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RESUMO GERAL

Martins, T.P. Engenharia da pelicula adquirida com trimetafosfato de sédio e
peptideos para a protecdo contra a erosdo do esmalte e da dentina. 2025. Tese
(Doutorado em Ciéncias, area de Saude Bucal da Crianca) — Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2025.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de peptidios e trimetafosfato de
sédio (TMP) sobre a modulacao da pelicula adquirida do esmalte (PAE) e seus efeitos
sobre a erosdo do esmalte e da dentina. No Subprojeto 1 (S1), avaliou-se o efeito in
vitro de solu¢bes contendo TMP, isolado ou associado aos peptideos CaneCPI-5
(Cane), Stnl5pSpS (Stat) e hemoglobina (Hb) na protecdo do esmalte frente a
desmineralizacao erosiva; no Subprojeto 2 (S2), foi avaliado in vivo o perfil protedmico
da pelicula adquirida do esmalte (PAE) tratada com Cane e TMP, sozinhos ou
coadministrados; no Subprojeto 3 (S3), investigou-se o desempenho de géis contendo
fluoreto (F), TMP e Cane, isolados ou associados, na protecdo do desgaste erosivo
da dentina in vitro. Em S1, blocos de esmalte bovino foram tratados com 15 solugbes
contendo os quatro ativos em diferentes associacdes, além de Elmex e agua
deionizada, seguidas de exposicdo a saliva humana (2 h). Apds 3 desafios erosivos
consecutivos (acido citrico a 1%, pH 3,5, 1 min/desafio), foi determinada a
porcentagem de alteracdo de dureza de superficie (%ADS). Em S2, voluntarios
adultos realizaram bochechos com solugdes contendo Cane, TMP, Cane+TMP, Elmex
e agua deionizada, e a PAE foi formada por 2 h, previamente a sua coleta e andlise
protedmica. Em S3, blocos de dentina bovina foram divididos em 9 grupos, de acordo
com os géis de tratamento: Placebo (sem ativos), 4500 ug F/g (4500F), 9000 ug F/g
(9000F), Cane 0,1 mg/mL, 5% TMP, Cane+TMP, Cane+4500F, TMP+4500F e
Cane+TMP+4500F. Os géis foram aplicados uma vez (4 min), seguidos por 2 horas
de imersdo em saliva humana. Os espécimes foram entdo submetidos a 4 desafios
erosivos diarios (ERO, acido citrico, pH 2,4, 90 s) por 7 dias. Metade dos espécimes
foi adicionalmente submetida a abrasédo por escovacdo (ERO+ABR). A perda de
tecido dentinario foi quantificada por microscopia confocal de campo amplo. Os dados
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e teste de Student-Newman-Keuls (S1),
teste t (S2) e ANOVA a 2 critérios e teste de Tukey (S3). Em S1, a formulagéo

3%TMP+Cane apresentou o maior efeito protetor, comparavel ao controle positivo.
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Concentragcdes menores de TMP associadas a Cane ou Stat também reduziram
significativamente a %ADS, enquanto todas as combinac¢des TMP+Hb resultaram nas
maiores %ADS. Em S2, foram identificadas 191 proteinas na PAE, sem proteinas
exclusivas entre os grupos. CaneCPI-5 isolada promoveu um aumento acentuado da
Aminoacilase-1, enquanto TMP isolado modulou diversas proteinas salivares e
estruturais, incluindo proteinas ricas em prolina, cistatina-C, actina e ATP sintase. A
combinacdo CaneCPI-5+TMP elevou a Aminoacilase-1 e potencializou proteinas ricas
em prolina e componentes estruturais, com diferencas minimas em relacdo a
CaneCPI-5 isolada. Em S3, as formulacdes 4500F+Cane e 4500F+TMP promoveram
o0 menor desgaste, com efeito protetor superior ao promovido pelo gel 9000F sob
condi¢cdes erosivas mais severas (ERO+ABR). A associacdo dos 3 ativos nao
potencializou os efeitos do gel 4500F. De modo geral, os achados indicam que a
eficacia do TMP em reduzir a perda mineral erosiva do esmalte esta relacionada a
concentracdo utilizada e sua compatibilidade com proteinas capazes de reforcar a
pelicula adquirida (S1). Em acréscimo, a coadministracdo de Cane e TMP esté
relacionada a maior atividade metabdlica na PAE, com aumento na adsor¢cdo de
proteinas tipicamente encontradas na PAE, incluindo capacidade de promover
ligacbes proteina-proteina (S2). Por fim, a associacdo de TMP com CaneCPI-5 ou
fluoreto aumentou significativamente a resisténcia da dentina frente a desafios
erosivos (S3). Conjuntamente, os resultados sugerem uma ac¢ao dual do TMP na
protecdo contra desafios erosivos, atuando tanto na nucleacdo mineral como por
modificacbes na composicdo da PAE. Sua combinacdo com Cane mostrou-se
promissora para o controle do desgaste erosivo, demandando investiga¢éo adicional

