sempre associadas

clinicamente e merecerem atencao para intercepta-las.

Além disso, o segundo capitulo demonstrou que o perfil protebmico in situ é altamente
comparavel com a condicéo in vivo, especialmente para a expressio da cistatina (PELA et al.,
2020a). Portanto, o protocolo que esta sendo proposto neste capitulo (in situ) se torna altamente
relevante e comparavel a condigéo in vivo. Entretanto, antes que a CaneCPI-5 seja aplicada em
uma condicdo clinica (para o desenvolvimento de produtos odontoldgicos), a sua seguranca
também deve ser avaliada por meio de ensaios citotoxicos envolvendo células da cavidade oral,

como por exemplo, fibroblastos gengivais humanos.

7.2 OBJETIVOS

Este capitulo apresenta dois objetivos: 1) analisar a citotoxicidade da CaneCPI-5, em
concentragfes variando entre 0,025 e 1,0 mg/mL, em cultura de fibroblastos gengivais
humanos; e 2) avaliar o potencial protetor da modificacdo da PAE com uma solucéo contendo

CaneCPI-5 na concentracdo de 0,1 mg/mL contra a eroséo associada ou ndo a abraséo in situ.

7.3 HIPOTESES NULAS

As hipéteses nulas testadas foram: 1) a CaneCPI-5 em concentra¢des variando entre
0,025 e 1,0 mg/mL n&o é citotdxica para os fibroblastos gengivais humanos; e 2) a modificacdo
da PAE com solucdo contendo a CaneCPI-5 na concentracdo de 0,1 mg/mL nédo protege o

esmalte contra a erosdo associada ou ndo a abrasdo in situ.

7.4 MATERIAL E METODOS
7.4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelos Comités de FEtica em Pesquisa Humano
(86783418.8.0000.5417 e 39327520.2.0000.5417) e Animal (005/2018) da Faculdade de
Odontologia de Bauru da Universidade de Sdo Paulo (ver ANEXO 1). Além disso, a



126

metodologia seguiu as diretrizes da boa prética clinica em conformidade com a Declaracéo de

Helsinque.
7.4.2 Produgéo recombinante da CaneCPI-5

A CaneCPI-5 foi produzida recombinantemente em Escherichia coli Rosetta (DE3),
conforme descrito no capitulo 3. (SOARES-COSTA et al., 2002; SANTIAGO et al., 2017;
PELA et al., 2021a).

7.4.3 Estudo 1: Seguranca da CaneCPI-5 em fibroblastos
7.4.3.1 Cultura de células

As células de Fibroblasto Gengival Humano (FGH) foram obtidas a partir de cultura
priméria (técnica de explante) do tecido gengival saudavel de pacientes que frequentaram a
Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de S&o Paulo. Os fibroblastos foram
mantidos congelados no Banco de Células do Laboratorio de Bioquimica da FOB/USP. As
células foram cultivadas em meio de cultura Eagle, modificado por Dulbecco (DMEM-Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), suplementado com antibioticos (penicilina 100 Ul/mL e
estreptomicina 0,1 mg/mL) e 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS-GIBCO Laboratories, Life
Technologies Inc., Nova lorque, NY, EUA). Depois disso, as células foram mantidas a 37 °C
em uma atmosfera contendo 5% de CO2 com 95% de ar.

7.4.3.2 Ensaio de Citotoxicidade

Para este ensaio, as células foram plaqueadas com uma quantidade equivalente a 5x103
por poco, em placas de 96 pocgos (Corning Inc., Corning, NY, EUA). Apos 48 h de adesao
celular, os diferentes grupos com as concentracdes de 0,025, 0,05, 0,1, 0,5 e 1,0 mg/mL da
CaneCPI-5 (sem alteracdo na cor) foram adicionados ao meio de cultura. Além disso, um grupo
sem CaneCPI-5 foi usado como controle. O meio contendo ou ndo CaneCPI-5 foi mantido por

1 min ou 24 h em contato com as células de FGH.

A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de viabilidade celular MTT (Sigma-Aldrich
Co, St. Louis, MO, EUA). Desta forma, foi adicionado 0,5 mg/mL de MTT em meio de cultura

(em cada poco). Apds 4 h de incubacdo, a absorbancia foi avaliada (leitor de microplacas
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Synergy H1, BioTek, Winooski, VT, EUA), utilizando o software Gen5 2.06 (OLIVEIRA et
al., 2016).

Para o ensaio qualitativo, 104 células foram plaqueadas em laminulas de cultura de
tecidos de 13 mm (Sarstedt, Inc; Newton, NY, EUA) em placa de 24 pocos (Corning Inc.,
Corning, NY, EUA). Apos 48 h de adesdo celular, todos os grupos foram adicionados ao meio

de cultura, conforme descrito acima.

7.4.3.3 Microscopia Confocal de Fluorescéncia

As células foram fixadas em formalina a 10% (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA)
(seguido de 3 lavagens com PBS) e permeabilizadas com solu¢do de Triton X-100 a 0,5%
(Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA). O citoesqueleto foi corado com Rodamina/Faloidina
(Molecular Probe, Eugene, OR, USA) e o nucleo com DAPI 4',6-Diamidino-2-Phenilindole,
Dihydrochloride (Invitrogen, Life Technologies Inc., New York, NY, USA) (KIHARA et al.,
2004). Em seguida, as laminulas foram fixadas sobre 1dminas contendo meio de montagem e
vedadas. Por fim, as células foram analisadas por microscopia de fluorescéncia confocal (40X,

Leica TCS SPE Confocal Laser Scanning Microscope, Mannheim, BW, Alemanha).

7.4.3.4 Coloracéo de Hematoxilina Eosina (HE)

As células foram fixadas com formalina 10% por 30 min, seguido de 3 lavagens com
PBS. Em seguida, foram coradas com Hematoxilina de Harris por 3 min, e lavadas com alcool
acido 0,5% por 30 s. Posteriormente, as células foram coradas com Eosina 1% por 2 s, seguido
de lavagens com &lcool absoluto 95% (1 min) e Xilol (30 s) (Sl et al., 2015). As células foram
fixadas em laminas com Entelan (Merck KGaA, Darmstadt, HE, Alemanha) e cada morfologia
celular foi examinada pelo microscopio optico invertido, 10x (BX43F, Olympus Corporation,
Téquio, Japdo) (Sl et al., 2015).

7.4.3.5 Analise estatistica
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Foi utilizado o software GraphPad Prism 6 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA,
EUA). Apos a verificacdo de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade
(teste de Bartlett), os dados foram analisados por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

7.4.4 Estudo 2: Eficacia da CaneCPI-5 contra a erosao associada ou ndo a abrasao do

esmalte in situ
7.4.4.1 Obtencao dos dentes e preparo dos espécimes de esmalte

Foram utilizados 180 espécimes de esmalte bovino recém-extraidos e armazenados a 4
°C em solucéo de timol a 0,1 % (pH 7,0). Em seguida, os dentes foram selecionados por meio
de uma inspecdo visual, a fim de garantir que ndo apresentassem manchas ou trincas, situacdo
na qual os dentes foram excluidos do estudo. Posteriormente, a porcao radicular foi removida
com o auxilio de um aparelho de corte (ISOMET Low Speed Saw Buehler, Lake BIluff, IL,
EUA) e um disco diamantado. O esmalte dentario bovino foi fixado com godiva (Kerr) em uma
placa de acrilico (40 x 40 x 5 mm?®) e parafusada em um aparelho de corte de precisio com dois
discos diamantados e um espacador de aco inoxidavel entre os discos. O corte foi refrigerado
com agua deionizada na velocidade de 300 rpm. Por fim, foram obtidos os espécimes

padronizados de esmalte bovino (4 x 4 mm).

7.4.4.2 Processo de polimento dos espécimes

Ap0s o corte, os espécimes foram submetidos a um processo de polimento. Para tal, eles
foram fixados com cera no centro de um disco de acrilico. Posteriormente, foi utilizada uma
lixa de carbeto de silicio de granulacdo 320, sob refrigeracdo com &gua deionizada para
padronizar a espessura de cada espécime, removendo a porcdo dentinaria (obtendo uma
espessura total de aproximadamente 2 mm). Em seguida, os espécimes foram reposicionados
no disco acrilico e novamente o conjunto foi adaptado a politriz. A superficie do esmalte foi
desgastada inicialmente com uma lixa de carbeto de silicio de granulagéo 600, sob refrigeracdo
com agua deionizada, durante 2 min. Em seguida, foi feito o polimento com lixa de carbeto de
silicio de granulacdo 1.200 (ExtecCorp.), sob refrigeracdo, durante 3 min, em velocidade alta.
Para finalizar o polimento, foi utilizado um feltro (Polishing cloth, Buheler) umedecido com

uma suspenséo de diamante de 1 um (Water based Diamond permanent polishing suspension,
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Extec Corp.) durante 3 min, em velocidade alta. Para impedir a interferéncia dos gréos/residuos
liberados nos polimentos, as amostras foram lavadas entre cada etapa e no final, utilizando um
aparelho de ultrassom preenchido com agua deionizada por 7 min a 25 °C (T7 Thornton, com
frequéncia de 40 KHz). Foram removidos aproximadamente 150 um do esmalte bovino. Ao
final do polimento, os espécimes apresentaram planos e com aspecto vitreo. Todas 0s espécimes

foram armazenados em gaze umedecida com &gua deionizada a 4 °C.

7.4.4.3 Andlise inicial por perfilometria de contato

Os perfis da superficie do esmalte foram obtidos com um Perfildmetro de contato
(MahrPerthometer, Gottingen, NI, Alemanha), antes de cada fase in situ. Para isso, 0S
espécimes foram marcados (com uma pequena cavitagdo), utilizando uma broca esférica %, a
fim de possibilitar o exato posicionamento da ponta do Perfildmetro (na primeira varredura de
cada espécime) para a perfilometria final. Além disso, para a definicdo das areas controle, foi
realizada uma marcacdo com lamina de bisturi na superficie das amostras, para permitir o exato
posicionamento do esmalte cosmético de unha. Posteriormente, foram realizadas cinco
varreduras com 4 mm de comprimento e com uma distancia de 250 um entre cada varredura.
Apos o perfil inicial, 2/3 das superficies foram protegidas com esmalte de unha vermelho
(Risque, Sdo Paulo, SP, Brasil), para obtencdo de superficies de controle. Em seguida, as
amostras foram esterilizadas com éxido de etileno [(30% ETO/70% COz2) por 4 h sob pressédo
de 0,5 + 0,1 kgF/cm?] (DE SOUZA et al., 2018).

7.4.4.4 Selecdo dos participantes

Foram selecionados 15 adultos com idade variando em 25 a 30 anos (sete mulheres e
oito homens). Os critérios de exclusdo quanto ao estado geral de salde foram: gestantes,
portadores de doencas sistémicas, em uso de medicamentos e tabagismo. Os critérios de
exclusdo para saude bucal foram: baixo fluxo salivar (considerando o fluxo normal ndo

estimulado < 0,3 mL/min e o fluxo estimulado < 1,0 mL/min), carie, DDE e doenca periodontal.

7.4.4.5 Preparo dos aparelhos palatinos
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Os participantes tiveram seus arcos superiores moldados com alginato para a confecg¢éo
do modelo de gesso pedra. Posteriormente, foi feito o aparelho intrabucal palatino em resina
acrilica, no qual foram acopladas aleatoriamente 4 amostras de esmalte bovino, divididas em 2
fileiras verticais correspondentes ao tipo de desgaste, ou seja, 2 amostras para condicdo de
erosdo e 2 amostras para condicdo de erosdo mais abrasdo. Todas as amostras foram coladas
com cera rentes ao aparelho palatino, para evitar acimulo do biofilme. As amostras foram
inseridas no aparelho por meio da aleatorizacdo computadorizada. O aparelho foi envolto em
gaze umedecida com &gua da torneira até o inicio da fase experimental (DE SOUZA et al.,
2018).

7.4.4.6 Grupos experimentais

Os participantes estiveram presentes em 3 fases cruzadas e triplo-cego (participantes,
pesquisadores e analistas). Em cada fase, 5 participantes foram atribuidos a uma das 3 solucGes
de tratamento (determinadas por nimeros aleatoriamente computadorizados), como segue:
solucdo experimental contendo 0,1 mg/mL da CaneCPI-5 preparada em agua deionizada (pH
final 7,88) (SANTIAGO et al., 2017 ); solugéo comercial contendo SnCl2/NaF/AmF (800 ppm
Sn*2 de SnClz, 125 ppm F de fluoreto de amina e 375 ppm F de fluoreto de sodio
(SnCl2/AmF/NaF), pH 4,5, EImex® — GABA International AG, Therwil, BL, Suica - controle
positivo); solucdo placebo (agua deionizada, pH 7,4 - controle negativo) (DE SOUZA et al.,
2018).

7.4.4.7 Orientacdes e procedimentos experimentais in situ

Para cada fase, um aparelho intraoral palatino foi usado por 5 dias consecutivos entre 8
h e 20 h (ALENCAR et al., 2016). Durante a noite, o aparelho foi armazenado em gaze
umedecida com &gua da torneira. Entre as fases, os participantes tiveram um intervalo de 10
dias sem o uso do aparelho. Durante o periodo experimental (5 dias), o aparelho intraoral
permaneceu na boca, sendo permitida sua retirada apenas para o consumo de agua e durante as
refeicdes (com duragdo méxima de 30 min cada). Os participantes foram orientados a realizar
a higiene bucal, utilizando os materiais fornecidos, dentre eles uma escova de dente (Curaprox®,
Kriens, LU, Suica), fio dental (Jadefrog®, Londrina, PR, Brasil) e um creme dental com fluoreto

(1100 ppm, NaF, Colgate®, Sdo Bernardo, SP, Brasil). Em adi¢do, ndo foi permitido o uso de
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nenhum produto fluoretado (com excec¢do do dentifricio e das solucGes testadas) (DE SOUZA
et al., 2018). Durante as refei¢Ges e durante o periodo da noite, o aparelho foi mantido em gaze
umedecida com agua da torneira. A higiene oral foi obrigatéria 5 min antes de colocar o
aparelho na boca. A higienizacdo do aparelho ficou restrita apenas a sua superficie palatina
(lado sem as amostras). Todos os participantes foram treinados pelos pesquisadores (antes do
inicio do experimento) a realizar o procedimento correto do protocolo de abrasdo, o qual

envolveu a escovacdo individual (para cada amostra) com uma forca em torno de 1,5 N.

7.4.4.8 Tratamentos, desafios erosivos e abrasivos

No primeiro dia de cada fase (antes de inserir o aparelho na boca), foi realizado um
tratamento adicional (8 h) com uma gota (50 pL) da solucdo de tratamento em cada amostra
por 1 min. Imediatamente, o aparelho foi lavado (com &gua da torneira) por 5 s e colocado na
boca para a formagéo da PAE. Foram realizados quatro tratamentos antes de cada desafio
erosivo (9:59, 13:59, 15:59 e 17:59 h), totalizando 4 tratamentos/dia (Figura 14). Para isso, 1
min antes do desafio acido, os participantes retiraram o aparelho da boca e realizaram o
tratamento (pingando 50 puL em cada amostra por 1 min). Em seguida, eles lavaram o aparelho
com agua da torneira por 5 s e imediatamente realizaram o desafio acido extraoral, conforme

descrito abaixo.

Os desafios erosivos (Erosdao) foram realizados em horarios pré-estabelecidos do dia
(10:00, 14:00, 16:00 e 18:00 h). Para isso, os participantes imergiram o aparelho em 150 mL
de solucdo de &cido citrico 0,1% (pH 2,5), em temperatura ambiente, por 90 s (sem agitacdo).
Em seguida, os participantes lavaram os aparelhos com agua da torneira por 5 s e os recolocaram
na boca. A condicao de abraséo foi realizada 30 min apos o primeiro (10 h) e o Gltimo desafio
erosivo (18 h) de cada dia (Erosdo+Abraséo). Para isso, 0s participantes adicionaram uma gota
de slurry fluoretado (1 g de dentifricio: 3 mL de agua deionizada) em cada amostra.
Imediatamente, a escovacéo foi realizada com uma escova de dente elétrica (OralB® Vitality
Precision Clean - Electric Toothbrush, Kronberg, HE, Alemanha) durante 15 s (LEVY et al.,
2014). Em seguida, os participantes enxaguaram o aparelho com agua da torneira por 5s e o

aparelho foi recolocado na boca (Figura 14).
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Figura 14. Esquema metodoldgico in situ (tratamento com solu¢do). Demonstracéo do preparo dos espécimes,
andlise (inicial e final), bem como os procedimentos realizados pelos participantes durante a fase experimental
(tratamento em forma de solucéo, desafio erosivo e abrasivo).

7.4.4.9 Analise final por perfilometria de contato

Para determinar a alteracdo do perfil da superficie de cada espécime apos a fase in situ,
foram realizadas cinco leituras finais nas mesmas areas das leituras iniciais, usando o
Perfildmetro de contato. Para isso, 0 esmalte cosmético de unhas foi removido com solucédo de
acetona (1:1 acetona/agua) antes das leituras finais. Para o correto reposicionamento dos
espécimes durante as leituras, eles foram inseridos em um dispositivo de metal e a ponta do
equipamento foi posicionada sobre a perfuragéo realizada com broca de 1/4 (feita antes do perfil
inicial). Os perfis inicial e final foram comparados, usando o software MarhSurf XCR20. A
profundidade média da superficie foi analisada para quantificar o desgaste do esmalte (um) para

cada amostra, considerando 0,5 um como limite minimo de detec¢do (LEVY et al., 2014).

7.4.4.10 Anélise estatistica

Foi utilizado o software GraphPad Prism (versdo 6.0 para Windows, GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados passaram pelos testes de normalidade (Kolmogorov-
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Smirnov) e homogeneidade (Bartlett) e foram analisados por ANOVA a 2 critérios de medidas

repetidas (tratamento e condi¢édo), seguido pelo teste de Sidak, considerando p<0,05.

7.5 RESULTADOS
7.5.1 Efeito da CaneCPI-5 sobre os fibroblastos gengivais humanos

A reducdo do MTT demonstrou que as concentragdes da CaneCPI-5 empregadas no
estudo ndo foram citotoxicas para as células de FGH. Em ambos os tempos experimentais, a
viabilidade celular ndo diminuiu em relacéo ao grupo Controle. Comparando o0s grupos tratados,
apenas as concentracdes de 0,1 e 0,5 mg/mL da CaneCPI-5 apresentaram diferenca significativa
entre si apos 24 h (p<0,05) (Figura 15).
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Figura 15. Ensaio colorimétrico por reducéo de MTT. Viabilidade celular dos Fibroblastos Gengivais Humanos
apos os tratamentos de 1 min (A) e 24 h (B). Grupos tratados com diferentes concentragfes da CaneCPI-5 (0,025,
0,05, 0,1, 0,5 e 1,0 mg/mL) e grupo controle (sem CaneCPI-5). *Representa diferenca significativa. Os valores
estdo representados em porcentagem e o grupo controle foi considerado 100% (p<0,05).

