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RESUMO

A pelicula adquirida (PA) é um filme formado pela adsorcdo seletiva de
proteinas, glicoproteinas e lipideos a superficie dentaria. A presenca de proteinas na
PA forma uma interface protetora sobre a superficie do dente, participando em todos
0S eventos interfaciais que ocorrem na cavidade bucal, tais como des- e
remineralizacao, lubrificacdo das superficies dos dentes, e aderéncia bacteriana.
Com o advento da protebmica, tem havido um aumento consideravel no
conhecimento acerca do perfil proteico de PAs adquiridas formadas sobre o esmalte
dentario, em diferentes situagfes, mas nenhum trabalho até o momento descreveu o
perfil protedmico de PAs formadas sobre a dentina. Este estudo foi pioneiro em
comparar o perfil proteico de PAs formadas in situ sobre o esmalte e a dentina, nos
tempos de 10 minutos e 2 horas, utilizando analise protebmica quantitativa livre de
marcadores. Os experimentos foram realizados por trés dias consecutivos. Em cada
dia, os 9 voluntarios receberam profilaxia dentaria e em seguida utilizaram um
aparelho vestibular com 6 blocos de esmalte e 6 de dentina humanos por 10 minutos
ou 2 horas. Apés esses periodos, a PA formada era coletada com auxilio de um
papel filtro de eletrodos embebido em acido citrico 3%. Para as analises foi realizado
um pool com os papéis dos 9 voluntarios de todos os dias, para cada substrato e
tempo de formacdo. Apos a extracdo e digestdo das proteinas, a separacdo dos
peptideos foi realizada por nano-HPLC (nano-Cromatografia Liquida de Alta
Performace), interligada a um espectrometro de massa (nLC-ESI-MS/MS). Os dados
MS/MS obtidos foram processados e pesquisados em bancos de dados de proteinas
humanas (UniProt e TrEMBL), utilizando o algoritmo SEQUEST no software
Proteome Discoverer 1.3. Para a PA formada sobre o esmalte, foram identificadas
160 e 64 proteinas, nos tempos de formacdo de 10 minutos e 2 horas,
respectivamente. Os respectivos nimeros de proteinas identificadas para a dentina
foram 86 e 52, respectivamente. Nos tempos de 10 minutos e 2 horas,
respectivamente, 25 e 11 proteinas foram comuns a ambos 0s substratos e foram
submetidas a quantificacdo livre de marcadores (SIEVE), revelando que a maioria
das proteinas com diferenca de expressdo entre os dois substratos teve sua
expressdo aumentada na dentina. Foram identificadas ainda, no tempo de 10
minutos de formacédo da PA, 135 e 61 proteinas exclusivas ao esmalte ou a dentina,

respectivamente. O numero correspondente de proteinas exclusivas para o tempo







de 2 horas foi de 53 e 41 proteinas, para o esmalte e dentina, respectivamente.
Dentre as proteinas exclusivas da dentina, foram identificadas varias proteinas
relacionadas ao complexo calcio/calmodulina, assim como proteinas associadas a
tumorigénese e a fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas. Em adicdo, muitas das
proteinas identificadas no presente estudo, tanto para o esmalte quanto para a
dentina, ainda ndo foram caracterizadas e, portanto, ndo tém funcao conhecida na
PA. Sua caracterizacdo e estudos funcionais futuros poderdo trazer novos
horizontes no entendimento da importancia da PA para a protecdo da estrutura
dentaria, bem como do papel da PA como sitio de biomarcadores para doencas

bucais e sistémicas.

Palavras-chave: Pelicula adquirida; proteémica; esmalte; dentina; nLC-ESI-MS/MS.







ABSTRACT

Determination of the composition of the acquired pe llicle formed in situ on

human enamel and dentin: proteomic study

The acquired pellicle (AP) is a film that results from selective adsorption of
proteins, glicoproteins and lipids on the tooth surface. The presence of proteins in the
AP forms a protective interface on the tooth surface that participates in all the surface
events occurring in the oral cavity, such as de- and remineralization, lubrification of
the tooth surfaces and bacterial adherence. With the advent of Proteomics,
considerable increase in the knowledge of the protein profile of the AP formed on
tooth enamel, under different circunstances, has been observed. However, so far the
proteomic profile of the AP formed on dentin has not been described. This is the first
study to compare the proteomic profile of APs formed in situ for 10 minutes and 2
hours, on enamel and dentin, using quantitative label-free proteomics. The
experiments were conducted for 3 consecutive days. Each day, 9 volunteers were
submitted to dental prophylaxis and in sequence wore a vestibular device containing
6 human enamel and 6 human dentin blocks for 10 minutes or 2 hours. After these
periods, the PA formed was collected with an electrode filter paper soaked in 3%
citric acid. The papers from the 9 volunteers, for each substrate and time of pellicle
formation were pooled and used for analysis. After protein extraction and digestion,
peptides were separated by nano-HPLC (High-performance liquid chromatography)
coupled to a mass spectrometer (nNLC-ESI-MS/MS). The obtained MS/MS spectra
were searched against human protein databases (UniProt and TrEMBL) using
SEQUEST algorithm in Proteome Discoverer 1.3 software. For the AP formed on
enamel, 160 and 64 proteins were identified for the times of pellicle formation of 10
minutes and 2 hours, respectively. The respective numbers of identified proteins for
dentin were 86 and 52, respectively. For the times of 10 minutes and 2 hours,
respectively, 25 and 11 proteins were common to both substrates. They were
submitted to label-free quantification, which revealed that most of the proteins with
differential expression were overexpressed in the dentin. For APs formed for 10
minutes, 135 and 61 proteins were identified exclusively for enamel or dentin,
respectively. The corresponding number for the 2-hour APs was 53 and 41 proteins,

respectively. Among the proteins identified exclusively in dentin, many proteins







related with calcium/calmodulin complex, as well as proteins associated with
tumorigenesis and protein phosphorylation/dephosphorylation were found. In
addition, many of the identified proteins, both for enamel and dentin, remain
uncharacterized and, therefore have no described function in the AP. In the future,
their characterization and functional studies might open new avenues for the
understanding of the importance of the AP for the protection of the dental structure,
as well as for the use of the AP as a site for biomarkers of oral and systemic

diseases.

Key words: Acquired pellicle; proteomics, enamel, dentin, nLC-ESI-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

A pelicula adquirida (PA) é um biofilme acelular, predominantemente proteico,
com composicao e propriedades Unicas. Esta presente sobre a superficie dentaria
através da adsorcao seletiva de macromoléculas derivadas dos fluidos bucais sobre
a superficie do esmalte dental (HANNIG, M.; JOINER, 2006; LENDENMANN;
GROGAN; OPPENHEIM, 2000). Esta pelicula é distinta do biofilme bucal, visto que
este é constituido pelas proteinas da pelicula, por células bacterianas e por matriz
intercelular (NANCI, 2011). O termo “adquirida” indica a origem pos-eruptiva da
pelicula, que pode ser regenerada apés a perda ou a remocao. Geralmente, a saliva
€ considerada como a principal fonte de constituicdo da pelicula € composta de
proteinas, lipideos e glicoproteinas (HANNIG, M.; JOINER, 2006). Algumas
proteinas adsorvem-se precocemente a superficie dentaria, sendo reconhecidas
como proteinas precursoras da pelicula. Dentre elas encontram-se as proteinas
ricas em prolina (PRPs), que estdo entre as primeiras proteinas salivares a serem
adsorvidas sobre a superficie do esmalte dentario, além de fosfoproteinas como
histatina e estaterina, pela alta afinidade com a hidroxiapatita decorrente da
interacdo idnica entre as proteinas salivares e a superficie do esmalte. Portanto,
cada proteina tem um papel fundamental na funcdo da pelicula, sendo de grande
importancia a compreensdo do papel deste filme organico, assim como a
identificacdo, no mesmo, de possiveis biomarcadores para doencas bucais, como
carie e doenca periodontal (HANNIG, M.; JOINER, 2006; HARA; ZERO, 2010;
SIQUEIRA et al., 2007a; VITORINO et al., 2008; VITORINO et al., 2007).

O intimo contato da PA com a superficie dentaria confere a este filme
inumeras funcdes para a manutencdo da integridade do dente (HANNIG; JOINER,
2006; SIQUEIRA et al., 2007a). A PA patrticipa na lubrificacdo da estrutura dentaria,
protegendo-a do contato com dentes antagonistas, tecidos moles, alimentos
abrasivos. Ainda, confere resisténcia a desmineralizagdo para o esmalte e dentina,
podendo auxiliar também na remineralizacdo, prevencao do crescimento de cristais
nas superficies dos dentes e modulacdo a composicdo de colonizadores
microbianos primarios. Estas inumeras funcdes da pelicula justificam o grande

interesse pelo conhecimento da composicao desta pelicula, nos ambitos biolégico e
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clinico (ARMSTRONG, 1968; HANNIG, M.; JOINER, 2006; SIQUEIRA et al., 2007a;
VITORINO et al.,, 2007). A pelicula atua como uma barreira de difusdo, com
implicacédo na prevencao de carie e erosao dentaria, uma vez que afeta o transporte
dos acidos produzidos pelas bactérias ou de origem nao bacteriana,
respectivamente (BUZALAF; HANNAS; KATO, 2012).

Nos ultimos anos, com o0 advento dos estudos protebmicos, tem havido um
grande avanco no conhecimento da composicdo proteica da PA, assim como do
impacto das diferentes proteinas encontradas na PA na prevencao da carie e erosao
dentaria (LEE, Y.H. et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2012; SIQUEIRA; CUSTODIO;
MCDONALD, 2012; SIQUEIRA et al.,, 2007a; SIQUEIRA; OPPENHEIM, 2009;
VITORINO et al., 2008; ZIMMERMAN et al., 2013). Entretanto, todos os trabalhos
envolvendo esta ferramenta analitica até o0 momento focam na PA formada sobre o
esmalte dentario. Sabendo-se que o esmalte e dentina sdo tecidos de origem e
composicdo bastante diferente, especialmente devido ao alto conteudo orgénico da
dentina (NANCI, 2011) é esperado que a composi¢cao da PA formada sobre estes
dois tecidos tenha composicao diferente, o que nunca foi testado. Varios trabalhos
tém focado no potencial protetor contra a erosdo dentaria da PA formada sobre o
esmalte e a dentina, e os resultados indicam que o potencial protetor da PA é maior
para o esmalte que para a dentina (HANNIG, M.; BALZ, 1999; HANNIG, M. et al.,
2003; HARA et al., 2006; WETTON et al., 2006; WIEGAND et al., 2008). Estudos
protedmicos em peliculas formadas sobre esmalte e dentina podem trazer
importantes informacdes acerca das proteinas que estariam relacionadas a maior
protecdo contra a erosdo da pelicula formada sobre o esmalte, quando comparada
aguela formada sobre a dentina.

O tempo de formacédo da PA também é importante quando se pensa no seu
potencial protetor contra a desmineralizacdo. Sabe-se que inicialmente ha aderéncia
de proteinas precursoras (primeiros 30 minutos de formacdo), as quais parecem
conferir a maior protecdo contra a desmineralizacdo dentaria, uma vez que se trata
de uma camada bastante elétron-densa e as camadas subsequentes tém um arranjo
muito mais frouxo quando comparado aquele das peliculas basais. Foi relatado que
ndo ha diferenca no potencial protetor contra a desmineralizacdo de peliculas
formadas depois de 3 minutos de exposicdo a saliva, quando comparadas com
aquelas formadas apos 2 horas (HANNIG, M. et al., 2004). No segundo estagio de

formacao da pelicula, chamado estdgio maturacional (30-90 minutos apos o inicio da
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formacao), ocorre um rapido aumento na espessura da pelicula, o que, juntamente
com a presenca de estruturas globulares, sugere o envolvimento de agregados
proteicos, mais do que proteinas individuais, no seu desenvolvimento (HANNIG, M.;
BALZ, 2001). Entretanto, informacdes sobre as diferencas no conteudo proteico nos
distintos estagios de formagdo da PA empregando técnicas protebmicas séo
escassas (LEE, Y.H. et al., 2013)

Assim, diante do exposto, o conhecimento da composicdo proteica das
peliculas formadas sobre diferentes substratos (esmalte e dentina), em diferentes
estagios de formacgdo, pode trazer informacdo importante acerca de qual(is)
proteina(s) pode(m) ter um melhor papel protetor contra a desmineralizacdo nas
diferentes situacdes, 0 que pode ter um impacto no desenvolvimento de terapias de
“engenharia de pelicula”, visando ao enriquecimento de produtos odontolégicos com

as proteinas que possuirem melhor potencial protetor contra a desmineralizacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Essa revisdo de literatura apresentara de forma breve um conceito sobre a
PA, sua composicao e fungdes na cavidade bucal, com destaque para o seu papel
protetor contra a desmineralizacdo dentaria. Serdo ainda apresentadas as
diferencas em relacdo a composicdo e papel protetor da PA formada sobre o

esmalte e a dentina.

2.1 Conceito de PA

Em 1839, pela primeira vez, Alexander Nasmyth, descreveu a PA como um
filme orgéanico, que se apresentava como uma membrana delicada sobre a
superficie do esmalte (NASMYTH, 1839). Esta membrana foi descrita como uma
“capsula dentaria persistente” e por longo tempo acreditou-se que fosse de origem
embriologica. A partir de 1930, comecou-se a relatar que esta membrana de
Nasmyth era depositada na superficie do esmalte por mediacdo de saliva [Korff
(1930) apud (LENDENMANN; GROGAN; OPPENHEIM, 2000)]. Contudo, em 1949,
Frank demonstrou claramente dois tipos de membrana de esmalte. Antes e
imediatamente apds a irrupcdo, os dentes sdo recobertos por um epitélio celular
transitério, que € sucedido por uma estrutura amorfa. Ambas podem ser deslocadas
da superficie do esmalte por tratamento acido. A membrana amorfa também pode
ser encontrada sobre dentes abrasionados, o que indica que ndo é de origem
embriolégica (FRANK, 1949 apud (LENDENMANN; GROGAN; OPPENHEIM, 2000).
O termo “PA” foi descrito pela primeira vez por Colin Dawes, em 1963, em uma
revisdo sobre os tegumentos da superficie do esmalte. O autor sugeriu a separacao
das varias estruturas organicas que recobrem os dentes em duas categorias:
aguelas de origem embrioldgica e aquelas adquiridas apés a irrupcao dentaria.
Desde entéo criou-se consenso de que 0s tegumentos de origem embrioldgica séao
perdidos apdés a irrupcdo dos dentes, sendo substituidos por uma membrana
acelular, livre de bactérias, chamada PA (DAWES; JENKINS; TONGE, 1963).

A natureza e origem PA foram investigadas por Meckel, (1965). O autor
sugeriu que a origem poderia ser decorrente de acumulacdes sucessivas de

cuticulas na superficie ou ainda a derivacdo a partir de uma camada de biofilme
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antigo desnaturado, que poderia se formar devido a lise das bactérias (MECKEL,
1965). Em 1968, Armstrong evidenciou em seu trabalho que a PA é um complexo
de matriz mucoproteinacea salivar, de origem da glandula submandibular,
associado a elementos da parede celular bacteriana e material bacteriano lisado. A
pelicula organica que é formada na interface entre os dentes e o ambiente salivar é
importante, sendo de interesse bioldgico e clinico (ARMSTRONG, 1968).

A PA foi apresentada como um filme organico que recobre todas as
superficies dos dentes, somente em meados do século XX. Nesta época tornou-se
claro que esta membrana se forma ap0s a irrupcao dentaria, dai o nome pelicula
“adquirida”. A estrutura da PA é influenciada por fatores como a composicao da
microbiota bucal, propriedades quimicas e fisicas da superficie do dente, diferentes
locais de formacao, além dos ciclos circadianos e as capacidades proteoliticas do
ambiente bucal (LENDENMANN; GROGAN; OPPENHEIM, 2000). Comp0be-se de
proteinas e outras macromoléculas (lipideos e glicoproteinas) adsorvidas a
superficie dentaria a partir do ambiente bucal (saliva e fluido gengival), podendo ser
distinguida do biofilme bacteriano. Reveste-se de grande importancia fisiologica e
fisiopatoldégica para todas as interagbes que ocorrem na interface dente-saliva,
estando relacionada com os eventos de des e remineralizacdo, lubrificacdo das
superficies dentarias e aderéncia bacteriana (HANNIG, M.; JOINER, 2006). E
importante para a manutencédo da integridade dos tecidos bucais e fornece pistas
sobre doencas e condicdes locais e sistémicas (AMADO et al., 2005).

Segundo o conceito atual, a PA é um filme acelular, com cerca de 10 um de
espessura, formado por proteinas, carboidratos e lipideos de origem salivar que se
adsorvem sobre a superficie do esmalte logo apos a irrupgcdo. Tem um importante
papel na manutencdo da integridade da superficie dentaria, por auxiliar na
remineralizagcdo, proteger contra a desmineralizagdo e possuir atividade
antimicrobiana (SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012; SIQUEIRA et al.,
2007b). A pelicula é continuamente reformulada durante o ciclo de vida do dente
(FEATHERSTONE; LUSSI, 2006), sendo que sua composi¢ao pode ser modificada
pela interacdo entre a saliva, a dieta do individuo e a estrutura do dente (HARA;
ZERO, 2010).
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2.2 Formacéo da PA

A PA forma-se rapidamente, pela adsorcdo de proteinas a superficie
dentaria, logo apos a exposicao a saliva. A saliva € secretada por varias glandulas
salivares, tanto as maiores como as sublinguais, submandibulares e parétidas,
como as menores, que produzem saliva com composicdo e caracteristicas
especificas. Durante o dia, a contribuicdo das glandulas salivares pode variar
dependendo do estimulo aplicado, o que resulta em alteracdo na secrecao de fluido
e na composicdo das proteinas. O fluxo salivar é um processo continuo e
estimulado por estimulos gustatérios e mecanicos.

A secrecao salivar é constituida de 99% de agua, e contém cerca de 2 g/L de
proteinas. As glandulas salivares sdo as Unicas glandulas exdécrinas do trato
digestivo, cuja atividade secretora é exclusivamente controlada pelo sistema
nervoso autbnomo (simpatico e parassimpatico). No momento de repouso (sem
estimulo externo), o fluxo salivar € aproximadamente 0,5 mL por minuto, na maioria
dos adultos. E o resultado da estimulacdo autondmica de baixo nivel dos centros
superiores, incluindo o cértex orbitofrontal e amigdala cerebral, para trabalhar
através dos centros salivares dentro de nucleos do trato solitario no tronco cerebral,
para agir sobre as glandulas salivares. A estimulacao simpética induz a liberagéo de
proteina das glandulas parétida e submandibular e a estimulacdo parassimpatica
induz a liberacdo de proteinas da glandula sublingual. No momento de estresse, 0s
centros superiores reduzem o trafego de nervos para os centros salivares e, em
seguida, para as glandulas salivares, o que provoca a sensagdo de boca seca
(CARPENTER, 2013; TURNER; SUGIYA, 2002)

Todos os desequilibrios diarios sobre o sistema colinérgico e adrenérgico, ou
condicdes exdégenas como uso de medicamentos, radiacdo e ingestdo de alimentos,
vao produzir mudancas no fluxo salivar e/ou na composi¢céo da saliva. No caso de
ingestado de alimentos com baixo pH, havera um aumento do fluxo salivar, sendo
produzida uma saliva rica em bicarbonato para diluir o &cido e tamponar o ambiente
bucal. Sabe-se que a saliva é um importante fluido corpéreo, com papel essencial
na homeostasia, protegendo contra patologias extrinsecas, o que contribui para a
saude bucal (SUWABE; FUKAMI; BRADLEY, 2008).
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A saliva tem um papel primordial no processo de formacdo da PA. Devido a
sua atividade na superficie dentaria, a adsorcdo de proteinas salivares implica na
formacdo da pelicula. O processo, em esmalte, inicia-se em poucos segundos, e
ocorre um rapido aumento da espessura da pelicula, atingindo de 10 a 20
nandmetros dentro de alguns minutos, permanecendo estavel por cerca de 30
minutos (LENDENMANN; GROGAN; OPPENHEIM, 2000). Este processo ocorre
pelo contato de eletrélise da solu¢do aquosa da saliva. Os ions célcio dos cristais do
esmalte tém uma maior tendéncia de se dissolver na saliva do que os ions fosfato.
Como resultado, o ion fosfato remanescente confere a superficie de esmalte carga
global negativa. Esta superficie sera revestida com uma camada de carga positiva
de ions calcio. Sendo assim, as proteinas salivares sdo adsorvidas ao esmalte
devido as interacdes eletrostaticas com a camada i6nica de célcio e fosfato, como

apresentado na Figura 1 (MORENO; KRESAK; HAY, 1982).
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Fonte: HANNIG; JOINER, 2006
Figura 1 - Desenho esquematico de formacéo de pelicula.

As primeiras proteinas a se ligarem ao esmalte dentario sdo conhecidas como
“proteinas precursoras”, que exibem alta afinidade pela hidroxiapatita. Derivam de
secregcOes glandulares e nédo glandulares que sdo componentes da saliva total.
Dentre as proteinas precursoras encontram-se as histatinas, estaterinas e proteinas

ricas em prolina (PRPs), que tém alta afinidade pela hidroxiapatita, decorrente das
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interacdes eletrostaticas, o que facilita a adsor¢cdo a superficie do esmalte e séo
capazes de reacdes de troca com os ions fosfato do esmalte, como descrito in vitro
(HAY, 1973; LAMKIN et al., 2001; SCHUPBACH et al., 2001; STIEFEL, 1976).

Contudo, considerando o fato da ampla variedade de proteinas distintas, na
camada de pelicula formada em curto prazo, é improvavel que apenas interacdes
ibnicas contribuam para a adsor¢cdo de proteinas. Existem diferentes tipos de
adsorcao proteica, como as interacdes de superficie, nas quais 0os aminoacidos tém
em suas cadeias laterais propriedades hidrofobicas. As interacdes hidrofobicas séo
consideradas uma das principais de forcas de condugédo para a adsorcdo de
proteinas. A base desta interacdo é que moléculas da agua se esforcam para evitar
componentes nao polares presentes ao seu redor. As moléculas de agua perto de
uma superficie hidrofébica sdo mais ordenadas, em solucao, e, portanto, ttm menor
entropia. Apos a adsor¢cdo de uma proteina a partir da solucdo, a agua sera libertada
do substrato hidrofébico bem como a partir de grupos hidrofébicos da proteina, o
que ira resultar em aumento da entropia e, portanto, na forca motriz para a
adsorcdo. A interacao eletrostatica depende da taxa de proteina e do substrato, da
repulséo entre as cargas semelhantes e da atracdo entre as cargas opostas. As
proteinas sdo capazes de se adaptarem estruturalmente para minimizar a repulsao
de carga com a superficie, e se adsorverem através dos aminoacidos que séo
eletrostaticamente atraidos para a superficie. A entropia conformacional esta
envolvida com a estrutura tridimensional de proteinas, o que pode ser um indicativo
de que as proteinas mediante a adsorcdo podem aumentar ou diminuir a entropia
conformacional. Isto é visto, em geral na adsorcdo de proteinas maiores,
estruturalmente menos estaveis (SVENDSEN, 2009). Outras forcas tais como
interacOes de Van der Waals também contribuem para adsorcéo de proteinas sobre
a superficie do esmalte e interacBes hidrofobicas tém sido sugeridas para
desempenhar um papel na formacdo da camada da pelicula. Essas Uultimas
interacbes sao iniciadas termodinamicamente, como resultado de um ganho na
entropia, que ocorre quando uma proteina adsorvente substitui a molécula de agua
na superficie (HANNIG, M.; JOINER, 2006).