em condicdes in situ e clinicas.

Palavras-chave: Erosdo Dentaria; Pelicula Dentaria; Peptideos; Polifosfato.
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GENERAL ABSTRACT

Martins, T.P. Engineering of the acquired pellicle with phosphate and/or peptides
for the protection against enamel and dentin erosion. 2025. Tese (Doutorado em
Ciéncias, area de Saude Bucal da Crianga) — Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2025.

The present study aimed to evaluate the effects of peptides and sodium
trimetaphosphate (TMP) on the modulation of the acquired enamel pellicle (AEP) and
their impact on enamel and dentin erosion. In Subproject 1 (S1), the in vitro effect of
solutions containing TMP, alone or combined with the peptides CaneCPI-5 (Cane),
Stnl5pSpS (Stat), and hemoglobin (Hb), on enamel protection against erosive
demineralization was assessed. In Subproject 2 (S2), the in vivo proteomic profile of
the AEP treated with Cane and TMP, alone or co-administered, was evaluated. In
Subproject 3 (S3), the performance of gels containing fluoride (F), TMP, and Cane,
alone or in combination, in protecting dentin against erosive wear in vitro was
investigated. In S1, bovine enamel blocks were treated with 15 solutions containing
the four active agents in different combinations, in addition to EImex and deionized
water, followed by exposure to human saliva (2 h). After three consecutive erosive
challenges (1% citric acid, pH 3.5, 1 min/challenge), the percentage of surface
hardness change (%SHC) was determined. In S2, adult volunteers rinsed with
solutions containing Cane, TMP, Cane+TMP, Elmex, or deionized water, and the AEP
was allowed to form for 2 h prior to collection and proteomic analysis. In S3, bovine
dentin blocks were divided into nine groups according to the treatment gels: placebo
(no actives), 4500 ug F/g (4500F), 9000 ug F/g (9000F), Cane 0.1 mg/mL, 5% TMP,
Cane+TMP, Cane+4500F, TMP+4500F, and Cane+TMP+4500F. The gels were
applied once (4 min), followed by 2 h of immersion in human saliva. Specimens were
then subjected to four daily erosive challenges (ERO; citric acid, pH 2.4, 90 s) for 7
days, with half of the specimens additionally exposed to toothbrushing abrasion
(ERO+ABR). Dentin tissue loss was quantified by wide-field confocal microscopy. Data
were analyzed using the Kruskal-Wallis and Student—Newman—Keuls tests (S1), t test
(S2), or two-way ANOVA and Tukey’s test (S3). In S1, the 3% TMP+Cane formulation
showed the greatest protective effect, comparable to the positive control. Lower TMP
concentrations combined with Cane or Stat also significantly reduced %SHC, whereas
all TMP+Hb combinations resulted in the highest %SHC. In S2, 191 proteins were
identified in the AEP, with no exclusive proteins among groups. CaneCPI-5 alone
Tamires Passadori Warding