As imagens microscopicas confirmaram os resultados quantitativos do ensaio de
viabilidade celular pelo método de MTT. Nenhuma das concentracdes da CaneCPI-5 testadas
afetou a viabilidade das células de FGH. Em relagdo as células coradas com HE, observou-se
que o tratamento ndo alterou a morfologia e nem o nimero de células (Figura 16). Além disso,
achados semelhantes foram observados nas imagens de microscopia confocal, ou seja, ndo
foram observadas alteracdes fenotipicas celulares apos o tratamento com CaneCPI-5 (Figura
17).
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Figura 16. Imagens obtidas de fibroblastos gengivais humanos. Coloracdo de hematoxilina e eosina ap6s o
tratamento de 24 h com diferentes concentracbes da CaneCPI-5 (0,025, 0,05, 0,1, 0,5 e 1,0 mg/mL) e sem
tratamento com CaneCPI-5 (grupo controle). Escala de 100 um. Olympus BX43.
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Figura 17. Microscopia Confocal de Varredura a Laser. Organizacao do citoesqueleto e nicleo de fibroblasto
gengival humano apds o tratamento de 24 h com diferentes concentracdes da CaneCPI-5 (0,025, 0,05, 0,1, 0,5 e
1,0 mg/mL) e sem tratamento da CaneCPI-5 (grupo controle). As células foram marcadas com Rodamina Faloidina
(vermelho) e Dapi (azul). Escala de 20 pm (Leica TCS SPE), usando uma objetiva de 40x/1,15.

7.5.2 Efeito protetor da CaneCPI-5 contra a eroséo e abraséo in situ

Os resultados mostraram uma diferenca significativa entre as duas condi¢es Erosdo x
Erosdo+Abrasdo (F=33,75, p<0,0001) e entre os tratamentos (F=62,82, p<0,0001), sem
interacdo entre os fatores (F=0,59, p=0,558). A condicao Erosdo+Abrasdo levou a um desgaste
significativamente maior quando comparado com a condi¢cdo Eroséo, independentemente do
tratamento (p<0,05). Em relagdo aos tratamentos, o menor desgaste foi encontrado para a
solug@o comercial contendo SnCl2/NaF/AmF e para a solucdo contendo CaneCPI-5, as quais
ndo diferiram significativamente entre si, mas ambas apresentaram maior protecdo quando
comparadas ao controle negativo (dgua deionizada), independente da condicdo (p<0,05) (Figura
18).
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Figura 18. Desgaste erosivo médio do esmalte in situ por perfilometria (um). Tratamento com agua deionizada,
SnCly/NaF/AmF ou CaneCPI-5 0,1 mg/mL. Letras mailsculas distintas denotam diferencas significativas entre as
condigdes. Letras minGsculas distintas denotam diferencas significativas entre os tratamentos (ANOVA a dois
critérios de medidas repetidas e teste de Sidak, p<0,05). As barras indicam desvio-padrdo. n=15.

7.6 DISCUSSAO

O presente estudo reune resultados importantes que abrem um caminho para 0 uso
clinico da CaneCPI-5 na prevencdo do DDE. No entanto, antes que a CaneCPI-5 seja inclusa
em produtos odontoldgicos para o uso clinico, sdo necessarios testes de citotoxicidade para
garantir sua seguranca aos tecidos moles da cavidade oral. Esse aspecto foi avaliado na primeira
parte do presente capitulo. O teste por MTT é universalmente aceito pela International
Standardization Organization, permitindo a verifica¢do da atividade da succinato desidrogenase
presente nas mitocondrias de células vivas (SILVA et al., 2013). No presente estudo, optamos
por FGH obtido por cultura primaria do tecido gengival de pacientes saudaveis. Essa escolha é
recomendada na literatura, pois simula melhor a condicéo clinica (GEURTSEN, 2000). Em
relacdo a escolha dos tempos experimentais, optou-se por um periodo curto (1 min) para simular
o tempo de tratamento frequentemente utilizado durante os tratamentos de bochechos
(MARINHO et al., 2016), como o empregado em nosso estudo in situ e também aplicado em
estudo prévio de erosdo inicial in vivo (CARVALHO et al., 2020). Além disso, um periodo
mais longo (24 h) foi escolhido para garantir que ndo fossem encontrados efeitos citotdxicos
residuais de longo prazo.
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A citotoxicidade celular tem sido utilizada para ensaios de triagem de drogas porque
algumas moléculas apresentam efeitos toxicos na proliferacdo e viabilidade celular (ADAN et
al., 2016). Além da atividade mitocondrial, avaliamos possiveis alteracdes fenotipicas nas
células quando expostas a diferentes concentra¢es da CaneCPI-5. Esses resultados levaram ao
aceite da primeira hipotese nula e garantem a seguranca da inclusdo da CaneCPI-5 em produtos
odontolégicos para prevencao do DDE do esmalte, o qual esta apresentado na segunda parte do

presente capitulo.

Nosso estudo in situ constituiu um passo importante para o uso clinico da CaneCPI-5
para protecdo contra os desgastes dentarios, uma vez que empregamos desafios erosivos
prolongados, que também foram associados a episodios abrasivos. Este protocolo experimental
simula muito melhor a condicdo clinica, na qual os desafios erosivos estdo associados aos
abrasivos, o que chamamos de DDE (Erosive tooth wear - ETW) (LUSSI e CARVALHO,
2014). No terceiro capitulo, a CaneCPI-5 protegeu a superficie nativa do esmalte humano contra
a erosdo dentaria inicial in vitro, além disso este estudo demonstrou que 0 mecanismo de acao
desta proteina é por meio do contato direto com o esmalte dentario (PELA et al., 2021a).
Ademais, outro estudo verificou o efeito protetor da CaneCPI-5 em apenas desafios erosivos
leves (3 repeticdes de 1 min cada, com 0,65% de &cido citrico e pH 3,5) para que a variavel de
resposta usada fosse a alteracdo percentual da dureza da superficie (SANTIAGO et al., 2017).
Entretanto, no presente estudo, foi aplicado um modelo de erosdo prolongada (DE SOUZA et
al., 2018) com quatro desafios (90 s cada) por dia, durante cinco dias, usando acido citrico 0,1%
(pH 2,5). Mesmo com esse desafio erosivo prolongado, a perda média de esmalte no grupo
tratado com CaneCPI-5 ficou abaixo do limite de deteccdo. Além disso, desafios abrasivos
também foram realizados em metade das amostras (duas vezes/dia) (LEVY et al., 2014). Este
protocolo experimental provocou uma quantidade de desgaste do esmalte capaz de ser
mensuravel por perfilometria (WIEGAND e ATTIN, 2011). Em relacdo ao tipo de amostra, a
literatura tem mostrado que dentes bovinos podem ser utilizados para estudos envolvendo
desgastes erosivos (LAURANCE-YOUNG et al., 2011) e formacio da PAE (PELA et al.,

2018), sem importantes diferencas quando comparados com dentes humanos.

Um aspecto importante a ser destacado nos procedimentos experimentais é a aplicacéo
da CaneCPI-5 na superficie do esmalte antes da formacao da PAE. Este procedimento faz parte
do conceito de “engenharia de pelicula adquirida”, que visa redirecionar a formagdo deste
integumento, aumentando a quantidade de proteinas acido-resistentes, para melhorar o seu

potencial protetor contra a desmineralizacdo do esmalte (CARVALHO et al., 2020). Além
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disso, a CaneCPI-5 apresenta alta forca de ligacdo a hidroxiapatita (SANTIAGO et al., 2017).
Isso permite sua interacédo direta com a superficie do dente, levando a formacao de uma camada
basal da PAE contendo grandes quantidades da CaneCPI-5 (PELA et al., 2021a; ARAUJO et
al., 2022). Além disso, o tratamento antes de cada desafio erosivo pode melhorar a qualidade
da PAE ja formada, protegendo contra o ataque acido imediato, 0 que pode ser uma estratégia
adequada para pacientes de alto risco de DDE. No presente estudo, os tratamentos foram
realizados antes de cada desafio erosivo. Seguindo esse raciocinio e aplicando para uma
situacdo clinica, um exemplo classico seria voltado para os pacientes que teriam que realizar
um bochecho com o produto (contendo a CaneCPI-5) antes de consumir bebidas &cidas, tais
como refrigerantes e vinhos. E possivel que o tratamento também funcione sob aplicacdes

menos frequente, mas isso precisa ser avaliado em estudos posteriores.

O achado mais relevante do presente estudo foi o fato de que a CaneCPI-5 protegeu o
esmalte contra a erosdo e a erosdo associada a abrasdo de forma semelhante ao controle positivo
(solugdo comercial contendo SnCl2/NaF/AmF). E importante destacar que a solugio comercial
avaliada € até agora uma das abordagens preventivas mais eficientes para o DDE, devido a
combinacéo de ions de estanho e fluoreto (HUYSMANS et al., 2014). Nossos resultados séo
consistentes com os resultados do capitulo anterior, o qual demonstrou que este produto
comercial também foi capaz de proteger o esmalte nativo contra a erosdo dentéria inicial in
vitro (PELA et al., 2022). Além disso, um estudo in situ mostrou a redugio do DDE para a
combinacéo de ions de estanho e fluoreto (EImex® - erosion protection) (DE SOUZA et al.,
2018). No entanto, os produtos que contém estanho podem provocar sensagdo amarga e
adstringente, além de descoloracéo na superficie do dente (WEST et al., 2012; DE SOUZA et
al., 2018), o que limita seu uso clinico a longo prazo. Por outro lado, a solucdo experimental da
CaneCPI-5 foi bem tolerada pelos participantes, sem queixas sobre o sabor durante o enxague,
além de ndo causar coloracdo sobre os dentes (CARVALHO et al., 2020). Diante disso, esses
resultados nos levaram a rejeitar a segunda hipd6tese nula do presente estudo, mostrando que,
pela primeira vez, a CaneCPI-5 também é eficaz para os desafios erosivos prolongados e

associados ou ndo a desafios abrasivos.

O proximo passo sera realizar estudos clinicos sobre este tema. Apesar de algumas
tecnologias terem sido desenvolvidas recentemente para a medicao clinica do DDE, elas ainda
ndo sdo acessiveis (RAKHMATULLINA et al., 2013; MULLAN et al., 2017). Portanto, a
maioria das evidéncias sobre medidas preventivas para estes desgastes ainda vem de estudos in

situ, os quais sdo considerados como o modelo que mais se aproxima da condi¢éo clinica. Além
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disso, o segundo capitulo desta tese demonstrou a comparagdo do perfil protebmico das
peliculas formadas in vitro, in situ e in vivo. A PAE formada in situ demonstrou um aumento
da expressdo da cistatina e, de maneira geral, foi semelhante & PAE in vivo (PELA et al., 2020).
Considerando que nossa estratégia preventiva é baseada na engenharia de PAE, os resultados

obtidos in situ com esta proteina podem ser altamente comparaveis com as condi¢des in vivo.

7.7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que a CaneCPI-5 é segura e ndo promove alteracdes
fenotipicas ao FGH. Além disso, a CaneCPI-5 protegeu o0 esmalte contra erosdo e
erosdo+abrasao in situ. Esses resultados abrem um novo caminho para o desenvolvimento de
produtos de higiene bucal voltados a protecdo contra o DDE, com base na engenharia de
pelicula adquirida. Além disso, é importante avaliar se 0 mesmo efeito protetor da CaneCPI-5
ocorre com outro veiculo de aplicagdo, como por exemplo, géis, bem como implementar novas

técnicas analiticas com a finalidade de se avaliar o DDE clinicamente.
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APITULO 6

EFEITO PREVENTIVO DO GEL DE QUITOSANA CONTENDO CANECPI-5
CONTRA O DESGASTE EROSIVO DO ESMALTE IN SITU
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8.1 INTRODUCAO

O sexto capitulo encontra-se publicado na Clinical Oral Investigations no ano de 2022.
Este estudo esta intitulado “Preventive effect of chitosan gel containing CaneCPI-5 against
enamel erosive wear in situ”. A autoria esta representada na seguinte ordem: Vinicius Taioqui
Pela, Leonardo Brito, Even Akemi Taira, Flavio Henrique Silva, Joana Claudio Pieretti,
Amedea Barozzi Seabra, Cristiane de Almeida Baldini Cardoso, Eduardo Pereira de Souza,
Sonia Groisman, Marcela Charantola Rodrigues, Adrian Lussi, Thiago Saads Carvalho, Marilia
Afonso Rabelo Buzalaf (Ver a pagina inicial do artigo em APENDICE 6).

Como ja demonstrado ao longo da tese, a erosdo dentaria € um grande problema devido
ao contato de &cidos sobre a superficie do dente (BUZALAF et al., 2018). Ja a abrasao dentaria
também promove a perda da substéncia dentaria (SCHLUETER et al., 2020), entretanto ela
esta associada frequentemente a higiene bucal incorreta, precedida ou ndo por erosdo dentaria
(VORONETS e LUSSI, 2010). Em ambas as condigdes, a perda de mineral do dente é
inicialmente superficial, mas pode ser progressiva (LUSSI et al., 2011), levando ao DDE (de
forma mais severa). A prevaléncia deste tipo de desgaste (em dentes permanentes) esta
relacionada ao estilo de vida, dieta, caracteristicas sociodemograficas e econdmicas do
individuo (VIEIRA-PEDROSA e MENEZES, 2020).

Diante desse fato, é crescente a busca por componentes que possam atuar contra esses
tipos de desgaste. Atualmente, nosso grupo tem focado em componentes organicos, por meio
do desenvolvimento de uma solugdo de enxague contendo a CaneCPI-5 (SANTIAGO et al.,
2017; CARVALHO et al., 2020). Os capitulos 3 e 4 demonstraram que essa proteina
recombinante protegeu o esmalte contra desafios erosivos in vitro (PELA et al., 2021a; PELA
et al., 2022). Posteriormente, o capitulo 5 demonstrou a protecdo da CaneCPI-5 em condic¢Ges
de desgaste mais avancado e mais proximo da situacdo clinica (PELA et al., 2021b). Em todos
estes estudos, o principal veiculo de aplicagéo foi baseado em forma de enxaguatorio ou gota,
ambos apresentando uma solugéo contendo 0,1 mg/mL da CaneCPI-5, cujo principal modo de
acdo foi por meio da “engenharia de pelicula adquirida” (SANTIAGO et al., 2017,
CARVALHO et al., 2020; PELA et al., 2021a; PELA et al., 2021b; PELA et al., 2022).

Apesar do uso da CaneCPI-5 parecer bem estabelecido em solugdes de enxague, sua
aplicacdo em outros veiculos ainda deve ser investigada. Atualmente, géis e cremes dentais
estdo sendo amplamente estudados contra a erosao e abrasdo dentaria (CREETH et al., 2020;

ZANATTA et al., 2020). Entretanto, varios dentifricios podem apresentar componentes com
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potencial abrasivo, como silica hidratada, carbonato de célcio e alumina (LIPPERT, 2013). Por
outro lado, a maioria das formulacdes de gel consiste em componentes ndo abrasivos, como

hidroxietilcelulose e propilenoglicol (KATO et al., 2010).

Em adigdo, uma nova formulacéo de gel composta de quitosana e Sn*2 abriu um novo
caminho de investigacdo (GANSS et al., 2012; SCHLUETER et al., 2014) com potencial de
prevencdo contra desgaste erosivo (LEE et al., 2012). Com esses achados promissores, n0sso
grupo de pesquisa demonstrou recentemente que a incorporagdo da CaneCPI-5 em um gel de
quitosana foi capaz de reduzir a erosdo do esmalte e da dentina em um modelo de erosédo
prolongada in vitro (SANTOS et al., 2021), devido a adsorcdo do gel de quitosana ao cristais
de hidroxiapatita e sua interacdo com as proteinas da PAE (LEE et al., 2012; BEKALE et al.,
2015), além do mecanismo de protecdo que a propria CaneCPI-5 apresenta sobre o esmalte
(PELA et al., 2021a).

No entanto, a capacidade preventiva do gel de quitosana contendo CaneCPI-5 nunca foi
avaliada em condicdes mais relevantes do ponto de vista clinico, ou seja, em um protocolo

envolvendo desafios erosivos associados ou ndo aos desafios abrasivos in situ.

8.2 OBJETIVO

O objetivo deste capitulo foi avaliar o efeito preventivo de um gel de quitosana contendo
CaneCPI-5 contra a eroséo e a erosao+abrasdo do esmalte in situ, por meio do procedimento de

engenharia de pelicula adquirida.
8.3 HIPOTESE NULA

A hipotese nula testada foi que o gel de quitosana contendo CaneCPI-5 ndo previne a
erosdo ou erosdo+abrasdo do esmalte in situ, por meio do procedimento de engenharia de

pelicula adquirida.

8.4 MATERIAL E METODOS
8.4.1 Questdes éticas e selecdo dos participantes

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CAAE: 86783418.8.0000.5417) da Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de Séo
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Paulo, SP, Brasil. Todos os participantes iniciaram o estudo ap6s assinarem o termo de
consentimento livre e esclarecido, seguindo as diretrizes da Declaracdo de Helsinque. O uso de
dentes bovinos para esta pesquisa também foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de Sdo Paulo (Protocolo:
005/2018) (ver ANEXO 1).

Foram selecionados 16 participantes (oito mulheres e oito homens) com idade entre 27
e 32 anos, por meio dos seguintes critérios gerais de inclusdo: mulheres ndo gravidas, ndo
fumantes, sem uso constante de medicamentos e livres de doencas sistémicas. Além disso,
foram adotados os seguintes critérios de inclusdo em saude bucal: sem a presenca de cérie ativa,
DDE, doenga periodontal, sem o uso de aparelhos ortoddnticos e sem aplicacdo profissional de
fluoreto préximo do inicio do estudo. Ademais, os participantes deveriam apesentar o fluxo
salivar normal, considerando para saliva ndo estimulada o fluxo > 0,3 mL/min e para saliva
estimulada o fluxo > 1,0 mL/min (PELA et al., 2021b).