No segundo momento de formacdo da pelicula, considerado estagio
maturacional, € caracterizado por uma adsorcdo continua de biopolimeros de saliva
e ocorre um rapido aumento na sua espessura atingindo um plateau, entre 30 a 90

minutos, com espessura de 100 a 1000 nm. Sua espessura depende da localizacao
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na cavidade bucal, sendo mais espessa na regido vestibular do que na lingual.
Nesta fase, a PA é formada pela presenca de estruturas globulares, cujo interior
possui cargas hidrofébicas e superficie carregada negativamente, semelhante as
micelas (ROLLA; RYKKE, 1994; (HANNIG, M.; BALZ, 2001)

A pelicula ainda pode sofrer maturacdo intrinseca e extrinseca, o que pode
afetar a sua solubilidade (SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012). A maturagéo
intrinseca pode ser causada pela presenca de transglutaminase, derivada de células
epiteliais bucais, que pode fazer ligacbes cruzadas entre as PRPs basicas e a
estaterina bem como pela presenca de fosfatase alcalina. De fato, as ligacdes
cruzadas enziméaticas e a desfosforilacdo parecem ser os eventos mais importantes
para a maturacdo intrinseca da pelicula, enquanto que a proteolise parece ser
menos importante (HANNIG, C. et al., 2008; YAO; LAMKIN; OPPENHEIM, 2000)

J& a protedlise salivar, que pode ocorrer antes (HELMERHORST et al., 2006)
ou apos a adsorcdo a hidroxiapatita (MCDONALD et al., 2011), desempenha um
importante papel na maturacdo extrinseca da pelicula, ja que muitos dos seus
componentes sao fragmentos peptidicos (SIQUEIRA; OPPENHEIM, 2009;
VITORINO et al., 2007). A formacdo e maturacado da pelicula também podem ser
influenciadas por fatores extrinsecos, como produtos de clareamento dentario,
dentifricios abrasivos e ingestdo de alimentos e bebidas acidos (HARA; ZERO,
2010). Em relacdo a contribuicdo as diferentes glandulas salivares, um estudo in
vitro em esmalte dentario identificou amilase, PRPs glicosiladas e acidicas e
estaterinas, como as principais proteinas da pelicula derivadas da glandula da
parétida. As proteinas originadas da glandula submandibular foram semelhantes as
da glandula parotida, exceto pela auséncia de PRPs glicosiladas e proteina rica em
prolina glicosilada e presenca da cistatina (JENSEN; LAMKIN; OPPENHEIM, 1992).

As proteinas da pelicula se aderem ao esmalte e as superficies de
hidroxiapatita de forma altamente seletiva. Um estudo in vitro investigou a adsorcao
das proteinas sobre as superficies de hidroxiapatita expostas a saliva em funcédo do
tempo. Pelo menos 3 padrdes de adsorcdo foram observados. A amilase adsorve-se
rapidamente, com cerca de 67% do seu conteudo total adsorvido no primeiro minuto,
sendo que padrao similar foi observado para as PRPs glicosiladas, com 80% de
adsorcao no primeiro minuto. A adsorcdo maxima de amilase e PRPs glicosiladas
aconteceram entre 30 e 60 minutos. J& a PRP-1 e a PRP-2 apresentou um padréo

mais complexo de adsorcdo, com uma exploséo na adsorcdo de 20% no primeiro
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minuto, seguindo por uma adsor¢céo mais lenta ao longo das 2 horas seguintes. Em
contraste, a PRP-3, a PRP-4 e a estaterina apresentaram rapida adsor¢cédo ja no
primeiro minuto. Um padrdo de adsorcéo bifasico foi observado para a histatina, com
aproximadamente 25% de adsor¢cdo no primeiro minuto e 75% adsorvendo-se
lentamente durante as 2 horas subsequentes. A ligacdo de Streptococcus mutans e
Actinomyces viscosus a PRP-1 e PRP-2 é bastante aumentada apdés a adsorgao
destas proteinas a superficie do esmalte. Uma vez que foi observado que a PRP-1 e
a PRP-2 se ligam a hidroxiapatita de maneira bifasica, com a maioria da ligacéo
acontecendo lentamente, a colonizacdo precoce das superficies dentarias pelos S.
mutans e A. viscosus parece ser dependente da presenca de um conteudo critico de
PRP-1 e PRP-2 (LAMKIN; ARANCILLO; OPPENHEIM, 1996). Outro estudo in vivo
com amostra de peliculas formadas em 5 minutos e 120 minutos, proteinas com
grande afinidade com a hidroxiapatita, como a a-amilase, a anidrase carbonica 6 e
cistatina, mostraram-se em maior nimero do que quando comparado ao tempo de
120 minutos. Esses dados demonstram a alta seletividade do processo de formacéao
da PA (SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012). A camada de pelicula formada
in situ, em periodos de 30 a 120 minutos revela uma superficie globular com
didmetros das estruturas adsorvidas semelhantes a glébulos, variando entre 80 e
200 nm. Tais observacfes também indicam em que a formacéo da pelicula in vivo &
causada principalmente por adsorcdo de agregados proteicos ao invés de
biopolimeros salivares individuais (HANNIG, M.; JOINER, 2006).

2.3 Composicao da PA

A PA é composta principalmente por glicoproteinas salivares, mas contém
ainda proteinas de outras fontes, como fluido gengival, dieta e epitélio bucal
(HANNIG, M.; JOINER, 2006). Esses componentes organicos tém grande afinidade
com a superficie do esmalte e rapidamente se adsorvem na area limpa, apds a
escovacao dos dentes ou profilaxia. A adsor¢cao ocorre em duas etapas: incialmente
h& a adsorcdo de poucas proteinas nas regides hidrofébicas do dente por interagdes
eletrostaticas, deixando as partes hidrofébicas das moléculas proteicas expostas a
superficie. Na sequéncia, os agregados proteicos ou estruturas semelhantes a

micelas podem se adsorver aos sitios da superficie dentéria ndo recoberta, além de
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interagirem com a camada proteica hidrofébica inicialmente formada. Este padrao
especifico de adsorcdo parece ser responsavel pela morfologia globular da PA
(HARA; ZERO, 2010).

A composicao e as propriedades da PA, s6 podem ser analisadas a partir da
coleta do material. Estes estudos sao dificultados pela quantidade obtida a partir da
superficie do esmalte. Foi observado que a PA formada in vivo na superficie
vestibular de um dente, no periodo de 120 minutos, contém aproximadamente 1
grama de proteina (YAO et al., 2001). Na década de 1970, ainda pela limitacdo de
técnicas a serem utilizadas para a coleta da PA, os estudos ndo demonstravam a
variagdo de composicao de pelicula formada em diferentes areas da cavidade bucal
(RYKKE; SONJU; ROLLA, 1990; SONJU; ROLLA, 1973). Contudo, mais tarde,
estudos demonstraram a existéncia de diferentes composi¢cdes da PA e entre as
vérias regides da estrutura dentaria, devido a disponibilidade de macromoléculas do
meio ambiente bucal. Varios estudos foram realizados para determinar a
composicdo da PA, um grande numero de proteinas e glicoproteinas formadas na
PA in vivo foram identificadas previamente (AL-HASHIMI; LEVINE, 1989;
ARMSTRONG, 1967; SONJU; ROLLA, 1973; YAO et al., 2001) tais como, as
proteinas precursoras, histatinas, glucosiltransferase, anidrase carbénica I, Il, VI,
mucina, cistatina e enzimas como o—amilase, lisoenzima e lactoferrina. Também
foram descritos componentes do plasma sanguineo, como fibrinogénio, fibronectina,
albumina, imunoglobulinas (IgA, IgM, IgG), fator de complemento (C3), além de
gueratinas 13 e 15. O aumento do fluido gengival nos casos de gengivite afeta
diretamente a formacdo da PA e provoca um aumento das proteinas plasmaticas.
Na PA também estdo presentes varios tipos de carboidratos, como glicose,
galactose, manose e frutose. Ainda é discutida qual a origem da glicose na pelicula.
A hipétese menos provavel seria a partir de glicoproteinas salivares, e a mais
provavel seria a adsorcdo direta de polimeros da glicose de origem bacteriana
(MAYHALL; BUTLER, 1976; SONJU, 1975). Deste modo, os biopolimeros
disponiveis na saliva sdo importantes na formacao e composicéo da pelicula.

Diferentes modelos experimentais séo utilizados para estudar a composi¢cao
da PA, tais como modelos in vitro, in situ e in vivo. Os estudos in vitro, apesar de néo
apresentarem as condicfes dinamicas da cavidade bucal, como o fluxo salivar,
fornecem informacdes sobre a afinidade e interacbes entre a hidroxiapatita e as

proteinas, além de permitirem avaliagdo da atividade enzimatica. Algumas das
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proteinas vistas nesses estudos sdo: estaterina e PRPs, amilase, IgA, cistatina,
lisoenzima e anidrase carbonica VI (HAY, 1973; LAMKIN et al., 2001; SCHUPBACH
et al., 2001; SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012; SIQUEIRA et al., 2007a;
STIEFEL, 1976). Em estudos in situ, onde blocos de dentes bovino e humano séo
inseridos na cavidade bucal, foi confirmada a presenca de histatina, estaterina,
PRPs, mucinas, amilase, cistatinas, lisozima, lactoferrina, anidrase carbonica,
peroxidase, imunoglobulinas, aglutinina e glicotransferase, utilizando diferentes
técnicas de combinacdo de aminoacidos, imunogénicas, histoldgicas,
cromatograficas e eletroforese (HANNIG, M.; JOINER, 2006; VACCA SMITH;
BOWEN, 2000).

O conhecimento da composicdo da PA sem davida ganhou corpo quando
passaram a ser empregadas técnicas protedmicas para sua elucidacdo, ao invés
das técnicas enziméticas ou imunologicas, que eram empregadas anteriormente
(SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012). Isto se deve a alta sensibilidade das
técnicas prote6micas, e ao fato de que estas permitem que sejam identificadas
muitas proteinas ao mesmo tempo. No entanto, o numero de trabalhos existentes na
literatura empregando esta ferramenta analitica ainda é pequeno, de forma que ha
muito a ser estudado.

Utilizando a LC-ESI-MS/MS (Liquid Chromatography - ElectroSpray lonization
tandem Mass Spectrometry / Cromatografia Liquida lonizacdo por Eletrospray
espectrometria de massas sequencial), um total de 130 proteinas diferentes foi
identificado na PA formada in vivo no esmalte dentario, sendo que 89 destas
puderam ser identificadas em pelo menos 3 experimentos (SIQUEIRA et al., 2007Db).
Entre as proteinas identificadas, somente 14,4% eram originarias das glandulas
salivares exdécrinas, enquanto 67,8% eram derivadas de células e 17,8% do soro
sanguineo, vindo por meio do fluido gengival. Se estas proteinas forem agrupadas
com base no seu possivel papel na formacdo da PA, as mesmas podem ser
separadas em 3 grandes grupos: proteinas que tém habilidade de se ligarem a ions
calcio (17,5%), aquelas que mostram uma alta tendéncia de se ligarem a ions
fosfato (15,4%), as quais devem formar a primeira camada de proteinas que se
adsorvem a superficie do esmalte e, finalmente, aquelas que sdo capazes de
interagir com outras proteinas (28,2%). As ultimas estdo provavelmente envolvidas
na formacado de camadas proteicas sucessivas por interagirem com outras proteinas

diretamente adsorvidas a superficie do esmalte. Em relacdo a sua funcao bioldgica,
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as proteinas identificadas estdo envolvidas na resposta inflamatéria (12,5%), na
defesa antimicrobiana (8,3%) ou na resposta imune (11,3%), na lubrificacao (<1%), e
capacidades tampéao (<1%) e remineralizante (15,5%).

Um outro estudo in vivo propés uma estratégia para a caracterizagdo do
peptidoma da PA do esmalte humano baseada na extracdo sequencial com
guanidina e &cido trifluoroacético, seguida por identificagdo por MALDI-TOF/TOF
(Matrix- assisted laser desorption ionization- time of flight / Dessor¢cdo a Laser
Assistida por Matriz — tempo de v60) (VITORINO et al., 2008). Como resultado, mais
de 90 proteinas/peptideos foram identificados. A maior parte das identificacdes
correspondeu a fragmentos de peptideos/proteinas salivares, pertencentes as
classes de PRPs acidas, basicas, estaterina, cistatinas S e SN e histatina 1, que
também foi identirficada na forma intacta. Os resultados mostraram que o0s
peptideos com grupos acidicos estavam enriquecidos na fragdo do acido
trifluoroacético, enquanto os peptideos com grupos ndo acidicos ou fosfato estavam
prevalente no extrato de guanidina. Os fragmentos presentes na PA mostraram uma
predominancia de pontos de clivagem localizados em residuos de arginina, tirosina e
lisina. Os dados obtidos sugerem a atividade proteolitica poderia influenciar a
formacao e composicdo da PA do esmalte.

Em um estudo protedmico subsequente, foram identificadas pequenas
proteinas e peptideos presentes na PA. Para tal, a PA coletada de 10 voluntérios foi
submetida a filtracdo centrifuga utilizando uma membrana de corte de peso
molecular de 10 kDa e cromatografia de filtragdo em gel de alta resolugdo. As
fracdes contendo peptideos com menos de 10 kDa foram coletadas utilizando uma
membrana de exclusdo de 10 kDa e analisadas por LC-ESI-MS/MS. Foram
identificados 70 peptideos naturais da pelicula, com peso molecular variando entre
767 e 3981 Da, originados de 29 proteinas diferentes. Acredita-se que a presenca
destes peptideos pequenos na pelicula seja importante, uma vez que estudos
estruturais e funcionais tém revelado que dominios especificos das proteinas nativas
possuem atividades biolégicas aumentadas (SIQUEIRA; OPPENHEIM, 2009).

O estudo de Siqueira et al. (2010), empregando técnicas proteémicas (gel
cationico seguido por MALDI-TOF), demonstrou a presenca de histatinas intactas na
PA do esmalte formada in vivo. Os autores ainda comprovaram, através de protocolo
in vitro, que as histatinas de ocorréncia natural na PA do esmalte tém potencial para

fornecer algum grau de protecéo contra desafios acidos (SIQUEIRA et al., 2010)
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Recentemente, tem sido avaliado, empregando ferramentas proteémicas, se 0
tratamento da superficie do esmalte ou de discos de hidroxiapatita com fluoreto &
capaz de alterar a composicdo da PA formada sobre estas superficies (MASSON et
al., 2013; SIQUEIRA et al., 2012). No trabalho de SIQUEIRA et al. (2012), discos de
hidroxiapatita foram expostos a 4gua deionizada (controle) ou solugéo de fluoreto de
sédio (1, 2 ou 5%) por 2 horas, com subsequente exposi¢cdo a saliva humana por
mais 2 horas para formacao da pelicula adquirida, que foi coletada e submetida a
ESI-MS/MS (Electrospray tandem mass spectrometry/ Espectrometria de massas
com ionizagao por eletrospray) para identificacdo, caracterizacao e quantificagéo das
proteinas. Observaram-se 45 proteinas presentes nos 4 grupos, 12 exclusivamente
presentes no grupo controle e outras 19 exclusivamente presentes no grupo tratado
com NaF 5%. Foi relatado ainda que a concentracdo de importantes proteinas
salivares, como estaterina e histatina 1 diminuiram em funcéo dos niveis crescentes
de fluoreto, sugerindo que estas proteinas sao repelidas quando a superficie da
hidroxiapatita é recoberta com fluoreto. Os autores concluiram que o tratamento com
fluoreto em alta concentracdo modula tanto qualitativa quanto quantitativamente a
formacdo da pelicula, efeito que pode ter impacto na subsequente formacdo do
biofilme bacteriano. J& no estudo de MASSON et al. (2013), foi feito tratamento com
fluoreto, na forma de fluorfosfato acidulado (APF), sobre blocos de esmalte bovino
por 4 minutos, com subsequente formacdo da PA por imersdo em saliva humana por
2 horas. No grupo controle negativo foi feito tratamento com agua deionizada e no
grupo controle positivo, tratamento solucdo de acido fosférico. As proteinas
adsorvidas foram extraidas e analisadas por LC-MS/MS. Foram identificadas 56
proteinas, sendo 12 exclusivas do grupo tratado com APF e 11 exclusivas do grupo
tratado com acido fosforico. O tratamento com APF diminuiu a concentracdo de
histatina 1, como relatado no trabalho de SIQUEIRA et al. (2012).

Também tém sido estudada a composicdo da PA formada sobre dentes
deciduos (ZIMMERMAN et al.,, 2013). Foi coletada pelicula de 10 criancas (com
idade entre 18 e 54 meses), que foi analisada por LC-ESI-MS/MS. Foram
identificadas ao todo 76 proteinas, além de 38 peptideos, sugerindo que a PA do
esmalte de dentes deciduos tem um proteoma/peptidoma unico.

Alteracfes qualitativas e quantitativas na composicado proteica ao longo do
tempo (5 minutos, 10 minutos, 60 minutos e 120 minutos) da PA do esmalte formada

in vivo foram examinadas recentemente, empregando espectrometria de massas
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quantitativa (LEE, Y.H. et al., 2013). Cinquenta proteinas foram identificadas em
todos os tempos de formagdo da pelicula, as quais foram submetidas a
guantificacdo prote6mica relativa. A abundancia de importantes proteinas salivares,
como histatina 1, diminui com o aumento do tempo de formacg&o, enquanto outras
proteinas essenciais, como a estaterina teve abundancia relativa constante em todos
0s tempos.

A gquantidade e composicdo da saliva sédo afetadas pelo tipo de estimulo para
secrecado salivar. A glandula parétida normalmente contribui com cerca de 60% do
volume total de saliva quando estimulada, secreta uma secrecdo serosa, que
contem mucina, além de PRPs e a-amilase. Ja as glandulas menores (labiais,
bucais, palatinas, glossopalatinas e linguais) embora contribuem cerca de 10 % do
volume de saliva, também sdo importantes por secretar uma camada de proteinas
ricas em mucinas a mucosa adjacente (CARPENTER, 2013). Pouco se sabe acerca
da composicdo proteica da saliva estimulada por estimulos gustativos. Tem sido
relatado que o tipo de estimulo gustativo € capaz de alterar a expressao proteica na
saliva. Foi observado, utilizando ferramentas proteémicas, que na saliva total o
namero de proteinas afetadas é maior quando o estimulo é feito com sabor acido,
seguido pelo azedo, e finalmente pelo doce (NEYRAUD et al., 2006). Recentemente,
o perfil proteico em PAs formadas in vivo sobre esmalte humano em condi¢cGes de
repouso, e apos estimulacédo salivar mecanica e quimica foi avaliado qualitativa e
guantitativamente  (LC-ESI-MS/MS). Ao todo, foram detectados 115
proteinas/peptideos, sendo que 51 proteinas apareceram nos 3 grupos. A
concentragao proteica foi maior nos grupos em que houve estimulacao salivar, o que

pode resultar numa maior protecédo para o esmalte dentario (SANTOS, 2013).

2.3.1 O papel das proteinas da PA

As proteinas sdo os componentes mais abundantes e importantes da saliva,
derivando de diferentes secrecdes glandulares (parétidas, submandibulares, linguais
e glandulas menores) e nao glandulares (sangue, mucosa, epitélio bucal e fluido
crevivular).

As PRPs sdo conhecidas como “precursoras da formacdo da PA”, pela sua
grande afinidade com o esmalte dentario, decorrente de suas interacoes
eletrostaticas (HANNIG, M.; JOINER, 2006). As PPRs basicas parecem ser
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exclusivas das glandulas parétidas, enquanto as PPRs acidas séo originadas das
glandulas submandibular e parotida. As PRPs séo altamente polimorficas, e, embora
codificadas por somente seis genes, mais de 50 proteinas diferentes existem,
principalmente por causa do rearranjo dos genes, e também devido ao
processamento poés-secrecdo (HAY et al., 1988). As PRPs tém como funcéo formar
uma cobertura organica sobre a superficie do dente e das mucosas e conferem
lubrificacdo, favorecem a mastigacao e degluticdo. Além disso, inibem a deposicao
de cristais na superficie do esmalte (HAY; MORENO, 1979).

Outra proteina muito importante para a PA é a estaterina, em termos de
propriedades fisicas. Seu nome deriva do grego “Statheropio”, que significa
estabilizar, e é secretada pelas glandulas parotida e submandibular. Tem por funcéo
conferir lubrificacdo no ambiente bucal, e também a inibicdo do crescimento de
cristais, tanto inibindo a precipitacdo espontanea de fosfato de célcio, precipitacao
priméria; quanto o crescimento do cristal, precipitacdo secundaria. A estaterina
também adsorve a hidroxiapatita, facilitando a aderéncia de algumas bactérias,
como Actinomyces viscosus e Fusobacterium nucleatum (HELMERHORST,;
OPPENHEIM, 2007; JENSEN et al., 1991)

Outro grande grupo de proteinas que compde a PA sdo as mucinas que sao
secretadas pelas glandulas submandibulares e sublinguais. As mucinas sao
glicoproteinas, com elevado peso molecular, que contribuem significativamente no
comportamento viscoelastico da saliva. Tém funcdo de lubrificacdo e hidratacéo,
revestindo os tecidos duros e moles da cavidade bucal. Em adigao, tém efeito
protetor contra a erosdo do esmalte, além de conferir protecdo mecéanica e
antimicrobiana (BUZALAF; HANNAS; KATO, 2012; CARPENTER, 2013; TABAK,
1990).

As histatinas pertencem a uma familia de peptideos basicos ricos em
histidinas que se encontram na saliva humana (OPPENHEIM et al., 1988). Estas
sao consideradas também como precursores da formacdo da PA, sendo originadas
da glandula submandibular. Exibem atividades antibacterianas e antifingicas contra
Candida albicans e Cryptococcus neoformans. O efeito antimicrobiano do histatina 5
é devido a sua composicao de multiplos residuos de aminoacidos basicos arginina e
lisina. Essas proteinas atuam na membrana celular da bactéria, formando poros,

resultando na perda da seletividade e isto resulta na morte bacteriana.
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As cistatinas sao proteinas secretadas pelas glandulas submandibular e
sublingual. S&o proteinas de baixo peso molecular, divididas em 6 grupos (A, C, D,
S, AS e SN), resistentes a degradacdo enzimatica e atuam como inibidores
especificos das cisteina-proteinases e antimicrobianas. Os niveis de cistatina séo
maiores em pacientes com periodontite cronica (tipo C), enquanto que 0s pacientes
gue apresentam a cavidade bucal saudavel apresentam o tipo S (LAMKIN et al.,
1991; SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012; SIQUEIRA et al., 2007b).

