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RESUMO

Recentemente, uma nova cistatina (derivada da cana-de-agucar) demonstrou
uma protecao contra a erosao inicial do esmalte (in vitro). Em adicdo, um experimento
in situ usando esta mesma proteina (adicionada a uma solu¢do) demonstrou protecéo
contra a erosao e a erosdo associada a abrasdo para o esmalte e a dentina atraves
do conceito da “Engenharia de pelicula adquirida”. Entretanto, até o momento nao
existem estudos da incorporacdo desta proteina adicionada em gel sobre amostras
de dentina. Assim, este projeto tem como objetivo avaliar o potencial protetor da
modificacdo da pelicula adquirida com CaneCPI-5, através de um gel contra a erosao
e erosao+abrasao dentinaria in situ. Serédo confeccionados 256 espécimes de dentina
radicular humana (4 x 4mm). Em seguida, os espécimes serao divididos em dois tipos
de procedimento: Eroséo (n=128) e Erosdo+Abraséo (n=128) e para cada um deles o
estudo sera conduzido em 4 fases cruzadas e duplo cegas, de acordo com o gel de
tratamento: gel experimental CaneCPI-5 na concentracdo de 1.0 mg/ml (n=30); gel
contendo 12300 ppm F (NaF: controle positivo); gel placebo (n=30) e controle
negativo, sem tratamento. 16 voluntarios utilizardo um aparelho palatino por 5 dias em
cada fase. O tratamento sera individualmente com uma microbrush por um minuto e
desafios erosivos sera com acido citrico a 0,1%, seguido ou néo por desafio abrasivo.
A avaliacdo do desgaste sera feita por perfilometria de contato. Os dados seréao
checados em relacdo a normalidade e homogeneidade, para selecdo do teste

estatistico apropriado (p<0,05).

Palavras—chave: CaneCPI-5; Erosédo dentinaria; Pelicula adquirida.



ABSTRACT
Recently, a new cystatin (derived from sugarcane) demonstrated a protection against
initial enamel erosion (in vitro). In addition, an in situ experiment using the same protein
(added in a solution) demonstrated protection against erosion and erosion associated
with abrasion for enamel and dentin through the concept of “acquired film engineering”.
However, to date, there are no results of the incorporation of this protein added in gel
on dentin samples. Thus, this project aims to evaluate the protective potential of
acquired pellicle modification with CaneCPI-5, using a gel against dentin erosion in
situ. 256 specimens of human root dentin (4 x 4mm) will be divided into two types of
procedure: Erosion (n = 128) and Erosion+Abrasion (n = 128). For each of them, the
study will be conducted in 4 crossed and double blind phases, according to the gel
treatment: experimental gel with 1.0 mg/ml CaneCPI-5 (n = 30); gel containing 12300
ppm F (NaF: positive control) and placebo gel (n = 30) and negative control, no
treatment. 16 volunteers will use a palatal appliance for 5 days in each phase. The
treatment will be individually with a microbrush for one minute and erosive challenges
will be with 0.1% citric acid, followed or not by abrasive challenge. The evaluation of
wear will be done by contact profilometry. The data will be checked for normality and

homogeneity, for selection of the appropriate statistical test (p<0.05).

Keywords: CaneCPI-5; Enamel Wear; Acquired Pellicle.
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1 INTRODUCAO

A erosdo dentaria é caracterizada pela perda de tecido dentario duro
ocasionada por acidos de origem nao bacteriana (SCHLUETER, N; et al, 2020). Os
acidos sdo provenientes da dieta (extrinsecos) (BARBOUR, M.E. AND A. LUSSI,
2014). ou do conteudo gastrico do hospedeiro (intrinsecos) (MOAZZEZ, R. AND D.
BARTLETT, 2014). Nos ultimos 30 anos, devido ao declinio da prevaléncia de carie
dentaria em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, as lesdes erosivas tém
ganhado grande evidéncia e os estudos publicados anualmente sobre este tema tém
crescido enormemente. Apesar deste grande destaque, dados epidemiologicos
acerca da eroséo dentaria ainda sédo poucos, especialmente a nivel nacional ou global,
sem contar o fato de que os distintos sistemas de registro dificultam a comparacao
entre os diferentes estudos. Os poucos dados disponiveis revelam um aumento de
prevaléncia, variando de 1 a 79% em dentes deciduos de criancas de 2 a 5 anos, 14%
nos dentes permanentes de criancas de 5 a 9 anos, de 7 a 100% em adolescentes de
9 a 20 anos e de 4 a 100% em adultos (18 a 88 anos) (JAEGGI, T. e A. LUSSI, 2014).
Uma revisao sistematica recente estimou a prevaléncia de desgaste dentario erosivo
em dentes permanente de criancas e adolescentes em 30,4% (SALAS, M.M.; et al,
2015). Deve ser considerado que o desgaste dentario erosivo é progressivo e, se ndo
forem instauradas medidas preventivas apropriadas em tempo, a prevaléncia e
severidade tendem aumentar com a idade (JAEGGI, T. e A. LUSSI, 2014), podendo
levar a perda dentaria. Sendo a prevaléncia de desgaste dentario erosivo elevado e

suas sequelas indesejaveis, a prevencgao € altamente necessaria.