8.4.2 Corte e polimento dos espécimes de esmalte bovino

Os dentes permanentes bovinos foram armazenados em solucdo de timol a 0,1% (pH
7,0) a 4 °C. Cento e vinte e oito dentes bovinos foram utilizados para o estudo. Desta quantia,
duzentos e cinquenta e seis espécimes de esmalte bovino foram cortados (4 mm x 4 mm x 3
mm), usando uma maquina de corte com dois discos diamantados (ISOMET Low Speed Saw
Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Em seguida, os espécimes foram submetidos ao polimento,
removendo aproximadamente 140 pum da superficie do esmalte bovino. Para isso, foram
utilizadas lixas de carboneto de silicio de granulacdo 350, 600 e 1200 (Extec Corp. Papers;
Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Para finalizar o polimento, foi utilizado um feltro umedecido
com solucéo de diamante de 1 um (Extec Corp. Polishing cloth; Buehler, Lake BIuff, IL, USA).
Em seguida, os espécimes foram submetidos a analise visual. Também, os espécimes foram
analisados por microscopia para investigacdo de possiveis manchas e trincas, sendo, neste caso,
excluidos do estudo. Posteriormente, os espécimes foram limpos com um ultrassom (T7
Thornton, Unique Ind. E Com. Ltda., Sdo Paulo, SP, BR) contendo agua deionizada por 7 min
a 25 °C. Finalmente, todos os espécimes padronizados foram armazenados em gaze e algodéo
umedecidos (com agua deionizada) em camara fria a 4 °C até o inicio da fase experimental (DE
SOUZA et al., 2018).
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8.4.3 Preparo do aparelho palatino

Cada participante teve sua arcada superior moldada com gesso, o qual foi utilizado para
fazer quatro aparelhos intrabucais palatinos de resina acrilica, ou seja, um aparelho para cada
fase in situ. Desta forma, cada aparelho apresentou quatro espécimes de esmalte bovino, os
quais foram fixados com cera de modelagem (Asfer Industria Quimica Ltda., Sdo Caetano do

Sul, SP, BR) no mesmo nivel da superficie da resina acrilica.

Apds analise inicial pelo Perfilometro e Reflectémetro (descrito na subsecdo abaixo), a
selecdo e distribuicdo dos espécimes no aparelho ocorreram por meio de randomizagéo prévia
com o Reflectbmetro Optipen, o qual atribuiu dois espécimes para o procedimento de erosao
(lado direito) e dois especimes para o0 procedimento erosdo+abrasdo (lado esquerdo). Os
aparelhos foram mantidos imidos com gaze umedecida (com agua da torneira) e armazenados
a4 °C até o inicio da fase experimental (DE SOUZA et al., 2018).

8.4.4 Formulacéo dos géis e produgdo recombinante da CaneCPI-5

Para a formulacdo dos géis, foi adicionada quitosana (desacetilagdo a 75%, peso
molecular médio, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em solucgdo de acido acético a 1%
(Synth, Diadema, SP, BR). A concentracéo utilizada foi de 30 mg de quitosana para 1 mL de
acido acético a 1%. Em seguida, foi homogeneizado durante 2 h, a 25 °C. Com relacdo aos géis
contendo os ativos (12.300 ppm NaF ou 0,1 mg/mL CaneCPI-5), ambos os tratamentos foram
incorporados durante a dissolugdo da quitosana. Neste caso, a mistura também foi
homogeneizada por 2 h a 25 °C. Por fim, o pH de todos os geis foi analisado e permaneceu
estavel em 5,5 a 5 °C até o inicio da fase experimental (SANTOS et al., 2021). Os géis foram

preparados na Universidade Federal do ABC, S&o Paulo, Brasil.

A producdo recombinante da CaneCPI-5 ocorreu por meio da Escherichia coli Rosetta,
conforme descrito no capitulo 3 (SOARES-COSTA et al., 2002; SANTIAGO et al., 2017;
PELA et al., 2021a).
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8.4.5 OrientacOes aos participantes

Todos os participantes receberam as seguintes orientacGes: 1) Utilizar exclusivamente
o kit fornecido pelos pesquisadores, contendo escova de dente (Oral B®, The Procter & Gamble
Company, Cincinnati, OH, EUA), fio dental (Oral B®, The Procter e Gamble Company,
Cincinnati, OH, EUA) e creme dental com fluoreto (1100 ppmF, NaF; Oral B®, The Procter e
Gamble Company, Cincinnati, OH, EUA) durante todo o estudo; 2) Retirar o aparelho apenas
para beber agua (no maximo 1 min), durante as refeicdes (no méaximo 20 min) e no periodo da
noite (no maximo 8 h); 3) Guardar o aparelho envolto em gaze umedecida com agua da torneira
durante as refei¢cdes e durante a noite; 4) Realizar higiene bucal ap6s cada refeicdo e ao acordar;
5) Realizar a higienizagdo do aparelho palatino, escovando apenas a superficie palatina (lado
sem espécimes); 6) Permanecer atento a qualquer descolamento dos espécimes e 7) Tomar café
da manha antes da higienizacdo da cavidade oral; 8) Nao fazer refei¢fes extras durante o dia e
9) Realizar o procedimento de abrasdo com forga padronizada (em torno de 1,5 N), conforme

previamente treinado pelos pesquisadores (PELA et al., 2021b).

8.4.6 Protocolo experimental in situ

Os participantes foram alocados dentro de 4 fases cruzadas e triplo-cego (participantes,
pesquisadores e analistas). Para cada fase, 4 participantes foram destinados a um dos quatro
grupos (determinados por numeros computadorizados de forma aleatdria) da seguinte forma:
1) Sem tratamento (controle negativo; St); 2) Gel de quitosana (placebo; Gq); 3) Gel de
quitosana contendo 12.300 ppm de NaF (controle positivo; Gg+NaF) e 4) Gel de quitosana
contendo 0,1 mg/mL da CaneCPI-5 (Gg+Cane) (SANTOS et al., 2021). Durante cada fase, 0s
participantes utilizaram um dos aparelhos palatinos durante 5 dias (de segunda a sexta-feira,
das 8 h as 19 h). Para cada fase, um novo aparelho foi utilizado. Entre cada fase, foi estabelecido

um intervalo (sem o uso do aparelho) por dez dias (PELA et al., 2021b).

Durante a fase experimental, os participantes realizaram o seguinte procedimento diario:
higienizacdo da cavidade oral (7:55 h). Em seguida, eles aplicaram o gel de tratamento (uma
vez/dia as 8:00 h), de acordo com as respectivas fases (exceto para a fase St). Para isso, o gel
foi aplicado individualmente com uma microbrush (aproximadamente 20 uL de gel por

especime). O gel permaneceu sobre a superficie dos espécimes por 4 min, e ap0s este tempo, 0
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gel foi removido delicadamente com um cotonete. Imediatamente, o aparelho foi colocado na

boca para a formagéo da PAE por duas horas (Figura 19).

Todos os espécimes de esmalte foram submetidos a quatro desafios erosivos extraorais
(ERO) por dia (10:00, 14:00, 16:00, 18:00 h). Com isso, os participantes submergiram o
aparelho em um copo contendo 150 mL de solucdo de acido citrico a 0,1% (pH 2,5), a
temperatura ambiente, por 90 s (sem agitacdo). Em seguida, eles enxaguaram os aparelhos com
agua da torneira por 5 s e os recolocaram na boca. Para cada ERO, uma nova aliquota de acido
citrico foi usada (PELA et al., 2021b) (Figura 19).

Para a condi¢cdo ERO, os espécimes de esmalte foram submetidos apenas a erosao (como
descrito acima), porém para a condi¢do envolvendo a abrasdo (ERO+ABR), os espécimes
também foram submetidos ao procedimento abrasivo (somente para espécimes do lado
esquerdo do aparelho). Para isso, a abraséo foi realizada pelos participantes duas vezes ao dia,
sendo 30 min ap6s o primeiro e o Ultimo desafio erosivo (as 10:30 e 18:30 h, respectivamente),
durante toda a fase experimental. Assim, os participantes escovaram individualmente cada
espécime por 15 s, utilizando escova uma de dente elétrica (OralB® Vitality Precision Clean -
Electric Toothbrush, Kronberg, HE, DE) e slurry (1 g de creme dental 1100 ppm F, NaF, Oral
B®, The Procter & Gamble Company, Cincinnati, OH, EUA: 3 mL de agua deionizada). Em
seguida, eles lavaram o aparelho (com agua da torneira por 5 s) e os recolocaram na boca (PELA
et al., 2021b) (Figura 19).
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Figura 19. Esquema metodolégico in situ (tratamento com gel). Demonstracdo do preparo dos espécimes,
analise inicial e final (pelo Perfildbmetro e Reflectdmetro), bem como os procedimentos realizados pelos
participantes durante a fase experimental (tratamento com gel, formagéo da PAE, eroséo e abrasdo).

8.4.7 Medicao do desgaste do esmalte por perfilometria

Antes do preparo do aparelho palatino, foram realizados os perfis iniciais dos espécimes
de esmalte, usando um Perfilometro de contato (MarSurfe XCR20, Goéttingen, NI, DE).
Inicialmente, foi feito um pequeno furo com uma broca ¥ (no canto superior e esquerdo de
cada espécime). Além disso, foi realizada uma marcacdo com lamina de bisturi (dividindo o
especime em trés partes), para permitir o exato posicionamento do esmalte cosmeético de unha
e a marcacdo para posteriormente sobrepor os graficos. A primeira técnica (furo) serviu como

indicador de padronizagéo para a primeira leitura do perfil inicial e final.

Com relacédo aos parametros, foram realizadas cinco leituras em cada espécime (3 mm
de comprimento e 250 um de distancia entre elas). Apos a andlise inicial, a superficie do esmalte
foi dividida em dois tercos para obtencdo das areas de controle. As porcdes externas
(extremidades) foram cobertas com esmalte cosmético de unhas (Risque®, Sao Paulo, SP, BR),

engquanto que a por¢do central da superficie do esmalte bovino permaneceu exposta. Em
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seguida, todos os espécimes foram submetidos a esterilizacdo com éxido de etileno [(30%
ETO/70% CO2) por 5 h sob pressio de 0,5 + 0,1 kgF/cm?] (DE SOUZA et al., 2018).

Apobs o protocolo experimental in situ, o esmalte foi cuidadosamente removido (1:1
acetona:agua) e o perfil final foi realizado, conforme descrito acima. Para que a leitura final
fosse realizada no mesmo local onde foi realizada a leitura inicial, foram necessarias trés
técnicas: 1) o uso do dispositivo metalico, que serviu de suporte para fixacdo dos espécimes no
equipamento; 2) 0 uso dos eixos x e y (da base do Perfildmetro) para o correto posicionamento
de cada especime; e 3) a indicacdo feita com broca % na superficie dos espécimes para o
posicionamento da agulha do Perfildometro. Posteriormente, os graficos de cada leitura (perfil
inicial e final) foram sobrepostos e comparados por meio do software MarhSurf XCR20 (Mahr,
Gottingen, NI, DE). Assim, foi medido o desgaste do esmalte (um), considerando o limite
minimo de detecgdo de 0,5 pm (PELA et al., 2021b)

8.4.8 Medicao do desgaste do esmalte pelo Reflectdmetro Optipen

A intensidade de reflexdo da superficie (IRS) foi realizada pelo Reflectémetro portétil
Optipen. A leitura inicial (IRSi) foi feita antes do recobrimento do esmalte de unha sobre a
superficie do espécime e antes da perfilometria. Ja a analise final (IRSf) foi realizada ap6s a
perfilometria final. Para ambas as analises (inicial e final), todos os espécimes foram
inicialmente secos por 3 s e a ponta do refletdmetro foi tocada na superficie do esmalte bovino.
Em seguida, o equipamento portatil foi inclinado em varios angulos para obter o maior registro
de reflexdo de cada espécime, conforme descrito no capitulo 3. Os valores apresentados pelo
software foram tabulados e calculados da seguinte forma: %IRS: (IRSf / IRSi) x 100
(CARVALHO et al., 2016a; PELA et al., 2021a).

8.4.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos dos equipamentos (Perfilbmetro e Reflectdmetro) foram
verificados estatisticamente com o software GraphPad Prism (versdo 6.0 para Windows,
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Para isso, os dados foram verificados com relacédo
a normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e a homogeneidade (teste de Bartlett).

Posteriormente, os dados foram analisados por ANOVA a dois critérios (tratamentos e
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condigdes) de medidas repetidas para ambos os fatores, seguida pelo teste de Sidak. Em adicé&o,
o coeficiente de correlacdo de Spearman foi calculado entre o Perfilometria de contato (um) e

0 Reflectometria (%IRS). O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

8.5 RESULTADOS
8.5.1 Medicéao do desgaste do esmalte por perfilometria

Com relacdo a analise de perfilometria (Figura 20), houve diferenca significativa entre
os tratamentos (F=206,9; p<0,0001) e entre as condi¢cbes (ERO e ERO+ABR; F=106,1;
p<0,0001), sem interacdo significativa entre eles (F=2,295; p=0,0808). Para os tratamentos,
todos apresentaram diferengas significativas, com menor perda de esmalte para o grupo da
Gg+Cane, seguido da Gg+NaF e do Gg. O maior desgaste foi encontrado para o grupo St
(p<0,05). A condicdo ERO+ABR promoveu um desgaste significativamente maior quando

comparada a condi¢do ERO, independente do tratamento (p<0,05).
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Figura 20. Desgaste erosivo médio do esmalte in situ por perfilometria (um). Grupo néo tratado ou tratados
por 4 min com diferentes géis de quitosana, submetidos a desafios erosivos (4 vezes/dia) com &cido citrico 0,1%
pH 2,5 por 90 s (Erosdo) combinado ou ndo a desafio abrasivo por meio da escovagdo elétrica (15 s, 1,5 N;
Erosdo+Abrasdo). Cada fase in situ foi realizada por 5 dias. Letras maitsculas denotam diferengas significativas
entre as condicdes. Letras mindsculas denotam diferencas significativas entre os tratamentos, p<0,05. n=16. As
barras indicam desvio-padréo.
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8.5.2 Medicao do desgaste do esmalte pelo Reflectdmetro Optipen

Em relacdo a andlise da %IRS (Figura 21), houve diferenca significativa entre os
tratamentos (F=44,48; p<0,0001) e entre as condi¢des (F=12,99; p=0,0032), sem interagédo
significativa entre eles (F=0,829; p=0,486). Com relacdo a diferenca entre os tratamentos, a
maior %IRS foi encontrada para os grupos Gg+Cane e Gg+NaF, ambos apresentando protecéao
significativa quando comparados aos grupos Gq e St para a condicdo ERO+ABR. Entretanto,
na condicdo ERO, o grupo Gg+NaF ndo diferiu significativamente do St. A menor %IRS foi
encontrada para os grupos St e Gg, 0s quais ndo apresentaram diferenca significativa entre eles.
Com relacdo as condicdes, no geral ndo houve diferencas, exceto para o grupo St, o qual
apresentou %IRS significativamente menor para a condi¢do ERO+ABR em relacdo a condi¢ado
ERO.
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Figura 21. Porcentagem da intensidade de reflexdo média da superficie do esmalte bovino, avaliada pelo
Reflectdbmetro Optipen. Espécimes de esmalte bovino ndo tratado ou tratados in situ por 4 min com diferentes
géis de quitosana, submetidos a desafios erosivos (4 vezes/dia) com &cido citrico 0,1% pH 2,5 por 90 s (Erosao)
combinado ou ndo a desafio abrasivo por meio da escovacdo elétrica (15 s, 1,5 N; Erosdo+Abrasdo). Cada fase foi
realizada por 5 dias. Letras maiUsculas denotam diferencas significativas entre as condi¢des. Letras minisculas
denotam diferencas significativas entre os tratamentos. p<0,05. n=16. As barras indicam desvio-padrao.
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8.5.3 Correlagéo entre a perfilometria e a reflectometria

Houve uma correlacdo significativa (r=-0,5168; p<0,0001) entre a perfilometria (um) pelo
Perfildmetro de contato e a reflectometria (%IRS) pelo Reflectdmetro Optipen para a condi¢ao
ERO (y=-0,0149x + 2,1231) e para a condicdo ERO+ABR (y=-0,0163x + 2,2887) (Figura 22).
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Figura 22. Correlacdo entre os métodos in situ. Analise por Perfilometria (desgaste calculado em pm pelo
Perfildmetro de contato) e Reflectometria (desgaste calculado em %IRS pelo Reflectdémetro Optipen) para erosao
(linha sélida; y=-0,0149x + 2,1231) e erosdo+abrasao (linha tracejada; y=-0,0163x + 2,2887).

8.6 DISCUSSAO

Esta é a primeira vez que um estudo avalia o gel de quitosana contendo CaneCPI-5 para
a prevencdo do DDE do esmalte em condicGes clinicamente relevantes. No presente protocolo
in situ, houve a presenca de todos os participantes ao longo do estudo (em todas as fases), ndo
havendo queixas sobre o uso do aparelho e os procedimentos realizados por eles, como a
aplicacdo de gel, desafios erosivos e abrasivos. O aparelho ndo foi usado durante a noite, pois
o fluxo salivar durante esse periodo é baixo e ndo se espera que forneca reendurecimento

adicional ao esmalte (ALENCAR et al., 2016). Além disso, optou-se por ndo utilizar o aparelho
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durante a noite para garantir o conforto e a qualidade do sono dos participantes. Além disso,
foram utilizados espécimes de esmalte bovino esterilizado, devido a grande quantidade
necessaria, e também pela boa aceitacdo dos mesmos em pesquisas envolvendo desgaste
erosivo e adeséo de proteinas salivares (LAURANCE-YOUNG et al., 2011; PELA et al., 2018).
O resultado apresentado no capitulo 2 da presente tese foi levado em consideracdo para este
capitulo, no qual demonstrou que o perfil protebmico da PAE formada in situ e in vivo é
semelhante, especialmente considerando proteinas resistentes a acidos, como as cistatinas
(PELA et al., 2020b).

Um aspecto relevante do nosso protocolo, com implica¢Bes do ponto de vista clinico, é
que o gel foi aplicado apenas uma vez ao dia (por 4 min, antes da formacdo da PAE). Isso é
importante porque no capitulo anterior (in situ), no qual foi utilizada uma solugdo contendo
CaneCPI-5, os participantes aplicaram o liquido nas amostras por 1 min, 4 vezes ao dia, antes
de cada desafio erosivo (PELA et al., 2021b). Pode-se argumentar que isso néo é pratico, e esse
foi um dos motivos pelos quais decidimos testar outro veiculo para o uso da CaneCPI-5. Em
relacdo ao tempo de aplicacdo do gel utilizado neste estudo (4 min), é amplamente empregado
na Odontologia para prevencdo da carie dentéaria, quando sdo utilizados géis fluoretados
(HAWKINS et al., 2003).