Outra importante proteina € a anexina, do grego “trazer/aderir junto” (bring/
hold together). A propriedade principal desta proteina deve-se a sua ligacdo aos
fosfolipideos das membranas biolégicas e tém as propriedades de regulacdo de
correntes idnicas de Ca*? (GERKE; MOSS, 2002).

A anidrase carbonica VI é secretada pelas glandulas salivares das células
acinares serosas. Tem a funcdo de proteger os dentes da cérie através de
mecanismo relacionado a capacidade tampao. A anidrase carbénica acumula-se a
pelicula e mantém sua atividade enzimatica. Em geral, a anidrase carbonica catalisa
a reacao reversivel CO, + H,O < HCO;3 + H*, deste modo, acelera a neutralizag&o
do &cido contribuindo para a protecao contra a desmineralizacdo (LEINONEN et al.,
1999).

Outro grupo de proteinas conhecidas sdo as proteinas salivares ricas em
aminoacidos aromaticos. Dentre elas, a lactoferrina , que origina-se da saliva total.
Possui um alto peso molecular, e um nucleo porfirinico, que esta ligado ao
transporte de ions de ferro na saliva, sendo que cada molécula se liga a 2 ions de
ferro. Tem um importante papel antimicrobiano, inclusive contra os Streptococcus
mutans, que necessitam de ferro para seu crescimento (OTTO, 2011).

As enzimas salivares tém atividade catalitica, degradando os componentes
salivares, tornando-os adequados para a absor¢cdo. (HANNIG, C.; HANNIG; ATTIN,
2005). A enzima mais abundante é a alfa-amilase , que hidrolisa as ligacdes
glicosidicas a-1-4 de polissacarideo do amido e glicogénio. Liga-se seletivamente
com varias espécies de estreptococos, como S. sanguis, S. gordonii, S. mitis, S.
parasanguis, S. christa e S. salivarius, facilitando a aderéncia na superficie dentaria.
Algumas bactérias produzem proteinas ligadoras de amilase, como o S. gordonii.
Em adicéo, a alfa-amilase forma complexo com a glicosiltransferase na presenca da

proteina ligadora de amilase, podendo influenciar na ecologia de biofilmes bucais
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durante a fase inicial de colonizacdo da superficie dentaria (HANNIG, C. et al.,
2004).

A lisozima é uma enzima secretada pelas glandulas submandibulares e
sublinguais com carga positiva encontrada em abundancia na saliva. Tém como
principais funcdes interagir com outras proteinas, auxiliando na formacdo de
proteinas aglomeradas na PA, além disso, atua como componente antibacteriano
(HANNIG, C.; SPITZMULLER; HANNIG, 2009; SIQUEIRA; CUSTODIO;
MCDONALD, 2012; SIQUEIRA et al., 2007b).

A lactoperoxidase € uma enzima de alto peso molecular, contendo um anel
de porfirina e ferro como cofator. Origina-se a partir da glandula parétida. Na saliva,
a lactoperoxidase utiliza particularmente o ion tiocianato como substrato em
presenca do peroxido de hidrogénio, e os produtos liberados desta reacdo, em
especial o ion hipotiocianato (OSCN-), sdo capazes de oxidar compostos
importantes, como por exemplo, 0os grupamentos tidis de proteinas existentes nas
células bacterianas, tornando-as inativas. Desta forma, a lactoperoxidase exerce
também uma acdo antibacteriana (OTTO, 2011; (HANNIG, C.; HANNIG; ATTIN,
2005).

As imunoglobulinas sao glicoproteinas presentes no plasma sanguineo,
derivadas da saliva total, cuja principal funcdo € a defesa contra invasores do
organismo. Essas proteinas sdo quimicamente heterogéneas e apresentam
propriedades de se combinarem aos antigenos. As imunoglobulinas secretérias
apresentam a primeira linha de defesa do organismo, formam macromoléculas, e
impedem a aderéncia as superficies das mucosas, facilitando a remocao pela
degluticdo Dentre estas, a imunoglobulina A (IgA), representa 60% do total de
imunoglobulina na saliva, sendo sintetizada por células plasmatica das glandulas
salivares. E ativamente transportada através da proteina receptora de
imunoglobulina polimérica (plgR). A IgA é endocitada pela célula, e mantida dentro
de uma vesicula e transportada para o citoplasma da célula até a membrana apical,
onde o receptor é clivado para liberar a IgA (CARPENTER, 2013; ORSTAVIK;
KRAUS, 1974).
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2.4 Ultraestrutura da camada de pelicula

Os estudos de ultraestrutura indicam que a pelicula consiste em fracdes livres
e firmemente consolidadas de proteinas, que estdo ligadas a superficie do esmalte
com diferentes forcas de ligagdo (VASSILAKOS; ARNEBRANT; GLANTZ, 1993;
VASSILAKOS et al., 1992). Os estudos convencionais acerca da ultraestrutura da
pelicula sdo conduzidos empregando-se microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e transmissédo (MET). Alguns estudos com MET mostram que a PA é descrita como
um revestimento de superficie homogénea e amorfa isenta de bactérias. A PA
formada em 2 horas possui espessura de 100 a 500 nm, com revestimento organico
irregular e incompleto. Depois de longos periodos de varias horas a até dias, a PA
apresenta forma mais compacta. Sua espessura varia de acordo com o sitio de
formacdo na cavidade bucal. A PA formada em 24 horas em &rea palatal tem
espessura de 100 — 200 nm, e em é&rea vestibular de 1000 — 1300 nm. (HANNIG, M.;
JOINER, 2006; SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012).

Estudos utilizando a microscopia eletronica de varredura (SEM - Scanning
Electron Microscopy) e microscopia de forca atomica (AFM) indicam que a pelicula
formada in vivo € caracterizada por uma rede semelhante a uma malha de particula
esférica, e os diametros destas particulas variam entre 10 e 20 nm, dentro de
poucos minutos depois de formada a pelicula, enquanto que em 30 minutos a 2
horas a camada de pelicula é caracterizada por aglomerados de proteinas
adsorvidas com diametro de 20-60 nm, e ainda podem ser detectados didmetros
maiores, de 100 nm.Tais alteragbes morfolégicas sdo decorrentes de alteracdes na
composicdo e conformacdo das proteinas adsorvidas na camada e podem ser
tempo-dependentes, sendo consideradas como parte do processo de maturacéo
(DEIMLING et al., 2004; HANNIG et al, 2001).

Uma pelicula in situ formada em blocos de esmalte por 1 hora se mostrou
mais espessa na face lingual dos dentes inferiores posteriores, pois nessa area os
dentes eram constantemente banhados pela saliva das glandulas submandibulares
e sublingual. Uma pelicula mais fina era formada na superficie palatina dos dentes
palatinos anteriores superiores (AMAECHI et al., 1999). Esses resultados
demonstram que a estrutura final, morfologia e a espessura da pelicula diferem com
o tempo de formacao, localizacdo na cavidade bucal. Um trabalho recente revelou

ainda que a composi¢cdo proteica da PA é diferente em dentes deciduos e
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permanentes (VUKOSAVLJEVIC; CUSTODIO; SIQUEIRA; ZIMMERMAN et al.,
2013). A analise ultraestrutural da PA, empregando diferentes técnicas analiticas,
auxilia no entendimento de sua interagdo com a superficie do esmalte e na
compreensao da funcdo da pelicula, trazendo uma importante complementacéo as

analises por espectrometria de massa.

2.5 Funcdes da PA

A PA provém da saliva, a qual confere uma cobertura organica as mucosas e
dentes, formando uma pelicula de proteina. Neste caso a saliva, esta intimamente
ligada a PA, auxiliando na neutralizacdo dos acidos, que poderiam desmineralizar a
estrutura dentaria, protegendo a superficie dentaria contra o desgaste, participando
na manutencdo do equilibrio hidrico, regulando a excre¢do de liquido do organismo.
Possui ainda propriedades de lubrificacdo, reduz o atrito entre as superficies e
tecidos diminui o desgaste mecanico, além de auxiliar no processamento dos
alimentos juntamente com a mastigagcdo dos dentes e atuar na funcdo digestiva,
onde fornece o umedecimento dos alimentos, visando a formacéo do bolo alimentar
(FABIAN et al., 2012).

A PA esta envolvida com o processo de lubrificacdo das superficies dos
dentes, aumentando assim a eficiéncia da fala, bem como da mastigacdo. Forma
uma cobertura que confere protecdo aos tecidos bucais contra agentes irritantes.
Estdo envolvidas nesse processo as mucinas, onde sua principal funcdo é
proporcionar uma camada protetora sobre os tecidos duros e moles da boca e
contra a erosdo do esmalte. Estdo envolvidos nesse processo também a PRP 1 e
estaterina (BUZALAF; HANNAS; KATO, 2012; LAMKIN; OPPENHEIM, 1993;
SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012; TABAK, 1990)

Vérios estudos in vitro e in situ mostram claramente que a PA tem efeito
protetor contra a desmineralizacdo  causada por agentes quimicos ou de origem
bacteriana (AMAECHI; HIGHAM, 2001; FINKE; PARKER; JANDT, 2002; HANNIG,
C. et al., 2005; HANNIG, M. et al., 2004; HANNIG, M. et al., 2003)

A histatina fosforilada fornecem um maior nivel de protecdo contra o desafio
acido e a estaterina também contribui para a natureza acido-protetora da PA. Além

disso, as mucinas também contribuir para a resisténcia aos acidos(CHEAIB; LUSSI,
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2011). A PA se comporta como uma barreira seletiva , tendo um papel determinante
contra a desmineralizagdo por desafios acidos de origem microbiana ou erosiva. A
pelicula tem a capacidade de modificar a difusdo do éacido e promover a
incorporacdo e transporte de ions de calcio, fosfato e fluoreto durante a
remineralizacdo. No entanto, o mecanismo que regula a difusdo dos ions entre a
superficie do esmalte e o ambiente bucal na presenca da PA ainda ndo é
completamente compreendido (HANNIG, M.; JOINER, 2006; LEE, C.A.; ISMAIL;
VICKERS)

A PA tem propriedade importante em conferir o equilibrio no meio bucal ao
que diz respeito a saude e doenca . Na cavidade bucal, embora os organismos
possam ser derivados da agua, de alimentos e outros fluidos nutricionais, a principal
via de transmissdo € a saliva. Os primeiro colonizadores aparecem dentro de
minutos na superficie de um dente limpo (SAXTON, 1973), sendo constituidos
principalmente por estreptococos (S. salivarius, S. mitis e S. oralis), os quais
correspondem 80% dos colonizadores iniciais. (HANNIG, M.; JOINER, 2006).

A relacdo da PA com a colonizagdo microbiana é determinada pelo
reconhecimento dos receptores especificos, juntamente com a rugosidade e energia
livre de superficie. Pode ocorrer também através de um mecanismo através do qual
as bactérias especificas se ligam a proteinas adsorvidas. Por exemplo, histatinas e
estaterinas inibem a adesdo de S. mutans, mas a propria estaterina promove a
adesdo de varias espécies bacterianas, como A. naeslundii e F. nucleatum
(SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012). A PA desempenha um papel
importante nas propriedades fisico-quimicas, bem como na defesa imunitaria nas
superficies mucosas bucais (FABIAN et al. 2012).

Um estudo in vivo identificou mais de 100 proteinas da PA. Destas,
aproximadamente 8% tém atividade antimicrobiana incluindo cistatinas, lisoenzima,
mieloperoxidase e histatinas. Em adicdo, 11% dessas proteinas estao envolvidas na
resposta imune adquirida e inata, ambas necessarias na defesa do hospedeiro
contra patologias. Estdo envolvidas nessas funcdes proteinas como calgranulina A e
calgranulina B, amilase salivar, PRPs, mucinas e estaterina, IgA e IgG (SIQUEIRA et
al., 2007b). Essas proteinas exercem propriedades imunomoduladoras, de forma
gue a defesa imunologica atua promovendo aglutinagdo microbiana, lise da
membrana de bactérias, além de ter fun¢des antifiungicas e antivirais (FABIAN et al.

2012). Em outro estudo in vitro, foi relatado que a atividade antifingica da histatina 5
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afeta a aderéncia e crescimento da C. albicans em substratos de hidroxiapatita e
PMMA (VUKOSAVLJEVIC et al.).

Sendo a PA constituida por um filme predominantemente proteico, é de
grande importancia a compreensédo do papel deste filme organico, assim como a
identificacdo, no mesmo, de possiveis biomarcadores para varias doencas, como
carie e doenca periodontal. (HANNIG, M.; JOINER, 2006; SIQUEIRA; CUSTODIO;
MCDONALD, 2012; SIQUEIRA et al., 2007b). A saliva e o fluido crevicular gengival
contém marcadores local e sistemicamente derivados da doencga periodontal.
Portanto, a coleta desses dois fluidos pode oferecer a base para uma avaliacdo do
paciente com periodontite e outras doencas sistémicas. Recentes avangos em
diagnéstico da imunodeficiéncia humana (HIV) foram feitos usando fluidos bucais. O
estudos tém demonstrado que esses testes baseados em anticorpos salivares
especificos sdo equivalentes em confiabilidade quando se compara aqueles
realizados no soro, sendo, portanto Uteis na utilizacdo clinica e em estudos
epidemiologicos (AMADO et al.,, 2005; TABA et al.,, 2005). Sendo a saliva uma
importante fonte das proteinas encontradas na PA, é de se esperar que, assim como
a saliva, a pelicula também contenha importantes biomarcadores. A coleta tanto de
saliva quanto de pelicula € um método nédo invasivo, dai o interesse no seu emprego

para diagnostico de doencgas sistémicas.

2.6 PA formada sobre esmalte e dentina em diferente s tempos e o seu papel

protetor

O esmalte dentario é a estrutura que recobre a coroa dos dentes, sendo o
tecido mais mineralizado do organismo e o Unico completamente acelular. Apresenta
na sua composicdo uma alta quantidade (97%) de material inorganico, sendo o
restante constituido por aproximadamente 1% de material organico e 2% de agua. A
dentina tem como principal funcéo fornecer suporte para o esmalte dentario. Para tal
finalidade, a dentina se apresenta como um tecido duro e a0 mesmo tempo com
certa elasticidade. E um tecido biologico hidratado composto de 70% de material
inorganico, 18% de material organico e 12% de agua.

A matriz organica do esmalte esta representada por 60% de proteinas e 40%

de lipideos, além de tracos de acucares, citrato e ions lactato. A matriz organica da
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dentina é representada por cerca de 90% de colageno tipo | e os outros 10%
compreendem proteinas ndo colagénicas. Para ambos os tipos de tecidos, esmalte e
dentina, a matriz mineral é constituida por hidroxiapatita carbonatada, pois o
carbono representa cerca de 3% na sua constituicAo. Na sua composi¢cao quimica
ainda podem ser adicionados diferentes constituintes, como soédio, potassio,
magnésio. A quantidade e a natureza desses substituintes estdo relacionadas ao
processo de mineralizacdo, em decorréncia da heterogeneidade do mesmo (NANCI,
2011).

Recentemente varios estudos tém se concentrado no impacto protetor da PA
contra a erosao em esmalte dentario (HANNIG, C. et al., 2005; HANNIG, M.; BALZ,
1999, 2001; HANNIG, M. et al., 2004; HANNIG, M. et al., 2003; WETTON et al.,
2006). Em virtude do decréscimo da prevaléncia de carie a partir dos anos 1960, a
preocupacao com a perda dos dentes tem-se voltado para outras causas, como 0
desgaste dentario (ATTIN; ZIRKEL; HELLWIG, 1998), sendo a erosao dentéria o tipo
de lesdo nado cariosa que mais tem sido documentado (MOSS, 1998; SMITH;
KNIGHT, 1984). A erosdo pode ser definida como uma lesdo crbnica, localizada,
caracterizada pela perda de tecido duro devido a exposicao a acidos de origem néo
bacteriana, o que a difere da cérie. Difere também de outras lesdes nao cariosas,
tais como abraséao, que ocorre devido a forcas mecanicas; atricdo, a qual se deve ao
contato dente a dente e abfracdo, que ocorre devido a forcas que atuam na regido
cervical dos dentes (MISTRY; GRENBY, 1993; TEN CATE; IMFELD, 1996).

A erosdo dentaria pode ser classificada, levando-se em consideragdo sua
etiologia, em extrinseca ou intrinseca (IMFELD, 1996; LUSSI, 1996; MAGALHAES et
al., 2009). A eroséao intrinseca é decorrente da atuacéo crbénica do acido gastrico
sobre a superficie dentaria, por um longo periodo e de forma regular (MEURMAN;
TEN CATE, 1996; SCHEUTZEL, 1996). A erosdo extrinseca seria o resultado do
efeito de acidos exdgenos, provenientes, por exemplo, dos acidos contidos na dieta,
bem como nas formulacbes medicamentosas (LUSSI, 1996). A maioria dos
alimentos e bebidas de baixo pH (abaixo de 4,5) apresenta potencial para causar a
erosao dentéria, pois neste pH existe uma subsaturacéo dos fluidos orais em relacéo
a hidroxiapatita e em relacéo a fluorapatita(MAGALHAES et al., 2009; ZERO, 1996).

Peliculas formadas in situ por 0,5, 1 e 2 horas (HANNIG, M. et al., 2004) ou
por 2, 6, 12 e 24 horas (HANNIG, M. et al., 2003), respectivamente, nao diferem

significativamente na sua habilidade em reduzir a desmineralizacdo do esmalte.




Revisdo de Literatura 47

Entretanto, a resisténcia acida da pelicula parece ser dependente do seu tempo de
formacdo, uma vez que a pelicula de 2 horas se dissolve da superficie do esmalte
mais rapidamente comparada a peliculas formadas por 6, 12 e 24 horas. Para
entender o papel protetor da PA contra um desafio acido € importante ndo apenas
medir a perda do esmalte, mas também avaliar o efeito do desafio acido sobre a
morfologia e a espessura da camada de pelicula. (HANNIG, M. et al., 2003).

Um estudo avaliou o papel protetor na PA formada in vitro (24 horas) em
esmalte exposto a acido citrico 0,1% ou 1,0% por 1, 5 ou 10 minutos. Reducéo
significativa da dureza foi observada nos espécimes ap0s 1 minuto de exposi¢cdo ao
acido citrico 0,1%. A perda de dureza foi tempo- e concentracdo-dependente. A
pelicula significativamente inibiu a perda de dureza, exceto para 10 minutos de
imersdo em &cido citrico 1% (STROICI et al, 2012). Alguns estudos in vitro relatam
que o potencial protetor da pelicula € reforcado com o aumento do temp de
formacao, pois o processo de maturacdo com duracdo de varios dias é necessario
para que a pelicula obtenha a sua propriedade funcional total (HANNIG, M.;
JOINER, 2006; ZAHRADNIK; MORENO; BURKE, 1976).

Outro estudo verificou o efeito das proteinas da PA, tais como, mucina e
caseina, contra a erosdo no esmalte. As amostras foram imersas em saliva humana
por 2 horas e receberam diferentes tratamentos com &gua deionizada, mucina,
caseina, ou uma combinacdo de mucina e caseina por 2 horas. Em seguida, as
amostras foram expostas a acido citrico 0,65% (pH 3,5) por 1 minuto. Os resultados
demonstram claramente que o efeito protetor da pelicula foi modificado pela caseina
(0,5%) e mucina (0,27%). O tratamento combinado com caseina e mucina resultou
numa reducdo significativa do amolecimento do esmalte apds o tratamento. Os
resultados sugerem que interacdes proteina-proteina podem ter um importante papel
na efetividade da PA em proteger contra a erosao (CHEAIB; LUSSI, 2011).

A informacdo acerca do papel da PA para a dentina é bastante limitada.
Devido as diferencas na composicdo entre o esmalte e a dentina, pode-se
hipotetizar que a composicdo da PA formada sobre estes dois tipos de tecidos
dentarios, bem como seu papel protetor contra a erosao sao distintos. Num estudo in
situ conduzido por 14 dias, foi demonstrado que a saliva ofereceu melhor protecéo
contra erosao para o esmalte do que para a dentina. Foi observada uma perda
significativamente menor de esmalte que de dentina para amostras armazenadas in

situ, comparadas aquelas armazenadas em &agua ou saliva in vitro (HALL et al.,
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1999). Em outro estudo in situ, a PA foi formada durante 2 horas sobre blocos de
dentina, sendo que em seguida esses blocos foram incubados com solugéo de &cido
cloridrico (HCI), pH 2,3, por 5 minutos. Os resultados demonstraram que a
espessura da dentina desmineralizada apds o contato com o acido nao foi diferente
para espécimes recobertos ou ndo pela pelicula, mas a presenca da pelicula reduziu
significativamente a perda de célcio das amostras de dentina (HANNIG, C. et al.,
2007).

Em contraste, no trabalho de Hara e colaboradores foi observado que uma
pelicula formada in situ durante 2 horas nao foi efetiva em reduzir o amolecimento
da dentina induzido por um desafio acido (suco de laranja), por diferentes tempos de
10, 20 e 30 minutos. Entretanto, a falta de efeito protetor encontrada neste caso
pode ter sido devida ao grande desafio erosivo empregado (HARA et al., 2006).

Foi analisada a capacidade protetora da PA formada in situ contra a erosao
no esmalte e da dentina causada pelos &cidos hidroclérico, citrico e fosférico
(WIEGAND et al., 2008). Foi formada a PA durante 2 horas, sobre espécimes de
esmalte e dentina bovinos. Na sequéncia, o0s espécimes foram imersos
extraoralmente em 1 mL de &cido hidroclérico, citrico ou fosférico (pH 2,6, 60
segundos, n=30 para cada acido). Espécimes sem pelicula (n=10) serviram como
controle. A liberacdo de célcio no &cido foi determinada por espectrometria de
absorcao atdbmica. Os espécimes recobertos pela pelicula tiveram perda de calcio
significativamente reduzida quando comparados aqueles sem pelicula, para todos os
tipos de acidos. A protecdo média (xDP) conferida pela pelicula (porcentagem de
reducdo de perda de calcio) foi significativamente melhor para o esmalte (60,915,3)
gue para a dentina 30,5%5,0), mas nao houve diferenca entre os tipos de acidos.

Em outro estudo foram observados achados semelhantes, ou seja, reducao
na perda de célcio entre 60 e 78% para amostras de esmalte erodidas por acidos
citrico 1% por 60 segundos (HANNIG, M. et al., 2004; HANNIG, M. et al., 2003). A
protecdo média (30,5%) obtida para a dentina combinando os resultados dos 3
diferentes tipos de acidos (WIEGAND et al., 2008) esta de acordo com resultado de
um estudo prévio (HANNIG, C. et al., 2007), que encontrou uma redugdo da perda
de célcio da ordem de 27% apoOs o tratamento com acido cloridrico (pH 2,3, 5
minutos).