Nos estagios mais avangados no desenvolvimento da leséo, a dentina acaba
sendo exposta (LUSSI, A.; et al, 2011). Com a exposi¢cao dentinaria, a progressao da
lesdo erosiva sofre uma mudanga expressiva, em decorréncia da composi¢cdo do
tecido dentinario, ja que a presenca da matriz organica desmineralizada da dentina
atua como uma barreira para a difusédo ibnica (KLETER, G.A; et al, 1994), reduzindo
a progressao da erosao. Estudos realizados nos ultimos 8 anos tém revelado que a
utilizacao de inibidores de proteases da matriz, para evitar a degradacao da matriz
organica desmineralizada, é capaz de reduzir a progressdo da erosdo dentinaria
(MAGALHAES, A.C e BOTEON, A.P; et al, 2009, 2017).
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Quando a eroséo atinge a dentina, a dissolucéo inicial do mineral expde a matriz
organica (DELECRODE, T.R; et al, 2015), havendo a formag&o de uma camada de
matriz organica totalmente desmineralizada na superficie (DOM), seguida por uma
zona parcialmente desmineralizada, até que se chega a dentina sadia interna
(BUZALAF, M. A., M.T. KATO E A.R. HANNAS, 2012). A DOM é resistente a remoc¢ao
por forgcas mecanicas da escovacgdo de até 4 N (GANSS, C; et al, 2009) e, quando
preservada, reduz a progressao da erosdao (GANSS, C., J. KLIMEK E C. STARCK,
2004) por limitar a difusédo ibnica (KLETER, G.A; et al, 1994). Entretanto, enzimas
proteoliticas como metaloproteinases da matriz (MMPSs) e cisteino-catepsinas (CCs)
podem degradar esta matriz organica exposta, acelerando a progressao da erosao
(DELECRODE, T.R, BUZALAF, M. A e TJADERHANE, L; et al, 2015, 2009, 2015).
Com isto em mente, nosso grupo sugeriu a utilizagdo de inibidores de proteases, 0s
quais tém mostrado resultados promissores para reduzir a progressao da erosao
dentinaria. Dentre estes inibidores, tem-se avaliado a utilizacdo do galato de epigalo
catequina (EGCG), clorexidina e fluoreto (KATO, M.T, TJADERHANE, L e KATO,
M.T.; et al, 2010, 2015, 2009).

Devido a etiologia multifatorial do desgaste dentario erosivo, varias
possibilidades preventivas e terapéuticas tém sido propostas para o controle destas
lesBes. Estas estratégias sao, em primeira instancia, focadas nos fatores etiolégicos
(MAGALHAES, A.C, LUSSI, A. E E. HELLWIG E BUZALAF, M.A.R; et al, 2008, 2014,
2018). A saliva € um dos mais importantes fatores biol6gicos envolvidos na eroséo,
tendo um papel protetor devido as suas diferentes funcdes (BUZALAF, M.A.R., HARA,
A.T; et al, 2012, 2006). Ela dilui os acidos e promove a sua eliminacdo da cavidade
bucal, através do clearance, além de contribuir para a formacao da pelicula adquirida
(PA) (BUZALAF, M.A.R.; et al, 2012), que é uma camada organica, livre de bactérias,
gue se forma in vivo como resultado da adsorcéo seletiva de proteinas salivares a
superficie do esmalte dentario (DAWES, C., G.N. JENKINS e C.H. TONGUE; et al,
1963). Em relagdo a composicao, tem-se relatado que a exposicédo a acidos remove
a camada globular externa da PA, deixando a camada basal intacta (HANNIG, M. AND
A. JOINER, 2006).

A incorporacao de proteinas salivares na pelicula adquirida pode afetar sua
habilidade em proteger contra a erosédo. Pacientes com erosdo tém a metade da