O presente estudo é um passo relevante para a aplicacdo clinica do gel de quitosana
contendo CaneCPI-5. Em nosso primeiro estudo in vitro usando o gel, os espécimes de esmalte
bovino foram submetidos ao &cido citrico 0,1% pH 2,5 por 90 s, 4 vezes ao dia, por 7 dias. Os
geéis de quitosana foram aplicados durante a ciclagem de pH com saliva artificial, 2 vezes ao
dia por 4 min, apds o primeiro e ultimo desafio erosivo (SANTOS et al., 2021). No presente
capitulo in situ, os espécimes de esmalte bovino também foram submetidos a acido citrico 0,1%
pH 2,5 por 90 s, 4 vezes ao dia, seguido ou ndo de procedimentos abrasivos (2 vezes ao dia),
por 5 dias. No entanto, no atual protocolo, os géis de quitosana foram aplicados apenas uma
vez/dia por 4 min, antes da formacéo da PAE. A variavel de resposta para ambos os estudos foi
a perfilometria de contato. O desgaste do esmalte do estudo in vitro realizado por Santos et al.
(SANTOS et al., 2021), o qual envolveu o grupo que n&o foi tratado, ou para 0s grupos que
foram tratados com gel de quitosana, gel de quitosana + NaF ou gel de quitosana + CaneCPI-5
foi de 13,55+2,17, 7,88+1,40, 1,15+0,23 e 1,01+0,32 um, respectivamente (SANTOS et al.,
2021). Por outro lado, os valores correspondentes para o presente estudo in situ foram
2,17+0,40, 1,90+0,14, 1,15+0,07 e 0,85+0,08 um, respectivamente. Foi possivel observar que

no ultimo estudo (presente capitulo) houve uma maior protecao do esmalte, principalmente para


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Laurance-Young+P&cauthor_id=21277346
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0s grupos que ndo foram tratados ou tratados com o gel placebo; isso pode ser devido: 1) a
presenca da PAE para protecdo contra desgaste erosivo (HANNIG e HANNIG, 2014); 2) a
capacidade tampdo da saliva natural contra desafios acidos (BUZALAF et al., 2012a) e 3) a

uma quantidade menor (em dia) de desafios erosivos.

Ainda em relacdo ao resultado da perfilometria (condicdo ERO), o grupo Gg+Cane
apresentou uma maior protecéo (significativa) quando comparado aos demais grupos; incluindo
o0 controle positivo (Gg+NaF). Deve-se destacar que os fluoretos convencionais nao sao téo
eficazes contra a desmineralizacao erosiva (LUSSI et al., 2019) em comparacdo com a sua
eficacia contra a desmineralizacdo cariosa (TEN CATE e BUZALAF, 2019), uma vez que a
camada semelhante ao CaF2 formada no esmalte é de curta duracéo sob a condi¢do mais severa
dos desafios erosivos. Até agora, a maior eficacia € vista para a combinagdo de fluoreto e
estanho (HUYSMANS et al., 2014; LUSSI et al., 2019;). Isso pode ser a razdo pela qual o
estudo in situ anterior (capitulo 5) apresentou uma eficécia igual (sem diferenca significativa)
entre a solugdo comercial fluoretada (EImex®, contendo estanho e fllor) e a solugéo
experimental contendo a CaneCPI-5 (PELA et al., 2021b). Diferentemente, o presente estudo
demonstrou diferencas entre os grupos Gg+NaF e Gg+Cane. Desta forma, o efeito preventivo
da CaneCPI-5 pode estar relacionado a sua interagdo com a hidroxiapatita, alterando assim o
perfil proteico da PAE (SANTIAGO et al., 2017; CARVALHO et al., 2020; ARAUJO et al.,
222). Outro aspecto digno de nota é a capacidade preventiva do grupo Gqg (sem outros
ingredientes ativos além da quitosana) (SANTOS et al., 2021). Este gel demonstrou protecéao
significativa para o esmalte quando comparado ao grupo St. Isso pode ser devido a capacidade
da quitosana de adsorver a hidroxiapatita e possivelmente se ligar as proteinas da PAE,
prevenindo o desgaste erosivo (LEE et al., 2012; BEKALE et al., 2015; SANTOS et al., 2021).
Embora esse grupo tenha proporcionado certa prevencdo ao desgaste do esmalte, ele pode ser
considerado um gel placebo quando comparado aos demais grupos, que tiveram a presenca de

agentes ativos adicionais (CaneCPI-5 ou NaF).

Outra novidade do estudo foi avaliar o efeito preventivo dos géis frente aos desafios
abrasivos. Esta condicdo foi realizada por meio da escovacdo individual dos espécimes por 15
s, duas vezes ao dia. A avaliacdo desse tipo de desgaste torna-se importante devido a alta
prevaléncia de escovacao inadequada (LITONJUA et al., 2003) e ao alto grau de abrasividade
de determinados dentifricios, principalmente aqueles com propriedades clareadoras
(BORYSENKO e DUDNIKOVA, 2021). Isso se torna ainda mais prejudicial quando a abraséo

é seguida por um desafio erosivo (LIPEI et al., 2017).
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No entanto, o presente protocolo alocou um tempo de 30 min entre o desafio erosivo e
o0 desafio abrasivo. Este tempo foi importante para permitir algum grau de reendurecimento do
esmalte, uma vez que durante o desafio erosivo ocorre a remoc¢do de uma camada superficial

de esmalte e a camada remanescente fica amolecida (LUSSI et al., 2011).

Nossos resultados de perfilometria mostraram que a condicdo ERO+ABR foi capaz de
promover um desgaste significativamente maior em relacdo a condigdo ERO. Esse resultado
demonstra a padronizacdo e o bom desempenho de todos os participantes na metodologia
referente a abrasdo. Além disso, o grupo Gg+Cane também levou a menor perda de esmalte em
compara¢do com todos 0s outros grupos. A partir dai, o grau de protecdo diminuiu
significativamente para os grupos Gg+NaF, Gqg e St, ou seja, os resultados para a condigéo
ERO+ABR seguiram o mesmo padréo da condi¢do ERO.

Notavelmente, este estudo também apresentou uma ferramenta de analise diferente para
o DDE, ou seja, a analise pela intensidade de reflexdo da superficie, avaliada pelo
Reflectdmetro Optipen. Este dispositivo, configurado em forma de caneta, foi empregado com
sucesso em estudos de erosdo in vitro (CARVALHO et al., 2016a), e particularmente o capitulo
3 demonstrou o seu bom uso para o estudo envolvendo a protecdo da CaneCPI-5 contra a erosdo
dentéria in vitro (PELA et al., 2021a). Ja no capitulo 4 a técnica também foi bem desenvolvida,
porém com um equipamento diferente (Reflectdmetro de mesa) (PELA et al., 2022). Como
destaque, este € o primeiro estudo em que o dispositivo foi empregado sob um protocolo in situ.
O grupo Gg+Cane obteve maior reflexdo (o que significa protecdo significativa contra o
desgaste do esmalte) na condicdo ERO em comparacdo aos demais grupos. No entanto, ndo
diferiu significativamente do Gg+NaF na condicdlo ERO+ABR, assim como ndo houve
diferenca entre os grupos St e Gg (em ambas as condic¢des). Apenas o grupo St apresentou
diferenga significativa entre ERO e ERO+ABR. Quando os resultados encontrados para o
Reflectdmetro sdo comparados com os obtidos com o Perfildmetro, fica evidente que esta
ultima ferramenta analitica consegue discriminar melhor os distintos tratamentos. A falta de
diferenca apresentada pelo Reflectdmetro pode ser explicada de duas maneiras: 1) Devido a
grande quantidade de desafio erosivo (30 min) na superficie do esmalte, a analise de reflexao
pode ter perdido a sensibilidade para detectar pequenas diferencas entre as condi¢cdes e grupos
de tratamentos (LUSSI et al., 2012). Além disso, esse aspecto pode ter sido mais proeminente
na condicdo ERO+ABR, pois na anélise de perfilometria houve um maior desgaste do esmalte
dentério; e 2) pela engenharia de pelicula adquirida, que pode ter influenciado (obtendo uma

maior reflexdo, como discutido no capitulo 3) (PELA et al., 2021a). Esta causa pode ser devido
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a forte ligacdo da CaneCPI-5 a hidroxiapatita (SANTIAGO et al., 2017), bem como a presenca
de outras proteinas da PAE na superficie do esmalte, principalmente na condicdo ERO, em que
ndo houve desgaste mecanico causado pela escovacdo, mantendo, assim, as proteinas presentes
na superficie do esmalte e, consequentemente, causando maior reflexdo (LUSSI et al., 2012;
PELA et al., 2021a;), enquanto que na condicio de ERO+ABR pode nio ter ocorrido esta
interferéncia, dificultando a comparacéo entre as condicdes.

Devido a essas pequenas inconsisténcias entre os dados do Reflectdmetro e os dados do
Perfildmetro, tornou-se importante verificar a correlacdo entre estes métodos. Um estudo in
vitro demonstrou que o Reflectémetro portéatil se correlaciona com a dureza do esmalte, bem
como as medigdes de liberacdo de calcio, quando a erosdo foi avaliada superficialmente
(CARVALHO et al., 2016a). Entretanto, ainda existia a falta da correlagdo entre a
Reflectometria e a Perfilometria para os estudos envolvendo a erosdo de forma mais severa
(com perda da estrutura do esmalte). Diante disso, nossos resultados mostraram uma correlagédo
significativa (negativa) entre as técnicas fornecidas pelo Reflectémetro portétil e o Perfildbmetro
de contato. Enquanto o Reflectdmetro mostra nimeros crescentes, indicando uma protecéao, o
Perfildmetro mostra numeros decrescentes, que também indicam protecdo (menor perda de
esmalte). Devido aos nimeros opostos, essa correlacdo se torna negativa. Além disso, esta
comparacgédo deixou claro o potencial do uso do Reflectometro Optipen para avaliar o desgaste
do esmalte, desde estagios erosivos iniciais (como demonstrou a correlacéo entre a microdureza
e andlise de calcio) (CARVALHO et al., 2016a), e, agora, para estagios mais agressivos de
erosdo na forma mais proxima da condicdo clinica (como demonstrou neste capitulo a
correlagio entre a perfilometria e a reflectometria). E importante destacar que as limitacdes aqui
apresentadas pelo Reflectometro (perda de sensibilidade) dificilmente serdo associadas para 0s
estudos in vivo, devido ao grande desgaste causado no presente estudo in situ, que pode nédo
ocorrer in vivo, por conta da progressdo lenta do DDE. Além disso, os valores obtidos pelo
Reflectdmetro ndo sdo facilmente obtidos com exatiddo para o desgaste (em pm) que ocorre na
superficie do dente, pois o Reflectdmetro avalia apenas a superficie exposta, sem considerar as
camadas perdidas pelo desafio erosivo. Desta forma, a sequéncia logica e futura serd
desenvolver um estudo in vivo para avaliar o papel protetor da CaneCPI-5 contra a erosdo

dentaria inicial, utilizando o Reflectémetro Optipen como variavel de resposta.

Varios pontos podem ser destacados do presente estudo: 1) o potencial do gel de
quitosana (sem incorporacdo de nenhum outro principio ativo) para proteger contra 0 DDE do

esmalte; 2) os resultados satisfatorios de um gel de quitosana contendo NaF e, principalmente,
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CaneCPI-5 para favorecer a redugdo do DDE do esmalte; 3) a prevencdo do DDE do esmalte
pela engenharia de pelicula adquirida, com apenas uma aplicacdo diaria de gel (produto para
aplicacdo profissional); 4) a novidade do efeito protetor dos géis sobre o esmalte na condicao
ERO+ABR 5) a utilizacdo de um equipamento capaz de avaliar o0 desgaste in situ e sua

correlacdo com a perfilometria. Diante do exposto, a hipdtese nula foi rejeitada.

8.7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o gel de quitosana contendo CaneCPI-5 foi capaz
de prevenir ERO e ERO+ABR no esmalte in situ. Esses resultados abrem uma nova perspectiva
para o desenvolvimento de um produto inovador voltado para a aplicacdo odontoldgica
profissional, visando a prevencdo do DDE do esmalte. Por fim, serdo desenvolvidas novas
metodologias in vivo utilizando este equipamento portatil de reflexdo, o qual parece ser capaz

de avaliar a erosdo dentéaria clinicamente.
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9. N
APITULO 7 \9

USO DO REFLECTOMETER E O EFEITO DA ENGENHARIA DE PELICULA
ADQUIRIDA COM CANECPI-5 NA EROSAO INICIAL IN VIVO
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9.1 INTRODUCAO

O sétimo capitulo encontra-se submetido ao Journal of Dental Research no ano de 2022.
Este estudo esta intitulado “Use of reflectometer and the effect of CaneCPI-5 on initial erosion
in vivo”. A autoria esta representada na seguinte ordem: Vinicius Taioqui Pela, Talita Mendes
Oliveira Ventura, Even Akemi Taira, Larissa Tercilia Grizzo Thomassian; Flavio Henrique
Silva, Sonia Groisman, Thiago Saads Carvalho, Adrian Lussi, Marilia Afonso Rabelo Buzalaf.
(Ver a pégina inicial do artigo em APENDICE 7).

Nos ultimos anos, o novo hébito alimentar da populagao se voltou para uma dieta com
maior tendéncia a ingestdo de acidos, 0s quais entram em contato com a superficie dentaria
dentes e podem causar um processo de grande preocupacdo clinica na Odontologia
(SCHLUETER et al., 2020; VIEIRA-PEDROSA e DE MENEZES, 2020). Este processo
erosivo no esmalte leva a desmineralizacdo (hidroxiapatita e fluorapatita), causando um leve
amolecimento da sua superficie. Se ndo houver inibi¢do, ocorre a dissolu¢do continua das
camadas subsequentes de cristais de esmalte, resultando em perda de volume da estrutura
dentaria. Dessa forma, a importancia de intervencdes contra esse desgaste é fundamental, pois

sua prevaléncia e gravidade podem aumentar com o avancar da idade (JAEGGI e LUSSI, 2014).

Neste processo, a saliva é um fluido importante para a superficie do dente, com
capacidade de atuar contra esse dano por varias de suas propriedades, destacando-se a sua
capacidade de formar a PAE (BUZALAF et al., 2012a). Essa camada orgénica é composta por
certas proteinas (predominantemente de origem salivar) que estdo diretamente associadas a
protecdo contra a dissolucdo do mineral do dente (CHAWHUAVEANG et al., 2021). Dentre
essas proteinas, a cistatina merece destaque devido a sua capacidade de resisténcia aos acidos
(DELECRODE et al., 2015b). Posteriormente, tendo em vista um avanco cientifico na producéo
de proteinas recombinantes, nosso grupo de pesquisa desenvolveu a CaneCPI-5 e desenhou um
protocolo com esse tratamento antes da formacdo da PAE (SANTIAGO et al., 2017). Essa
sequéncia de aplicacdo foi denominada engenharia de pelicula adquirida (CARVALHO et al.,
2020; ARAUJO et al., 2022). Nesse caminho, os capitulos anteriores (in vitro e in situ)
demonstraram a efic4cia dessa proteina contra a erosdo (PELA et al., 2021a; PELA et al.,
2021b; PELA et al., 2022; PELA et al., 2022 in press). No entanto, faltam estudos in vivo
capazes de demonstrar clinicamente o efeito protetor da CaneCPI-5. Até o0 momento, apenas
dois estudos in vivo envolvendo essa proteina foram realizados, mas o foco esteve baseado em
analises protedmicas (CARVALHO et al., 2020; ARAUJO et al., 2022).
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Assim, a falta de variaveis de resposta capaz de avaliar clinicamente a erosdo dentéria é
a principal dificuldade nesta area de pesquisa. Isso traz um impacto direto no grau de evidéncia
disponivel para aconselhar os pacientes sobre a prevencao da erosdo (JOSHI et al., 2016). Com
essa limitacdo em mente, algumas técnicas analiticas foram testadas para avaliar clinicamente
a erosdao, como tomografia de coeréncia éptica (CHAN et al., 2013; TSAI et al., 2019),
fluorescéncia de luz quantitativa (STOOKEY, 2004; ABAL et al., 2017) e 0 método de imagem
por reflectancia de infravermelho (WU e FRIED, 2009; FRIED et al., 2013). Como destaque,
um dispositivo (chamado Reflectdbmetro Optipen) foi projetado com potencial para o uso clinico
devido ao seu facil manuseio (RAKHAMATULINA et al., 2013). Além disso, os resultados
obtidos com a reflectometria correlacionaram-se com as importantes técnicas de avaliacdo da
erosdo dentaria in vitro, como a medida de dureza superficial e liberacdo de célcio
(CARVALHO et al., 2016a). Recentemente, este dispositivo foi utilizado com sucesso para
avaliar o efeito da CaneCPI-5 em protocolo in vitro (PELA et al., 2021a) e in situ (PELA et al.,
2022 in press). Além disso, neste ultimo estudo referente ao capitulo anterior, a anélise de
reflectometria pelo Reflectometro Optipen apresentou correlacdo com a perfilometria de
contato, sugerindo que este dispositivo poderia ser empregado com Sucesso em uma

metodologia in vivo para avaliar o tratamento com CaneCPI-5 contra a erosdo dentéria.

Diante do exposto, duas questdes merecem atencgéo para o presente estudo: 1) a novidade
de usar o Reflectdometro Optipen clinicamente e 2) a falta de resultados in vivo com a CaneCPI-

5 contra a erosdo dentaria inicial.

9.2 OBJETIVO

O objetivo deste capitulo foi utilizar clinicamente o Reflectdbmetro Optipen para avaliar
a engenharia de pelicula adquirida com uma solucgéo de bochecho contendo CaneCPI-5 para a

prevencdo da erosdo inicial.

9.3 HIPOTESES NULAS

As hipoteses nulas testadas foram: 1) o Reflectdmetro Optipen ndo é capaz de detectar
clinicamente a erosao dentaria inicial; 2) a engenharia de pelicula adquirida com uma solucéo

de bochecho contendo CaneCPI-5 ndo previne a erosdo dentaria inicial.
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9.4 MATERIAL E METODOS
9.4.1 Delineamento experimental

A CaneCPI-5 foi produzida na Universidade Federal de S&o Carlos e o protocolo in vivo
foi desenvolvido na Faculdade de Odontologia de Bauru (Universidade de S&o Paulo), sendo
aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa em Seres Humanos local (CAAE:
56867722.3.0000.5417, ver ANEXO 1). Todos os participantes assinaram previamente o termo
de consentimento livre e esclarecido, seguindo as diretrizes da Declaracédo de Helsinque. O
protocolo experimental foi realizado de forma cruzada (trés fases de tratamento) e triplo-cego
(participantes, pesquisadores e analistas). Todos os participantes estiveram presentes em todas
as fases do estudo. O protocolo foi realizado apenas no periodo da manha. Cada fase do estudo

ocorreu em um dia da semana (quarta-feira) e houve um intervalo de 10 dias entre as fases.