Um estudo in vitro foi proposto para determinar o efeito protetor da PA

formada sobre esmalte e dentina durante periodos de tempo até 4 horas. Os blocos
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foram imersos em saliva ndo estimulada por 2 minutos, 30 minutos, 1, 2 e 4 horas.
Em seguida, as amostras foram expostas a acido citrico 0,3%, pH 3,2, durante 10
minutos. Este ciclo foi repetido 12 vezes. Para o esmalte, encontrou-se protecao
estaticamente significativa quando foi feita formacdo da pelicula por tempo igual ou
superior a 1 hora. Ja para a dentina, protecdo foi alcancada com 2 minutos de
formacao da pelicula. Os resultados demonstraram que a saliva protege mais do que
a agua, sendo esta protecédo proporcionalmente maior para o esmalte (44%) do que
para a dentina (14%). Essa relacdo dos diferentes graus de protecdo do esmalte e
da dentina pode ser explicada pela hipotese de que a saliva penetra no sistema
tubular da dentina, produzindo ndo uma camada de pelicula na superficie, mas um
menisco de liquido viscoso nos orificios do tubulo (WETTON et al., 2006).

Pode-se hipotetizar que diferencas na estrutura do esmalte e da dentina
podem afetar a composi¢cédo da PA e, desta maneira, 0 seu potencial protetor, que é
atribuido a sua habilidade em agir como uma barreira de difusdo ou uma membrana
semi-permeavel (GLANTZ; BAIER; CHRISTERSSON, 1996; HANNIG, M. et al.,
2003; HARA et al., 2006). Em virtude do exposto, fica claro que mais estudos séo
necessarios para se analisarem possiveis diferencas na composi¢ao e estrutura da
PA formada sobre o esmalte ou sobre a dentina, que possam explicar os diferentes
graus de protecdo da pelicula nestes dois tipos de substratos dentarios. Uma vez
conhecidas estas diferencas, poder-se-a investigar os possiveis componentes da
pelicula que estejam mais diretamente associados ao seu potencial protetor contra a
erosdo. Assim, sera possivel delinear protocolos preventivos visando ao

enriguecimento da pelicula com estas proteinas protetoras em etapas futuras.

2.7 Recentes abordagens protedmicas

A abordagem protedmica tem sido utilizada ha muitos anos para monitorar
alteracdes na expressdo de proteinas. Inicialmente, as analises de proteinas eram
realizadas por eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida. No entanto, o
desenvolvimento de novos métodos de espectrometria de massa (MS) fez com que
a identificacdo de proteinas fosse mais favoravel, contribuindo para expandir a gama
de aplicacdes protedbmicas. A caracterizacdo da estrutura primaria de proteinas por

MS foi avancada por meétodos como ionizacdo por spray de elétrons (ESI) e
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dessorcéo a laser assistida por matriz (MALDI). O acoplamento de MALDI e ESI com
analisadores de massa, como os quadrupolares / ion trap linear, time-of-flight (TOF),
guadrupolar TOF (QTOF), ressonancia ciclotrénica de ions transformada de Fourier
(FT-ICR), e o Orbitrap, aumentam a sensibilidade, resolucdo, precisdo e velocidade
para a sequéncia de elucidagdo proteina. A sensibilidade de MS e MS / MS permite
a identificacéo de proteinas em niveis inferiores a 1 picomole (pmol, 102 mol) e, em
muitos casos em niveis de femtomoles (fmol, 10> mol).

No inicio da década de 1980, a espectrometria de massas comecou a ser
aplicada e tornou-se uma ferramenta revolucionaria na quimica de proteinas. A
espectrometria de massas (MS/MS) é uma técnica analitica que caracteriza as
moléculas pela medida da relacdo massa/carga de seus ions. Inicialmente, ela foi
aplicada na determinacdo de massas atbmicas, e atualmente vem sendo utilizada na
busca de informagfes sobre a estrutura de compostos organicos, na andlise de
misturas organicas complexas, na andlise elementar e na determinagdo da
composicao isotopica dos elementos.

O método mais classico de identificacdo de proteinas por MS € denominado
PMF (impresséo digital das massas de peptideos). Esta metodologia € baseada na
digestdo da proteina a ser identificada por uma enzima proteolitica (por exemplo, a
tripsina), produzindo peptideos. As massas desses peptideos sdo submetidas a
softwares especiais, que permitem comparar a PMF da proteina que queremos
identificar com os dados gerados teoricamente para todas as sequéncias de
proteinas presentes nos bancos de dados (WOLSKI et al, 2005).

O termo protedmica foi inicialmente utilizado em 1995, sendo definido como
um novo campo de estudo e tecnologia que se propde a analisar de forma global o
conjunto de proteinas, expressas numa célula ou tecido, a partir do genoma. Os
estudos de analise protebmica vém complementar os dados e analises e
sequenciamento de genomas, auxiliando na compreensdo das redes de
funcionamento e regulacéo celular, representando a ponte de ligacdo entre genotipo
e fendtipo do organimos. (SALVATO; CARVALHO; LIMA LEITE, 2012)

Recentemente, varios trabalhos utilizando andalise protedmica foram
introduzidos como uma nova abordagem para a identificacdo da composicdo da
pelicula (YAO et al, 2000; VITORIO et al, 2003; VITORIO et al, 2007; SIQUEIRA et
al, 2007; SIQUEIRA et al, 2009; SIQUEIRA et al, 2010; SIQUEIRA et al, 2012;
SIQUEIRA et al, 2013). H& uma inter-relacdo entre as funcionalidades das proteinas
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e 0s processos de dinamica, estrutura tridimensional e interacdo intermolecular.
Esses aspectos ditam os mecanismos e propriedades que essas proteinas tém na
cavidade bucal. Isso proporciona um impulso para o desenvolvimento de tecnologias
analiticas confiaveis, sensiveis e de alta resolucdo indispensaveis para
monitoramento do enovelamento de proteinas, estrutura e dindmica com métodos
computacionais associados para detalhado interrogatério de biomoléculas com

estrutura primaria e secundaria.
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3 PROPOSICAO

O objetivo principal deste trabalho foi comparar a composicdo proteica
diferencial em peliculas adquiridas formadas in situ, em diferentes tempos (10
minutos e 2 horas), sobre diferentes substratos (esmalte e dentina), utilizando

abordagem protedémica livre de marcadores (nLC- ESI-MS/MS).
As seguintes hipoteses nulas foram testadas:

1. Nao ha diferencas na composicdo proteica em peliculas adquiridas
formadas sobre esmalte e dentina;
2. O tempo de formacdo da pelicula ndo altera o seu perfil de composigéo

proteica, tanto para o esmalte quanto para a dentina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecéo dos voluntarios

Este trabalho foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da FOB-USP, obtendo sua aprovacdo do ponto de vista ético, sob n°
038/2011 (Anexo A). Os voluntarios s6 participaram da pesquisa, ap0s uma
explicagdo minuciosa de seus objetivos a partir da leitura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, o qual foi, em seguida, assinado (Anexo B).

Foram selecionados 9 voluntarios, com idade de 18 a 35 anos, do género
feminino, ndo fumantes, em bom estado de saude geral e bucal (sem gengivite,
periodontite e nenhuma outra condi¢gédo bucal que pudesse afetar a composi¢cao dos
fluidos bucais, como alcoolismo, presenca de calculo dentario). Os voluntarios ndo
estavam fazendo uso de medicamentos.

A saliva de cada voluntario foi coletada conforme os padrdes estabelecidos
para avaliacdo de fluxo salivar e pH normal. A coleta foi realizada no periodo da
manha, apds o desjejum, em ambiente individual, climatizado e iluminado. O fluxo
salivar ndo estimulado e estimulado dos voluntarios foi aferido antes do inicio do
experimento.

Para o fluxo salivar ndo estimulado, cada voluntario se acomodou em uma
cadeira, e cuspiu por 10 minutos em recipientes de plastico calibrados, os quais
foram pesados antes e depois da coleta de saliva. Considerando a densidade da
saliva aproximadamente igual a 1, foram determinados o volume e a velocidade de
saliva liberada (mL/min) devendo ser superior a 0,1 (mL/min). O pH da saliva foi
mensurado a partir de um pHmetro. O mesmo procedimento foi realizado para a
saliva estimulada, exceto que nesta ocasido cada voluntario mastigou um pedaco de
parafina durante 1 minuto, e em seguida cuspiu por 5 minutos em recipientes
plasticos calibrados, os quais foram pesados antes e depois da coleta de saliva. O
fluxo foi considerado normal quando foi superior a 1 mL/min (WONG, 2009).
Portanto, para o fluxo salivar estimulado, obteve-se uma média de 1,6 mL/minuto e
pH 7,9, estando os voluntarios aptos para participarem da pesquisa. Para o fluxo
salivar ndo estimulado, obteve-se uma média de 0,5 mL/minuto e pH 6,7.

4.2 Delineamento experimental
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Na etapa in situ, a coleta da PA foi realizada a partir de dentes pré-molares
humanos (esmalte ou dentina), os quais foram cortados para a obten¢ao de blocos 3
mm X 3mm, cuja base foi desgastada. Em seguida os blocos de esmalte e dentina
foram protegidos com esmalte de unha (Risque, Niasi, Tabodo da Serra-SP) e
inseridos na moldeira de silicone com a cera de utilidade (Wilson, Polidental, Cotia -

SP) para a coleta de PA, conforme demonstrado na Figura 2.

Figura 2 — Esquema demonstrando a confeccéo do dispositivo.

4.3 Preparacao dos espécimes

4.3.1 Selecao e corte dos dentes humanos

Para o presente estudo, foram utilizados dentes pré-molares humanos,
obtidos a partir do Banco de Dentes da FOB/USP (Anexo C), livres de carie, os
quais foram mantidos com solugédo tamponada de timol 2% a 4° C, em pH 7,0, e
submetidos a andlise visual, para a averiguacdo de possiveis manchas e trincas,

situacdo na qual foram excluidos da amostra.

4.3.2 Obtengé&o dos blocos de esmalte e dentina

A limpeza dos dentes selecionados foi realizada, removendo todo e qualquer
residuo de tecido gengival aderido a superficie com o auxilio de uma cureta
periodontal (DUFLEX. Ind. Bras.), para preparar os dentes para o corte.

Inicialmente foram removidas as raizes com uma seccdo na porgdo cervical
dos dentes, com o auxilio de um torno de polimento odontoldgico adaptado para
corte (Fabrica Nacional de Motores Monofasicos Nevoni/ Série 16223, Tipo: TG1/3,
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S&o Paulo, SP) e um disco diamantado Diaflex-F (Wilcos do Brasil, Ind. e Com.
Ltda., Petropolis, RJ). Em seguida, as coroas dos dentes foram fixados com godiva
termoativada (Kerr Corporation, EUA) em uma placa de acrilico (40 X 40 X 5 mm),
para facilitar a adaptacdo posterior na maquina de corte. Em seguida, a placa foi
parafusada em um aparelho de corte de corte de precisdao ISOMET Low Speed Saw
(Buehler Ltd, EUA) e com dois discos diamantados de dupla face - XL 12205, “High
concentration”, 102 x 0,3 x 12,7 mm (Extec Corp., Enfield, CT, USA/ Ref: 12205, e
um espacador de aco inoxidavel (7 cm de diametro, 3 mm de espessura e orificio
central de 1,3 cm) entre os discos, com velocidade de 300 rpm, refrigerado com
agua deionizada, foram obtidos blocos de esmalte de 3 X 3 mm, Através de uma
seccao dupla no sentido cérvico-incisal e outra no sentido mésio-distal.

Apos o corte de todos os blocos de esmalte, deu-se prosseguimento ao
preparo dos blocos de dentina radicular. Primeiramente, foram obtidas fatias da
porcdo cervical da raiz com a utilizacdo dos dois discos, separados por um
espacador de aco inoxidavel de 3 mm. Apos a obtencdo das fatias de dentina
radicular, dois espécimes (3 x 3 mm) foram obtidos através da seccédo no sentido
vestibulo-lingual. Na sequéncia, o cemento foi removido através de desgaste, sendo
este procedimento checado ao microscoépio.

Os blocos selecionados para o projeto ndo continham manchas, trincas e

rachaduras, permanecendo ao final, os 54 blocos de esmalte e 54 blocos de dentina.

4.3.3 Planificagdo dos blocos de esmalte e dentina  humana

Os blocos de esmalte e dentina foram fixados com cera para escultura para
protese fixa (Kota Ind. e Com, Ltda., S&o Paulo, SP) com auxilio de um instrumento
PKT (Duflex Ind. Bras.) e uma lamparina (JON, Ind. Bras.) no centro de um disco
acrilico cristal (30 mm de diametro por 8 mm de espessura) (Figura 3). Os
espécimes ficavam com a sua superficie que seria exposta ao meio bucal voltada
para o disco. Primeiramente, a planificacdo da base dos espécimes foi realizada de
forma manual, utilizando uma lixa de polimento com granulagdo 320 (Extec Corp.),
com o intuito de apenas retirar o excesso. Em seguida, o conjunto (disco/espécime)
foi adaptado em uma politriz metalografica (APL 4, Arotec, Cotia, SP) com sistema
de polimento mdultiplo capaz de realizar o polimento automatico de 6 corpos de

prova, facilitando o paralelismo entre as superficies dos blocos e a base de acrilico.
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Para a planificacdo, foi utilizada uma lixa de polimento com granulacdo 600 (Extec
Corp.), com refrigeracdo de agua deionizada, até que a espessura se aproximasse a
3 mm. A politriz foi acionada em baixa velocidade, com os pesos padrbes de 86 g,
com tempo de 1 a 3 minutos até que alcancasse a espessura desejada. Para os
blocos de dentina, o tempo de desgaste foi menor, devido a menor espessura. Neste
caso, foi feita planificacdo manual apenas, como lixa de polimento de granulacéo
320 apenas. No final, o conjunto espécime/disco foi levado a um aparelho de ultra-
som T7 Thornton (Unique Ind. e Com. de Produtos Eletrénicos Ltda., Sdo Paulo,
SP), com frequéncia de 40 KHz, durante 5 minutos, com agua destilada deionizada.
Apbs o preparo, os blocos tiveram toas as suas superficies, com excecdo da que
seria exposta ao meio bucal, protegidas com esmalte de unhas.

Figura 3 — Espécimes sendo fixados na placa acrilica para planificacdo da base.

4.3.4 Preparagéao do dispositivo vestibular

Os voluntarios selecionados tiveram seus arcos inferiores moldados com
alginato (Ava Gel, Dentsply, Sdo Paulo- SP) para a confeccdo do modelo em gesso
pedra. Sobre este modelo foi confeccionada uma moldeira de silicone (moldeira de
clareamento dentario, no laboratério de protese da Faculdade de Odontologia de
Bauru, empregando-se uma plastificadora a vacuo (Bio Art, Sdo Carlos - SP) (Figura
4). Os espécimes foram inseridos no dispositivo, com o auxilio de laminas de cera,
de forma aleatdria para a formacdo da pelicula adquirida in situ, sobre blocos de
esmalte e dentina humanos. Em cada dispositivo e em cada dia de experimento

foram fixados, na face vestibular, 6 blocos de esmalte e 6 de dentina (Figura 2).
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Figura 4 - Confecgéo do dispositivo vestibular

4.4 Protocolo in situ para formacao e coleta da PA

A formacéo da pelicula foi realizada in situ, sobre blocos de esmalte e dentina
humanos, fixados em dispositivos mandibulares vestibulares (moldeiras de
clareamento dentario). Em cada dispositivo, em cada dia de experimento, foram
fixados, na face vestibular, 6 blocos de esmalte e outros 6 de dentina.

O experimento foi realizado em trés dias subsequentes, tendo inicio no
periodo da manha (08:00), para evitar os efeitos circadianos na composicdo da
pelicula. Primeiramente os voluntarios receberam uma meticulosa profilaxia dentaria
com jato de bicarbonato, para que a PA fosse completamente removida da
superficie dos seus dentes. Simultaneamente, seis blocos de esmalte e dentina
foram separados para cada voluntario (n= 9), para os trés dias de coleta. Cada bloco
foi submetido também a uma profilaxia, antes da coleta da pelicula em cada um dos
trés dias, utilizando a pasta profilatica sabor tutti-fruti (Herjos, Vigodent, RJ), e uma
escova de Robinson (escova de Robinson para contra-angulo, Microdont, Socorro,
SP), Figura 5. Em seguida, os blocos foram fixados nas moldeiras de silicone com
cera utilidade (Wilson, Polidental, Cotia - SP), sendo os blocos de esmalte e dentina

alternados, para depois serem inseridos na cavidade bucal para formacéo da PA.
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Figura 5 — Profilaxia e fixag@o dos blocos de esmalte e dentina no dispositivo vestibular.

O procedimento para a coleta da PA foi idéntico nos 3 dias. Foi coletada a
pelicula formada nos tempos de 10 e 120 minutos, sendo a mesma coletada de 3
blocos de esmalte e 3 de dentina, em cada tempo. A distribuicdo dos blocos nas
moldeiras, e a coleta da PA nos mesmos, foram realizadas de forma aleatéria. Esses
tempos foram selecionados para que se pudesse comparar a COmposi¢ao proteica
da pelicula jovem e madura. O tempo maximo de 120 minutos foi escolhido para se
evitar a possivel agregacdo bacteriana, que poderia interferir nos resultados.
Durante este periodo, os voluntarios foram privados do consumo de alimentos e
bebidas.

ApOs os periodos experimentais (10 minutos e 120 minutos), os dispositivos
foram removidos da boca e lavados cuidadosamente com agua. Em cada tempo,
foram retirados 3 blocos de cada substrato para a coleta da PA, que foi feita com
auxilio de um papel filtro de eletrodos (electrode wick filter paper, de 5 X 10 mm,
Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), cortado ao meio, para diminuir o seu tamanho e
aumentar a area de contato, pré mergulhado em acido citrico 3% contendo coquetel
inibidor de proteases (Complete, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany; 10 uL de
coquetel concentrado 25X para 990 uL de acido citrico 3%). O papel filtro foi mantido
sobre os blocos com auxilio de uma pinca e friccionado (esfregado sem pressao)
sobre a superficie dos blocos de esmalte e dentina (SIQUEIRA et al., 2007b). O
mesmo papel filtro foi utilizado para coletar a PA dos 3 blocos de esmalte e um outro
dos 3 blocos de dentina obtidos de cada voluntario, em cada tempo.

No final de cada dia, os mesmos blocos de esmalte e dentina, de cada
voluntario foram armazenados em recipientes de plasticos, contendo saliva artificial
(KLIMEK; HELLWIG; AHRENS, 1982) por 24 horas. Por fim, cada amostra de PA foi
armazenada em criotubos individuais para facilitar o manuseio e evitar possiveis
degradacOes proteicas. Para a analise proteémica, foi feito um pool com os papeis

coletados nos 3 dias, de cada voluntario, para cada tempo (10 ou 120 minutos) e
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tipo de substrato (esmalte ou dentina). Portanto, para cada uma das condi¢oes
acima descritas, o pool continha 27 papeis (3 dias de coleta X 9 voluntarios). Apds a
coleta, os papeis foram armazenados a -80C até serem transportadas dentro de
criotubos, em temperatura ambiente, para a Schulich School of Medicine & Dentistry,
University of Western Ontario, Canada. Ao chegarem no laboratorio (Siqueira Lab.),

as amostras foram mantidas a -80°C até a analise.

4.5 Preparagao das amostras

Os experimentos de analise protedmica da PA foram realizados sob a
supervisao do Prof. Dr. Walter L. Siqueira, no Laboratorio de Bioquimica, Schulich
School of Medicine & Dentistry, University of Western Ontario (Canadd), dentro do
programa BEPE (FAPESP).

4.5.1 Eluicdo das proteinas da PA por sonicacao

Primeiramente foi necessério fazer a extracdo das proteinas coletadas nos
papeis filtro. Como mencionado acima, as amostras foram separadas em 4 grupos,
de acordo com o substrato e tempo de formagéo da PA, sendo feito um pool com os
9 papéis coletados por dia de cada grupo em um microtubo, totalizando 27 papéis
por grupo. Os papeis foram picotados, utilizando uma tesoura previamente
desinfetada em alcool 70% (Figura 6).
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1°DIA +2° DIA + 3° DIA 1°DIA +2° DIA + 3° DIA
Grupo de dentina 10 min. Grupo de esmalte 10 min.

oono
ooo

ooo
ooo

1° DIA + 2° DIA + 3° DIA 1° DIA + 2° DIA + 3° DIA
Grupo de dentina 120 min. Grupo de esmalte 120 min.
Figura 6 — Agrupamento das amostras de PA.

Em seguida, para a extragcdo das proteinas a partir dos papéis, foram
adicionados 200 pL de 50 mM de bicarbonato de amoénio (NH,HCO; pH 7,8) em
cada microtubo (contendo o pool dos 27 papeis). Na sequéncia, foi feita sonicacéo
durante 5 minutos em gelo. Este procedimento foi repetidos por mais 3 vezes, sendo
que cada vez a solucao era recuperada e colocada em um novo microtubo. Apos as
4 sonicacgles, as amostras foram centrifugada por 20 minutos a 14000 G, coletou-se
0 sobrenadante, e obteve-se um volume final de 800 pL. O procedimento de
centrifugacéo foi realizado para eliminar as fibras dos papéis filtros. Em sequida,
este volume final foi reduzido em SpeedVac (Eppendorf, Parkway, NY, EUA) até

atingir um volume de 300 pL para cada amostra.
4.5.2 Digestdo em solucéo

Em seguida, foi adicionado 50 pL da solucdo 1 (ureia 4 M + DTT 10 mM +
NH4HCO3; 50 mM, pH 7,8) sendo entdo feita incubacdo por 1 hora a temperatura
ambiente. Em sequéncia, foi adicionado 150 pL de solugéo 2 (50 mM NH4HCOs3, pH
7,8) sendo que o pH de cada amostra foi verificada, e quando necessario o pH das

amostras foi ajustado para 7,8 com TFA 50% (acido trifluoroacético) ou NaOH 1 M.
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Foi necessario ajustar o pH para 7,8, para que a digestao triptica tivesse seu efeito
maximo. Em amostras piloto, foi estimada a quantidade de proteinas em cada grupo,
através da técnica do acido bicinconinico (mBCA - Thermo Fisher Pierce, Rockford,
IL, EUA). Em seguida iniciou-se a digestao triptica, nas amostras apos a adicdo de
tripsina 2% (w/w) (Promega, Madison, WI, USA), onde estas permaneceram
incubadas por 16 horas a 37<TC.