induced a marked increase in Aminoacylase-1, while TMP alone modulated several
salivary and structural proteins, including proline-rich proteins, cystatin-C, actin, and
ATP synthase. The CaneCPI-5+TMP combination increased Aminoacylase-1 and
enhanced proline-rich proteins and structural components, with minimal differences
compared with CaneCPI-5 alone. In S3, the 4500F+Cane and 4500F+TMP
formulations resulted in the lowest dentin wear, showing greater protection than the
9000F gel under more severe erosive conditions (ERO+ABR). The association of all
three actives did not potentiate the effects of the 4500F gel. Overall, the findings
indicate that the efficacy of TMP in reducing erosive mineral loss of enamel depends
on its concentration and its compatibility with proteins capable of reinforcing the
acquired pellicle (S1). Additionally, the co-administration of Cane and TMP was
associated with increased metabolic activity in the AEP, with enhanced adsorption of
proteins typically found in the pellicle, including those involved in protein—protein
interactions (S2). Finally, the association of TMP with CaneCPI-5 or fluoride
significantly increased dentin resistance to erosive challenges (S3). Collectively, these
results suggest a dual action of TMP in protection against erosive challenges, acting
both in mineral nucleation and through modifications in AEP composition. Its
combination with Cane appears promising for the control of erosive tooth wear,

warranting further investigation under in situ and clinical conditions.

Keywords: Tooth Erosion; Dental Pellicle; Peptides; Polyphosphates.
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Capitulo 1

Figure 1 — Percentage of surface hardness loss after treatments of bovine
enamel blocks with the experimental solutions. Different letters show
significant differences among the treatments. Kruskal-Wallis and Student-
Newman-Keuls tests (p < 0.05, n=12). Deionized water = negative control;
Elmex® = positive control; Stat = Stn15pSpS peptide; Hb = hemoglobin; Cane
= CaneCPI-5; 0.5% TMP, 1% TMP, and 3% TMP = solutions containing
sodium trimetaphosphate at 0.5%, 1%, and 3%, respectively; 0.5% TMP+Hb,
1% TMP+Hb, and 3% TMP+Hb = TMP solutions combined with hemoglobin;
0.5% TMP+Stat, 1% TMP+Stat, and 3% TMP+Stat = TMP solutions
combined with the Stn15pSpS peptide; 0.5% TMP+Cane, 1% TMP+Cane,
and 3% TMP+Cane = TMP solutions combined with CaneCPI-5.

Capitulo 3

Figure 1 — Dentin wear after treatment with gels containing fluoride, sodium
trimetaphosphate, and CaneCPI-5, alone or in combination. Uppercase
letters indicate significant differences between Erosion and Abrasion;
lowercase letters indicate significant differences among the groups within
each challenge. Two-way Analysis of Variance (ANOVA) followed by Tukey’s
test (p<0.05; n=10). Placebo = gel without active agents; 4500F and 9000F
= fluoride gels containing 4500 and 9000 ug F/g, respectively; Cane = gel
containing CaneCPI-5; TMP = gel containing sodium trimetaphosphate;
Cane+TMP = gel combining CaneCPI-5 and TMP; Cane+4500F = CaneCPI-
5 gel with 4500 pg F/g; TMP+4500F = TMP gel with 4500 pg F/g;
Cane+TMP+4500F = gel containing CaneCPI-5, TMP, and 4500 ug F/g.

Tamirves Passadori MHading

32

61



LISTA DE TABELAS

Capitulo 2
Table 1 — Quantitative changes in the abundance of acquired enamel 44

pellicle proteins among treatment groups

Anexos
Table 1 — Proteins identified in the acquired enamel pellicle after treatments 70

Tamirves Passadori MHading



ABR
%ADS
ANOVA
CaF;
CaneCPI-5
°C

DEE

ERO

mg
mL
mm
MMPs
NaF

nm

PAE

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Abrasion/Abraséo

Surface hardness change/Alteracéo de dureza de superficie
Analysis of Variance/Analise de Variancia

Calcium Fluoride/Fluoreto de Célcio

Sugar-cane cystatin /cistatina de cana-de-agucar

Degrees Celsius/Graus Celsius

Erosive tooth wear/Desgaste dental erosivo

Erosion/Erosao

Fluoride/Fluoreto
Hour/Hora

Hemoglobin/Hemoglobina

Liter/Litro

Molar

Milligram/Miligrama

Milliliter/Mililitro

Millimeter/Milimetro

Matrix Metalloproteinases/Metaloproteinases da Matriz
Sodium Fluoride/Fluoreto de sodio
Nanometer/Nanémetro