quantidade de proteinas na PA formada in situ quando comparados ao grupo controle,
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o que reforca a importancia do papel protetor das proteinas presentes na PA
(CARPENTER, G; et al, 2014). Entre estas proteinas encontra-se a mucina, que,
guando aderida a superficie do esmalte, sozinha ou combinada com outras proteinas,
inibe a desmineralizacdo causada por ataque erosivo (CHEAIB, Z. e A. LUSSI, 2011).
Em um estudo recente do nosso grupo de pesquisa, identificamos proteinas que
restaram na pelicula adquirida formada in situ sobre a dentina e in vivo sobre 0 esmalte
apos exposicdo a acido citrico ou acido latico, simulando processos erosivos ou
cariosos, respectivamente. Foram identificadas proteinas acido-resistentes, como as
mucinas e cistatinas (DELECRODE, T.R; et al, 20152, 2015b). Dentre elas, as
cistatinas parecem ser bastante promissoras, pois a expressao relativa da cistatina B
mostrou-se aumentada na PA do esmalte 20 e 13 vezes ap0s exposicao desta pelicula
aos acidos: citrico e latico, respectivamente (DELECRODE, T.R; et al, 2015b).
Cistatinas séo inibidores reversiveis de cisteino-peptidases, cujo mecanismo de acao
€ baseado na inibicdo competitiva, por meio do bloqueio da atividade proteolitica
(ABRAHAMSON, M., 1993). Sendo as cistatinas inibidores de cisteino-peptidases, é
de se esperar que possam reduzir a progressao da erosdo na dentina (DELECRODE,
T.R e TJADERHANE, L; et al, 20152, 2015). A cistatina B humana, entretanto, tem um
custo muito elevado, de forma que, pensando-se na inser¢cdo desta proteina em
produtos odontolégicos para prevencao de carie e erosao seria totalmente inviavel.
Desta forma, se torna extremamente interessante desenvolver alternativas com
melhor custo-beneficio. A primeira cistatina de cana-de-acucar produzida em sistema
de expressdo heterdloga foi denominada Canacistatina (CaneCPI-1) (SOARES-
COSTA, A, et al, 2002). Esta proteina apresentou atividade inibitoria contra cisteino-
peptidases, inclusive catepsinas humanas (OLIVA, M.L; et al, 2004). Além da
CaneCPI-1, outras 4 cistatinas de cana-de-acucar foram produzidas de forma
recombinante e estudadas quanto a sua atividade inibitoria (GIANOTTI, A; et al, 2006,
2008). A proteina CaneCPI-4 apresentou expressiva atividade inibitoria contra
catepsinas humanas B e L (GIANOTTI, A; et al, 2008). Recentemente foi identificada
e caracterizada uma nova cistatina da cana-de-acgucar: CaneCPI-5 (SANTIAGO, A.C;
et al, 2017). Esta proteina mostrou atividades muito semelhantes aquelas da
CaneCPI-4, sendo capaz de inibir eficientemente um grande nuamero de cisteino-
peptidases, incluindo a catepsina B, que se apresenta resistente a inibicdo por
cistatinas. A inibicdo de catepsina B pode ser importante para a preservagao da matriz

organica desmineralizada da dentina, pois foi observado que a expressdo de
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catepsina B, bem como a atividade inespecifica de CCs na dentina cariada foi
significativamente maior quando comparada a dentina sadia (NASCIMENTO, F.D.; et
al, 2011). Em adicdo, a CaneCPI-5 mostrou-se bem mais soluvel quando produzida
em sistema de expressao bacteriano, o que facilita a sua producao e purificacao
(SANTIAGO, A.C; et al, 2017).

Desta forma, por acumular as caracteristicas desejaveis mencionadas
acima, a CaneCPI-5 sera testada no presente projeto, na tentativa de aumentar a
resisténcia a acidos da PA, bem como de inibir cisteino-catepsinas dentinarias,
retardando a progresséo da erosdo na dentina. Devido & homologia existente entre
cistatinas de plantas e animais (GIANOTTI, A; et al, 2008) e ao baixo custo de
producdo das cistatinas de plantas, as mesmas podem ser excelentes alternativas
para inser¢cdo em produtos odontoldgicos visando a prevencao da céarie e erosao
dentaria. Um recente estudo demonstrou o mecanismo de a¢édo da CaneCPI-5 (com
e sem a formacdo da PA) sobre amostras de esmalte nativo. Como resultado, foi
observado que a proteina derivada da cana-de-acucar atua melhor sem a formacéao
da PA (PELA, V.T.; etal, 2021). Isso pode estar relacionado com a for¢a de ligacéo
da CaneCPI-5 na superficie do esmalte (6 vezes superior em relacao ao controle)
apresentada por microscopia de forca atbmica (AFM) (SANTIAGO, A.C; et al,
2017). Em adigéo, utilizando um modelo de eroséao inicial in vitro, demonstramos
que o tratamento com CaneCPI-5 na concentracdo de 1.0 mg/mL sobre amostras
de dentina humana (antes da aplicacédo da saliva: Engenharia de pelicula adquirida)
protegeu contra a erosao inicial, ndo havendo protecéo adicional com a utilizacéao

de concentragbes maiores (dados néo publicados).

Além disso, um estudo (in situ) recentemente finalizado demonstrou que a
CaneCPI-5 através da Engenharia de pelicula adquirida (adicionada a uma
solugéo) protegeu significativamente e erosdo em esmalte bovino e em dentina
humana quando comparado ao grupo controle (agua deionizada). Este efeito foi
observado para os dois procedimentos: erosdo e erosado + abrasdo. Em adicéo, o
grupo experimental (CaneCPI-5) ndo diferiu significativamente com o grupo
controle positivo (EImex Erosion Protection®) em ambos procedimentos (Dados

nao publicados).

Estes resultados deixam claro o grande potencial da CaneCPI-5 em prevenir a

erosdo dentindria, principalmente quando relacionamos o termo Engenharia de
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pelicula adquirida (CARVALHO, T.S; et al, 2020). Trata-se ainda de uma proteina de
baixo custo de producéo e alta estabilidade térmica, o que a torna ideal para incluséo
em produtos odontoldgicos. Em abril de 2017 foi depositado junto ao INPI (BR 10 2017
008691 7) um pedido de patente intitulado “Cistatinas recombinantes da cana-de-
acucar (CaneCPI-5) e sua aplicagdo para a diminuigdo da erosao dentaria”, tendo
como titulares a Universidade Federal de S&o Carlos, a Universidade de S&o Paulo e
a Universidade de Cambridge. Em abril de 2018 foi feita a extenséo deste pedido de
patente para o PCT (PCT/BR2018/050134), devido ao interesse jA demonstrado por
algumas empresas multinacionais da area de produtos odontol6gicos no potencial de
produtos contendo CaneCPI-5. Entretanto, antes que novos produtos sejam
desenvolvidos para insercdo no mercado sao necessarios mais estudos, testando a
CaneCPI-5 em amostras de dentina com outros veiculos de aplicacdo, como géis de

aplicacao topica em um modelo que seja mais proximo da realidade clinica (in situ).