9.4.2 Selecdo dos participantes

Foram selecionados nove participantes com idade entre 25 e 30 anos, de ambos 0s sexos
(5 mulheres e 4 homens), com bom estado geral de saude (critérios de inclusdo: ndo fumantes,
sem uso constante de medicamentos, mulheres ndo gravidas e livres de doengas sistémicas).
Além disso, os participantes foram selecionados quanto a boa saude bucal (critérios de incluséo:
sem gengivite, periodontite, qualquer outra condicdo bucal que pudesse afetar a composicdo da
saliva, bem como a presenca de restauracGes nas superficies vestibulares dos dentes superiores).
Participantes com fatores de risco para DDE, ou seja, com consumo excessivo de bebidas
gaseificadas, sucos de frutas ou frutas acidas, nadadores ou pacientes com disturbios gastricos
(bulimia e refluxo gastroesofagico) foram excluidos ap6s anamnese e avaliacdo clinica. Outro
critério de exclusdo foi baseado no fluxo salivar de cada participante, cujo fluxo ndo estimulado
e estimulado foi limitado a ser maior que 0,3 e 1,0 mL/min, respectivamente. O tamanho da
amostra foi escolhido com base em estudo prévio in vivo (CARVALHO et al., 2020),
considerando-se uma diferenca minima detectavel na liberacdo de Ca de 1,26 mM e desvio

padréo de 0,35 mM, para om erro a de 5% ¢ um erro § de 20%.

9.4.3 OrientacOes aos participantes
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Todos os participantes receberam as seguintes orientac@es: 1) Tomar café da manha
antes da higienizagdo da cavidade oral; 2) Utilizar exclusivamente o kit fornecido pelos
pesquisadores, contendo uma escova de dente (Oral B®, The Procter & Gamble Company,
Cincinnati, OH, EUA), fio dental (Oral B®, The Procter & Gamble Company, Cincinnati, OH,
EUA) e creme dental com fluoreto (1100 ppmF, NaF; Oral B®, The Procter & Gamble
Company, Cincinnati, OH, EUA) durante todo o estudo; 3) N&o comer e beber durante a
formacdo do PAE in vivo; 4) Nao utilizar procedimentos de clareamento ou aplicacédo
profissional de fluoreto (PELA et al., 2021b).

9.4.4 Producédo recombinante da CaneCPI-5

A CaneCPI-5 foi produzida de forma recombinante em Escherichia coli Rosetta,
conforme descrito no capitulo 3 (SOARES-COSTA et al., 2022; SANTIAGO et al., 2017;
PELA et al., 2021a).

9.4.5 Tipos de tratamentos na forma de bochecho

Os participantes estiveram presentes em 3 fases cruzadas e triplo-cegas. Para cada fase,
3 participantes foram destinados a um dos 3 grupos de tratamento (determinados por nimeros
computadorizados aleatoriamente), sendo: 1) Agua deionizada, pH 7,5 (controle negativo;
Agua); 2) Solucio comercial contendo 800 ppm Sn?* de SnClz, 125 ppm F- de fluoreto de amina
e 375 ppm F de fluoreto de sodio (SnCl/AmF/NaF), pH 4,5, EImex® - GABA International
AG, Therwil, BL, Suica (controle positivo; EImex®); 3) 0,1 mg/mL da CaneCPI-5 preparada
em agua deionizada, pH 7,8 (Solucéo experimental; CaneCPI-5). (SANTIAGO et al., 2017).

9.4.6 Protocolo experimental in vivo

Em cada dia, os participantes receberam profilaxia dentaria com pedra pomes para
remover a PAE. Os procedimentos nas superficies dos dentes in vivo (incisivos centrais
superiores esquerdo e direito) também foram cruzados em uma das trés porcées (proximo a
gengiva, mediana e distal do dente). Assim, todos os tratamentos aconteceram igualmente em

todas as regides do dente. A intensidade de reflexdo da superficie inicial (IRSi) foi medida por
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um Reflectdmetro portétil Optipen (veja detalhes da analise na se¢do abaixo). Em seguida, cada
participante realizou um bochecho (1 min; 10 mL) com a respectiva solucdo da fase em que
cada participante estava inserido. Depois, a PAE foi formada in vivo por 120 min. Apos este
periodo, os dentes foram lavados (5 s) e secos (3 s). Imediatamente, um molde de cera foi fixado
no incisivo central superior esquerdo e direito em formato circular (com o centro exposto por
um orificio de 3 mm?). Entéo, o desafio erosivo foi realizado individualmente em cada dente.
Para isso, 10 yL de acido citrico a 1% (pH 2,5) foram aplicados (com pipeta) na superficie
exposta do dente por 10 s (no centro do molde de cera). Em seguida, o acido citrico foi coletado
e armazenado (-80 °C) para andlise de calcio liberado no &cido citrico (CARVALHO et al.,
2020). Subsequentemente, os dentes foram lavados (5 s) e secos (3 s). AplOs esses
procedimentos, a intensidade de reflexdo da superficie final (IRSf) foi realizada exatamente

onde ocorreu o baseline e o desafio erosivo (Figura 23).

Selecio de 9 Profilaxiabucal Analize inicial: Reflectometro
participantes

4

« Tratamento (cruzado e triplo-cego):
Agua deronizada;

- S Bi?checlm Elmex® - Erosion protection;
Formagéo da PAE por 120 min {1 min; 10 mL) CaneCPI-5.

Analige de calcio
liberadono acido citrico

Desafio erosrvo: Ié
Acido citrico 1% (pH 2.5), Analise final: Reflectémetro \ (Método de Arsenazo Il

aplicadona area isoladapor 10 s

Figura 23. Esquema metodoldgico in vivo. Demonstracdo da selegdo de 9 participantes, seguido pela profilaxia
e andlise inicial pelo Reflectémetro. Posteriormente, a realizacdo do tratamento (Agua, EImex® ou CaneCPI-5),
formacdo da PAE e desafio erosivo com acido citrico. Por fim, analise final pelo Reflectdmetro e analise de calcio.

9.4.8 Medicdo da erosdo dentaria pelo Reflectobmetro Optipen
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A intensidade de reflexdo da superficie (IRS) foi realizada pelo Reflectémetro portatil
Optipen. A anélise inicial (IRSi) foi feita antes do tratamento, ja a analise final (IRSf) foi feita
apos o desafio erosivo. Para ambas as analises (inicial e final), todas as superficies de esmalte
foram previamente secas por 3 s. Posteriormente, a ponta do Reflectdmetro foi tocada na
superficie do esmalte. Em seguida, o equipamento portatil foi inclinado em vérios angulos para
obter o maior registro de reflexdo de cada area da superficie do dente. Os valores apresentados
pelo software foram tabulados e calculados da seguinte forma: %IRS = (IRSf / IRSi) x 100
(CARVALHO et al., 2016a; PELA et al., 2021a).

9.4.9 Analise de calcio pelo método colorimétrico de Arsenazo 111

A quantidade de célcio presente no acido citrico foi analisada individualmente, pelo
método Arsenazo Il (VOGEL et al., 2006). Para isso, foi construida uma curva de calibracao
contendo diferentes concentragdes de calcio. A absorbancia foi analisada a 25 °C, a 650 nm. A
analise foi realizada em triplicata, usando um espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific,
Konica Minolta, EUA).

9.4.10 Analise estatistica

Os resultados obtidos a partir do Reflectdmetro Optipen e da anélise de calcio (média
das duas superficies obtidas do incisivo direito e esquerdo de cada participante) foram
verificados estatisticamente, utilizando o software GraphPad Prism (versdo 6.0 para Windows,
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA), com relacdo a normalidade (teste de
Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade (teste de Bartlett). Os dados foram analisados pelo
teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. Os resultados foram apresentados como
(mediana; intervalos de confianca de 95% (IC)). O coeficiente de correlagéo de Spearman foi
calculado entre Reflectometria (%IRS) e concentragdo de célcio liberada do esmalte (mM). O
nivel de significancia foi estabelecido em 5%.

9.5 RESULTADOS

9.5.1 Medicao da erosdo dentaria pelo Reflectdbmetro Optipen



164

Os resultados da %IRS (mediana; 1C 95%) mostraram que a protecdo conferida pelo
grupo da agua (controle negativo) (%IRS: 57,73; 47,57 — 67,54) foi significativamente menor
em comparacdo aos demais grupos. A melhor protecdo (menor mudanca na reflexdo,
apresentando maiores valores de %IRS) foi observada para os grupos Elmex® (74,69%; 65,50
—86,44) e CaneCPI-5 (80,20%; 67,74 — 89,05), sem diferencas significativas entre eles (p<0,05)
(Figura 24).
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Figura 24. Porcentagem de intensidade de reflex@o do esmalte in vivo avaliada pelo Reflectdmetro Optipen.
Tratamento em forma de bochecho com Agua, Elmex® ou CaneCPI-5, seguido pela formagéo da PAE e desafio
erosivo com &cido citrico 1% pH 2,5 por 10 s. Letras distintas denotam diferencas significativas entre os
tratamentos (p<0,05, n=9).

9.4.2 Anélise de célcio liberado no acido citrico

A andlise de calcio em mM (mediana; 1C 95%) demonstrou menor protecao (maior
liberag&o de calcio no &cido citrico) para o grupo Agua (1,24; 0,87 — 1,53). A melhor protecio
(menor liberagéo de célcio) foi observada para os grupos Elmex® (0,43; 0,30 — 0,69) e CaneCPI-
5 (0,56; 0,20 — 0,93), sem diferencas significativas entre eles (p<0,05) (Figura 25).
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Figura 25. Analise do Calcio (mM) liberado no acido citrico. Tratamento em forma de bochecho com Agua,
Elmex® ou CaneCPI-5, seguido pela formagdo da PAE e desafio erosivo com acido citrico 1% pH 2,5 por 10 s.
Letras distintas denotam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05, n=9).

9.5.3 Correlacédo entre a reflectometria e a liberacédo de calcio para o acido citrico

Houve correlacdo significativa (r=-0,4522, p=0,0013), entre a reflectometria
demonstrada pela %IRS (Reflectdmetro Optipen) e liberagdo de célcio (mM) no &cido citrico

pelo método de Arsenazo Il (Figura 26).
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Figura 26. Correlacdo entre os métodos in vivo. Reflectometria (desgaste calculado em %IRS pelo
Reflectdmetro Optipen) e liberacdo de calcio (mM) para o acido citrico (calculado pelo método de Arsenazo Il11).
(linha solida; y = -0.0069x + 1.1706).

9.6 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo capaz de analisar o efeito preventivo da CaneCPI-5 in vivo pelo
Reflectdmetro Optipen. Até o momento, este dispositivo ndo havia sido usado para avaliar
clinicamente a erosdo dentéria inicial. Para isso, o presente estudo foi desenvolvido como uma
prova de conceito dos resultados preliminares envolvendo CaneCPI-5, tendo em vista que nosso
objetivo final é desenvolver um protocolo odontolégico para o uso da populagdo por meio de

um enxaguatorio bucal contendo esta proteina.

Inicialmente, para a real interpretacdo dos resultados, alguns aspectos metodoldgicos
merecem explicacdo. A concentracdo da CaneCPI-5 (0,1 mg/mL) foi baseada em nosso
primeiro estudo, o qual demonstrou que o aumento da concentracdo da CaneCPI-5 néo
aumentou a sua protecao para a superficie do esmalte (SANTIAGO et al., 2017). Alem disso,
nessa concentracdo e com esse tempo de enxague (1 min), o quinto capitulo demonstrou que
este protocolo foi seguro para a cavidade oral dos participantes deste capitulo, pois essa proteina
ndo apresentou efeito citotoxico para as células de fibroblastos gengivais (PELA et al., 2021b).
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Além disso, ndo houve queixas de sabor e odor para nenhum dos tratamentos utilizados. Em
relacdo ao nimero de participantes, o calculo do tamanho da amostra foi baseado em estudo
anterior do nosso grupo, no qual a variavel resposta foi o calcio liberado do esmalte apos o
bochecho com CaneCPI-5 e o desafio com acido citrico (CARVALHO et al., 2020), semelhante
para o desafio realizado no presente estudo. Também é importante mencionar que a escolha dos
dentes analisados se deu em funcdo de sua posi¢do anatdmica e do seu tamanho (incisivos
centrais superiores), o que permitiu o isolamento do desafio erosivo e, posteriormente, a coleta
de acido citrico para analise de calcio. Para evitar que o tratamento ndo fosse realizado no
mesmo local do tratamento anterior, a area da superficie do dente foi dividida em trés porcdes
com base na localizag&o gengival (proximal, medial e distal). Assim, cada porgéo foi destinada
a cada uma das fases (seguindo o desenho cruzado), para que todos os tratamentos ocorressem
em todas as por¢oes do dente. Isso também foi importante para anular o possivel efeito do fluido

crevicular, que pode ter mais influéncia na regido proximal do dente (ODANAKA et al., 2020).

A principal novidade deste estudo foi a utilizacdo do Reflectometro Optipen em um
protocolo in vivo de erosdo dentéria inicial. O dispositivo é composto por uma medicdo com
angulos de incidéncia e reflexdo de 45 graus, uma lampada halégena e o espectrémetro, a fim
de demonstrar que, quanto maior a reflexdo, maior a protecdo da superficie analisada contra a
desmineralizacdo. Também possui um design de fibra dptica com cabegote de medicdo de 15
mm para garantir o acesso a todas as posi¢Oes dentro da cavidade oral. A forma de caneta
proporciona um manuseio facil e leve. Além disso, um software foi criado para proporcionar
uma leitura rapida e facil do sinal obtido, contribuindo para a redugéo do tempo de anélise. Para
fins de validacéo, foi observada uma correlagdo significativa entre %IRS e célcio liberado do
esmalte. Esta correcdo segue a mesma linha com um estudo in vitro anterior, o qual
correlacionou a microdureza de superficie e a analise de célcio (CARVALHO et al., 2016a).
Assim, a primeira hip6tese nula foi rejeitada. E importante destacar que a correlaco entre %IRS
e liberagdo de calcio do esmalte foi negativa. Isso se deve ao fato de que, no caso do
Reflectbmetro, valores maiores de %IRS significam menor erosdo, ao contrario do que ocorre
no caso da liberacdo de calcio (maiores quantidades de calcio liberadas significam maior

erosdo).

Os resultados obtidos no presente estudo com o bochecho da CaneCPI-5 constituem um
importante avanco clinico para a prevencdo da erosdo dentaria inicial, uma vez que este
tratamento foi semelhante ao grupo controle positivo (Elmex® - Erosion Protection).

Especificamente para os resultados de %IRS, os bochechos com CaneCPI-5 e Elmex®
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obtiveram maior reflexdo, o que significa uma maior protecdo contra a erosao quando foram
comparados ao grupo Agua. Assim, nossa segunda hipGtese nula também foi rejeitada. E
importante mencionar que essa reflexao no esmalte pode ter sofrido duas influéncias: 1) a alta
forca de ligacdo da CaneCPI-5 a hidroxiapatita (SANTIAGO, et al., 2017), aumentando a
reflexdo (PELA et al., 2021a) e 2) a solucdo Elmex® contém em sua formula SnCl2/NaF/AmF,
que tende a interagir com a PAE e modifica-la, levando a uma maior abundéncia de proteinas
e consequentemente também aumentando a reflexdo (LUSSI et al., 2012). Essas influéncias
podem ter ocorrido mesmo apds a lavagem com agua deionizada e o desafio erosivo. Também
é importante lembrar da auséncia da aplicacdo da solucdo de hipoclorito de sédio antes da
analise final pelo Reflectdmetro Optipen. Em estudos in vitro anteriores, essa aplicacao serviu
para remover qualquer residuo de tratamento e/ou proteinas remanescentes da PAE (PELA et
al., 2021a; PELA et al., 2022). No entanto, a decisdo de ndo aplicar hipoclorito de sédio neste
estudo foi importante para garantir a seguranca dos tecidos da cavidade oral dos participantes.
Por outro lado, os resultados de liberacdo de célcio corroboraram com os resultados do

Reflectdmetro, indicando que, se essas deficiéncias ocorreram, elas foram de menor relevancia.

Além disso, resultados anteriores com esses tratamentos e utilizando o Reflectdmetro
Optipen indicam que a analise foi eficaz. Nesse sentido, o capitulo 3 (in vitro) avaliou o
mecanismo de protecdo da CaneCPI-5 contra a erosdo dentéria inicial pelo Reflectbmetro. A
reflexdo para este tratamento foi de 85% (PELA et al., 2021a), que obteve uma reflexdo maior
em relacdo ao presente tratamento (80,20%). A explicacdo para isso pode estar relacionada ao
tempo de aplicacdo da CaneCPI-5 (estudo in vitro 2 h versus o presente estudo 1 min).
Posteriormente, o capitulo 6 (in situ) envolveu o efeito preventivo do um gel de quitosana
contendo CaneCPI-5 e também foi avaliado com sucesso pelo Reflectémetro Optipen, em um
modelo de erosdo mais severo. O resultado da reflexdo do grupo de aplicacdo do gel de
quitosana contendo CaneCPI-5 foi de 56,42% (PELA et al., 2022 in press). Esse valor € menor
em relagdo ao resultado atual do bochecho com CaneCPI-5 (80,20%) devido a quantidade de
desafio realizado no estudo in situ (total de 30 min), enquanto no presente estudo a quantidade
de desafio erosivo foi muito inferior (apenas 1 min). Além disso, neste capitulo in situ também
houve uma boa correlacdo (significativa) entre o reflectometria e a perfilometria de contato,
sugerindo a execucdo da analise pelo Reflectometro em um protocolo in vivo (PELA et al.,
2022 in press), o que foi realizado no presente estudo.