ApoOs a incubacdo das amostras, as mesmas foram centrifugadas por 20
minutos a 14000 G, para que fosse possivel extrair o liquido sem que tivesse
interferéncia das fibras dos papéis filtro. O sobrenadante foi colocado em 2
microtubos diferentes (um contendo 100 pL, destinado a quantificacdo proteica e o
outro contendo 200 pL, destinado a andlise protedbmica). As amostras foram secas
no SpeedVac (Eppendorf, Parkway, NY, EUA).

4.5.3 Preparacao para a quantificacao de proteinas  da PA

A aliquota de 100 pL de amostra foi utilizada na quantificacdo de proteina
previamente a espectrometria de massas, pelo método mBCA (Protein Assay
Reagent Kit, Micro BCA, PIERCE). O método mBCA € um kit comercial de dosagem
de proteinas por amostra, que permite a detec¢do colorimétrica e a quantificacdo de
proteina. O método combina a reducdo de Cu™ a Cu® por proteinas em meio
alcalino (reaccéo do biureto) com a detecc¢éo colorimétrica, muito sensivel e seletiva,
do ion Cu*, usando um reagente contendo acido bicinconinico. Nesta reagédo forma-
se um produto de cor roxa, solivel em agua, com forte absorbéncia a 562 nm e
linear com concentragfes crescentes ao longo de uma gama extensa de
concentracbes de proteina (o kit Micro BCA foi optimizado para utilizagdo com
amostras de proteina diluidas de 0,5 - 20 ug / mL). Para que fosse feito a
quantificacdo, cada amostra foi ressuspensa em 300 puL de agua deionizada, e a
quantificacdo foi realizada em duplicata, seguindo as instru¢des do fabricante. Esta
quantificacdo pos-digestéo foi realizada com a finalidade de determinar a quantidade
de amostra necessaria para a analise em espectrometria de massas.

Apds secas no SpeedVac (Eppendorf, Parkway, NY, EUA), as amostras foram

submetidas ao procedimento conhecido por ZipTip®, com o objetivo de possibilitar a
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concentragdo e purificagdo de peptideos e proteinas de forma reprodutivel e com
alta recuperacéo, para melhoria da qualidade de dados.

As amostras foram ressupensas em 20 pL de solucéo de equilibrio/lavagem
(acido trifluoroacético 0,1%) e foi entdo iniciado o procedimento conhecido como
ZipTip®. Inicialmente, as ponteiras de ZipTip® C18 (Millipore Corporation, Billerica,
MA, EUA) foram lavadas com em acetonitrila 100%, por 4 vezes, sendo a solucao
dispensada em cada lavagem. Foi também realizada nova lavagem com a solucéo
de equilibrio/lavagem (&cido trifluoroacético 0,1%) por 5 vezes (ap6s cada lavagem a
solucdo foi dispensada). ApGs a assepsia da ponteira, esta foi carregada com as
amostras (aspirando e dispensando por 10 vezes), sendo na sequéncia realizada
uma lavagem com a solucado de equilibrio/lavagem (acido trifluoacético 0,1%) por 10
vezes (aspirando e dispensando). Na Ultima etapa, realizou-se a eluicdo das
amostras com acido trifluoroacético 0,1% + acetonitrila 80%, sendo os peptideos
eluidos por 10 vezes dentro do mesmo microtubo (aspirando e dispensando). Depois
deste processo, realizou-se a secagem das amostras (Speedvac, Eppendorf,
Parkway, NY, USA).

Em seguida, para a realizacdo da quantificagdo, as amostras foram entao
ressuspensas em 300 uyL de agua e submetidas a agitacdo (vortex). Foram
adicionadas nas placas para cultura celular (Biosystems), 150 yL de padrdo para
MBCA e 150 pL de WR (reagente de trabalho), em duplicata. Em outros pocos, foram
adicionados 150 uL de amostras de esmalte ou dentina (10 minutos ou 120 minutos)
+ 150 pL de WR, também em duplicata. A placa foi coberta com parafilme e tampa e
colocada a 37°C, por 2 horas. Depois, a placa foi mantida em temperatura ambiente
por 5 minutos. A absorbancia foi medida a 562 nm.

Foi construida uma curva padrédo, na qual a absorbancia dos padrbes foi
plotada contra a sua concentracéo proteica (ug/mL), corrigindo-se pelos valores do
Blank (Figura 7).
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Figura 7 - Curva padrdo do uBCA.

ApoOs as analises pelo método mBCA, a concentracdo média de proteinas
encontrada em cada pool foi 9,9, 9,3, 9,0 e 9,6 pg/mL para esmalte 10 minutos,
esmalte 120 minutos, dentina 10 minutos e dentina 120 minutos, respectivamente.

Em seguida, as amostras destinadas a espectrometria de massas (200 uL)
foram ressuspensas em 100 pL de tampdo de equilibrio (equilibration/washing
solution - TFA 0,1%), agitadas em vortex e submetidas ao procedimento de Zip
Tip®, como descrito acima. Ao final desse processo, as amostras foram
concentradas por SpeedVac (Eppendorf, Parkway, NY, USA), que foram
armazenadas a 4°C até a analise por espectrometria de massas (LTQ Velos,
Thermo Scientific, Sao Jose, CA, EUA).

4.6 Analise em nLC-ESI-MS/MS

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas com o nano-HPLC
Proxeon (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA), que permite as analises em
cromatografia liquida in-line em coluna capilar de silica fundida. Cada coluna era de
75 mm x 610 cm (Pico TipTM EMITTER, New Objective, Woburn, MA, EUA),




70 Material e Métodos

utilizando resina C-18 com poros de 5 ym e 200 A (Michrom BioResources,
Auburn, CA, EUA), ligado ao espectrometro de massa com ionizacdo por
electrospray (LTQ- Velos, Thermo Scientific, Sao Jose, CA, EUA), modo de pesquisa
de varredura na faixa de valores m / z 390-2000 em tandem MS / MS.

As amostras secas foram ressuspensas em 20 pL de acido férmico 1% e, em
seguida, submetidas ao nLC-ESI-MS/MS. O HPLC de fase reversa nanoflow foi
desenvolvido com gradiente linear de 85 minutos variando de 0% a 100% de
solvente B (acido formico 0,1% em acetonitrila) a uma taxa de fluxo de 200 nL/min
com uma pressao maxima de 280 bar. A tenséo de electrospray e a temperatura da
transferéncia de ions foram de 1,8 kV capilar e 250C, respectivamente. Cada
espectro pesquisado (MS) foi seguido por selecdo sequencial automatizada de sete

peptideos para CID, com exclusdo dinamica dos ions previamente selecionados.
4.6.1 Identificacdo e caracterizagdo de proteinas
Os dados obtidos das analises MS/MS foram comparados utilizando os

bancos de dados de proteinas humanas (UniProt TrEMBL, Swiss Institute of
Bioinformatics, Genebra, Suica, http://ca.expasy.org/sprot), utilizando o algoritmo

SEQUEST no software Proteome Discoverer 1.3 (Thermo Scientific, San Jose, CA,
EUA). Os filtros utilizados no SEQUEST como critério aplicado aos espectros
MS/MS foram 1,5, 2,5, 3,1, 3,1 e 4,5 para o Xcorr aplicado em adi¢cdo ao filtro
precolator. Os resultados das buscas foram filtrados por uma taxa de falsa
descobertas de 1%, utilizando uma estratégia de pesquisa de banco de dados
inversa. Todas as analises foram realizadas em triplicata, ou seja, cada grupo
deveriam ter espectros parecidos para serem considerados confiaveis.

As proteinas identificadas foram classificadas e especificadas de acordo com
a origem, funcdo biologica e funcdo na PA de acordo com RISON et al. (2000),
Zimmerman et al. (2013) e Uniprot (www.uniprot.org.com).
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4.7 Integracao e quantificagdo protedmica

Para analise prote6mica quantitativa, trés arquivos a partir dos dados MS de
cada grupo foram analisados usando o software SIEVE (Versdao 2.0 Thermo
Scientific, San Jose, CA, EUA). O processamento dos sinais foi realizado num total
de 12 arquivos MS brutos. O fluxo de trabalho experimental do SIEVE foi definido
como controle de comparacdo para as analises, onde uma classe de amostras €
comparada com um ou mais diferentes classes de amostras. Neste estudo, as
amostras de PA formada sobre dentina em 10 minutos foram comparadas com as
amostras de PA formada sobre esmalte, em 10 minutos. Da mesma maneira, as
amostras de PA formada sobre dentina em 2 horas foram comparadas com aquelas
formadas sobre o esmalte, no mesmo periodo. Para a etapa de alinhamento, um
anico arquivo MS pertencente ao grupo esmalte, no respectivo tempo, foi
selecionado como o arquivo de referéncia e os outros processos foram ajustados
para gerar a melhor correlacdo com este. Apos o alinhamento, os processos de
deteccdo e integracdo (ou framing) foram realizados utilizando o nivel de dados MS
com um recurso denominado "quadros de MS2 Scans". Com este tipo de
enquadramento (framing), somente os valores MS com razdo massa-carga (m/z)
associados as andlises MS2 sao utilizados. Quaisquer medicbes de m/z que nao
estivessem presentes em MS2 foram ignoradas. O software gerou entdo os quadros
(frames), e a partir da integracdo foram feitas as andlises estatisticas para cada
quadro (frame). Em seguida as sequéncias de peptideos obtidas a partir da pesquisa
de banco de dados usando o Algoritmo SEQUEST no Proteome Discoverer 1.3
foram importadas para o SIEVE. O filtro Percolator foi aplicado as sequéncias
peptidicas durante a importacdo, eliminando todas as sequéncias com g-value
maiores que 1% (taxa de falsa deteccdo). Os peptideos foram agrupados em
proteinas e entdo foi calculada a razdo e o valor de p. Foi utilizada uma média
ponderada das intensidades de peptideos para o célculo das proteinas. Desta forma,
0s peptideos com menor variagcdo em suas medi¢des de intensidade tém maior peso
na taxa global de proteinas. Isto é feito para diminuir a variancia das quantidades de
proteina com base no nivel de variagdo dos peptideos que compdem cada proteina.
Somente proteinas observadas nos dois grupos foram quantificadas. A abundéancia
relativa de uma proteina individual a partir do nivel do grupo esmalte foi considerada

significativamente diferente quando os valores observados foram menores que 0,75
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para diminuicdo e maiores que 1,25 para aumento de abundéancia. Além disso, foi
considerado o valor de p<0,05.




5 ResurLtapos E Discussio
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, o objetivo principal foi comparar o perfil protebmico da
PA formada sobre o esmalte e sobre a dentina in situ. Considerando-se que é
esperado que a composicao da pelicula fosse diferente de acordo com o tempo de
sua formacéo (LEE, Y.H. et al., 2013; SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012) a
mesma foi coletada em 2 diferentes tempos de formacgdo: 10 e 120 minutos,
correspondendo a uma pelicula jovem e madura, respectivamente.

Os cromatogramas base-pico para cromatografia de fase inversa monitorada
pelo espectrdmetro de massa, representando a intensidade de todos os ions de
peptideos da amostra em uma Unica corrida. Para cada grupo, foram realizadas
pelos menos 3 corridas, de 85 minutos cada. Os cromatogramas para cada grupo
tiveram aspecto similar entre si. Em geral, houve eluicdo dos peptideos no tempo
entre 14 e 52 minutos. O padrao de eluigcédo, entretanto, foi um pouco distinto para os
diferentes grupos. Para o esmalte 10 minutos (Figura 8A), a eluicao foi relativamente
constante ao longo do tempo, enquanto que para o esmalte 120 minutos, dentina 10
minutos e dentina 120 minutos, a eluicdo foi mais concentrada nos tempos de

retencao iniciais (entre 14 e 30 minutos) (Figuras 8B, 9A e 9B, respectivamente).
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Figura 8 - Cromatograma base-pico de cada grupo estudado. (A) pool de amostras de pelicula
adquirida do esmalte formada no tempo de 10 minutos. (B) pool de pelicula adquirida do esmalte
formada no tempo de 2 horas. A separagcdo de peptideos foi sucedida utilizando coluna de
cromatografia liquida de fase reversa com nano fluxo, e gradiente de eluicdo variando de 0 a 100%
de solvente B em 85 minutos.
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Figura 9 - Exemplo de cromatograma base-pico de cada grupo estudado. (A) pool de pelicula
adquirida da dentina formada no tempo de 10 minutos. (B) pool de pelicula adquirida da dentina
formada no tempo de 2 horas. A separacdo de peptideos foi sucedida utilizando coluna de
cromatografia liquida de fase reversa com nano fluxo, e gradiente de eluicdo variando de 0 a 100%
de solvente B em 85 minutos.
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Os ions peptideos obtidos foram identificados através da busca no banco de
dados utilizando o algoritmo SEQUEST, seguindo os critérios descritos nos
métodos. Um total de 290 proteinas diferentes foi identificado a partir da PA formada
in situ. A identificacdo de proteinas foi diferente de acordo com os tempos de
formacao da pelicula e substratos, sendo maior para o esmalte que para a dentina, e
para o tempo de 10 minutos, comparado ao tempo de 2 horas. Para o esmalte 10
minutos, esmalte 2 horas, dentina 10 minutos e dentina 2 horas, o nimero de
proteinas identificadas foi 160, 64, 86 e 52, respectivamente. As Figuras 10 e 11
mostram a distribuicdo do numero de proteinas identificadas, de acordo com o
tempo de formacéo da PA para o esmalte e dentina, respectivamente.

Distribuicao do numero de proteinas

identificadas no esmalte
180
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140
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Figura 10 - Distribuicdo do nimero de proteinas identificadas a partir da
PA formada sobre o esmalte em diferentes tempos.
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Figura 11. Distribuicdo do nimero de proteinas identificadas a partir da

PA formada sobre a dentina em diferentes tempos.

No presente trabalho, o nimero de proteinas identificadas no tempo de 10
minutos foi bem maior que aquele observado no tempo de 120 minutos, tanto para o
esmalte quanto para a dentina, sendo esta diferengca mais pronunciada para o
esmalte. Ha apenas um estudo na literatura até o momento que relata o pefrfil
protedmico em PAs formada sobre o esmalte em diferentes tempos. Os autores
coletaram PA formada in vivo sobre o esmalte em tempos de 5 minutos, 10 minutos,
1 hora e 2 horas e identificaram 89, 92, 107 e 101 proteinas, respectivamente (LEE,
Y.H. etal., 2013).

Estes dados diferem do presente trabalho, no qual, para o esmalte, nos
tempos de formacédo de 10 minutos e 2 horas foram identificadas 160 e 64 proteinas,
respectivamente, ou seja, houve uma grande diminuicdo no numero de proteinas
identificadas na PA de 2 horas. As raz0es para esta diferenca podem ser os
diferentes protocolos de coleta de PA empregados nestes 2 estudos, ja que 0s
procedimentos de analise protedmica foram estritamente os mesmos. No trabalho de
LEE et al., (2013) a PA foi coletada in vivo de dentes naturais, enquanto que no
presente trabalho a coleta foi in situ, de blocos de esmalte (3X3 mm), reduzindo
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assim a area disponibilizada para a formacdo da PA. Isto poderia ajudar explicar o
namero menor de proteinas identificadas a partir da PA formada sobre o esmalte no
tempo de 2 horas, mas ndo o maior numero de proteinas identificadas na PA
formada sobre este mesmo substrato no tempo de 10 minutos no presente trabalho.
Outra diferenca relativa ao procedimento de coleta da PA foi que no presente
estudo, para reducdo da protedlise das amostras, o procedimento da coleta foi
modificado em relagdo a estudos in vivo anteriores (SANTOS, 2013; LEE et al.,
2013; ZIMMERMAN et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2010; SIQUEIRA ; OPPENHEIM,
2009; SIQUEIRA et al., 2007b) pelo fato de se ter adicionado um coquetel contendo
inibidor de proteases (Complete, Roche Diagnostics) ao acido citrico a 3%, no qual
0s papéis para coleta de pelicula foram imersos. E possivel que o inibidor de
protease possa ter interferido nos resultados. Em relacdo ao numero de proteinas
identificadas na PA formada sobre a dentina, ndo é possivel tecer comparacfes com
a literatura, pois o presente trabalho é pioneiro neste sentido.

No presente estudo foram identificadas proteinas descritas na PA em estudos
prévios in vivo utilizando a mesma técnica proteémica tais como, estaterina, PRPs,
cistatinas, mucinas e anexina, entre outras (LEE, Y.H. et al., 2013; SIQUEIRA et al.,
2007a; SIQUEIRA et al., 2010; SIQUEIRA; OPPENHEIM, 2009; ZIMMERMAN et al.,
2013). Todas as proteinas descritas no presente estudo foram identificadas por no
minimo dois peptideos distintos e apareceram em pelo menos trés corridas de cada
grupo. As tabelas 1, 2, 3 e 4 mostram as proteinas identificadas para o esmalte 10
minutos, esmalte 2 horas, dentina 10 minutos e dentina 2 horas, respectivamente,
com o score de identificacdo, cobertura, peso molecular e ponto isoelétrico.

Para o grupo de esmalte 10 minutos, a taxa de identificacédo foi alta, com a
identificacdo de proteinas classicas como a anidrase carbdnica, anexina, mucinas,
cistatina, PRP e estaterina, contudo com a auséncia de outras proteinas classicas,
tais com histatinas e alfa amilase (LEE, Y.H. et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2007Db).
No grupo de esmalte 2 horas, a taxa de identificacdo foi ligeiramente reduzida em
relagdo aos trabalhos realizados in vivo, com auséncia de proteinas classicas como
alfa amilase, histatina e PRPs. Dentre as proteinas consideradas classicas na PA do
esmalte, foram identificada cistatina, estaterina e varias isoformas de mucinas. Um
fato que chamou a atencéo, dentre as proteinas identificadas na PA do esmalte, foi a

presenca de varias proteinas nao caracterizadas, que foi mais abundante para o
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tempo de formacdo de 10 minutos. Em adicdo, algumas das proteinas inicialmente
identificadas foram deletadas, ap6s conferéncia do nimero de acesso no UNIPROT.

Em geral, os resultados de identificacdo podem ser considerados satisfatorios.
Entretanto, para uma melhoria na identificacdo de proteinas, bem como para se
obter uma maior identificacdo de proteinas classicamente descritas na PA do
esmalte, poder-se-ia pensar em realizar a coleta sem a utilizagdo do inibidor de
proteases adicionado ao acido citrico 3%, bem como formacgédo da PA in vivo ou
ainda in situ, empregando um maior numero de blocos de esmalte ou blocos de

esmalte maiores, para aumentar a area superficial de contato com a saliva.
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Tabela 1. Proteinas presentes na PA formada in situ sobre o esmalte no tempo de 10 minutos.
Ne° de . PM
- Nome da proteina Score Coverage #AAs [kDa] pl
Q712M9 5-hydroxytryptamine receptor 4 11,36 7.24 428 48,2 8,18
HOYEJ5 7-dehydrocholesterol reductase 6,60 2694 245 276 9,36
QSTE57 ﬁ6d|smtegr|n and metalloproteinase with thrombospondin motifs 5.60 351 1224 1361 863
P60709 Actin, cytoplasmic 1 11,49 1360 375 41,7 5,48
A7E242 A-kinase anchor protein 6 7,68 6,23 1075 120,2 5,10
P04083 Annexin Al 16,34 10,12 346 38,7 7,02
B5BU38 Annexin 16,34 10,12 346 38,7 7,02
HOYHB1 Arf-GAP with GTPase, ANK repeat and PH domain-containing 3.19 592 160 185 1043
protein 2
HOYBE7 Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain- 509 3.37 950 1052 7.40
containing protein 1
Q09428 ATP-binding cassette sub-family C member 8 6,36 3,73 1581 176,9 7,81
Q562R1 Beta-actin-like protein 2 11,69 7,18 376 42,0 5,59
Q2F3K1 Calcium sensing receptor 6,63 6,79 501 559 7,64
G3V4C0 Calmin 6,72 26,32 133 145 9,63
Q9UBLO cAMP-regulated phosphoprotein 21 12,81 3,45 812 89,1 6,95
P23280 Carbonic anhydrase 6 2,64 2,92 308 353 7,02
A7LI12 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 16 24,24 9,18 425 458 6,35
Q8N3K9 Cardiomyopathy-associated protein 5 6,30 1,47 4069 448,9 4,78
HOYDW?7 CD44 antigen 6,65 29,17 240 26,0 5,29
P01036 Cystatin-S 885 12,77 141 16,2 5,02
094875 Sorbin and SH3 domain containing 2 12,32 5,00 1200 134,4 8,53
cDNA FLJ35471 fis, clone SMINT2006708, highly similar to
B3KS48 Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 31 (USP31) 635 1039 645 682 1018
Q8N903 cDNA FLJ38624 fis, clone HEART2008994 9,24 10,94 457 495 9,35
cDNA FLJ41718 fis, clone HLUNG2013097, highly similar to
B3KVY2 SPLICING FACTOR, ARGININE/SERINE-RICH 2 (e 9.74 195 224 1163
BADMX?2 cDNA FLJ51250, highly similar to Plasma kallikrein (EC 628 1245 514 576 834
3,4,21,34)
B7Z3F1 cDNA FLJ52429, weakly similar to LIM domain only protein 7 6,47 5,36 821 92,8 6,98
B4ADNT7 cDNA FLJ53070, highly similar to Macrosialin 6,50 8,24 340 36,0 8,87
B4ADS89 cDNA FLJ53091, highly similar to GDNF family receptor alpha-2 6,82 14,20 331 36,4 8,15
BAEOFO cDNA FLJ53428, highly similar to Disco-interacting protein 2 6.35 604 1110 1194 824
homolog A
B4DJU9 cDNA FLJ55278, highly similar to AF4/FMR2 family member 1 6,48 7,18 849 916 942
BADRW1 cDNA FLJ55805, highly similar to Keratin, type Il cytoskeletal 4 15,80 4,43 474 51,7 6,81
B773E7 gli)l:l;\nFi_J56510, highly similar to Tumor suppressor p53-binding 5.82 278 1760 189.8 469
B4EOUS cDNA FLJ56707, highly similar to Serine/threonine-protein kinase 6,59 21,83 284 31,3 9,73
B7Z2A6 Liprin-alpha-2 3,50 156 1152 131,4 6,70
B4DR10 Rho-GTPase-activating protein 7 6,51 6,59 1017 114,121 7,77
B72759 cDNA FLJ61672, highly similar to Proteoglycan-4 6,00 4,87 904 948 9,42
Q14511 Enhancer of filamentation 1 4,56 3,72 834 929 6,70
ASKSR2 cDNA FLJ77293, highly similar to Homo sapiens vasohibin 1 32057 17.81 365 409 954

(VASH1), mRNA
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A8K8U1
B4DWY9

A8K2I0

F5H2E2
Q8IWY9
Q02388
B3KQY9
B3KRQ8
Q63HNS
Q5XX13
Q5CZCo
F8WOW?2
E7EV53
E7EV50
C9J3Q2
HOY6I0
Q86Y00
014686
P10915
P01591
D6RHJ6
Q9H1B7
HE6VRG2
AL1A4EQ
P13646
P02533
P04264
P02538
A5YKKS5
Q5T7N2
Q13136
Q8TDL5