Portanto, neste pedido de bolsa podemos observar que a “engenharia de
pelicula adquirida”, tem sido sugerida como uma medida promissora para prevengao
da erosao dentinaria. Além disso, € de extrema importancia avaliar a aplicacdo da

CaneCPI-5 (adicionada em gel) em amostras de dentina humana in situ.

2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é avaliar a capacidade protetora da modificacdo da PA
da dentina através de uma proteina derivada da cana-de-acUcar (CaneCPI-5)

adicionada em gel contra a erosdo e a erosao associada a abrasdo dentinaria in situ.
A hipé6tese nula a ser testada é:

A modificacdo da PA da dentina com CaneCPI-5 (através de um gel) ndo

protege contra a eroséo e a erosao associada a abraséo dentinaria in situ.
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3 METODOLOGIA

3.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA HUMANO E ANIMAL

Este projeto foi aprovado na reuniéo ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa
Humano — CEP 86783418.8.0000 da Faculdade de Odontologia de Bauru —
Universidade de Sao Paulo, com base nas normas éticas da instituicdo. Todos 0s
voluntarios aceitaram a participacao no estudo apos a leitura e a assinatura do termo

de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

3.2 EXPRESSAO HETEROLOGA DA CANECPI-5

A cistatina derivada da cana-de-acUcar (CaneCPI-5) foi realizada sob a
coordenacdo do Prof. Flavio Henrique Silva, na UFSCAR. Assim, a expressao
heter6loga da proteina foi desenvolvida através da cepa bacteriana E. coli Rosetta
(DE3), transformada com o plasmideo pET28aCaneCPI-5, como descrito previamente
(SANTIAGO et al. 2017). Em seguida, a proteina expressa foi purificada da fracéo
soluvel de culturas bacterianas induzidas por IPTG (Isopropil-beta-D-Thiogalactosidio)
através da centrifugacéo e sonicacédo. A purificacao foi realizada por cromatografia de
afinidade, utilizando colunas contendo resina de niquel Ni-NTA Superflow (Qiagen),
conforme descrito previamente (SOARES-COSTAS; et al. 2002; SANTIAGO; et al.
2017).

3.3 OBTENCAO DOS DENTES E PREPARO DAS AMOSTRAS DE DENTINA

Foram utilizadas 256 amostras de dentina radicular humana de terceiros
molares higidos recém-extraidos (menos de 30 dias), armazenados a 4 °C em NaCl
0,9% suplementado com azida sodica 0,02% (TEZVERGIL-MUTLUAY; et al. 2010).
Os dentes foram obtidos pela clinica de cirurgia da Faculdade de Odontologia de
Bauru (FOB-USP). Em seguida, os dentes foram selecionados através de uma
inspecdo visual, a fim de garantir que ndo apresentassem manchas ou trincas,

situacdo na qual os dentes foram excluidos da pesquisa.
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Na sequéncia foram removidas as coroas, com o auxilio de um aparelho de corte
(Maruto, Toquio-Japao) e um disco diamantado (Maruto, Téquio-Japdo), sendo feita
uma seccao na porcao cervical dos dentes. A porcéo radicular foi fixada com godiva
(Kerr) em uma placa de acrilico (40 x 40 x 5 mm3). A placa foi parafusada em um
aparelho de corte de precisdo ISOMET LowSpeedSaw (BuehlerLtd, EUA) e com dois
discos diamantados dupla face - XL 12205, “High concentration”, 102 x 0,3 x 12,7 mm3
(ExtecCorp., Enfield, CT, EUA/ Ref: 12205) e um espacador de aco inoxidavel (7 cm
de didmetro, 4 mm de espessura e orificio central de 1,3 cm) entre os discos, com
velocidade de 300 rpm, refrigerado com agua deionizada. Por fim, as amostras de

dentina foram padronizadas em 4 x 4 mm.
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Imagem 1 — Esquema da obtenc¢&o dos espécimes padronizados (4 x 4 mm)

3.4 PROCESSO DE POLIMENTO DAS AMOSTRAS

ApOs o corte, as amostras foram submetidas a um processo de polimento. Para
tal, as amostras foram fixadas com cera pegajosa no centro de um disco de acrilico
(30 mm de diametro por 8 mm de espessura). Também, foi utilizada uma lixa de
carbeto de silicio de granulacdo 320, sob refrigeracdo com agua deionizada para
padronizar a espessura por aproximadamente 2,5 - 3 mm. Em seguida, a politriz foi
acionada em baixa velocidade, até se alcancar a espessura desejada e com a base
totalmente plana. Posteriormente, as amostras foram reposicionadas no disco acrilico
e novamente o conjunto foi adaptado a politriz. A superficie dentinaria externa foi
desgastada inicialmente com uma lixa de carbeto de silicio de granulacdo 600, sob
refrigeracdo com agua deionizada, durante aproximadamente 2 min (remog¢do de
aproximadamente 150- 200 um de tecido). Em seguida, foi feito o polimento com lixa
de carbeto de silicio de granulacdo 1200 (ExtecCorp.), sob refrigeracdo, durante 2-4

min, em velocidade alta. Para finalizar o polimento, foi utilizado um feltro (Polishing
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cloth, Buheler) umedecido com uma suspensédo de diamante de 1 um (Water based
Diamond permanent polishing suspension, Extec Corp.) durante 3 minutos, 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 T7 Thornton, com frequéncia de 40 KHz, preenchido com agua
deionizada, durante 3 minutos. Ao final do polimento, as amostras apresentaram

planas e com aspecto vitreo (PELA, V.T.; et al. 2021).