Ambos 0s grupos (CaneCPI-5 e Elmex®) mostraram-se eficazes para superficies de

esmalte; no entanto, seus mecanismos de protecdo diferem. Para o grupo CaneCPI-5, a
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explicacdo se da pela alta forca de ligagdo a hidroxiapatita, avaliada por microscopia de forca
atdbmica (SANTIAGO, et al., 2017). Além disso, o efeito protetor da CaneCPI-5 também se
mostrou eficaz em estudos in situ com erosdo mais severa, mesmo seguindo com a associacdo
de efeitos abrasivos, onde ha perda de camadas de esmalte (PELA et al., 2021b; PELA et al.,
2022 in press). Para o grupo Elmex®, a literatura tem demonstrado que seu mecanismo de
protecdo esta associado a combinacao de fluoreto e estanho, que reagem com a hidroxiapatita,
reduzindo a solubilidade do esmalte e protegendo contra a desmineralizagdo (HUYSMANS et
al., 2014). Além disso, este produto comercial € muito utilizado em estudos envolvendo erosédo
dentéria (como controle positivo) devido a sua capacidade protetora. Este aspecto foi
evidenciado no capitulo 4 e 5 (DE SOUZA et al., 2018; PELA et al., 2021b; PELA et al., 2022).
No entanto, seu uso em longo prazo pode causar descoloracdo na superficie do esmalte e
sensacOes adstringentes no individuo (WEST et al., 2012). Este fato, somado a necessidade da
combinacdo de varios componentes (SnClz/NaF/AmF), o torna uma desvantagem quando
comparado ao bochecho com CaneCPI-5.

O resultado da analise de célcio pelo método colorimétrico por Arsenazo Il confirmou
novamente (para o Reflectdmetro Optipen) que CaneCPI-5 e Elmex® reduzem a
desmineralizacdo do esmalte. A quantidade de célcio obtida no presente estudo foi semelhante
ao estudo anterior (CARVALHO et al., 2020). No entanto, é importante mencionar que a PAE
também é composta por uma quantidade de calcio, que pode aumentar devido ao procedimento
da engenharia de pelicula adquirida, uma vez que essa camada fica mais refor¢ada contra a
erosdo dentaria (PELA et al., 2021a; PELA et al., 2022). Portanto, nesta analise, pode ter

ocorrido uma pequena influéncia da quantidade de célcio presente na propria PAE.

Por fim, no presente capitulo a engenharia de pelicula adquirida também merece ser
levada em consideracdo. Esse procedimento, caracterizado pela aplicacdo do bochecho antes
da formagdo da PAE, pode ter favorecido o nivel de prevencdo contra a erosdo. Estudos
anteriores in vitro e in situ confirmam esse efeito benéfico no esmalte dentario (SANTIAGO et
al., 2017; PELA et al., 2021a; PELA et al., 2021b; PELA et al., 2022; PELA et al., 2022 in
press). Além disso, estudos envolvendo esse conceito no campo da andlise protebmica
demonstraram que o tratamento in vivo com CaneCPI-5 (na forma de bochecho) aumentou a
quantidade de importantes proteinas da PAE. Esse processo ocorre devido ao fortalecimento da
camada basal da PAE com CaneCPI-5. Posteriormente, outras proteinas da PAE se ligam as
proteinas existentes, resultando em uma pelicula com maior quantidade de proteinas acido-
resistentes, como a proteina S100-A9, lisozima e cistatinas (CARVALHO et al., 2020;
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ARAUJO et al., 2022). Se, por um lado, ha conhecimento protedmico das alteracdes da PAE
com CaneCPI-5, por outro, ainda ndo esta clara a alteracdo do perfil protedmico da PAE quando

a solugdo comercial ElImex® ¢ utilizada como enxaguatorio. Isso merece ser avaliado no futuro.

9.7 CONCLUSAO

Estes resultados demonstraram que o Reflectometro Optipen foi uma excelente
ferramenta para avaliar clinicamente os efeitos preventivos do bochecho com CaneCPI-5 por

meio da engenharia de pelicula adquirida contra a erosao dentéria inicial.
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10. DISCUSSAO GERAL DOS RESULTADOS OBTIDOS NA TESE

A presente tese permitiu um avanco para a aplicagéo clinica da CaneCPI-5. Desta forma,
para que pudéssemos alcancar este passo, foi necessaria uma sequéncia de estudos. Assim, o
primeiro capitulo foi voltado para a compreenséo do perfil protedmico da PAE in vitro, uma
vez que este protocolo nunca havia sido desenvolvido no nosso laboratorio, devido a dificuldade
para identificar as proteinas por espectrometria de massa. Esta limitacéo foi superada diante da
troca de saliva no periodo da formacgdo da PAE in vitro, garantindo uma 6tima identificacéo na
sua quantidade e na sua qualidade de proteinas (PELA et al., 2020a). Entretanto, neste estudo
nédo foi avaliada a diferenca de expressao, devido ao baixo valor obtido pela quantificagcéo de
proteinas, visto que para realizar esta comparagdo é necessario que todos 0s grupos estejam na
mesma concentracdo. Diante desta preocupacdo em nédo obter a quantidade minima necessaria
para uma adequada identificacdo de proteinas por espectrometria de massa, os resultados foram
apresentados apenas com foco no perfil qualitativo da PAE in vitro. Além disso, este capitulo
foi importante para permitir uma real comparagéo do perfil protedmico da PAE in vitro, in situ
e in vivo, como sugerido no segundo capitulo. Nestas analogias, foram identificadas importantes
diferencas no perfil da PAE entre as trés condicdes, as quais serviram de fundamento para a
extrapolacdo dos resultados obtidos pelos protocolos iniciais (in vitro e in situ) em comparagéo
com uma condicdo clinica, principalmente ao associar 0 campo emergente da erosdo dentéaria
(PELA et al., 2020b).

Sem davida, os dois primeiros capitulos voltados para o conhecimento da PAE também
foram fundamentais por se tratar de uma linha de pesquisa que atua em conjunto com a
engenharia de pelicula adquirida. Este termo foi nomeado em virtude do fortalecimento que
ocorre na PAE por meio dos tratamentos descritos nesta tese, envolvendo proteinas/peptideos:
hemoglobina, estaterina e, principalmente, a CaneCPI-5 (PELA et al., 2021a). Estes
componentes, juntamente com o procedimento da engenharia de pelicula adquirida, foram
verificados no terceiro capitulo, em relacdo aos seus especificos mecanismos de acdo sobre a
superficie nativa do esmalte humano in vitro. Diante deste contexto, foram observados
diferentes mecanismos de protegcdo contra a erosdo, ou seja, houve tratamentos com melhor
atuacdo quando aplicados diretamente na superficie do esmalte e/ou tratamentos quando
associado a PAE (PELA et al., 2021a).

Apesar do segundo capitulo demonstrar que varias proteinas tipicas da PAE foram

subexpressa na condicdo in vitro em comparagdo com as demais condi¢des, como por exemplo,
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a cistatina (PELA et al., 2020a), nos acreditamos que a engenharia de pelicula adquirida com
0s tratamentos possa ter fortalecido esta camada orgénica, ajudando na protecao contra a erosao
dentéria (PELA et al., 2021a). Ainda é importante destacar que a CaneCPI-5 é uma cistatina
diferente daquela que foi subexpressa na condicao in vitro (cistatina humana). Por outro lado,
o tratamento com hemoglobina e estaterina para a protecdo contra a erosao dentaria in vitro,
pode ser reprodutivel para uma situacdo clinica, uma vez que estas proteinas foram
superexpressas na condicao in vitro quando comparada as demais condicdes (in situ e in vivo)
(PELA et al., 2020b), mas vale lembrar que os tratamentos proteicos do terceiro capitulo foram
sintetizados ou comercializados (PELA et al., 2021a). Ainda neste capitulo, duas novas
abordagens tiveram destaques. A primeira foi a implementacdo de uma nova técnica para
avaliar a erosao dentaria por meio da reflexdo da superficie, usando o Reflectbmetro Optipen.
A segunda abordagem foi o0 uso de uma combinacao de todas as proteinas ou peptideo descritos
acima (CaneCPI-5, hemoglobina e peptideo derivado da estaterina), a fim de potencializar o
efeito protetor contra a erosdo dentaria (PELA et al., 2021a).

Por este caminho promissor, no quarto capitulo foi desenvolvido uma solucdo de
tratamento, usando uma combinacdo com componente organico (CaneCPI-5) e inorganico
(NaF), os quais favoreceram a protecio contra a erosio dentaria in vitro (PELA et al., 2022).
Ainda neste estudo, foi utilizado o enxaguatorio comercial (Elmex® - erosion protection) porque
em sua composicao também existe uma combinacao, entretanto de componentes inorganicos
(SnCl2/NaF/AmF). Para a nossa surpresa, a analise de microdureza de superficie mostrou que
0 grupo da combinacdo (envolvendo CaneCPI-5 e NaF) obteve um melhor resultado que o
produto comercial. Outro aspecto relevante foi a aplicacdo do tratamento por apenas 2 min,
tempo mais realistico para uma situacdo clinica (PELA et al., 2022) em compara¢do ao
protocolo de 2 h do capitulo 3 (PELA et al., 2021a). Esta diferenca no tempo de aplicagio do
tratamento foi um dos aspectos mais importantes quando comparamos os resultados do grupo
da CaneCPI-5 por meio da analise do Reflectometro, ou seja, no terceiro capitulo a %IRS foi

de aproximadamente 85%, enquanto no quarto capitulo a %IRS foi de aproximadamente 20%.

Para seguir 0 avango clinico do uso da CaneCPI-5 contra a eroséo dentaria, a primeira
parte do quinto capitulo foi executada para garantir a seguranca desta proteina para as células
da cavidade oral (fibroblastos gengivais humanos) em pequenas e grandes concentracfes, bem
como em curto e longo tempo de exposicdo (PELA et al., 2021b). Este foi um importante passo
para demonstrar que nenhum efeito citotoxico pudesse ocorrer na segunda parte do quinto

capitulo, o qual foi constituido por uma metodologia in situ (com 15 participantes), para
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verificar o efeito protetor da CaneCPI-5 em desgastes erosivos mais severos, associando,
também, o desgaste abrasivo, uma vez que estes episédios sao comumente associados em uma
situacdo clinica. Mesmo sendo uma aplicacdo de tratamento com o volume reduzido sobre as
amostras (forma de gota com aproximadamente 50 pL cada amostra), o tratamento com a
CaneCPI-5 foi eficaz para os desgastes no esmalte (erosdo e erosdo+abrasdo) (PELA et al.,
2021b).

Pensando sobre as diferentes formas de aplicacdo da CaneCPI-5, como demonstrado
nos capitulos anteriores (enxaguatorio e gota), o0 sexto capitulo tomou a atencdo para
desenvolver um novo veiculo de aplicacdo por meio da incorporacdo da CaneCPI-5 em gel de
quitosana, sob um protocolo de eros&o e abrasio in situ (PELA et al., 2022 in press). O efeito
protetor deste tratamento (gel de quitosana contendo CaneCPI-5) foi significativamente melhor
em compara¢do com todos os outros géis deste estudo pela analise de perfilometria. Também é
importante mencionar que o gel de quitosana (placebo), sem adicdo de nenhum outro principio
ativo, ja demonstrou um efeito protetor para o esmalte. Porém, quando comparamos o desgaste
ocorrido no esmalte do presente capitulo (aplicacdo em gel) com o capitulo anterior (aplicacdo
de gota) (PELA et al., 2021b), podemos observar que o tratamento com gota demonstrou uma
menor perda da estrutura do esmalte dentario em comparacdo com o gel. Em adicéo, este
capitulo estabeleceu, pela primeira vez, o avanco da analise do Reflectdmetro Optipen em uma
situac&o mais préxima da clinica (in situ) (PELA et al., 2022 in press). Além disso, € importante
relembrar que o segundo capitulo demonstrou uma alta comparacdo do perfil protebmico da
PAE entre a condi¢do in situ e in vivo, principalmente na expressdo de proteinas acido-
resistentes (PELA et al., 2020b). Levando isso em conta, nds acreditamos que estas duas

condigdes in situ (dos capitulos 5 e 6) séo altamente reprodutiveis para a condi¢do in vivo.

Como destaque, o Ultimo capitulo trouxe a prova de conceito de todos os capitulos
anteriores, por demonstrar que a CaneCPI-5 foi altamente eficiente em prevenir a eroséo
dentaria inicial in vivo. O termo “prevengdo” iniciou no capitulo anterior, devido a apenas uma
aplicacdo do gel antes da formacio da PAE (PELA et al., 2022 in press), enquanto no quinto
capitulo, a CaneCPI-5 foi aplicada quatro vezes ao dia (entre os desafios erosivos) (PELA et
al., 2021b). Também optamos pelo tratamento na forma de bochecho (por 1 min) por conta do
bom éxito de protecdo, demonstrado nos capitulos anteriores (PELA et al., 2021a; PELA et al.,
2021b; PELA et al., 2022), inclusive por ter demonstrado um melhor desempenho do que o
tratamento com gel de quitosana. Além disso, € importante enfatizar que o Reflectémetro

Optipen foi eficaz para avaliar a erosao dentaria inicial in vivo, podendo-se validar esta analise
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nos protocolos mais distantes da clinica, como por exemplo, in vitro (PELA et al., 2021a). Em
adicdo, neste capitulo utilizamos o EImex® - Erosion Protection (disponivel comercialmente),
0 qual é considerado “padrdo ouro” para os estudos de erosdo dentaria. Nosso ultimo resultado
demonstrou que o enxaguatdrio com CaneCPI-5 foi tdo eficaz quanto o EImex®. Entretanto,
como ja mencionado, este produto comercial apresenta algumas desvantagens para utilizacao
em longo prazo, podendo causar descoloracdo na superficie do esmalte (WEST et al., 2012).
Esta limitacdo pode ser considerada uma desvantagem quando comparada ao tratamento com a
CaneCPI-5.

Por fim, a presente tese apresentou uma translacédo do uso da CaneCPI-5, partindo das
ciéncias bésicas para uma aplicacdo clinica, por meio dos procedimentos da engenharia de
pelicula adquirida contra a eroséo dentéaria e 0o DDE. Além disso, esta tese demonstrou a eficacia
de varias estratégias inovadoras envolvendo a aplicacdo da CaneCPI-5 sobre 0 esmalte dentario,
como por exemplo, na forma de gota, enxaguatério ou gel, bem como o uso de diferentes
combinagBes de tratamento (hemoglobina, peptideo derivado da estaterina, fluoreto de sodio e
gel de quitosana). Todas estas diferentes formas, foram fundamentais para abrir novos caminhos
para 0 desenvolvimento de produtos odontologicos, 0s quais poderdo estar disponiveis para a
populacédo a fim de se controlar e/ou prevenir o DDE. O préximo passo seré realizar um estudo
clinico de longo prazo para acompanhar o efeito preventivo da CaneCPI-5 na progressao do
DDE.
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11. CONCLUSOES
11.1 Conclusdes especificas

Esta tese apresentou sete capitulos experimentais, os quais foram desenvolvidos

separadamente com as seguintes conclusoes especificas:

Capitulo 1: Os resultados obtidos indicam que a nova técnica desenvolvida por meio da
troca de saliva durante a formacdo da PAE foi essencial para uma maior identificacdo de
proteinas deste integumento. Além disso, o acido citrico foi a melhor solucdo para coletar as

proteinas da PAE para serem analisadas por espectrometria de massas.

Capitulo 2: Todos os perfis proteémicos (qualitativo e quantitativo) foram diferentes,
principalmente no que diz respeito as proteinas tipicas da PAE na condicéo in vitro quando

comparada as condicdes in situ e in vivo.

Capitulo 3: O tratamento com a CaneCPI-5 demonstrou melhor efeito protetor diretamente
na superficie do esmalte. Por outro lado, a Hemoglobina apresentou melhor resultado na
engenharia de pelicula adquirida. Diferentemente do peptideo derivado da Estaterina, o qual
ndo apresentou diferenca entre as duas condi¢cBes. Em adicdo, a combinacdo das trés
proteinas/peptideo proporcionou o melhor efeito protetor para o esmalte nativo. O provavel
mecanismo de acdo para esta combinacdo é por meio da adsor¢do das proteinas/peptideo

diretamente a superficie do esmalte, bem como por meio da engenharia de pelicula adquirida.

Capitulo 4: A combinacéo entre a CaneCPI-5 (componente organico) e o NaF (componente
inorgénico) demonstrou um efeito sinérgico, proporcionando uma melhor protecdo contra a

erosdo dentéria inicial in vitro por meio da engenharia de pelicula adquirida.

Capitulo 5: A solucdo contendo CaneCPI-5 é segura e ndo promoveu alteragdes fenotipicas
aos fibroblastos gengivais humanos. Além disso, a CaneCPI-5 protegeu o esmalte contra erosao

e erosdo+abrasao in situ.

Capitulo 6: O gel de quitosana contendo CaneCPI-5 foi capaz de prevenir a erosdo e a

erosdo+abrasio no esmalte in situ.

Capitulo 7: O Reflectdmetro Optipen foi uma excelente ferramenta para avaliar
clinicamente os efeitos preventivos do bochecho com CaneCPI-5 por meio da engenharia de
pelicula adquirida contra a erosdo dentéria inicial.
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11.2 Concluséo geral da tese

As novas estratégias do uso da CaneCPI-5 (em diferentes protocolos, combinacdes e
veiculos) por meio da engenharia de pelicula adquirida demonstraram alta eficicia contra a
erosdo dentéria inicial e o DDE. Por fim, esta tese apresentou importantes resultados para o
design de futuros produtos odontolégicos voltados para esta area de grande preocupacdo da

saude bucal.
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Optimizing the formation of the
acquired enamel pellicle in vitro for
proteomic analysis

Abstract

Vinicius Taioqui PELA" ()
Talita Mendes Oliveira VENTURA? {*)
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Saliva is the major contributor for the protein composition of the acquired
enamel pellicle (AEP), a bacteria-free organic layer formed by the selective
adsorption of salivary proteins on the surface of the enamel. However, the
amount of proteins that can be recovered is even smaller under in vitro
condition, due to the absence of continuous salivary flow. Objective: This
study developed an in vitro AEP protocol for proteomics analysis using a
new formation technique with different collection solutions. Methodology:
432 bovine enamel specimens were prepared (4x4 mm) and divided into
four groups (n=108). Unstimulated saliva was provided by nine subjects.
The new AEP formation technique was based on saliva resupply by a new
one every 30 min within 120 minutes at 37°C under agitation. AEP was
collected using an electrode filter paper soaked in the collection solutions
according with the group: 1) 3% citric acid (CA); 2) 0.5% sodium dodecy!
sulfate (SDS); 3) CA followed by SDS (CA+SDS); 4) SDS followed by CA
(SDS+CA). The pellicles collected were processed for analysis through LC-
ESI-MS/MS technique. Results: A total of 55 proteins were identified. The
total numbers of proteins identified in each group were 40, 21, 28 and 41
for the groups CA, SDS, CA+SDS and SDS+CA, respectively. Twenty-three
typical AEP proteins were identified in all groups, but Mucin was only found
in CA and CA+SDS, while three types of PRP were not found in the SDS
group. Moreover, a typical enamel protein, Enamelin, was identified in the
CA+SDS group only. Conclusion: The new technique of the in vitro AEP
formation through saliva replacement was essential for a higher number
of the proteins identified. In addition, considering practicality, quantity and
quality of identified proteins, citric acid seems to be the best solution to be
used for collection of AEP proteins.
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Proteomic profiles of the acquired
enamel pellicle formed in vitro,
in situ, or in vivo

Peld VT, Lunardelli JGQ, Ventura TMO, Camiloti GD, Baumann T, Carvalho TS,
Lussi A, Buzalaf MAR. Proteomic profiles of the acquired enamel pellicle formed
in vitro, in situ, or in vivo.