Probability/Probabilidade

Acquired enamel pellicle/Pelicula Adquirida do Esmalte

Tamirves Passadori MHading



pH

S

SD

SH

%SHC
Stn15pSpS

TISAB

TMP

Mg
Mg Fig
MM

MM

Hydrogenionic Potential /Potencial Hidrogeniénico
Seconds/segundos

Standard Deviation/Desvio padréo

Surface hardness

Surface hardness change/Alteracdo de dureza de superficie
Statherin-derived peptide/Peptideo derivado da estaterina

Total lonic Strength Adjustment Buffer/Tampéao Ajustador de Forga
I6nica

Sodium Trimetaphosphate/Trimetafosfato de sddio
Microgram/Micrograma

Microgram of fluoride per gram/Micrograma de fluoreto por grama
Micrometer/Micrémetro

Micromolar/Micro molar

Tamirves Passadori MHading



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ...ooviuieeeceeeee e 21
2. OBJIETIVO GERAL ... e eaas 24
3. CAPITULO L oottt 25
BUL ABSTIACE ...ttt et e st e b e bt e e he e e s be e e eabeesabeesanee e s beeenareeaas 26
3.2 INErOTUCTION ...ttt sab e s bt e e bt e e s b et e sab e e sabeeebee e s beeenareanas 26
e 31| [T 4 T e o] Lo Y-V PRSPPSO 27
BLUARESUILS ...ttt h et sa e st et b e b e beesbeeeaeeeareereens 29
L5 DIESCUSSION ..ottt ettt ettt e e sttt e e st e e s e bt e e e s saba e e e s sabe e e e saanaeeesaanaeeesaaraeeesaananeessareneesaans 29
3.6 CONCIUSION.....c.niiiiiieiie ettt ettt s bt e s bt e e sabe e s bt e e ateesbeeesabeesabeesseeesabaeenareanns 30
3.7 ACKNOWIEABMENTS ... e st e e e s te e e e sbee e e e sbteeeesnntaeeesan 30
BB REFEIEINCES ...ttt ettt e b e e b e sh e sa bttt e bt b e e be e be e she e st e eareeneens 31
A, CAPITULO 2 ..ottt 33
B0 ADSEFACT ... .ottt ettt b e bttt e e et e et e e be e she e sae e e bt e bt e be e beeenees 34
.2 INErOAUCTION ...ttt b e bt s a et s ae e et e et e e s b e e sbeesaee st e eabeeabeeneenbees 34
L0 3V =1 d Yo T Fo] o ¥ PSR SR 35
QA RESUILS ...ttt ettt e ettt e s at e e s bt e e s ab e e s be e s bbe e s bee e bae e nteesbeeesareenas 37
4.5 DISCUSSION .....oeiiiiiiiiiiie ittt ettt s e sb e st e e bt e e s bt e s bt e e sbe e e sabeeesmeeesabeesbeeesmbeesabeeeaneeesareeenneeesns 37
4.6 CONCIUSION.......conuiiiiiiiieeet ettt ettt et b e b e s bt e sh et e at e et e e abeesbeesbeesaeesabeeabeeabeebeeseas 41
4.7 ACKNOWIEAGMENTES .......ooiiiiiiii e e e e e et e e e ta e e e e abae e e s sabreee e rreae s 41
B8 REFEIEINCES ...ttt st sttt ettt e rees 41
5. CAPITULO 3 ..ttt 47
BLL ABSTIACE. ... e e st re e s saee e ens 48
B.2 INtrodUCHION ... e s 49
5.3 Methods and Materials..............cooiiiiiiiiiii ettt 50
BuB RESUIES ...ttt sttt et e et e s bt e s ae e s bt et e e b e e beesbeesaeesateeteens 53
5.5 DISCUSSION ..ottt sttt a e e st sre e e 53
5.6 CONCIUSTON ...ttt sttt et e s b e st st s bt e bt e b e e s beesseesaneenneens 57
5.7 ACKNOWIEAEMENTS ... e e e e e e e et e e e e e e e e ssannraeeeeaeeean 57
BLB REFEIENCES ...ttt ettt ettt e s bt e s at e st e et e e bt e beesbeesaeeeateeneens 57
6. CONCLUSAO GERAL ...ttt 62
T, ANEX O S ... 65