3.5 PERFILOMETRIA DE CONTATO INICIAL

Perfis da superficie da dentina foram obtidos com um perfilbmetro de contato
(MahrPerthometer, Goéttingen, Alemanha), antes do periodo experimental in situ. As
amostras tiveram uma marcacao (pequena cavitacdo) feita com broca esférica 1/4,
para possibilitar o exato posicionamento da ponta do perfildbmetro na primeira
varredura de cada leitura da perfilometria final. Além disso, a superficie foi marcada
(com lamina de bisturi) para a formacédo de duas linhas paralelas e a divisdo da

amostras em trés partes.

Em cada leitura, foram realizadas cinco varreduras (comprimento de 3 mm) no
centro da superficie da amostra a uma distancia de 250 um cada. Perfis iniciais foram
realizados e, posteriormente serdo comparados aos perfis finais, utilizando o software
MarhSurf XCR20. A média de desgaste para cada amostra sera calculada (um) (os
resultados serdo apresentados no proximo relatorio). As duas partes externas foram
protegidas com esmalte cosmético de unha para obtencdo das areas controles,
enquanto que a superficie central permaneceu exposta para a realiza¢éo do protocolo
experimental in situ. Em seguida, as amostras foram submetidas ao processo de
esterilizacdo com oOxido de etileno [(30% ETO/70% CO2) durante 5 horas, sob a
pressdo de 0.5 + 0.1 kgF/cm?] (de Souza et al. 2018).

3.6 SELECAO DOS VOLUNTARIOS

Foram selecionados quinze adultos jovens (homens e mulheres) para a
participacdo neste estudo, na faixa etaria entre 20 e 35 anos, residentes em area

fluoretada (Bauru-SP, 0,7 ppm F na agua de abastecimento), a partir de uma
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anamnese, para a avaliacdo clinica e verificagdo do fluxo salivar. Os voluntarios
passaram por um critério de exclusdo de saude geral (gestantes, pacientes com
doencas sistémicas e com uso de medicacéo) e de saude bucal (baixo fluxo salivar
nao estimulado, baixa capacidade tampéao, carie ativas e doenca periodontal). Foi
considerado o fluxo salivar adequado para saliva estimulada >1.0 mL/min e para saliva
ndo estimulada > 0.3 mL/min (PELA, V.T. ; et al. 2021).

A determinacdo do tamanho da amostra necessaria para se obter uma
significancia clinica entre os grupos de tratamento, considerando uma for¢ca amostral
de 80% e erro a de 5% foi baseada em estudos in situ previamente realizados pelo
nosso grupo de pesquisa (DE SOUZA, et al. 2018). Os voluntérios s6 participaram da
pesquisa, apos explicacdo minuciosa de seus objetivos a partir de uma leitura da Carta

de esclarecimento ao voluntario e da assinatura do TCLE.

3.7 CONFECCAO DO APARELHO PALATINO.

Os voluntérios tiveram seus arcos superiores moldados com alginato para a
confeccdo do modelo de gesso pedra e do aparelho intrabucal palatino em resina
acrilica, no qual foram acopladas aleatoriamente 4 amostras de dentina radicular
humana, divididas em 2 fileiras verticais correspondentes ao tipo de lesédo (Erosao x
Erosdo + Abrasdo). Todas as amostras foram coladas com cera rentes ao aparelho
palatino, para evitar acimulo de biofilme. Por fim, os aparelhos palatinos foram
armazenados 4 °C (com gaze umedecida em agua deionizada) até o inicio da fase

experimental in situ [4].



18

Imagem 2 - Aparelho intrabucal palatino

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 FORMULACAO DOS GEIS E PRODUCAO RECOMBINANTE DA CANECPI-5

Para a formulacdo dos géis, foi adicionada quitosana (desacetilacdo a 75%,
peso molecular médio, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em solucdo de &cido
aceético a 1% (Synth, Diadema, SP, BR). A concentragdo 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 relacéo aos géis contendo os ativos (12.300 ppm NaF ou 0,1 mg/mL
CaneCPI-5), ambos tratamentos foram incorporados durante a dissolucdo da
quitosana. Neste caso, a mistura também foi homogeneizada por 2 horas a 25 °C. Por
fim, o pH de todos os géis 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.