Eur J Oral Sci. 2020; 00: 1-8. © 2020 Eur J Oral Sci

This study compared the protein profile of the acquired enamel pellicle (AEP)
formed under three conditions: in vitro, in situ, and in vivo. Nine volunteers partici-
pated in all procedures. In the in vitro condition, the vol s d d saliva, in
which specimens were incubated to form the AEP. In the in situ condition, the vol-
unteers used an oral device containing specimens where the AEP was formed. In
the in vivo condition, the AEP was collected from the volunteers own teeth. All
AEPs were formed for 120 min, collected and processed by mass spectrometry.
Overall, a total of 321 proteins were identified, among which 37 proteins are com-
monly considered typical in the AEP. For each of the in vitro, in situ, and in vivo
conditions, respectively, 66, 174, and 170 proteins were identified. For the in vitro
condition, 17 pellicle-typical proteins were not identified. Furthermore, several pro-
teins with important functions within the AEP p d diffe in expression in
the three conditions. The qualitative profile of the proteins, especially the typical
ones, is different in the in vitro condition. In addition, there are important quantita-
tive differences that may interfere when attempting to extrapolate in vitro results to
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The acquired enamel pellicle (AEP) is a bacteria-free
layer composed chiefly of saliva-derived proteins and
glycoproteins that adsorb to the dental surface, with
carbohydrates, neutral lipids, phospholipids, and gly-
colipids also contained in minor amounts (1-4). The
AEP executes important functions, such as acting as a
diffusion barrier, decreasing the direct contact of acids
with the tooth surface, and protecting against dissolu-
tion (5-7). The effectiveness of this protection depends
on the AEP composition and physical properties
(5,8,9). It is generally accepted that the AEP is com-
posed of a tightly bound basal layer, with proteins
strongly adhered to the tooth surface, and a more
loosely packet globular layer, formed mostly by pro-
tein-protein interactions.

In an attempt to further understand which proteins
are present in the AEP and their role in protecting
against acid dissolution, proteomic tools have been
widely employed in the last decade to evaluate protein
profiles. To date, more than 300 proteins have been
identified in the AEP (10), considering both the basal
and globular layer. However, one of the main limiting
factors of proteomic analysis is undoubtedly the tiny
amount of proteins that can be recovered from a single
dental surface. Therefore, in most in vivo studies pro-
teins are collected from different tooth surfaces across a
whole dental arch. This, on the one hand, allows for
the recovery of larger amounts of proteins to be

APENDICE 3

analyzed (11-13), but on the other hand, the composi-
tion of the AEP changes according to its location in
the dental arches (10). In this regard, some in situ stud-
ies have also been performed (14-17), in which the AEP
has been collected only from some tooth specimens that
can be precisely placed at defined locations within the
volunteer’s mouth, thus lowering the variations arising
from location in the dental arches. Though in situ con-
ditions can decrease AEP variations, these studies are
more difficult to conduct because they require special-
ized preparation of dental specimens as well as a team
of volunteers who are willing to wear oral appliances
for longer periods. As the latter can be problematic to
arrange, in in vitro experiments the AEP can be formed
in the laboratory from saliva donated by the volun-
teers. Though these in vitro conditions are easier to
perform, they can still be challenging, because the AEP
formed in the laboratory does not mimic the normal
salivary flow observed under in situ and in vivo condi-
tions. Moreover, the number of proteins obtained from
in vitro formed AEP is very limited, and this is high-
lighted by two studies published so far (to the best of
our knowledge) analyzing the proteomic composition
formed under these conditions, where the authors iden-
tified 45 and 55 proteins, respectively (18,19).

The usefulness of in vitro and in situ conditions to
analyze proteomic profiles of AEP can, therefore, be
questioned, especially because in vivo conditions
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ABSTRACT

Objective: This study investigated the mechanism of action of different protei id P ly or in
oombmnon).focmngonhowdzymduecﬂyonthenamemmdmfacemdonmodxfymgthesahvary
pellicle.

Methods: A total of 170 native human enamel speci were prepared and sub d to different 2
h; 37 “C): with deionized water, CaneCPI-5, Hi globin, Statherin, or a bination of all three proteins/
peptides. The groups were subdivided into treatment acting on the enamel surface (NoP - absence of salivary
pellicle), and treatment modifying the salivary pellicle (P). Treatment was made (2 h; 37 °C) in all specimens,
and later, for P, the specimens were incubated in human saliva (2 h; 37 °C). In both cases, the specimens were
immersed in 1% citric acid (pH 3.6; 2 min; 25 “C). Calcium released from enamel (CaR) and its relative surface
reflection intensity (3%SRI) was measured after 5 cycles. Between-group differences were verified with two-way
ANOVA, with “presence of pellicle” and “treatment™ as factors (@ = 0.05).

Results: The presence of pellicle provided better p i garding %SRI (p < 0.01), but not regarding CaR (p
= 0.201). In relation to when pared to the control group, all proteins/peptides provided signif-
icantly better protection (p < 0.01 for %SRI and Car). The combination of all three proteins/peptides demon-
strated the best protective effect (p < 0.01 for %SRI). Conclusion: Depending on the protein or peptide, its
mmmdngcﬁeuduim&m&armmxﬁwwhmmmmmﬁommndﬂymsmepdhck
soa bi; of p and peptides provides the best protection.
Mwnﬁwxcﬁemtm;dyopensam" ion for a possibl with a bination of
proteins for native human enamel, which can act directly on the enamel surface as well on the modification of the
salivary pellicle, for the prevention of dental erosion.

1. Introduction

Several patient-related factors are linked to dental erosion, such as
biological, nutritional and behavioral factors [4].

‘The continuous interaction of dental surfaces with chemical (acid) Among the biological factors, saliva is considered as one of the most

hall

causes a ¢

known as dental erosion [1]. The

ive loss of dental hard tissue. This process is important, constituting a protective role due to its numerous functions

acids can origi from the [5-8]. It dilutes and buffers the acids and provides ions for reminerali-

diet (extrinsic) [2] or from the gastric content of the host (intrinsic) [3]. zation. Furthermore, the presence of saliva in the oral cavity may
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Abstract

This study evaluated the combination of a sugarcane cys-
tatin (CaneCPI-5) and sodium fluoride (NaF) in acquired pel-
licle engineering for the prevention of dental erosion in vitro.
Seventy-five human enamel specimens were prepared and
divided into 5 treatment groups (n = 15/group): Deionized
water (Control); EImex™ (SnCl,/NaF/AmF); 0.1 mg/mL CaneC-
PI-5; 500 ppm NaF; and CaneCPI-5+NaF (Combination). The
specimens were individually treated (200 pL; 2 min; 37°C),
then incubated in human saliva (200 pL; 1 h, at 37°C) for ac-
quired pellicle formation. Afterward, the specimens were
submitted to an erosive challenge (1% citric acid [CR], pH 3.6,
10 mL, 2 min, 25 °C). This sequence was conducted 5 times.
Percentage of surface microhardness change (%SMC), rela-
tive surface reflection intensity (rSRI), and calcium released
to the CR were measured and analyzed by one-way ANOVA
followed by Tukey's test (p < 0.05). In general, all the treat-
ments (SnCl,/NaF/AmF, CaneCPI-5, NaF, and Combination)
significantly protected the enamel when compared the con-
trol group. Regarding %SMC and rSRI, the Combination was

the most effective treatment, reducing the %SMC signifi-
cantly (p < 0.01) when compared to all the other treatments,
although this difference was not significant in the CR analy-
sis. All treatments demonstrated a protective effect on
enamel against dental erosion; however, the combination of
CaneCPI-5 with NaF showed a greater protection.

© 2022 S. Karger AG, Basel

Introduction

Nonbacterial acids on the tooth surface promote the
dissolution and loss of the mineral substrate, leaving the
demineralized surface more liable to mechanical impacts
and wear; this action is defined as dental erosion [Schlu-
eter et al., 2020]. Despite the lack of comprehensive data
on the prevalence of this type of wear, a recent study
showed that this condition is widely common due to its
multifactorial etiology and the increase in its severity with
age [Martignon et al., 2021]. Saliva is considered an im-
portant biological factor against dental erosion through
the supply of calcium, phosphate, and fluoride ions that
contribute to tooth remineralization. Moreover, the or-
ganic components of saliva, especially proteins, lead to

Karger@karger.com
www.karger.com/cre
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Abstract

The sugarcane cystatin (CaneCPI-5) was recently cloned and showed strong binding force to dental enamel and protection against
initial erosion. However, evaluations on its safety and efficacy in a situation closer to the clinical condition are necessary. In the present
study we analyzed 1) the cytotoxicity of CaneCPI-5 on human gingival fibroblasts (HGFs); 2) the ability of CaneCPI-5 to reduce enamel
erosion and erosion-+abrasion in situ. In part |, HGFs were treated with CaneCPI-5 (0.025, 0.05, 0.1, 0.5 or 1.0 mg/mL) or no treatment
(control). The cytotoxicity was assessed after 60 s and 24 h by mitochondrial activity (MTT), confocal microscopy, and hematoxylin/
eosin staining. In part 2, 15 volunteers participated in a double-blind crossover protocol consisting of 3 phases, according to the
following treatments: 1) 0.1 mg/mL CaneCPI-5; 2) SnCl,/NaF/AmF (Elmex; positive control); 3) water (negative control). The volunteers
wore an appliance c ining 4 bovine | specimens for 5 d. Each day, the specimens were individually treated with 50 plL of the
tested solutions per 60 s and then subjected to erosive challenges (0.1% citric acid, pH 2.5, for 90 s, 4 times per day). After the first
and last erosive challenge each day, 2 samples were abraded (toothbrushing, |5 s). Enamel wear was measured by contact profilometry.
One or two-way analysis of variance (ANOVA)/Tukey’s or Sidak’s tests (P < 0.05) were applied. Regardless of the concentration and the
experimental time, CaneCPI-5 did not decrease the cell viability compared to the negative control (P < 0.05). Erosion+abrasion led to
significantly greater wear compared to erosion only. For both conditions, the lowest wear was found for SnCl, and CaneCPI-5, which
did not differ significantly from each other, but showed significant protection when compared to the negative control. In conclusion,
CaneCPI-5 is safe on HGFs and reduces enamel erosive wear to the same extent as a commercial solution used to control erosive

tooth wear (ETW).

Keywords: erosion, fibroblast, prevention, saliva, tooth wear, cystatins

Introduction cysteine peptidases by three-point interaction between the
inhibitor and the enzyme (Turk and Bode 1991; Margis et al.
1998). In plants, cystatins are classified in a special family,
called phytocystatins (Margis et al. 1998), wherein CaneCPI-5
is included. This innovative protein demonstrated several
advantageous features, among them a strong binding force to
hydroxyapatite and inhibition of initial enamel erosion in vitro

The estimated prevalence of erosive tooth wear (ETW) among
children and adolescents is around 30% (Salas et al. 2015).
Considering the progressive nature of the condition, measures
to prevent and/or intercept it are necessary. Most of the dental
products developed so far include inorganic components, espe-
f:ially ﬂuon'd.es (Huysmans et al. 2014), with only a few foc.us- (Santiago et al. 2017). Furthermore, in an in vivo proof-of-
Ing on organic com;}ounds (Buzalaf et al. 2014, ?O’S)' In oW concept study, rinsing with CaneCPI-5 before the formation of
of this gap in the literature, our group tumned its attention 10 . AEp increased several acid-resistant proteins in the AEP
finding acid-resistant proteins in the acquired enamel pellicle (Carvalho et al. 2020). In order for the concept of AEP engi-
(AEP). Employing proteomic tools, we identified cystatin-B as neering with this protein to be broadly employed to prevent
an acid-resistant protein in the AEP (Delecrode et al. 2015).
Later, in view of the economic and technological relevance for s o Canatcs il s o e o el Gl
inclusion of this type of protein in dental products, we cloned s’o'ms S30 Paulo, Brazil g el
and recombinantly expressed a sugarcane-derived CyStalin,  ipepartment of Biological Sciences, Bauru School of Dentistry,
named CaneCPI-5 (Santiago et al. 2017). University of Sio Paulo, Bauru, Sio Paulo, Brazil

Cystatins are cysteine protease inhibitors present in almost
all organisms that have been extensively studied in the last mgm of Biological Sciences, Bauru School of
decades (for review see Barrett 1986; Turk and Bode 1991 penistry, University of Sio Paulo, Al Octévio Pinheiro Brisolla, 9-75,
Benchabane et al. 2010; Shibao et al. 2020). As competitive Bauru-SP, 17012-901, Brazil.
inhibitors, they interact with the active-site cleft of the target Email: mbuzalaf@fob.usp.br
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Abstract

Objective This study evaluated the preventive effect of a chitosan gel containing CaneCPI-5 against enamel erosion and
erosion + abrasion in situ.

Methods Sixteen volunteers participated in a crossover, double-blind protocol, comprising 4 phases: (1) no treatment
(Nt); (2) chitosan gel (Cg); (3) chitosan gel+ 12,300 ppm NaF (Cg + NaF); and (4) chitosan gel +0.1 mg/mL CaneCPI-5
(Cg+Cane). Volunteers wore an appliance containing 4 specimens. Once/day, they applied the gel (except for Nt) (4 min/
specimen). Erosive challenges were performed extra-orally (0.1% citric acid, 90 s, 4 X/day; ERO). Specimens were also
abraded (toothbrush, 15 s/specimen, 2 x/day; ERO + ABR). Enamel wear was assessed by profilometry and relative surface
reflection intensity (%SRI). Two-way RM-ANOVA/Sidak’s tests and Spearman’s correlation were used (p <0.05).

Results For profilometry, ERO + ABR promoted significantly greater wear when compared with ERO. There was a signifi-
cant difference among all treatments. The lowest enamel loss occurred for Cg + Cane, followed by Cg+ NaF, Cg, and Nt
(p <0.05). The %SRI was significantly lower for ERO+ ABR when compared to ERO, only for the Nt group. The greatest
%SRI was found for the Cg + NaF and Cg + Cane groups, which did not differ significantly, regardless of the conditions. The
lowest %SRI was found for the Nt and Cg groups, which did not differ from each other, regardless of the conditions. The
Nt group did not differ significantly from the Cg + NaF (ERO). There was a significant correlation between both analyses.
Conclusion The incorporation of CaneCPI-5 in the chitosan gel prevented erosive wear in situ.

Clinical relevance These results open a new perspective for the use of CaneCPI-5 in other application vehicles, such as
chitosan gel.

Keywords Acquired pellicle - Cystatin - Prevention - Tooth
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USP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE BAURU DA QQ’,': o e g
USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Otimizando o procedimento da coleta de pelicula adquirida para a anélise proteGmica

Pesquisador: Vinicius Taioqui Pela

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 86772718.0.0000.5417

Instituicao Proponente: Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Odontologia de Bauru
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.725.829

Apresentacéo do Projeto:
Versdo 2 para correcdo de pendéncias do parecer anterior.

Objetivo da Pesquisa:

Comparar a composigao proteica da pelicula adquirida do esmalte formada in vitro, com diferentes técnicas
de coleta.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Estdo descritos adequadamente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de versdo 2 para corregdo de pendéncias do parecer anterior.
Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

As pendéncias foram corrigidas conforme solicitagdes.
Recomendacdes:

Néo se aplica.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Projeto aprovado sem pendéncias de ordem ética.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:
Esse projeto foi considerado APROVADO na reunido ordinaria do CEP de 13/06/2018, com base

Enderego: DOUTOR OCTAVIO PINHEIRO BRISOLLA 75 QUADRA 9

Bairro: VILA NOVA CIDADE UNIVERSITARIA CEP: 17.012-901
UF: SP Municipio: BAURU
Telefone: (14)3235-8356 Fax: (14)3235-8356 E-mail: cep@fob.usp.br
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nas normas éticas da Resolugao CNS 466/12. Ao término da pesquisa o CEP-FOB/USP exige a
apresentacao de relatério final. Os relatérios parciais deverédo estar de acordo com o cronograma e/ou
parecer emitido pelo CEP. Alteragdes na metodologia, titulo, incluséo ou exclusao de autores, cronograma e
quaisquer outras mudancas que sejam significativas deverao ser previamente comunicadas a este CEP sob
risco de ndo aprovacgao do relatorio final. Quando da apresentagao deste, deverédo ser incluidos todos os

TCLEs e/ou termos de doagao assinados e rubricados, se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

197

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Basicas PB_INFORMAQOES_BASICAS_DO_P 11/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1078022.pdf 08:56:04
Outros aquiescenciao.jpeg 11/05/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
08:55:40

Qutros oficioo.pdf 11/05/2018 |[Vinicius Taioqui Pela| Aceito
08:55:05

Projeto Detalhado / |projetoo.pdf 11/05/2018 |[Vinicius Taioqui Pela| Aceito

Brochura 08:54:29

Investigador

TCLE / Termos de | TCLEo.pdf 11/05/2018 |[Vinicius Taioqui Pela| Aceito

Assentimento / 08:53:58

Justificativa de

Auséncia

Qutros cepaotimizando.jpg 15/03/2018 |[Vinicius Taioqui Pela| Aceito
14:42:05

Outros questionariootimizando.pdf 15/03/2018 [Vinicius Taioqui Pela| Aceito
11:37:59

Falha de Rosto folha.pdf 15/03/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
11:35:10

Qutros Declaracaocompromisso.pdf 15/03/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
11:33:18

Qutros cartaencaminhamentootimizando.jpg 15/03/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
11:32:42

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Néo
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BAURU, 20 de Junho de 2018

Assinado por:

Ana Lucia Pompéia Fraga de Almeida
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COMPARAGAO DO PERFIL PROTEOMICO DA PELICULA ADQUIRIDA DO
ESMALTE FORMADO IN VITRO, IN SITU E IN VIVO

Pesquisador: Vinicius Taioqui Pela

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 86774018.6.0000.5417

Instituigdo Proponente: Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Odontologia de Bauru
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 2.731.059

Apresentacdo do Projeto:

Estudo que visa elucidar o potencial da pelicula adquirida no controle da erosao dentaria, através da
“engenharia de pelicula”, por meio da comparagéo das peliculas adquiridas em diferentes modelos (in vitro,
in situ e in viva) para auxiliar na escolha do melhor protocolo para projetos futuros.