Q5TCQ9

FSWEW5
H7C066
G3CIGO
AOT3F4
Q8WXI7
B5ME49
Q9HC84
QBW4X9
G3CIH4
G3CIH6
Q9Y3S4
P98088

cDNA FLJ77762, highly similar to Homo sapiens cullin-
associated and neddylation-dissociated 1 (CAND1), mRNA

cDNA FLJ53625, moderately similar to WD repeat and FYVE

domain-containing protein 3

cDNA FLJ78504, highly similar to Homo sapiens keratin 6A

(KRT6A), mRNA

CLIP-associating protein 1

Codanin-1

Collagen alpha-1(VII) chain

DNA-directed RNA polymerase

DNA-directed RNA polymerase

E3 ubiquitin-protein ligase RNF213

F-box/WD repeat-containing protein 10

Fibrous sheath-interacting protein 2

G protein-coupled receptor kinase 6
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-6
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2
Glutaminase liver isoform, mitochondrial

Golgin subfamily A member 4

GTF2IRD2B protein

Histone-lysine N-methyltransferase 2D
Hyaluronan and proteoglycan link protein 1
Immunoglobulin J chain

Immunoglobulin J chain

Interferon regulatory factor 2-binding protein-like
Keratin 1

Keratin 13

Keratin, type | cytoskeletal 13

Keratin, type | cytoskeletal 14

Keratin, type Il cytoskeletal 1

Keratin, type Il cytoskeletal 6A

KIAA0232

LINE-1 type transposase domain-containing protein 1

Liprin-alpha-1
BPI fold-containing family B member 1

Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-

containing protein 3

Membrane-associated phosphatidylinositol transfer protein 3

Methyl-CpG-binding domain protein 5 (Fragment)
MUC19 variant 12

Mucin 4

Mucin-16

Mucin-16

Mucin-5B

Mucin-6

MUCL19 variant 17 (Fragment)
MUC19 variant 19 (Fragment)
MUC-B1 protein (Fragment)
Mucin-5AC (Fragments)

6,59

8,71

13,65

5,91
5,28
5,86
475
13,04
9,57
8,04
6,42
6,53
5,79
9,61
5,65
5,71
9,89
7,28
10,75
9,71
6,27
6,70
24,67
40,28
107,70
11,35
7,83
17,93
5,74
4,99
6,64
4,74

4,41

5,87
5,80
14,10
23,24
33,24
12,59
6,37
5,77
3,23
3,20
3,10
3,55

4,39

7,05

6,91

2,97
2,61
1,70
6,69
5,01
0,96
1,71
0,58
1,66
10,84
511
19,02
2,33
11,26
1,25
10,17
51,09
29,94
9,67
8,54
9,61
9,61
7,42
5,28
3,72
2,65
3,01
4,16
8,68

2,12

3,09
4,42
1,63
3,90
1,59
0,55
0,79
1,97
12,41
9,80
27,35
0,56

1230

624

564

1245
1227
2944
523
838
5207
1052
6907
542
443
411
184
2099
444
5537
354
137
157
796
644
458
458
472
644
564
1395
865
1202
484

1506

938
1064
8384
1437

22152 2351,2
14507 1518,2

5703
2439
282
296
117
5030

136,2

69,2

60,0

136,6
134,0
295,0
58,8
94,3
591,0
119,8
780,1
62,2
49,7
47,5
20,3
246,5
50,8
593,0
40,1
15,6
17,7
82,6
66,0
49,6
49,6
51,6
66,0
60,0
154,7
98,8
135,7
52,4

165,5

102,6
111,7
804,8
151,9

590,1
256,9
29,5
30,6
12,5
526,3

5,83

7,30

8,00

8,79
6,77
6,27
7,25
8,46
6,48
9,39
6,71
8,10
8,41
9,16
10,08
5,39
7,43
5,58
7,42
4,73
6,32
8,24
8,12
4,96
4,96
5,16
8,12
8,00
4,78
4,93
6,29
7,23

8,02

7,66
9,55
5,01
6,80
6,00
5,26
6,67
7,39
4,82
4,73
9,82
6,90
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ASMX12
A6NIU4
Q92827
E9PAV3
HOYA93
A2A2V2
B7Z9A6
Q6P4R8
C9JCRS
QO5BP9
Q8NDF8
Q9GZU2
Q8NEN9
Q96Q06
Q72443
ASA3EOD
Q32083
Q9Y4D8
P12273
QOUPAS5
Q8N807
Q9H7U1
QoULI3
Q9Y5I3
A2A3NG
Q9COFO
Q5JV90
Q63HQ7
Q6MZWO
E9PL31
E7EX08
G3V112
AOPJ83
Q59HG6
B3KX27
B1APS8
HOYGL9
Q15413
Q6UWB4
Q8IYB3
Q96Q15
Q9Y6X0
E7ET49
Q5SXM2
Q7RTM4
Q76KD6
E7END2
B3KUY1

Myomesin-1
Myomesin-3
Myosin-1D

Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha

NEDD4-binding protein 2

RNA-binding protein 34

N-sulphoglucosamine sulphohydrolase

Nuclear factor related to kappa-B-binding protein
Nuclear receptor coactivator 3

OLIG2 protein

PAP-associated domain-containing protein 5
Paternally-expressed gene 3 protein

PDZ domain-containing protein 8

Perilipin-4

Polycystic kidney disease protein 1-like 3

POTE ankyrin domain family member F

PPIL4 protein

Probable E3 ubiquitin-protein ligase HECTD4
Prolactin-inducible protein

Protein bassoon

Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis
Serine-rich coiled-coil domain-containing protein 2
Protein HEG homolog 1

Protocadherin alpha-1

Putative PIP5K1A and PSMD4-like protein
Putative Polycomb group protein ASXL3

Putative uncharacterized protein DKFZp564P1772
Putative uncharacterized protein DKFZp686A1736
Putative uncharacterized protein DKFZp686J11235
Proline-rich protein 18 (Fragment)

Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1
Regulator of G-protein signaling 22

REST protein

Rho GTPase activating protein 6 isoform 1 variant
Rhophilin-2

Ribosomal protein S6 kinase delta-1

Ryanodine receptor 2

Ryanodine receptor 3

Serine protease 55

Serine/arginine repetitive matrix protein 1
Serine/threonine-protein kinase SMG1
SET-binding protein

Sn1l-specific diacylglycerol lipase beta
snRNA-activating protein complex subunit 4

Spectrin-like protein of the nuclear envelope and Golgi

Speriolin
Sperm-specific antigen 2
Splicing factor, arginine/serine-rich 2, isoform CRA d

6,72
5,74
27,47
6,31
6,88
12,65
6,31
5,81
4,94
6,44
6,38
7,70
21,31
13,12
6,97
19,69
5,18
12,12
12,47
9,74
13,41
6,56
6,90
41,56
6,51
6,02
6,80
7,20
6,54
2,59
13,39
10,68
6,04
11,84
6,00
6,87
7,57
23,62
6,61
14,60
7,71
4,14
7,12
6,53
9,14
8,57
22,44
9,13

4,63
3,29
10,47
4,43
4,29
9,56
13,17
2,69
2,30
10,74
11,89
1,45
2,86
5,38
3,75
3,16
9,56
1,03
13,70
1,73
3,60
7,19
4,27
4,74
3,02
1,82
6,85
5,83
13,83
16,24
5,73
1,94
10,22
1,92
11,30
6,64
0,85
0,49
10,23
3,65
1,56
1,50
11,25
3,27
0,37
3,72
1,94
6,70

1685
1214
401
2078
1400
408
205
1299
1350
270
572
1588
1154
1357
1732
1075
387
3996
146
3926
584
834
1381
950
862
2248
934
1114
506
117
1291
1083
460
729
416
1054
4951
4870
352
904
3661
1596
631
1469
8407
591
1084
209

187,6
136,4
44,6
205,3
158,1
45,9
21,6
138,9
147,4
27,3
63,2
180,7
128,5
134,3
195,8
121,4
44,2
439,1
16,6
416,2
66,6
93,5
147,4
102,9
95,0
241.8
103,9
124,8
54,4
11,9
144,3
126,1
52,2
79,7
46,6
117,2
562,5
551,7
38,8
102,3
410,2
174,9
68,9
159,3
965,7
62,4
1191
24,2

6,98
6,62
5,22
9,58
5,82
10,08
11,40
9,25
7,05
9,41
8,98
5,48
6,09
8,73
8,48
6,20
511
6,19
8,05
7,55
6,86
6,87
6,18
5,15
571
6,14
8,15
5,97
6,77
11,94
9,28
8,21
8,34
8,97
8,24
4,87
6,11
5,68
7,53
11,84
6,46
9,74
6,55
8,28
5,55
8,19
5,34
11,94
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P02808
Q7Z7G0
060343

G3v470

E7ERH1
D3DPGO
Q6PRX2
HOY2MO
Q9HCJO
Q9H2D6
B4DIL8
Q6ZU65
D3DVAS
B7WPF4

FAMH43

E1U1IM3

ABNGGS
QOUF83
Q8N7P7
Q9Y2F5
Q96PY0
Q5HYC2
075445
QB6IRTO
B7Z6A0
A4UGR9
QOULM3
P15822
Q59FE0
043149

Statherin
Target of Nesh-SH3
TBC1 domain family member 4

Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and
dual-specificity protein phosphatase PTEN

Tensin-1

Titin, isoform CRA_a

Transducin-like enhancer of split 3 splice variant 2
Transmembrane protein 131-like

Trinucleotide repeat-containing gene 6C

TRIO and F-actin-binding protein

Tuberin

Ubinuclein-2

Ubiquilin 4, isoform CRA_a

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked

transcript variant 4

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked

transcript variant 47

Uncharacterized protein C2orf71
Uncharacterized protein DKFZp434B061
Uncharacterized protein FLJ40521
Uncharacterized protein KIAA0947
Uncharacterized protein KIAA1908
Uncharacterized protein KIAA2026

Usherin

USP32 protein

UV radiation resistance-associated gene protein
Xin actin-binding repeat-containing protein 2
YEATS domain-containing protein 2

Zinc finger protein 40

Zinc finger protein 41 variant

Zinc finger ZZ-type and EF-hand domain-containing protein 1

17,53
6,66
5,89

4,62

13,24
16,44
8,28
11,67
6,95
6,85
10,38
10,04
6,43
8,29

7,82

26,40

7,84
6,24
5,91
7,12
6,64
8,98
9,58
4,54
8,43

42,49
7,26
5,10
9,91
6,51

53,23
5,40
3,70

1,96

6,67
0,35
7,56
2,09
2,96
1,90
6,32
3,34
8,98
3,13

3,98

6,41

4,81
9,04
9,96
1,90
24,62
3,57
1,63
7,08
20,78
1,22
4,78
1,21
9,31
2,13

62
1075
1298

1481
780

34942 3878,8

767
1387
1690
2365
1692
1347
423
2460

955

1342

1288
564
452

2266
264

2103

5202
367
255

3374

1422

2718
698

2961

7,3
118,6
146,5

166,8
85,6

82,8
154,6
175,9
261,2
187,8
146,0

46,0
277,2

105,1

148,9

139,6
59,4
48,3

247,7
28,2

227,9

575,2
40,7
27,5

382,1

150,7

296,7
80,2

330,9

8,47
9,44
7,01

8,92

7,42
6,38
7,20
6,76
6,96
8,48
6,93
9,19
4,79
6,28

7,78

7,55

8,07
13,07
9,94
5,48
11,15
9,04
6,83
6,68
5,64
6,38
8,98
7,84
9,01
5,95
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Tabela 2. Proteinas presentes na PA formada in situ sobre o esmalte no tempo de 2 horas.

AIE(Z::O Nome da proteina Score Coverage #AAs [IFDI\Q] pl

C9JLQ8 Adipocyte enhancer-binding protein 1 511 1543 162 181 9,32
Q5Y190 Anchor protein 8,09 0,86 4186 453,0 6,83
B7ZLW1 CAMSAPL1 protein 8,34 2,86 1467 163,2 6,95
Q8N4F0 BPI fold-containing family B member 2 497 10,04 458 49,1 8,72
BADTX1 ggrll\:g}nlzirl;;SpS’ri?g,nhllghly similar to SAM and SH3 domain- 6.41 475 695 765 6,60
B72582 cDNA FLJ53638, highly similar to Annexin A6 3,14 5,48 547 61,8 5,54
B7Z6W9 cDNA FLJ54555 9,38 15,67 300 33,6 9,09
ABKZHO (1) wanscriptvarent 1 mRNA 637 1441 458 495 492
P00450 Ceruloplasmin 3,15 1,88 1065 122,21 5,72
Q14781 Chromobox protein homolog 2 5,85 9,02 532 56,0 10,01
P01036 Cystatin-S 7,76 12,77 141 16,2 5,02
D3DRA2 Collagen, type XVII, alpha 1, isoform CRA_b 6,70 1,80 1497 150,4 8,79
Q9BXJ5 Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 2 11,40 5,96 285 29,9 8,87
P01024 Complement C3 4,89 2,47 1663 187,0 6,40
BOI1SO DYNC2H1 variant protein 6,14 0,86 4307 492,3 6,52
Q9P2D7 Dynein heavy chain 1, axonemal 9,20 0,48 4330 493,6 5,94
E9PHM6 Dystonin 4,69 0,22 5457 624,6 5,72
P22681 E3 ubiquitin-protein ligase CBL 6,57 3,64 906 99,6 6,54
A2RUE7 Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate 3A 5,41 3,23 1115 1255 7,77
Q9NR48 Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L 9,92 1,62 2969 332,6 9,39
P01876 Ig alpha-1 chain C region 3,19 10,76 353 37,6 6,51
Q96768 Histone-lysine N-methyltransferase SETDB2 9,63 8,21 719 818 7,50
A1A4E9 Keratin 13 9,38 12,66 458 49,6 4,96
P13646 Keratin, type | cytoskeletal 13 19,18 12,66 458 49,6 4,96
Q2XSU5 KIR3DL2 (Fragment) 12,50 10,93 421 46,6 851
Q19KS2 Lactoferrin (Fragment) 2,25 2,55 353 39,1 9,03
E9PGE3 LIM/homeobox protein Lhx8 6,22 13,87 346 38,1 8,16
Q9NR99 Matrix-remodeling-associated protein 5 11,21 2,26 2828 312,0 8,32
Q6NUQ9 Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1 6,75 6,47 711 77,4 4,98
E9PRO5 Histone-lysine N-methyltransferase MLL 4,85 2,43 1439 155,4 10,36
G3CIGO MUC19 variant 12 6,42 0,82 8384 804,8 5,01
B5ME49 Mucin-16 24,88 1,43 14507 1518,2 5,26
Q7Z5P9 Mucin-19 6,48 0,85 6254 597,8 5,00
E7EPM4 Mucin-17 3,11 0,75 4262 4253 4,03
HOY2Y1 Mucin-4 beta chain 20,02 21,53 144 154 10,81
H7BYZ0 Mucin-5B 6,64 1,28 5528 574,3 6,80
08N6B4 Myelqid/lymphoid or mixed-lineage leukemia/clathrin assembly 4.25 6,01 509 634 9,26

protein fusion protein
Q92827 Myosin-ID (Fragment) 7,99 10,47 401 446 5,22
Q5T321 Neurobeachin 5,82 1,29 2943 327,3 6,16
Q9P242 Neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase 6,79 6,74 653 705 8,48
adapter 2
A2A2V2 RNA-binding protein 34 22,40 5,39 408 45,9 10,08
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P16234
QOUPAS5
Q8N807
Q659A9
Q6MZKS
Q6GYQO
B4DJW3
E7EVZ3
Q15413
Q8IYB3
C9J6S8
QINQUS5
Q8IYT8
075691
E7END2
P02808
E7ERH1
D3DPGO
G3V220
A4UGR9
B2RBPO
060293
Q6AHZ1

Platelet-derived growth factor receptor alpha
Protein bassoon

Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis
Putative uncharacterized protein DKFZp54710910
Putative uncharacterized protein DKFZp686K06110
Ral GTPase-activating protein subunit alpha-1
Renalase

Retinoic acid-induced protein 1

Ryanodine receptor 3

Serine/arginine repetitive matrix protein 1
Serine/threonine-protein kinase 19
Serine/threonine-protein kinase PAK 6
Serine/threonine-protein kinase ULK2

Small subunit processome component 20 homolog
Sperm-specific antigen 2

Statherin

Tensin-1

Titin, isoform CRA_a

Transcription elongation regulator 1, isoform CRA ¢
Xin actin-binding repeat-containing protein 2

Zinc finger and BTB domain containing 40, isoform CRA_a
Zinc finger C3H1 domain-containing protein

Zinc finger protein 518A

6,40
6,21
6,48
7,61
5,20
10,89
14,62
6,01
11,65
25,79
10,04
8,97
6,58
7,63
13,89
3,28
9,73
31,51
3,29
56,56
5,78
8,11
6,87

0,92
1,25
3,60
3,54
2,28
0,49
25,00
1,95
0,49
3,65
20,54
3,38
5,60
0,90
5,26
48,39
4,10
0,50
1,65
1,66
11,96
2,11
5,12

1089
3926
584
819
2060
2036
232
1640
4870
904
112
681
1036
2785
1084
62
780

34942 3878,8

1032
3374
418
1989
1483

122,6
416,2
66,6
93,6
226,3
229,7
25,8
175,3
551,7
102,3
12,3
74,8
112,6
318,2
119,1
7,3
85,6

116,1
382,1
47,1

226,2
166,7

5,17
7,55
6,86
7,90
4,44
6,19
5,86
9,14
5,68

11,84

11,00
9,52
8,53
7,39
5,34
8,47
7,42
6,38
8,46
6,38
7,39
8,13
9,28
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As proteinas identificadas para a dentina, nos tempos de formagédo de 10
minutos e 2 horas estdo listadas nas tabelas 3 e 4, respectivamente. O nimero de
proteinas identificadas para o tempo de 10 minutos de formacdo da PA (86
proteinas) foi bastante reduzido em relacdo aquele observado para o esmalte no
presente trabalho, no mesmo tempo de formag&o, mas foi bastante parecido com o
numero de proteinas identificado a partir da pelicula formada in vivo sobre o
esmalte, no tempo de 10 minutos (92 proteinas; (LEE, Y.H. et al., 2013). Foram
observadas proteinas classicamente identificadas no esmalte em outros estudos
proteébmicos, como anexina, cistatina, anidrase carbdnica, imunoglobulinas e varias
isoformas de mucina, mas ndo foram detectadas outras proteinas classicas, tais
como estaterina, PRPs, histatinas e alfa amilase (LEE, Y.H. et al., 2013; SIQUEIRA
et al., 2007b). Ja para o tempo de formacédo de 2 horas, como observado para o
esmalte, houve redugcdo no numero de proteinas identificadas (52).

Dentre as proteinas identificadas destacam-se isoformas de anexina, mucina,
lactoperoxidase, anidrase carbbnica e colageno. Também foram observadas
proteinas ndo caracterizadas na PA de dentina (9 para o tempo de 10 minutos e 3
para o tempo de 2 horas de formacgé&o). Seria interessante, como sugerido para o
esmalte, coletar pelicula formada sobre a dentina in vivo. Isto poderia ser feito em
pacientes portadores de recessdo gengival ou com lesdes cervicais ndo cariosas,

por exemplo.
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Tabela 3. Proteinas presentes na PA formada in situ sobre a dentina no tempo de 10 minutos.

at:lt:sds% Nome da proteina Score Coverage #AAs [kPDI\g] pl
P60709 Actin, cytoplasmic 1 32,92 12,27 375 41,7 5,48
H7C3S1 Actin-binding protein anillin 10,96 15,25 236 26,6 9,47
P04083 Annexin Al 16,81 10,12 346 38,7 7,02
B5BU38 Annexin 16,81 10,12 346 38,7 7,02
Q6WG78 Antigen MLAA-14 9,61 23,44 256 28,5 6,27
F8V7ZK3 gﬁ(l)(:sig?o/g?elggg;slz-ldgpendent 3',5'-cyclic nucleotide 670 10,99 191 214 885
B7ZLW1 CAMSAP1 protein 16,86 5,73 1467 163,2 6,95
P23280 Carbonic anhydrase 6 3,12 292 308 35,3 7,02
Q8NAT4 cDNA FLJ34815 fis, clone NT2NE2007786 4,76 21,43 154 16,511,90
B4DWUG6 cDNA FLJ51361, highly similar to Keratin, type Il cytoskeletal 6A 38,84 4,04 520 55,8 6,48
cDNA FLJ51771, highly similar to SWI/SNF-related matrix-
B4DZCO associatedactin-dependent regulator of chromatin subfamily A 9,28 4,42 995 116,7 8,34
member5
BADL23 70 kDa (CEPL70). ranserpt variant alph, mRNA 049 480 911 1017 6,64
BADRW1 cDNA FLJ55805, highly similar to Keratin, type Il cytoskeletal 4 51,93 15,40 474 51,7 6,81
BAE187 ((:':Drl;lg\mFeLr\]]t?OOSB, highly similar to Zinc finger protein 638 617 568 880 97.2 756
ABKZHO. (R T15) ranscrptvarint L mRNA. 0 8014 1043 458 495 492
014646 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1 19,80 3,92 1710 196,6 7,14
P48444 Coatomer subunit delta 13,97 17,42 511 57,2 6,21
P01024 Complement C3 526 241 1663 187,0 6,40
P01036 Cystatin-S 3,90 12,77 141 16,2 5,02
E9PPH6 Exophilin-5 13,25 5,31 1733 193,0 8,46
D3DX70 GRIP and coiled-coil domain containing 2, isoform CRA_a 16,00 2,08 1583 184,5 5,10
G5EA02 HCG21296, isoform CRA ¢ 6,88 2,47 2104 236,5 6,16
Q9NR48 Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L 6,81 1,58 2969 332,6 9,39
P10915 Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 8,33 10,17 354 40,1 7,42
P01877 Ig alpha-2 chain C region 159 2,06 340 36,5 6,10
P01857 Ig gamma-1 chain C region 3,36 4,24 330 36,1 8,19
P01861 Ig gamma-4 chain C region 3,10 9,48 327 359 7,36
Q93033 Immunoglobulin superfamily member 2 491 3,33 1021 115,0 6,96
Q59EZ3 Insulin-like growth factor 2 receptor variant 4,72 0,62 2414 265,9 5,83
P13646 Keratin, type | cytoskeletal 13 132,56 14,63 458 49,6 4,96
P02533 Keratin, type | cytoskeletal 14 9,72 3,81 472 51,6 5,16
P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 16,62 3,73 644 66,0 8,12
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P02538
Q9BTIO
B1AL11