4.2 ORIENTAGCOES AOS PARTICIPANTES PARA OS PROCEDIMENTOS
EXPERIMENTAIS

Todos os participantes receberam as seguintes orientagdes: 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 & Gamble Company, Cincinnati, OH, EUA) e creme dental com fllor
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(1100ppmF, NaF; Oral B®, The Procter & Gamble Company, Cincinnati, OH, EUA)
durante todo o estudo; 2) Retirar o aparelho apenas para beber 4gua (1 min), durante
as refeicdes (20 min) e durante a noite (8 h); 3) Guardar o aparelho envolto em gaze
umedecida com agua da torneira durante as refeicdes e durante a noite; 4) Realizar
higiene bucal ao acordar e apds cada refei¢do; 5) Realizar a higieniza¢do do aparelho
palatino, escovando apenas a superficie palatina (lado sem espécimes); 6)
Permanecer atento a qualquer descolamento dos espécimes e 7) Realizar o
procedimento de abrasdo com forca padronizada (em torno de 1,5 N), conforme

previamente treinado pelos pesquisadores (PELA, V.T.; et al., 2021).

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL IN SITU

Os 16 participantes foram alocados dentro de 4 fases cruzadas e duplo-cegas.
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 de CaneCPI-5 (Gg+Cane) (SANTOS; et al., 2021).
Durante cada fase, os 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 aprelho) por

dez dias.

Durante a fase experimental, os participantes realizaram o0 seguinte
procedimento diario: higienizagdo 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 pl por espécime). O gel permaneceu sobre a
superficie dos espécimes por 4 min, e apOs este tempo, o gel foi removido
delicadamente com um cotonete. Imediatamente, o aparelho foi colocado na boca

para a formacao da pelicula adquirida (PA) por duas horas (Figura 1).

Todos os espécimes de dentina foram submetidos a quatro desafios erosivos
extra-orais (ERO) por dia (10:00, 14:00, 16:00, 18:00 h). Com isso, 0s participantes
submergiram o aparelho em um copo contendo 150 mL de solucéo de acido citrico a

0,1% (pH 2,5), a temperatura ambiente, por 90 s (sem agitacdo). Em seguida, eles
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enxaguaram os aparelhos com agua da torneira por 5 s e os recolocaram na boca.
Para cada ERO, uma nova aliquota de &cido citrico foi usada (PELA, V.T.; et al., 2021)
(Figura 1).

Para a condicdo ERO, os espécimes de dentina foram submetidos apenas a
erosdo (como descrito acima), porém para a condicdo envolvendo a abraséo
(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 minutos apds o primeiro e
0 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 uma escova de dente elétrica (OralB® Vitality Precision Clean - Electric
Toothbrush, Kronberg, HE, DE) e slurry (1 g de creme dental 1100ppmF, NaF, Oral
B®, The Procter & Gamble Company, Cincinnati, OH, EUA: 3 mL de 4gua deionizada).
Em seguida, eles lavaram o aparelho (com agua da torneira por 5 s) e os recolocaram
na boca (PELA, V.T.; et al., 2021) (Figura 1).

Confecgiio do
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Imagem 3. Esquema metodologico demonstrando os espécimes na analise
inicial e final por perfilometria, bem como os procedimentos realizados pelos
participantes durante a fase experimental (tratamento com gel, erosdo e abrasao).
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4.4 MEDICAO DO DESGASTE DA DENTINA POR PERFILOMETRIA

Antes do preparo do aparelho palatino, foram realizados os perfis iniciais dos
espécimes de dentina, usando um perfilbmetro de contato (Mahr Perthometer,
Gattingen, NI, DE). Inicialmente, foi feito um pequeno furo com uma broca ¥ (no canto
superior e esquerdo de cada espécime). Além disso, foi realizada uma marcacao com
lamina de bisturi (dividindo o espécime em trés partes), para permitir o exato
posicionamento do esmalte cosmético de unha. Estas técnicas serviram como
indicador de padronizacdo para a primeira leitura do perfil inicial e final (apresentado
no relatorio parcial).

Com relacdo aos parametros, foram realizadas cinco leituras em cada
espécime (3 mm de comprimento e 250 um de distancia entre elas). Apds a analise
inicial, a superficie da dentina foi dividida em dois tercos para obtencéo das areas de
controle. As por¢des externas (extremidades) foram cobertas com esmalte cosmético
de unha (Risque®, Séo Paulo, SP, BR), enquanto que a porcdo central da superficie
da dentina permaneceu exposta. Em seguida, todos os espécimes foram submetidos
a esterilizacdo com 6xido de etileno [(30% ETO/70% CO3) por 5 h sob presséo de 0,5
+ 0,1 kgF/cm?] (DE SOUZA; et al., 2018) (apresentado no relatério parcial).

ApOs 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 especifico para o
equipamento, o qual serviu de suporte para fixacdo dos espécimes; 2) 0 uso dos eixos
x e y da base do perfildmetro para o correto posicionamento de cada espécime e 3) a
indicacao feita com broca (¥4) na superficie dos espécimes para o posicionamento da
agulha do perfildmetro. Posteriormente, os graficos de cada leitura (inicial e perfil final)
foram sobrepostos e comparados por meio do software MarhSurf XCR20 (Mabhr,
Gottingen, NI, DE). Assim, foi medido o desgaste da dentina (um), considerando o
limite minimo de detecg&o de 0,5 ym (PELA, V.T.; et al., 2021).