Objetivo da Pesquisa:
Comparar a composi¢éo proteica da pelicula adquirida do esmalte formada in vitro, in situ e in vivo.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este trabalho acarretara em risco minimo, que acontecera no caso de vocé ter alergia ao fio de ortodontia
ou do aparelho de silicone utilizado para o experimento e/ou apresentar enjoos na hora da coleta, alguns
participantes podem eventualmente apresentar. Nestes casos, vocé sera acompanhado até um local
apropriado e esperado até o enjoo passar, ou entdo, o pesquisador ira acompanha-lo até um médico. E
vocé sera liberado da participagédo na pesquisa.

Beneficios:

Este projeto traz como beneficio a importancia de uma nova andlise em favor a ciéncia, através da analise
da pelicula adquirida (camada de proteina proveniente da saliva) coletada em diferentes
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protocolos, porém nao ha beneficios imediatos para os participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideractes sobre a Pesquisa:
Estudo importante na elucidagéo do potencial da engenharia de peliculas adquiridas no controle da eroséo
dentaria.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:
em acordo com este CEP

Recomendacgdes:

néao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacbes:
Aprovacdo sem pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Esse projeto foi considerado APROVADO na reunido ordinaria do CEP de 13/06/2018, com base nas
narmas éticas da Resolugdo CNS 466/12. Ao término da pesquisa o CEP-FOB/USP exige a apresentagao
de relatorio final. Os relatérios parciais deverédo estar de acordo com o cronograma e/ou parecer emitido
pelo CEP. Alteragbes na metodologia, titulo, inclusédo ou exclusédo de autores, cronograma e guaisquer
outras mudangas que sejam significativas deverao ser previamente comunicadas a este CEP sob risco de
nédo aprovagao do relatorio final. Quando da apresentagéo deste, deverao ser incluidos todos os TCLEs e/ou
termos de doagéo assinados e rubricados, se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas PB_INFOHMAQOES_BASICAS_DO_P 11/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1077701 .pdf 08:48:31
QOutros oficioc.pdf 11/05/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
08:48:05

Qutros cessaoc.pdf 11/05/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
08:47:32

Projeto Detalhado / | Projetoc.pdf 11/05/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito

Brochura 08:45:18

Hnvestigador

TCLE/ Termos de |tcle.pdf 15/03/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito

Assentimento / 11:13:25

Justificativa de

Auséncia
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Qutros Questionario.pdf 15/03/2018 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
Folha de Rosto folha. pdf 1%)6:3%3?8 Vinicius Taioqui Pela| Aceito
Qutros DeclaracaoCompromisso.pdf 1:5;02?231 8 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
Outras carta.jpg 1%50%22?28 Vinicius Taioqui Pela| Aceito

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

BAURU, 22 de Junho de 2018

Assinado por:
Ana Lucia Pompéia Fraga de Almeida
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao da citotoxicidade de uma proteina derivada da cana-de-agtcar (CaneCPI-5)
em cultura de fibroblastos gengivais humanos para a prevengéo da eroséo dentaria

Pesquisador: Vinicius Taioqui Pela

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 39327520.2.0000.5417

Instituicdo Proponente: Universidade de Séo Paulo - Faculdade de Odontologia de Bauru
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.447.576

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de um projeto intitulado “Avaliagao da citotoxicidade de uma proteina derivada da cana-de-aglcar
(CaneCPI-5) em cultura de fibroblastos gengivais humanos para a prevengdo da erosdo dentaria”, tendo
como Responsavel Principal o Me. Vinicius Taioqui Pela, orientadora Profa. Dra. Marilia Afonso Rabelo
Buzalaf e a equipe de pesquisa composta por Me. Cintia Kazuko Tokuhara e Prof. Dr. Rodrigo Cardoso de
Oliveira. Trata-se de uma pesquisa que tem por objetivo avaliar a citotoxicidade da CaneCPI-5, em
concentragdes variando entre 0,025 e 1,0 mg/mL, em culturas de fibroblastos gengivais humanos para
futuros estudos clinicos voltados a erosao dentaria. A hipétese nula a ser testada é: A CaneCPI-5 nas
concentragdes acima mencionadas, ndo apresenta efeito citotoxico em fibroblastos gengivais humanos.
Para a realizagao desse estudo serdo utilizadas Células de Fibroblastos gengivais humanos primarios (FGH)
que foram obtidas a partir de tecido gengival pela técnica de explante de cinco pacientes saudaveis
atendidos na Clinica da Universidade de Séao Paulo, FOB/USP. Estas células estao congeladas em
nitrogénio liquido no laboratério de bioguimica da FOB/USP. Elas pertencem a linha de pesquisa:
“Comportamento de células do periodonto na reparagao de feridas” discriminada no projeto de registro
CAAE: 21624113.5.0000.5417; e serdo cedidas para os pesquisadores deste projeto pela Profa. Dra. Carla
Andreotti Damante (mediante termo de cesséo de tecidos). Vale destacar que todas as aliquotas serdo
utilizadas na sua totalidade, ndo restando sobras.
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Objetivo da Pesquisa:

Hipotese:

A hipétese nula a ser testada &: A CaneCPI-5 nas concentragbes acima mencionadas, ndo apresenta efeito
citotéxico em fibroblastos gengivais humanos.

Objetivo Primario:
O objetivo deste projeto sera avaliar a citotoxicidade da CaneCPI-5, em concentragdes variando entre 0,025
e 1,0 mg/mL, em cultura de células de fibroblastos gengivais humanos..

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Segundo os autores: Esta pesquisa ndo apresenta riscos, uma vez que as células que serdo utilizadas
encontram-se congeladas em nitrogénio liquido no laboratério de bioguimica da FOB/USP. Elas pertencem
a linha de pesquisa: “Comportamento de células do periodonto na reparagdo de feridas” discriminada no
projeto de registro CAAE: 21624113.5.0000.5417; e serao cedidas para os pesquisadores deste projeto pela
Profa. Dra. Carla Andreotti Damante (mediante termo de cessao de tecidos).

Beneficios:

Quanto aos beneficios, por se tratar de uma pesquisa em laboratério, a mesma nao traz beneficios diretos e
imediatos para o individuo, mas podera a longo prazo gerar novos produtos que poderao auxiliar na
prevencgdo de doenga bucais.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa bem interessante que pretende avaliar o efeito protetor de uma proteina derivada
da cana-de-agucar sobre a eroséo dentaria e assim favorecer estudos clinicos envolvendo esta proteina
cam pacientes que apresentam erosao dentaria.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatdria:

Foram apresentados todos os documentos necessarios para que seja avaliada a presente pesquisa. Ou
seja: O projeto, carta de encaminhamento, orgamento, cronograma, folha de rosto, justificativa para a
dispensa do TCLE, carta de encaminhamento e consequente termo de aquiescéncia do departamento de
ciéncias biologicas da FOB/USP.

Enderego: DOUTOR OCTAVIO PINHEIRQ BRISOLLA 75 QUADRA 9

Bairro: VILA NOVA CIDADE UNIVERSITARIA CEP: 17.012-901
UF: SP Municipio: BAURU
Telefone: (14)3235-8356 Fax: (14)3235-8356 E-mail: cep@fob.usp.br

Pagina 02 de 04

203



USP - FAGULDADE DE
ODONTOLOGIA DE BAURU DA g%’,'mo,l"' ome
usSP

Continuagao do Parecer: 4.447.576

Recomendagdes:

Néo ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

A presente pesquisa foi analisada por este CEP em reunido nao presencial no dia 29 de outubro. Naqguela
reunido a pesquisa foi considerada com pendencias para ser aprovada. Os pesquisadores reenviaram a
pesquisa para uma nova analise e observa-se que todas as pendencias foram corrigidas, razéo pela qual
podemos aprovar o inicio da pesquisa.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Esse projeto foi considerado APROVADO na reunido ordinaria do CEP de 02/12/2020, via Google Meet,
devido a pandemia da COVID-19 e por orientagGes da CONEP, com base nas normas éticas da Resolugéao
CNS 466/12. Ao término da pesquisa o CEP-FOB/USP exige a apresentacéo de relatorio final. Os relatorios
parciais deverdo estar de acordo com o cronograma e/ou parecer emitido pelo CEP. Alteragcbes na
metodologia, titulo, inclusédo ou exclusdo de autores, cronograma e guaisquer outras mudangas gue sejam
significativas deverdo ser previamente comunicadas a este CEP sob risco de ndo aprovagao do relatério
final. Quando da apresentagéo deste, deverao ser incluidos todos os TCLEs e/ou termos de doagéo
assinados e rubricados, se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagbes Basicas PB_INFORMAQOES_BASICAS_DO_P 18/11/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1641026.pdf 15:43:38
Qutros oficio.pdf 18/11/2020 [Vinicius Taioqui Pela| Aceito
15:42:25

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 18/11/2020 [Vinicius Taioqui Pela| Aceito
Brochura 15:37:06

igador

Qutros termodeintencaodecessaaotecidos. pdf 06/10/2020 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
15:00:51

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 06/10/2020 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
14:37:28

Qutros carta_de_encaminhamento.pdf 06/10/2020 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
14:36:53

Qutros Check_listCEP_2019.pdf 06/10/2020 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
14:36:21

Qutros DeclaracaoCompromissoPesquisadorRe| 06/10/2020 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
sultadosPesquisa.pdf 14:35:26
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Necessita Apreciacdao da CONEP:
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BAURU, 08 de Dezembro de 2020

Assinado por:
Juliana Fraga Soares Bombonatti
(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito protetor da engenharia de pelicula adquirida do esmalte através da incorporagéo
de uma cistatina derivada da cana-de-acgucar (CaneCPI-5) para a protegéo da eroséo
dentaria inicial in vivo.

Pesquisador: Vinicius Taioqui Pela

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 56867722.3.0000.5417

Instituicao Proponente: Universidade de Sao Paulo - Faculdade de Odontologia de Bauru
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.335.415

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de projeto original, verséo 1. Todas as informacgfes que embasam este parecer foram obtidas dos
documentos Projeto Completo, TCLE e Informagdes Béasicas do projeto. A pesquisa é um estudo cruzado e
triplo-cego (participantes, pesquisadores e analistas), constituido por 3 fases paralelas, sendo que todos os
participantes participardo em todos os grupos do estudo. sera realizada a analise inicial pelo Reflectémetro
Optipen. Posteriormente, cada participante ira realizar um bochecho com uma das 3 solugbes (10 mL) e
seguido pela formagio da pelicula adquirida por 120 min. Depois deste periodo, a superficie vestibular do
incisivo central superior direito e esquerdo sera demarcada para o desafio erosivo com 10 L

acido citrico 0,01M, pH 2,5 por 10 s. O acido coletado sera armazenado para a analise de calcio. Por fim,
sera realizada a analise final pelo Reflectémetro Optipen sobre a superficie do dente.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do presente estudo sera avaliar o efeito da engenharia da pelicula adquirida do esmalte através
da incorporagédo de uma cistatina derivada da cana-de-aglcar (CaneCPI-5) para a protegéo da eroséo
dentaria inicial in vivo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A presenca dos participante nesta pesquisa acarretara em poucos riscos, que acontecera no caso
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de alguém apresentar enjdos na hora da analise pelo reflectémetro, acontecer sensibilidade nos dentes
devido ao desafio erosivo e reacdes alérgicas provenientes aos tratamentos (CaneCPI-5 e Elmex), acido
citrico, pedra pomes e hipoclorito de sédio. Nos casos de enjéo, o participante sera acompanhado até um
local apropriado para esperar o enjoo passar, ou entao, o pesquisador ird acompanha-lo até um médico.
Com relagao a possiveis sensibilidades nos dentes, o pesquisador principal ira fornecer uma solugao
comercial de bochecho, contendo Fluor para impedir este sintoma. Para as possiveis reagoes alérgicas, o
pesquisador ird acompanha-lo até um médico e o participante sera liberado da pesquisa.

Beneficios:

O presente projeto apresenta varios beneficios, dentre eles a definigdo de um protocolo in vivo para a
protecdo da erosdo dentaria através da CaneCPI-5. Esta pesquisa ira proporcionar a execugao de futuros
projetos de pesquisa na condigdo clinica (in vivo). Além disso, o resultado obtido possibilitara a
apresentagdo dos mesmos em eventos cientificos internacionais e a publicagao de um artigo cientifico. Por
se tratar da primeira

pesquisa in vivo, a mesma pode trazer o beneficio de protegédo do dente contra a erosdo dentaria.
Entretanto, também pode néo trazer beneficios diretos e imediatos para o individuo, mas em questdes
sociais, esta pesquisa sera importante para o desenvolvimento de um novo produto odontolégico com base
em componentes orgénicos (proteina = CaneCPI-5) contra uma importante doenca bucal, ou seja,
esperamos desenvolver um produto odontolégico inovador (eficaz) que possa ser acessivel a populacéo
para a prevencio da erosdo dentaria.

Comentarios e Consideracbes sobre a Pesquisa:

O estudo é triplo cego, cruzado, que tem por objetivo investigar a protegao do esmalte por meio do uso de
solugédo para bochecho contendo uma nova cistatina (CANE-CPI5) que apresentou, em estudos prévios
realizados em dentes bovinos, capacidade de proteger o esmalte contra erosao acida e erosao+abraséo. A
fase clinica do estudo & necessaria para obtengao de patente e posterior comercializagdo do produto
desenvolvido. Serdo incluidos no estudo 9 participantes de 18 a 35 anos, saudaveis sistemicamente e
oralmente, ndo fumantes. Os participantes realizardo os bochechos com as solugdes experimentais - que
incluem o produto a ser testado (CANECPI-5), uma solugdo comercialmente disponivel como controle
positivo (ELMEX) e uma solucéo placebo (dgua deionizada), sendo em seguida submetidos ao desafio acido
na superficie do esmalte dentario com &cido citrico aplicado por 10 segundos em area delimitada por uma
fita adesiva. Desta area, a gota de acido sera coletada para analise do contetido de calcio. Os participantes
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deverdao permanecer em jejum de liquidos e sélidos por duas horas para formagéo da pelicula adquirida.
Sera necessaria a presenca do participante no laboratério por 3 dias consecutivos. As coletas serdo
realizadas em pds-graduandos, com aquiescéncia da CPG.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Ver campo de "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes"

Recomendacoes:

Ver campo de "Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes"

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Nao existem pendéncias éticas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Esse projeto foi considerado APROVADO na reuniéo ordinaria do CEP de 06/04/2022, via Google Meet,
devido a pandemia da COVID-19 e por orientagdes da CONEP, com base nas normas éticas da Resolugao
CNS 466/12. Ao término da pesquisa o CEP-FOB/USP exige a apresentacao de relatorio final. Os relatorios
parciais deverdo estar de acordo com o cronograma e/ou parecer emitido pelo CEP. Alteragbes na
metodologia, titulo, inclusdo ou exclusdo de autores, cronograma e guaisquer outras mudangas que sejam
significativas deverao ser previamente comunicadas a este CEP sob risco de nao aprovagao do relatério

final. Quando da apresentagéo deste, deveré@o ser incluidos todos os TCLEs e/ou termos de doagéo
assinados e rubricados, se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/03/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1909435 .pdf 09:27:47
Qutros DeclaracaoCompromissoPesquisadorRe| 09/03/2022 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito

sultadosPesquisa.pdf 09:25:41

QOutros Termodeaquiescencia.pdf 09/03/2022 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
09:25:05

Qutros cartadeencaminhamento.pdf 09/03/2022 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
09:24:46

Qutros Check_listCEP.pdf 09/03/2022 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
09:24:29

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 09/03/2022 | Vinicius Taioqui Pela| Aceito

Assentimento / 09:23:52

Justificativa de

Auséncia

Endere¢o: DOUTOR OCTAVIO PINHEIRO BRISOLLA 75 QUADRA 9

Bairro: VILA NOVA CIDADE UNIVERSITARIA CEP: 17.012-901
UF: SP Municipio: BAURU
Telefone: (14)3235-8356 Fax: (14)3235-8356 E-mail: cep@fob.usp.br

Pagina 03 de 04

208




Continuagao do Parecer: 5.335.415

USP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE BAURU DA me

USP

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 09/03/2022 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito

Brochura 09:23:32

| Investigador

Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 09/03/2022 |Vinicius Taioqui Pela| Aceito
09:23:03

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

BAURU, 06 de Abril de 2022

Assinado por:

Juliana Fraga Soares Bombonatti
(Coordenador(a))
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CADAVERES, OU PARTE DELES, EM ENSINO E/OU Recebido em: 06/10/2021

PESQUISA

Finalidade:
Periodo:
Titulo da pesquisa:

Pesquisador Responsavel:
Pesquisador Executor:

Colaboradores:

Uso exclusive da CEUA/FOB/USP
Reg. N° 005/2018 (EMENDA)

5 tads P > .

Maristela Petenuci Ferrari

Secretaria da CEUA — SRTE 53052

Pesquisa

10/2021 a 05/2022

Engenharia de pelicula adquirida para o controle da erosao dentaria:
avaliagio in situ do potencial protetor de uma nova cistatina derivada da
cana-de-aglcar (Submete emenda com acréscimo de dentes bovinos e 2
novos grupos)

Profa. Dra. Marilia Afonso Rabelo Buzalaf

Vinicius Taiogui Pela

Talita Mendes da Silva Ventura, Even Akemi Taira e Tatiana Martini

Nota Fiscal/Termo de Doagdo NF N° 000.000.058 - SERIE: 1 Total adquirido: 200 (19 para esta

N° Lote / Data do Abate
N° utilizados / N° de grupos:

pesquisa)
01,02, 03 e 04 / 15/10/2020

19 dentes (76 amostras de esmalte bovino) / Eros&o: sem tratamento
(n/grupo=32) / Eros&o + Abraséo: Sem tratamento (n/grupo=32)

Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-101 - C.P. 73

e-mail: ceua@fob.usp.br — Fone/FAX (0xx14) 3235-8356

http://www.fob.usp.br