Q6ZWB8
F5H689

QINR99
AOT3F4
QBWXI7

E7EPM4
G3CIGO
B1AVQ5
E9PJC5
Q14324
Q14214
Q09666
P80188
A2A2V2
Q96Q06

C9IMW3
P01833

Q4G0U5
P12273

Q9UPA5
Q8N807
QOULI3
Q5T8A7

Q59H55

A8BMT19
Q6WKZ4
F8W6WS

Q4VXBO

Q15413
Q8IYB3
QINQUS5
H7C1X5
A6NHU9
Q9P2P6
E7ERH1

Keratin, type Il cytoskeletal 6A

KIAA1632 protein

Leucine zipper putative tumor suppressor 2
MAPG6 protein

Maternal embryonic leucine zipper kinase
Matrix-remodeling-associated protein 5
Mucin 4

Mucin-16

Mucin-17

MUC19 variant 12

Mucin 1, cell surface associated

Mucin-6 (Fragment)

Myosin-binding protein C, fast-type

Nebulin

Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
RNA-binding protein 34

Perilipin-4

Poliovirus receptor-related protein 3
Polymeric-immunoglobulin receptor
Primary ciliary dyskinesia protein 1
Prolactin-inducible protein

Protein bassoon

Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis
Protein HEG homolog 1

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 26

Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 isoform 2

variant
Putative rhophilin-2-like protein
Rab11 family-interacting protein 1

Regulating synaptic membrane exocytosis protein 2

RING finger and CCCH-type zinc finger domain-containing

protein 2

Ryanodine receptor 3

Serine/arginine repetitive matrix protein 1
Serine/threonine-protein kinase PAK 6

SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2
SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2
StAR-related lipid transfer protein 9

Tensin-1 (Fragment)

38,84
20,13
10,61
8,95
17,31
6,86
147,91
19,08
6,51
11,24
3,26
2,58
12,13
13,44
9,91
4,76
22,47
6,42
7,10
11,02
6,93
5,19
517
7,39
6,53
4,55

5,73

5,78
6,27
38,91

7,57

24,93
22,13
13,22
6,37
4,77
6,39
43,86

3,72
6,14
6,03
4,96
6,72
1,98
3,90
0,48
1,67
1,04
6,53
11,05
1,67
1,09
0,75
16,67
3,68
4,05
35,12
3,80
4,88
10,96
1,07
3,60
4,27
2,40

1,52

7,38
2,49
3,27

2,67

0,49
2,99
4,70
3,90
1,46
0,94
4,10

564
505
199
484
610
2828
1437
22152
4262
8384
475
181
1141
2472
5890
198
408
1357
168
764
840
146
3926
584
1381
1209

2434

583
1283
1253

935

4870
904
681

1128

1850

4700
780

60,0
56,9
20,7
51,3
70,1
312,0
151,9
2351,2
425,3
804,8
49,2
19,3
128,0
285,6
628,7
22,6

8,00
6,09
9,51
8,90
9,04
8,32
6,80
6,00
4,03
5,01
6,90
7,84
7,52
9,13
6,15
8,91

45,910,08

134,3
18,4
83,2
96,8
16,6

416,2
66,6

147,4

127,3

271,3

65,9
137,1
1421

103,7

551,7

8,73
6,86
5,74
8,62
8,05
7,55
6,86
6,18
8,59

6,52

6,98
5,47
9,31

8,41

5,68

102,311,84

74,8
121,1
201,2
516,0

85,6

9,562
5,62
6,86
6,32
7,42
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Q13647
D3DPGO
F8WCH2
Q72271
Q86U96
QOUIGO
Q70CQ4

F4AMH91

E1U199

Q68DN1
Q8NAT4
Q5T230
Q15061
P30291
A4UGR9
HOYC29

Testis specific basic protein

Titin, isoform CRA_a

Transducin-like enhancer protein 2
Treslin

TUBGCPZ2 protein

Tyrosine-protein kinase BAZ1B
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 31

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked
transcript variant 49

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked
transcript variant 56

Uncharacterized protein C20rf16

cDNA FLJ34815 fis, clone NT2NE2007786
Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1
WD repeat-containing protein 43

Weel-like protein kinase

Xin actin-binding repeat-containing protein 2

Zinc finger transcription factor Trps1 (Fragment)

6,08
27,04
6,88
6,10
7,62
6,51
8,55

20,89

25,88

8,17
4,76
5,33
5,93
5,64
64,17
5,13

8,63

0,34

8,36

2,72
25,61
1,62

5,18

7,52

6,68

2,92
21,43
13,20

7,09

6,19

1,22

6,20

568
34942
706
1910
82
1483
1352

1264

1392

1984
154
341
677
646

3374
694

63,3 9,48
3878,8 6,38
75,3 6,24
210,7 8,78
8,7 8,06
170,8 8,48
146,6 9,22

139,6 7,91

154,3 7,85

224,210,08
16,511,90
36,410,90
74,8 5,57
71,6 6,77
382,1 6,38
76,2 6,07
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Tabela 4. Proteinas presentes na PA formada in situ sobre a dentina no tempo de 2 horas.

AIE(Z::O Nome da proteina Score Coverage #AAs [kPDI\g] pl
Q5Y190 Anchor protein 9,27 1,62 4186 453,0 6,83
Q5JPF3  Ankyrin repeat domain-containing protein 36C 6,24 2,36 1778 199,6 7,83
P04083 Annexin Al 10,75 10,12 346 38,7 7,02
B5BU38 Annexin 10,75 10,12 346 38,7 7,02
Q68DE3 Basic helix-loop-helix domain-containing protein KIAA2018 5,66 2,36 2245 2415 7,61
Q5H9F3 BCL-6 corepressor-like protein 1 7,04 4,15 1711 182,4 7,24
Q562R1 Beta-actin-like protein 2 10,76 7,18 376 42,0 5,59
cDNA FLJ16752 fis, clone BRACE2013010, highly similar to
B3KVM6 Homo sapiens human immunodeficiency virus type | enhancer 5,09 7,14 630 66,5 6,64
binding protein 3 (HIVEP3), mRNA
B3KPTO Z%ggfﬁ:fj:ﬁﬁgcllo;&z;ACESOOOOSO’ highly similar to 589 356 926 986 7.59
BIKRDO {00\ cortaining ansoripion factor 1 632 640 750 834 7.7
cDNA FLJ40080 fis, clone TESTI2001795, highly similar to
B3KUK3 Homo sapiens regulator of G-protein signalling 22 (RGS22), 18,65 4,59 653 76,3 8,76
Mrna
B4DJU9 cDNA FLJ55278, highly similar to AF4/FMR2 family member 1 5,45 3,89 849 91,6 9,42
B2RDG4 cDNA, FLJ96597 10,17 13,39 508 57,4 8,76
E5RH81 Carbonic anhydrase 1 (Fragment) 3,22 20,45 176 19,3 7,31
B0QXZ6 Chromobox homolog 6 5,05 7,11 394 419 9,99
Q8IWY9 Codanin-1 4,86 3,18 1227 134,0 6,77
D3DRA2 Collagen, type XVIl, alpha 1, isoform CRA_b 8,07 2,00 1497 150,4 8,79
QOVDD8 Dynein heavy chain 14, axonemal 14,44 1,71 3507 399,6 6,93
E7ESC6 Exportin-7 4,92 2,02 1088 124,0 6,48
Q5XX13 F-box/WD repeat-containing protein 10 11,12 3,80 1052 119,8 9,39
P20930 Filaggrin 9,93 2,49 4061 434,9 9,25
H6VRG2 Keratin 1 22,92 7,14 644 66,0 8,12
P13646 Keratin, type | cytoskeletal 13 46,40 9,61 458 49,6 4,96
P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 11,11 5,28 644 66,0 8,12
P02538 Keratin, type Il cytoskeletal 6A 20,51 3,72 564 60,0 8,00
Q86Y46 Keratin, type Il cytoskeletal 73 24,63 9,26 540 58,9 7,23
P22079 Lactoperoxidase 1,63 1,54 712 80,2 8,62
Q99558 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14 6,92 2,85 947 104,0 7,72
AOT3F4 Mucin 4 65,12 3,90 1437 151,9 6,80
Q6W4X9 Mucin-6 5,22 0,78 2439 256,9 7,39
B5ME49 Mucin-16 21,35 1,27 14507 1518,2 5,26
Q86W25 NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 13 6,34 3,93 1043 118,8 5,66
E9PAV3 Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha 6,90 3,75 2078 205,3 9,58
E7ENN3 Nesprin-1 16,96 0,93 8409 966,0 5,55
E9PE34 PHD finger protein 3 7,87 3,81 813 90,9 6,99
ABMTF1 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha 16,36 7,36 435 49,6 5,82
Q9H3B1 PRO1821 5,87 63,33 60 6,7 9,99
Q9UPA5 Protein bassoon 6,40 1,27 3926 416,2 7,55
Q8N807 Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis 7,85 3,60 584 66,6 6,86
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H7BZH1
H7BXEOQ

Q4VXB0

Q8N7X1
Q15413
Q8IYB3
Q14515
E7END2
ASMWIS
D3DPGO
HoYC87

F4MH59
A4UGR9

Protein PRR14L
Rho GTPase-activating protein 40

RING finger and CCCH-type zinc finger domain-containing
protein 2

RNA-binding motif protein, X-linked-like-3
Ryanodine receptor 3

Serine/arginine repetitive matrix protein 1
SPARC-like protein 1

Sperm-specific antigen 2

T-complex protein 1 subunit eta

Titin, isoform CRA_a

Transmembrane protein 25

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked

transcript variant 8
Xin actin-binding repeat-containing protein 2

7,76
4,38

4,37

6,55
10,60
17,82

6,74
10,89

7,67
22,39

6,39

6,35
39,10

6,22
4,56

2,67

5,62
0,49
1,99
9,19
1,94
1,77
0,26
9,50

6,29
0,98

675 74,6
592 65,1
935 103,7
1067 1149
4870 551,7
904 102,3
664 75,2
1084 119,1
339 37,5
34942 3878,8
200 21,6
1049 1143
3374 3821

9,01
8,98

8,41

9,10
5,68
11,84
4,78
5,34
6,46
6,38
7,39

8,06
6,38
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A figura 12 mostra os diagramas de Venn com o numero total de proteinas
identificadas em cada substrato e tempo de formacéo da PA (esmalte 10 minutos e 2
horas; dentina 10 minutos e 2 horas). Para o esmalte, houve 16 proteinas comuns
aos dois tempos de formacao da pelicula (Figura 12 A), enquanto que para a dentina
houve 13 proteinas comuns aos dois tempos de formacao a pelicula (Figura 12 B).
No trabalho de Lee et al (2013), na PA formada sobre o esmalte in vivo foram
identificadas 66 proteinas comuns entre os tempos de formacdo da PA de 10

minutos e 2 horas.

Al IE _Dentina IS

144 11 48 73 13 39
ominues o minior

Figura 12 - Diagrama de Venn mostrando o nimero de proteinas identificadas em cada grupo. (A)
Proteinas da PA formada no esmalte apoés diferentes tempos (10 minutos e 2 horas). (B) Proteinas da
PA formada na dentina ap6s diferentes tempos (10 minutos e 2 horas).

No grupo do esmalte apdés 10 minutos da formacdo da PA, um total de 8
proteinas diferentes pertencentes ao grupo de queratinas foram identificadas (CDNA
FLJ55805, highly similar to Keratin type Il cytoskeletal 4; cDNA FLJ78504 highly
similar to Homo sapiens keratin 6A (KRT6A) mRNA; Keratin 1; Keratin 13; Keratin,
type | cytoskeletal 13; Keratin, type | cytoskeletal 14; Keratin type Il cytoskeletal 1;
Keratin type Il cytoskeletal 6A). Ja quando a pelicula foi coletada por 2 horas, foram
identificadas apenas 3 tipos de queratinas (cDNA FLJ78503, highly similar to Homo
sapiens keratin 13 (KRT13) transcript variant 1 mRNA; Keratin 13; Keratin, type |
cytoskeletal 13). As queratinas sdo proteinas estruturais que estao presentes na PA
por virem provavelmente da mucosa bucal, tendo sido detectadas na PA em varios
trabalhos recentes (ZAIDAN, 2013; LEE et al., 2013; MASSON et al.,, 2013;
ZIMMERMAN et al., 2013; SIQUEIRA et al., 2012; SIQUEIRA; CUSTODIO;
MCDONALD, 2012; SIQUEIRA et al., 2010; SIQUEIRA ; OPPENHEIM, 2009;
SIQUEIRA et al., 2007hb).
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Foram detectadas 130 e 39 proteinas da PA formada sobre o esmalte
presente exclusivamente neste substrato, nos tempos de 10 minutos e 2 horas,
respectivamente (Tabela 5). Dentre as proteinas exclusivas da PA formada no
tempo de 10 minutos em esmalte, destacam-se algumas proteinas identificadas,
como Keratin 1, cDNA FLJ78504, highly similar to Homo sapiens keratin 6A
(KRT6A), Collagen alpha-1(VIl) chain, varios subtipos de mucinas, Proline-Rich
Protein 18, statherin), que foram descritas na PA formada sobre o esmalte em
diversos trabalhos (LEE, Y.H. et al., 2013; MASSON et al., 2013; SIQUEIRA et al.,
2012; SIQUEIRA; CUSTODIO; MCDONALD, 2012; SIQUEIRA et al., 2010;
SIQUEIRA; OPPENHEIM, 2009; SIQUEIRA et al., 2007b; ZIMMERMAN et al., 2013).
As proteinas da familia das mucinas foram previamente classificadas como
proteinas que estao possivelmente envolvidas na formacéo de camada de proteinas
pela interagdo direta com outras proteinas que sdo diretamente adsorvidas na
superficie do esmalte, portanto consideradas como precursoras da formacédo da PA
sobre o esmalte. Estas proteinas tém a importante funcdo de lubrificacdo da
cavidade bucal.

O mineral de esmalte € composto basicamente por hidroxiapatita, que sao
cristais formados por fosfato de calcio. Neste sentido, a estaterina confere um papel
de grande importancia para a PA, pois tem potencial de interacdo direta com os ions
de fosfato de calcio do esmalte, sendo também considerada como proteina
precursora da PA (ZIMMERMAN et al.,, 2013). Outra proteina identificada na PA
formada sobre o0 esmalte, no tempo de 10 minutos, foi o Collagen alpha-1(VII) chain.
Outra isoforma de colageno foi também identificada na pelicula formada sobre o
esmalte em 2 horas, o Collagen, type XVII, alpha 1, isoform CRA_b.

Dentre as proteinas da PA consideradas como exclusivas formadas sobre o
esmalte apos o tempo de 2 horas, destacam-se entre este grupo algumas proteinas
como: cDNA FLJ53638, highly similar to Annexin A6, complement C3, Ig alpha-1
chain C region, lactoferrin e mucin-4 e 19. As proteinas derivadas do sistema de
complemento (complement C3) podem ser consideradas biomarcadores para
doencas inflamatérias bucais, tais como a doenca periodontal. A concentracdo
dessa proteina na saliva e o fluido crevicular gengival pode aumentar ou diminuir de
acordo com o nivel de doenca periodontal, sendo que, o nivel de resposta
inflamatoria da doenca periodontal esta intimamente ligado com a composicdo da
PA (SIQUEIRA et al., 2007b).
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No presente trabalho, ndo foram identificadas proteinas da familia das
histatinas. Isto pode ser devido aos tempos de coleta (10 minutos e 2 horas). Um
trabalho recente revelou que as histatinas sofrem uma grande reducdo na PA
formada sobre o esmalte in vivo a partir de 10 minutos de sua formacé&o, sendo que
sua concentragdo praticamente se reduz pela metade de 5 a 10 minutos,
permanencendo relativamente estavel a partir de entdo, devido a degradacao
proteolitica (LEE, Y.H. et al., 2013).

Quando comparadas todas as proteinas da PA formada sobre esmalte nos
diferentes tempos, 10 minutos e 2 horas, foram encontradas 16 proteinas comuns a
ambos os tempos (10 minutos e 2 horas): Cystatin-S, Keratin 13, Keratin, type |
cytoskeletal 13, MUC19 variant 12, Mucin-16, Titin, isoform CRA_a , Xin actin-
binding repeat-containing protein 2, Protein bassoon, Protein disulfide-isomerase-like
protein of the testis, Ryanodine receptor 3, Serine/arginine repetitive matrix protein 1,
Sperm-specific antigen 2, Statherin, Tensin-1, RNA-binding protein 34 e Myosin- ID).
A mucina 16 é uma proteina glicosilada que esta envolvida principalmente na
lubrificacdo das superficies epiteliais luminais (RANCOURT et al., 2012). A MUC19
variant 12 é secretada pelas glandulas salivares e traguéia. Os transcritos de mucina
1-5, 7,9, 13, 15, 16 e 18-20 séo detectados no epitélio da laringe normal, enquanto
gue as mucinas 2, 3 e 5 sdo expressas em baixos niveis em pacientes com injuria
na laringe atribuida ao refluxo (SAMUELS et al., 2008). Uma proteina nao
comumente descrita em PA que foi identificada neste trabalho nos grupos do
esmalte € a Titin. Trata-se de uma proteina de alto peso molecular, com cerca de 1
pum de comprimento, composta principalmente de dominios similares a
imunoglobulina e fibronectina e regides ligadoras elasticas. Esta proteina combina
diferentes funcdes: esta envolvida na formacéo do sarcémero, € a principal fonte de
elasticidade passiva do sarcomero e também esta envolvida em transdugéo de sinal.
Pela sua funcdo no organismo aparentemente ndo apresenta uma funcéo especifica
na PA, devendo estar presente nesta, uma vez que sua por¢cao C-terminal € capaz
de se ligar ao calcio (GAUTEL, 2011). Pelo seu alto peso molecular, sua capacidade
elastica e habilidade de se ligar ao calcio, pode-se pensar que possa ter alguma
funcdo na protecdo do esmalte contra desafios acidos, o que deve ser testado em

estudos futuros.
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Tabela 5. Proteinas presentes exclusivamente na PA formada in situ sobre o esmalte.

N° de acesso

Descricdo

Esmalte 10
minutos

Q712M9

HOYEJ5
Q8TES7

ATE242
HOYHB1

HOYBF7

Q09428
Q562R1
Q8TDL5
Q2F3K1
G3V4C0
QOUBLO
A7LI12
Q8N3K9
HOYDW?7
B3KS48

Q8N903
B3KVY2

B4DMX2

B7Z3F1
BADNT7
B4DS89
B4EOFO

B4DWY9

B4DJU9
B7Z3E7

B4EOUS

B72759
ABK5R2

A8K8U1
A8K2I0

F5H2E2
Q8IWY9
Q02388
B3KQY9

5-hydroxytryptamine receptor 4

7-dehydrocholesterol reductase

A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs
16

A-kinase anchor protein 6

Arf-GAP with GTPase, ANK repeat and PH domain-containing
protein 2

Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-
containing protein 1

ATP-binding cassette sub-family C member 8

Beta-actin-like protein 2

BPI fold-containing family B member 1

Calcium sensing receptor

Calmin

cAMP-regulated phosphoprotein 21

Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 16
Cardiomyopathy-associated protein 5

CD44 antigen

cDNA FLJ35471 fis, clone SMINT2006708, highly similar to
Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 31 (USP31)

cDNA FLJ38624 fis, clone HEART2008994

cDNA FLJ41718 fis, clone HLUNG2013097, highly similar to
SPLICING FACTOR, ARGININE/SERINE-RICH 2

cDNA FLJ51250, highly similar to Plasma kallikrein (EC
3.4.21.34)

cDNA FLJ52429, weakly similar to LIM domain only protein 7
cDNA FLJ53070, highly similar to Macrosialin
cDNA FLJ53091, highly similar to GDNF family receptor alpha-2

cDNA FLJ53428, highly similar to Disco-interacting protein 2
homolog A

cDNA FLJ53625, moderately similar to WD repeat and FYVE
domain-containing protein 3

cDNA FLJ55278, highly similar to AF4/FMR2 family member 1

cDNA FLJ56510, highly similar to Tumor suppressor p53-binding
protein 1

cDNA FLJ56707, highly similar to Serine/threonine-protein kinase
VRK3 (EC 2.7.11.1)

cDNA FLJ61672, highly similar to Proteoglycan-4

cDNA FLJ77293, highly similar to Homo sapiens vasohibin 1
(VASH1), mRNA

cDNA FLJ77762, highly similar to Homo sapiens cullin-
associated and neddylation-dissociated 1 (CAND1), mRNA

cDNA FLJ78504, highly similar to Homo sapiens keratin 6A
(KRT6A), mRNA

CLIP-associating protein 1
Codanin-1

Collagen alpha-1(VIl) chain
DNA-directed RNA polymerase
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B3KRQS8
Q63HNS
Q14511
Q5XX13
Q5CZC0
FSWOW?2
E7EV53
E7EV50
C9J3Q2
HOY610
Q86Y00
014686
P01591
D6RHJ6
Q9H1B7
HE6VRG2
ASYKK5
Q5T7N2
Q13136
B7Z2A6
Q5TCQ9

FSWEWS5
H7C066
G3CIH4
G3CIH6
Q9Y3S4
P98088
Q9HC84
QB6W4X9
ASMX12
AGNIU4
E9PAV3
HOYA93
B7Z9A6
Q6P4R8
C9JCRS
QO5BP9
QSNDF8
Q9GZU2
Q8NEN9
G3V470

Q72443
A5A3EQ
Q32083
Q9Y4DS8
E9PL31
Q9Y5I3
A2A3N6

DNA-directed RNA polymerase

E3 ubiquitin-protein ligase RNF213

Enhancer of filamentation 1

F-box/WD repeat-containing protein 10

Fibrous sheath-interacting protein 2

G protein-coupled receptor kinase 6
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-6
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2
Glutaminase liver isoform, mitochondrial

Golgin subfamily A member 4

GTF2IRD2B protein

Histone-lysine N-methyltransferase 2D
Immunoglobulin J chain

Immunoglobulin J chain

Interferon regulatory factor 2-binding protein-like
Keratin 1

KIAA0232

LINE-1 type transposase domain-containing protein 1
Liprin-alpha-1

Liprin-alpha-2

Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-
containing protein 3

Membrane-associated phosphatidylinositol transfer protein 3
Methyl-CpG-binding domain protein 5 (Fragment)
MUC19 variant 17

MUC19 variant 19

MUC-B1 protein

Mucin-5AC

Mucin-5B

Mucin-6

Myomesin-1

Myomesin-3

Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha
NEDDA4-binding protein 2

N-sulphoglucosamine sulphohydrolase

Nuclear factor related to kappa-B-binding protein
Nuclear receptor coactivator 3

OLIG2 protein

PAP-associated domain-containing protein 5
Paternally-expressed gene 3 protein

PDZ domain-containing protein 8

Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual-
specificity protein phosphatase PTEN

Polycystic kidney disease protein 1-like 3
POTE ankyrin domain family member F
PPIL4 protein

Probable E3 ubiquitin-protein ligase HECTD4
Proline-rich protein 18

Protocadherin alpha-1

Putative PIP5K1A and PSMD4-like protein
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Q9COF0 Putative Polycomb group protein ASXL3