4.5 ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados obtidos pelo perfildmetro 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 relagcdo a normalidade
(teste de Kolmogorov-Smirnov) e a homogeneidade (teste de Bartlett).
Posteriormente, os dados foram analisados por ANOVA dois critérios (tratamentos e
condi¢cbes) de medidas repetidas por ambos os fatores, seguido pelo teste de Sidak

para comparacao individual. O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05.

5 RESULTADOS

Os resultados demonstraram uma diferenca significativa entre os tratamentos
(F = 23,15, p < 0,0001), mas nao entre as condi¢des (F = 0,9684, p = 0,3274) ou para
a interacdo entre esses fatores (F = 1,888, p = 0,1363). Todos 0s grupos tratados
reduziram significativamente a perda de dentina em compara¢ao com 0 grupo que nao
foi tratado (2,65 £ 0,61). A maior prevencéo da dentina foi encontrada para o grupo
tratado com gel de quitosana contendo CaneCPI-5 (0,93 = 0,47), o qual diferiu
significativamente do grupo tratado com gel de quitosana (1,82 + 0,53), mas néo do
grupo tratado com gel de quitosana contendo NaF (1,45 + 0,74). Este Ultimo grupo
nao diferiu significativamente do grupo tratado com gel de quitosana (p<0,05) (Imagem
4).
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6 DISCUSSAO

Esta é a primeira vez que um estudo avalia o gel de quitosana contendo
CaneCPI-5 para a prevencdo do desgaste erosivo da dentina, sob condi¢gbes
clinicamente relevantes. No presente protocolo in situ, houve a presenca de todos os
participantes durante todo o estudo (ao longo de todas as fases), ndo havendo queixas
sobre o0 uso do aparelho e os procedimentos realizados por eles, como a aplicacdo de
gel, desafios erosivos e abrasivos. Vale destacar que o aparelho néo foi usado durante
a noite, pois o fluxo salivar durante esse periodo € baixo e ndo se espera que forneca
um reendurecimento adicional do esmalte (ALENCAR, et al., 2016). Além disso,
optou-se por nado utilizar o aparelho durante a noite para garantir o conforto e a

qualidade do sono dos participantes.

Um aspecto relevante do nosso protocolo, com implicagdes do ponto de vista
clinico, é que o gel foi aplicado apenas uma vez ao dia (por 4 min, antes da formacéao
da PA). Isso é importante porque no estudo in situ anterior, foi utilizado uma solucéo
contendo CaneCPI-5, a qual os participantes aplicaram o liquido nas amostras por 1
min, 4 vezes ao dia, antes de cada desafio erosivo (PELA, V.T.; et al., 2021). Pode-se
argumentar que isso ndo é pratico, e esse foi um dos motivos pelos quais decidimos
testar outro veiculo para o uso da CaneCPI-5. Em relacédo ao tempo de aplicacdo do

gel utilizado neste estudo (4 min), é amplamente empregado na odontologia para
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prevencao da cérie dentaria, quando sao utilizados géis fluoretados (HAWKINSET; et
al., 2003).

O presente estudo € um passo para a aplicacao clinica do gel de quitosana
contendo CaneCPI-5. Em nosso primeiro estudo in vitro, espécimes de dentina bovino
foram submetidos ao acido citrico 0,1% pH 2,5 por 90 s, 4 vezes ao dia, por 7 dias.
Os géis de quitosana foram aplicados durante a ciclagem de pH com saliva artificial,
2 vezes ao dia por 4 min, apds o primeiro e ultimo desafios erosivos (SANTOS; et al.,
2021). No presente estudo in situ, os espécimes de dentina humana também foram
submetidos a acido citrico 0,1% pH 2,5 por 90 segundos, 4 vezes ao dia, seguido ou
nao 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 formacdo da PA. A variavel de resposta para ambos os estudos foi a perfilometria
de contato.

No estudo anterior (in vitro) as maiores perdas de dentina foram encontradas
para 0 grupo que permaneceu sem tratamento e placebo, os quais nao diferiram
significativamente entre si, mas diferiram de todos os outros grupos. O grupo tratado
com 0,1 mg/mL de CaneCPI-5 teve perda de dentina significativamente maior quando
comparado com os grupos tratados com 0,25 mg/ml de CaneCPI-5 e 1,23%F (n&o
diferiram significativamente entre si). O desgaste da dentina in vitro apenas para a
condicdo ERO, envolvendo o grupo que nao foi tratado, ou que foram tratados com
gel de quitosana, gel de quitosana + NaF ou gel de quitosana + CaneCPI-5 foi de
10,49+1,48,9,26 +2,54,1,41 £0,46 e 3,61 + 1,58 um, respectivamente (SANTOS et
al., 2021). Por outro lado, os valores correspondentes para o presente estudo in situ
foram 2,65 + 0,61, 1,82 + 0,53, 1,45 + 0,74 e 0,93 = 0,47 pm, respectivamente.
Entretanto, no primeiro estudo, a CaneCPI-5 na concentragdo de 0,25 mg/mL
demonstrou melhores resultados (1,65 + 0,70) do que a CaneCPI-5 na concentragéo
de 0,1 mg/mL. Por outro lado, a CaneCPI-5 na concentracdo de 0,1 mg/mL
demonstrou protecdo para o presente estudo. No geral, foi possivel observar nesta
comparacdo de protocolos (in vitro e in situ) que no ultimo estudo houve maior
protecdo da dentina com centracdes mais baixa da CaneCPI-5 e também houve mais
protecdo nos demais grupos, principalmente para os grupos que nao foram tratados
ou tratados com o gel placebo; isso pode ser devido: 1) a presenca da PA para

protecdo contra desgaste erosivo (HANNIG e HANNIG, 2014); 2) a capacidade
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tampdo da saliva natural contra desafios acidos (BUZALAF; et al., 2012) e 3) uma
guantidade menor (em dias) de desafios erosivos.