Tamirves Passadori MHading



1. INTRODUCAO GERAL

O declinio da prevaléncia de cérie dentaria tem permitido maior atencdo as
alteragbes ndo cariosas que acometem os tecidos dentarios duros. Entre essas
condicles, destaca-se a erosdo dentaria, caracterizada por um processo quimico,
sem envolvimento bacteriano, que resulta na dissolucéo da estrutura dentaria devido
a exposicao cronica a 4cidos [Schlueter et al., 2020]. Esses acidos podem ter origem
extrinseca, como bebidas industrializadas, frutas citricas e exposi¢ao a vapores (como
no caso de industrias de galvanizacdo), ou intrinseca, decorrente de episodios de
refluxo gastroesofagico ou vomitos. A exposicdo crénica a esses agentes diminui a
resisténcia do tecido dental aos impactos mecanicos, culminando em uma perda
cumulativa da superficie, quadro denominado desgaste dentario erosivo (DDE)
[Kanzow et al., 2016; Schlueter et al., 2020]. Estima-se que o DDE afete,
mundialmente, 30-50% dos dentes deciduos e 20-45% da denticdo permanente,
além de atingir cerca de 30% dos adolescentes [Salas et al., 2015; Murakami et al.,
2016; Schlueter et al., 2018].

Diante dessa etiologia, compreender o comportamento dos tecidos dentarios
torna-se essencial. O esmalte, altamente mineralizado e composto
predominantemente por cristais de hidroxiapatita, apresenta elevada dureza, porém
auséncia de capacidade de regeneracao, tornando-o suscetivel a desmineralizacao
superficial quando exposto a acidos [Shellis et al., 2010]. A dentina, por sua vez,
menos mineralizada e rica em matriz coladgena, possui maior permeabilidade devido a
presenca de tubulos dentinarios e, apés o desafio acido, forma uma camada de matriz
organica parcialmente desmineralizada, vulneravel a remocdo por abrasdo e a
degradacdo por enzimas enddgenas como metaloproteinases da matriz (MMPs) e
catepsinas [Buzalaf et al., 2015; Zarella et al., 2015]. Tais caracteristicas tornam a
dentina mais sensivel ao desgaste erosivo do que o esmalte, além de menos
responsiva aos mecanismos protetores classicos, reforcando a necessidade de
estratégias capazes de atuar de maneira diferenciada em ambos os substratos [Shellis
et al. 2010; Buzalaf et al., 2015; Zarella et al., 2015].

O tratamento e controle da erosdo dentaria envolvem orientacdes de dieta e
habitos, bem como a utilizagdo de produtos tépicos. Considerando que,

diferentemente do observado para a carie dentaria, o flior (F) apresenta efeito menos
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proeminente na reducédo do desgaste erosivo [Lussi et al., 2019; Magalhées et al.,
2011], diversas abordagens tém sido propostas para potencializar sua acdo. Entre
elas, destaca-se a adicdo de trimetafosfato de sédio (TMP) a formulacdes fluoretadas,
demonstrando um aumento significativo de seus efeitos protetores contra a erosao
do esmalte e o desgaste dental erosivo [Moretto et al., 2013; Danelon et al., 2018;
Danelon et al., 2020]. Esses efeitos estdo associados principalmente a capacidade do
TMP de adsorver-se ao esmalte e de modificar a energia livre de superficie do
substrato, aumentando a disponibilidade de sitios doadores de elétrons e favorecendo
a adsorcdo de Ca?* e de PO,3 [Takeshita et al., 2011; Amaral et al., 2018; Nallin et
al., 2021].