Ainda em relacao ao resultado da perfilometria (condicdo ERO), o grupo do controle
positivo (Gg+NaF), deve-se destacar que os fluoretos convencionais ndo séo tao
eficazes contra a desmineralizacéo erosiva (LUSSI; et al., 2019) em comparagao com
a eficacia contra a desmineralizacéo cariosa (TEN CATE e BUZALAF, 2019), uma vez
gue a camada semelhante ao CaF? formada é de curta duracéo sob a condigdo mais
severa dos desafios erosivos. Até agora, a maior eficacia € vista para a combinacao
de fldor e estanho (LUSSI; et al., 2019; HUYSMANS,; et al., 2014). O efeito preventivo
da CaneCPI-5 pode estar relacionado a sua interacdo com a superficie da dentina.
Este processo ja foi evidenciado em estudos com o esmalte dentario, alterando assim
o perfil proteico da PA (SANTIAGO; et al, 2017; CARVALHO; et al., 2020). Outro
aspecto digno de nota é a capacidade preventiva do grupo Qg (sem outros
ingredientes ativos além da quitosana) (SANTOS,; et al., 2021). Este gel demonstrou
protecdo significativa para o esmalte e para a dentina quando comparado ao grupo
St. Isso pode ser devido a capacidade da quitosana de adsorver a superficie exposta
e possivelmente se ligar as proteinas da PA, prevenindo o desgaste erosivo (LEE; et
al., 2012; BEKALE; et al., 2015; SANTOS; et al., 2021). Além disso, o efeito protetor
na dentina pode ter ocorrido através da inibicdo das enzimas proteoliticas, tais como
metaloproteinases da matriz (MMPSs) e cisteino-catepsinas (CCs), uma vez que a
CaneCPI-5 demonstrou inibi¢do de catepsinas humanas B e L. (Gianotti et al., 2008).

Futuros estudos serdao desenvolvidos para verificar este provavel efeito protetor.

Outra novidade do estudo foi avaliar o efeito preventivo dos géis frente aos
desafios abrasivos. Esta condicao foi realizada através da escovacao individual dos
espécimes por 15 s, duas vezes ao dia. A avaliagdo desse tipo de desgaste torna-se
importante devido a alta prevaléncia de escovacéo inadequada (LITONJUA,; et al.,
2003) e ao alto grau de abrasividade de determinados dentifricios, principalmente
agueles com propriedades clareadoras (BORYSENKO e DUDNIKOVA, 2021). Isso se
torna ainda mais prejudicial quando a abrasdo é seguida por um desafio erosivo
(LIPEI; et al., 2017). Entretanto, nossos resultados de perfilometria ndo demonstraram
diferencas entre as condi¢cdes (ERO vrs. ERO+ABR). A auséncia de diferenca entre
as condicdes pode ser explicada pelo protocolo de abraséo deste estudo, o qual nao

foi agressivo o suficiente para demonstrar diferencas entre o desgaste erosivo, ou
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seja, a frequéncia da abrasao foi baixa (apenas duas vezes ao dia), bem como a
duracdo da escovacao (15 s cada espécime), quando comparado ao procedimento de
desafio erosivo (4 vezes por dia, durante 60 s). Assim, diferentes protocolos devem

ser avaliados em estudos futuros.

No geral, varios pontos podem ser destacados do presente estudo: 1) o
potencial do gel de quitosana (sem nenhuma incorporacdo) para proteger contra o
desgaste erosivo da dentina; 2) os resultados satisfatorios de um gel de quitosana
contendo NaF e, principalmente, CaneCPI-5 para favorecer a reducdo do desgaste
erosivo da dentina; 3) prevencao do desgaste erosivo da dentina pela engenharia de
pelicula adquirida com apenas uma aplicacdo diaria de gel (produto para aplicacéao
profissional); 4) a novidade do efeito protetor dos géis sobre a dentina na condicao

ERO+ABR. Diante do exposto, a hipétese nula inicialmente proposta foi rejeitada.

Perante o sucesso do presente estudo, foi realizado um mesmo protocolo
utilizando o gel de aplicacdo topica contendo CaneCPI-5, por sua vez realizado com
amostras de esmalte bovino, muito semelhante ao esmalte humano quando utilizado

em pesquisas. A pesquisa também obteve éxito em seus resultados.

7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o gel de quitosana contendo CaneCPI-5
foi capaz de prevenir ERO e ERO+ABR na dentina humana in situ. Esses resultados
abrem uma nova perspectiva para o desenvolvimento de um produto inovador voltado
para a aplicacdo odontologica profissional, visando a prevencéo do desgaste erosivo

da dentina.
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