Além disso, a saliva também exerce um papel determinante na modulacdo do
processo erosivo ao diluir e neutralizar 4cidos, manter a supersaturacdo em relacédo
ao mineral dentario e fornecer proteinas que, ao se adsorverem rapidamente a
superficie dental, originam a pelicula adquirida do esmalte (PAE) [Dipalma et al.,
2023]. Longe de ser uma barreira passiva, a PAE constitui uma estrutura altamente
organizada, cuja composi¢cao proteica define sua capacidade de protecéo diante do
desafio acido [Siqueira et al., 2012; Dipalma et al., 2023]. Proteinas como estaterinas,
proteinas ricas em prolina (PRPs) e cistatinas apresentam elevada afinidade pela
hidroxiapatita e desempenham fun¢gfes fundamentais, desde a estabilizacdo de ions
calcio e fosfato até a inibicdo de enzimas proteoliticas envolvidas na degradacéo da
matriz dentinaria [Delecrode et al., 2015; Taira et al., 2020; Dipalma et al., 2023]. A
integridade dessa pelicula reduz o fluxo de ions entre a superficie dental e o meio
acido, diminuindo a taxa de dissolucdo mineral e retardando o avanco do desgaste
[Siqueira et al., 2012; Dipalma et al., 2023]. Assim, potencializar a formacéo da PAE,
seja por proteinas naturais ou peptideos bioinspirados, representa uma estratégia
promissora para fortalecer os mecanismos enddégenos de defesa contra a eroséo
dental [Ferrari et al., 2025].

Nesse contexto, diversas moléculas analogas as proteinas salivares tém sido
estudadas. A CaneCPI-5, uma cistatina derivada da cana-de-agUcar, apresenta
elevada afinidade pelo esmalte e reconhecido efeito protetor contra a carie e a erosao
[Santiago et al., 2017; Araujo et al., 2024]. Da mesma forma, o peptideo derivado da
estaterina duplamente fosforilado em serina (Stn15pSpS) exibe grande resisténcia a
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remocao por acidos extrinsecos [Taira et al., 2020]. A hemoglobina também merece
destaque, uma vez que apresenta alta afinidade pela hidroxiapatita, a qual aumenta a

medida que o pH diminui [Martini et al., 2020].

Considerando que o TMP modifica a energia livre de superficie do esmalte, é
plausivel que este ciclofosfato possa influenciar a adsor¢cdo dessas proteinas e
peptideos, seja por acio sinérgica, indiferente ou antagonica. A luz dessas evidéncias,
torna-se pertinente investigar possiveis sinergias entre TMP e moléculas com
reconhecido potencial de reforcar a pelicula adquirida. Assim, o presente estudo
buscou responder as seguintes perguntas: (1) O tratamento da superficie dentaria
com TMP, isoladamente ou associado a Cane, Stat ou Hb, aumenta a resisténcia do
esmalte a desmineralizacdo erosiva?; (2) A utilizacdo in vivo de solu¢des contendo
Cane, TMP e a combinacdo destes altera o perfil protebmico da PAE?; e (3) O
tratamento da dentina com Cane, isoladamente ou associada ao TMP e/ou ao fluor,

aumenta a resisténcia ao desgaste erosivo?
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6. CONCLUSAO GERAL

Os estudos apresentados nesta tese demonstram que a associacédo de TMP a
CaneCPI-5 potencializa a resisténcia do esmalte e da dentina a desafios erosivos,
enquanto sua associacdo com as demais proteinas (Stat e Hb) promoveu efeito
antagonista. A formulacdo 3% TMP+CaneCPI-5 apresentou protecédo equivalente ao
controle positivo em esmalte, enquanto, em dentina, as combinacdes
4500F+CaneCPI-5 e 4500F+TMP superaram inclusive o gel contendo 9000F. Em
acréscimo, a coadministracdo de Cane e TMP esta relacionada a maior atividade
metabdlica na PAE, com aumento na adsorcao de proteinas tipicamente encontradas
na PAE, incluindo capacidade de promover ligagcbes proteina-proteina.
Conjuntamente, os resultados sugerem uma acao dual do TMP na protecdo contra
desafios erosivos, atuando tanto na nucleagdo mineral como por modificagdes na

composicao da PAE.

De modo geral, os achados reforcam que a eficacia do TMP depende da
concentracdo aplicada e de sua compatibilidade com proteinas capazes de reforcar a
pelicula adquirida e indicam que tais combinacfes representam alternativas
promissoras para o controle do desgaste erosivo, demandando investigacdo adicional

em condi¢des in situ e clinicas.
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