Q5JVv90 Putative uncharacterized protein DKFZp564P1772
Q63HQ7 Putative uncharacterized protein DKFZp686A1736
Q6MZWO Putative uncharacterized protein DKFZp686J11235

E7EXO08 Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1
G3Vv112 Regulator of G-protein signaling 22
AOPJ83 REST protein

Q59HG6 Rho GTPase activating protein 6 isoform 1 variant
B4DR10 Rho-GTPase-activating protein 7

B3KX27 Rhophilin-2

B1APS8 Ribosomal protein S6 kinase delta-1

HOYGL9 Ryanodine receptor 2

Q6UWB4 Serine protease 55

Q96Q15 Serine/threonine-protein kinase SMG1

Q9H7U1 Serine-rich coiled-coil domain-containing protein 2
Q9Y6X0 SET-binding protein

E7TET49 Snl-specific diacylglycerol lipase beta

Q5SXM2 snRNA-activating protein complex subunit 4
094875 Sorbin and SH3 domain containing 2

Q7RTM4 Spectrin-like protein of the nuclear envelope and Golgi
Q76KD6 Speriolin

B3KUY1 Splicing factor, arginine/serine-rich 2, isoform CRA d
Q727G0 Target of Nesh-SH3

060343 TBC1 domain family member 4

Q6PRX2 Transducin-like enhancer of split 3 splice variant 2
HOY2MO Transmembrane protein 131-like

Q9HCJO Trinucleotide repeat-containing gene 6C

Q9H2D6 TRIO and F-actin-binding protein

B4DILS8 Tuberin

Q6ZU65 Ubinuclein-2

D3DVAS8 Ubiquilin 4, isoform CRA_a

B7TWPF4 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

FAMHA43 Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked
transcript variant 4
E1U1IM3 Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked

transcript variant 47
ABNGGS8 Uncharacterized protein C2orf71
Q9UF83 Uncharacterized protein DKFZp434B061
Q8N7P7 Uncharacterized protein FLJ40521
Q9Y2F5 Uncharacterized protein KIAA0947
Q96PYO0 Uncharacterized protein KIAA1908
Q5HYC2 Uncharacterized protein KIAA2026

075445 Usherin

Q6IRTO USP32 protein

B7Z6A0 UV radiation resistance-associated gene protein
Q9ULM3 YEATS domain-containing protein 2

P15822 Zinc finger protein 40

Q59FEQ Zinc finger protein 41 variant
043149 Zinc finger ZZ-type and EF-hand domain-containing protein 1
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N° de acesso Descricdo

Esmalte 2 CaJLQ8 Adipocyte enhancer-binding protein 1
horas

Q8N4F0 BPI fold-containing family B member 2
B72582 cDNA FLJ53638, highly similar to Annexin A6

B4DTX1 cDNA FLJ53196, highly similar to SAM and SH3 domain-
containing protein 1

B7Z6W9 cDNA FLJ54555

P00450 Ceruloplasmin

Q14781 Chromobox protein homolog 2

Q9BXJ5 Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 2
P01024 Complement C3

BOI1SO DYNC2H1 variant protein

Q9P2D7 Dynein heavy chain 1, axonemal
E9PHM6 Dystonin

P22681 E3 ubiquitin-protein ligase CBL

A2RUE7 Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate 3A
E9PRO5 Histone-lysine N-methyltransferase MLL

Q96768 Histone-lysine N-methyltransferase SETDB2

P01876 Ig alpha-1 chain C region

Q2XSU5 KIR3DL2 (Fragment)

Q19KS2 Lactoferrin

E9PGE3 LIM/homeobox protein Lhx8

Q6NUQ9 Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1
HOY2Y1 Mucin-4 beta chain

Q7Z5P9 Mucin-19

Q8N6B4 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia/clathrin assembly
protein fusion protein

Q5T321 Neurobeachin

Q9P242 Neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase
adapter 2

P16234 Platelet-derived growth factor receptor alpha

Q659A9 Putative uncharacterized protein DKFZp54710910
Q6MZKS8 Putative uncharacterized protein DKFZp686K06110
Q6GYQO Ral GTPase-activating protein subunit alpha-1
B4DJW3 Renalase

E7TEVZ3 Retinoic acid-induced protein 1

C9J6S8 Serine/threonine-protein kinase 19

Q8IYT8 Serine/threonine-protein kinase ULK2

075691 Small subunit processome component 20 homolog
G3Vv220 Transcription elongation regulator 1, isoform CRA ¢
B2RBPO Zinc finger and BTB domain containing 40, isoform CRA_a
060293 Zinc finger C3H1 domain-containing protein

Q6AHZ1 Zinc finger protein 518A
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J& em relacdo a dentina, foram identificadas 53 e 35 proteinas presentes
exclusivamente nos tempos de 10 minutos e 2 horas, respectivamente (Tabela 6).
Dentre as proteinas exclusivas para o tempo de 10 minutos, destacam-se as
gueratinas (Keratin, type | cytoskeletal 13, Keratin, type | cytoskeletal 14, Keratin,
type Il cytoskeletal 1, Keratin, type Il cytoskeletal 6A), que foram foram descritas por
Zimmerman et al. (2013), no estudo em PA formada sobre o esmalte de dentes
deciduos in vivo, sendo que estas proteinas fazem interacdo proteina/proteina e, na
PA, tém funcéo de regeneracado de tecidos. A isoforma 1 e 6 da mucina também foi
exclusiva da PA formada sobre a dentina por 10 minutos, assim como isoformas de
imunoglobulinas (Ig alpha-2 chain C region, Ig gamma-1 chain C region e Ilg gamma-
4 chain C region).

Ja para o tempo de formacdo da PA de 2 horas sobre a dentina, foram
identificadas 35 proteinas presentes exclusivamente (Tabela 6). Dentre elas,
destacam-se isoformas de queratinas, anidrase carbonica 1 e lactoperoxidase.

Quando feita a comparacdo de todas as proteinas da PA formada sobre
dentina nos diferentes tempos (10 minutos e 2 horas), foram encontradas 13
proteinas comuns a ambos os tempos: Annexin Al, anexin, Keratin, type |
cytoskeletal 13, Keratin, type Il cytoskeletal 1, Keratin, type Il cytoskeletal 6A, Mucin
4, Protein bassoon, Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis, RING finger
and CCCH-type zinc finger domain-containing protein 2, Ryanodine receptor 3,
Serine/arginine repetitive matrix protein 1, Titin, isoform CRA_a, Xin actin-binding

repeat-containing protein 2.
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Tabela 6. Proteinas presentes exclusivamente na PA formada in situ sobre a dentina.

N° de acesso

Descricéo

Dentina 10
minutos

H7C3S1

Q6WG78
F8VZKS3

Q8NAT4
B4DWU6

B4DZCO

B4DL23

B4E187

014646
P48444
E9PPHG6
D3DX70

G5EA02
P01877
P01857
P01861
Q93033
Q59EZ3
Q9BTIO
B1AL11
Q6ZWBS
F5H689
B1AVQ5
E9PJC5

Q14324
Q14214
Q09666
P80188
C9IMW3
P01833
Q4GOU5
Q5T8A7
H7C2P2
Q59H55

ASMT19
Q6WKZ4

Actin-binding protein anillin

Antigen MLAA-14

Calcium/calmodulin-dependent 3',5'-cyclic nucleotide
phosphodiesterase 1B

cDNA FLJ34815 fis, clone NT2NE2007786

cDNA FLJ51361, highly similar to Keratin, type Il
cytoskeletal 6A

cDNA FLJ51771, highly similar to SWI/SNF-related
matrix-associatedactin-dependent regulator of
chromatin subfamily A member5

cDNA FLJ53512, highly similar to Homo sapiens
centrosomal protein 170 kDa (CEP170), transcript
variant alpha, Mrna

cDNA FLJ60083, highly similar to Zinc finger protein
638 (Fragment)

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1
Coatomer subunit delta

Exophilin-5

GRIP and coiled-coil domain containing 2, isoform
CRA a

HCG21296, isoform CRA ¢

Ig alpha-2 chain C region

Ig gamma-1 chain C region

Ig gamma-4 chain C region

Immunoglobulin superfamily member 2
Insulin-like growth factor 2 receptor variant
KIAA1632 protein

Leucine zipper putative tumor suppressor 2
MAPG6 protein

Maternal embryonic leucine zipper kinase
Mucin 1, cell surface associated

Mucin-6 (Fragment)

Myosin-binding protein C, fast-type

Nebulin

Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK
Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
Poliovirus receptor-related protein 3
Polymeric-immunoglobulin receptor

Primary ciliary dyskinesia protein 1

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 26
Protein sidekick-2

Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13
isoform 2 variant

Putative rhophilin-2-like protein
Rab11 family-interacting protein 1
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F8W6WS8 Regulating synaptic membrane exocytosis protein 2

H7C1X5 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2

AG6NHU9 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2

Q9P2P6 StAR-related lipid transfer protein 9

Q13647 Testis specific basic protein

F8WCH2 Transducin-like enhancer protein 2

Q77271 Treslin

Q86U96 TUBGCP2 protein

Q9UIGO Tyrosine-protein kinase BAZ1B

Q70CQ4 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 31

FAMH91 Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein
Y-linked transcript variant 49

E1U199 Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein
Y-linked transcript variant 56

Q68DN1 Uncharacterized protein C20rf16

Q57230 Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1

Q15061 WD repeat-containing protein 43

P30291 Weel-like protein kinase

HOYC29 Zinc finger transcription factor Trpsl

N° de acesso Descricéo
Dentina Q5JPF3 Ankyrin repeat domain-containing protein 36C
2 horas

Q68DE3 Basic helix-loop-helix domain-containing protein
KIAA2018

Q5H9F3 BCL-6 corepressor-like protein 1

Q562R1 Beta-actin-like protein 2

E5RH81 Carbonic anhydrase 1

B3KVM6 cDNA FLJ16752 fis, clone BRACE2013010, highly

similar to Homo sapiens human immunodeficiency virus
type | enhancer binding protein 3 (HIVEP3), mRNA

B3KPTO cDNA FLJ32143 fis, clone PLACE5000080, highly
similar to Absent in melanoma 1 protein

B3KRDO cDNA FLJ34045 fis, clone FCBBF2007095, highly
similar to AT-hook-containing transcription factor 1

B3KUK3 cDNA FLJ40080 fis, clone TESTI2001795, highly

similar to Homo sapiens regulator of G-protein
signalling 22 (RGS22), Mrna

B4DJU9 cDNA FLJ55278, highly similar to AF4/FMR2 family
member 1

B2RDG4 cDNA, FLJ96597

BOQXZ6 Chromobox homolog 6

Q8IWY9 Codanin-1

QOvDDS8 Dynein heavy chain 14, axonemal

E7ESC6 Exportin-7

Q5XX13 F-box/WD repeat-containing protein 10

P20930 Filaggrin

HE6VRG2 Keratin 1

Q86Y46 Keratin, type Il cytoskeletal 73

P22079 Lactoperoxidase
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Q99558 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14
Q6W4X9 Mucin-6

Q86W25 NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 13
E9PAV3 Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha
E7ENN3 Nesprin-1

E9PE34 PHD finger protein 3

ABMTF1 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha

Q9H3B1 PRO1821

H7BZH1 Protein PRR14L

H7BXEO Rho GTPase-activating protein 40

Q8N7X1 RNA-binding motif protein, X-linked-like-3

Q14515 SPARC-like protein 1

A8BMWI8 T-complex protein 1 subunit eta

HOYC87 Transmembrane protein 25

FAMH59 Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein

Y-linked transcript variant 8

O principal objetivo deste trabalho foi detectar alteracdes no perfil proteico das
PAs formadas sobre esmalte e dentina. A Figura 13 (A e B) mostra os diagramas de
Venn com o numero total de proteinas identificadas nestes substratos para cada

tempo de coleta da PA (10 minutos e 2 horas).

10 minutos " Zhorss
A B

135 (= 61 53 1 M
e W e R e W o

Figura 13 - Diagrama de Venn mostrando o nimero de proteinas identificadas em cada grupo. (A)
Proteinas da PA formada apds 10 minutos sobre o esmalte e dentina. (B) Proteinas da PA formada
apos 2 horas sobre esmalte e dentina.

Na PA formada em 10 minutos, foram encontradas 25 proteinas comuns a
ambos os substratos, a saber: Actin, cytoplasmic 1; Annexin; Annexin Al; Carbonic
anhydrase 6; Cystatin-S; cDNA FLJ55805, highly similar to Keratin, type Il
cytoskeletal 4; Hyaluronan and proteoglycan link protein 1; Keratin, type |
cytoskeletal 13; Keratin, type | cytoskeletal 14; Keratin, type Il cytoskeletal 1; Keratin,
type Il cytoskeletal 6A; MUC19 variant 12; Mucin 4; Mucin 16; Perilipin-4; Prolactin-
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inducible protein; Protein bassoon; Protein disulfide-isomerase-like protein of the
testis; Protein HEG homolog 1; RNA-binding protein 34; Ryanodine receptor 3;
Serine/arginine repetitive matrix protein 1; Tensin-1 (Fragment); Titin, isoform
CRA_a; Xin actin-binding repeat-containing protein 2. Estas proteinas comuns entre
0S substratos tiveram sua diferenca de expressao quantificada utilizando a
ferramenta SIEVE. A abundéancia relativa de uma proteina individual a partir do
esmalte foi considerada significativamente diferente da dentina quando os valores
observados foram inferiores a 0,75 para diminuicdo e superiores a 1,25 para
aumento de abundéancia, além de o valor de p ser 0,05, o que resultou em 17
proteinas com expressao diferencial (Tabela 7).

Tabela 7 — Quantificacdo (SIEVE) das proteinas presentes na PA formada sobre o esmalte (E) e
dentina (D) em 10 minutos

Numero de acesso Descri¢éo RS;E’
AOT3F4 Mucin 4 (Fragment) 2,20 0,001
A2A2V2 RNA-binding protein 34 1,56 0,001
A4UGR9 Xin actin-binding repeat-containing protein 2 2,36 0,005
B4DRW1 cDNA FLJ55805, highly similar to Keratin, type Il cytoskeletal 4 2,11 0,001
P02533 Keratin, type | cytoskeletal 14 0,52 0,002
P02538 Keratin, type Il cytoskeletal 6A 1,66 0,001
P04083 Annexin Al 1,86 0,001
P12273 Prolactin-inducible protein 1,96 0,002
P13646 Keratin, type | cytoskeletal 13 0,33 0,003
P60709 Actin, cytoplasmic 1 0,69 0,003
Q14324 Myosin-binding protein C, fast-type 2,30 0,002
Q15413 Ryanodine receptor 3 1,65 0,011
Q8N807 Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis 0,63 0,001
Q8WXI7 Mucin-16 0,33 0,002
Q96Q06 Perilipin-4 1,50 0,000
Q9UBLO cAMP-regulated phosphoprotein 21 1,32 0,000
Q9UPAS5 Protein bassoon 0,59 0,000

Dentre as proteinas classicamente descritas na PA formada sobre o esmalte,
foram identificadas em ambos o0s substratos apenas as anexinas, anidrase
carblnica, queratinas, e mucinas (LEE, Y.H. et al., 2013; SIQUEIRA; OPPENHEIM,
2009; SIQUEIRA et al., 2007b; ZIMMERMAN et al., 2013). Dentre elas, as anexinas
estdo envolvidas com o processo de remineralizagéo e tém uma alta afinidade com a

superficie do esmalte, tendo a funcdo de manter a integridade dos tecidos dentarios.
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(SIQUEIRA et al., 2007b). Em adicédo, a Annexin A1 € um mediador anti-inflamatorio,
de uma familia de proteinas ligantes de fosfolipideos dependentes do célcio e atua
como um potente moduladores enddgeno da inflamacao, inibindo a atividade de
enzimas que atuam na producdo de mediadores proé-inflamatoérios e interferindo no
processo de transmigracao dos leucécitos (OLIANI; GIL, 2006). No presente estudo,
a anexina teve sua expressdo aumentada na PA formada sobre a dentina, quando
comparada ao esmalte. Outra proteina comum a ambos 0s substratos no tempo de
10 minutos foi a anidrase carbdnica 6, enzima responsavel pela capacidade tampao,
estando envolvida com a neutralizacdo de &cidos. Atua na saliva e sobre as
superficies dentarias neutralizando os acidos resultantes da acdo dos
microrganismos sobre os carboidratos (HANNIG, M.; JOINER, 2006). Entretanto, a
diferenca de expressao da anidrase carbdnica néo foi significativa quando o esmalte
foi comparado com a dentina. A cistatina-S, relacionada com a defesa, por estar
envolvida na modulacdo do sistema imune e nas atividades antivirais e
antibactericida, também foi comum a ambos os substratos, mas a diferenca de
expressdo nao foi significativa. Esta proteina € inibidores de cisteina-proteases
(CPs), atuando intra e extracelularmente. As cistatinas podem ser usadas como
biomarcadores para a deteccdo de doencas locais e sistémicas relacionadas a
cavidade bucal, e outros processos patoldgicos (SCARANO et al.,, 2010). Foram
identificadas ainda nas PAs formada sobre os 2 substratos no tempo de 10 minutos
véarias isoformas de mucinas. A quantificagdo pelo SIEVE revelou que a Mucin 4
estava aumentada na dentina quando comparada ao esmalte, enquanto que a Mucin
16 estava diminuida, sugerindo uma compensacdo. O mesmo foi observado em
relacdo as queratinas, sendo que as cDNA FLJ55805, highly similar to Keratin, type
Il cytoskeletal 4 e Keratin, type Il cytoskeletal 6A estavam aumentadas na dentina
comparada ao esmalte, enquanto que a Keratin, type | cytoskeletal 14 e Keratin, type
| cytoskeletal 13 estavam diminuidas. Na Tabela 7, chama a atencdo a
superexpressao da Xin actin-binding repeat-containing protein 2, também conhecida
como Beta-xin ou Cardiomyopathy-associated protein 3, na PA formada sobre a
dentina. Esta proteina esta relacionada com a protecdo dos filamentos de actina da
despolimerizacao (UNIPROT), e nunca tinha sido descrita anteriormente na PA, na
gual sua funcdo ainda é desconhecida. Outra proteina superexpressa na PA de
dentina, também com funcéo estrutural mas ainda n&do descrita na PA, e relacionada

a actina é a Myosin-binding protein C, fast-type. E uma proteina associada a
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filamentos espessos localizada na regido cruzada das bandas a do musculo estriado
de vertebrados. Liga-se, in vitro, a actina filamentosa e a filamentos nativos finos,
além de modificar a atividade da ATPase de miosina ativada por actina, podendo
modular a contracdo muscular (UNIPROT).

No tempo de 10 minutos de formacdo da PA, 135 e 61 proteinas foram
exclusivas ao esmalte ou a dentina, respectivamente (Figura 13 A; Tabela 8). Dentre
as proteinas exclusivas da dentina, muitas delas nunca foram anteriormente
descritas na PA, como a Matrix-remodelling-associated protein 5, que € conhecida
também por Adlican, sendo constituida por motivos repetidos ricos em leucina, além
de conter dominios de imunoglobulina relacionados a Perlecan, que € uma
proteoglicana da matriz extracelular com papel crucial no desenvolvimento de
tecidos e organogénese, desde o estabelecimento da cartilagem até a regulacdo da
cicatrizagdo, com mecanismo de acdo baseado em interacdes com fatores de
crescimento, morfogénese e proteinas da matriz. O ambiente extracelular local
determina a funcéo do Perlecan (KNOX; WHITELOCK, 2006). Entretanto, seu papel
guando presente na PA ainda ndo é conhecido.

Na PA adquirida formada sobre a dentina em 10 minutos, foram identificadas
varias proteinas relacionadas ao complexo Calcio/calmodulina, que pode modular
muitos processos intracelulares fisioldgicos e metabdlicos, tendo um papel crucial na
sinalizacao celular. Proteinas extracelulares que se ligam a calmodulina foram
identificadas em fluidos corporais de animais, incluindo a saliva, tendo sido sugerido
que as mesmas estdo envolvidas em diferentes fungdes fisiolégicas da calmodulina
extracelular, provavelmente relacionadas com a funcdo de primeiro mensageiro do
calcio extracelular (WENQIANG et al.,, 1997). Muitas das proteinas as quais a
calmodulina se liga séo incapazes de se ligarem por si mesmas ao calcio, e desta
forma usam a calmodulina como um sensor de calcio e transdutor de sinal
(YOSHIOKA et al.,, 2012). Trés proteinas relacionadas a calmodulina foram
identificadas no presente estudo: Calcium/calmodulin-dependent 3',5'-cyclic
nucleotide phosphodiesterase 1B, Calmodulin regulated spectrin-associated protein
1 (CAMSAP1) e Microtubule-associated protein 6 (MAP6). Apesar de as proteinas
gue se ligam a calmodulina terem sido identificadas em diferentes fluidos bioldgicos,
incluindo a saliva, sua funcdo na PA ainda ndo é conhecida e merece ser melhor

estudada.
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Também chamaram a atencdo, dentro das proteinas identificadas na PA
formada sobre a dentina em 10 minutos, proteinas associadas a tumorigénese,
como a KIAA1632 protein, Leucine zipper putative tumor suppressor 2 (LZTS2),
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 26 (KIAA0649) e Serine/threonine-protein
kinase PAK 6. A KIAA1632 protein tem sido utilizada como marcador de cancer de
mama (HALAMA et al., 2007), enquanto que a expressao de LZTS2 esta relacionada
ao cancer de prostata (JOHNSON et al., 2012). J4 a KIAA0649 tem caracteristicas
oncogénicas, aumentando a formacdo de colonias e permitindo o crescimento
ancoragem-independente (YANG et al., 2005). A Serine/threonine-protein kinase
PAK 6 esta envolvida em inUmeros processos celulares incluindo o rearranjo do
citoesqueleto, a apoptose e a via de sinalizacdo das quinases ativadas por
mitdgenos (MAPK). Esta proteina interage com receptor de andrégenos e se
transloca para o nucleo, onde esta envolvida na regulacdo da transcrigdo. Alteracdes
na expressao do gene desta proteina tém sido associadas ao cancer de préstata
(LIU et al., 2012). Estes achados indicam que a PA formada sobre a dentina tenha
um potencial melhor para a deteccdo de biomarcadores de neoplasias que a PA
formada sobre o esmalte.

Também foram identificadas na PA formada sobre a dentina em 10 minutos
algumas proteinas relacionadas a fosforilagdo/desfosforilagdo de proteinas, como a
Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 isoform 2 variant e Tyrosine-
protein kinase BAZ1B. A Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 isoform
2 variant pertence a familia das tirosina fosfatases (PTPs). A fosforilacdo em tirosina
€ um importante mecanismo de sinalizacdo em células eucaritticas. Em casos de
cancer, a ativagcdo oncogénica de tirosina quinases é uma caracteristica comum, e
novas drogas anticancer tém sido introduzidas tendo estas enzimas como alvo. A
fosforilagcdo em tirosina também é controlada pelas PTPs, que podem funcionar
como supressores de tumor, embora algumas PTPs sejam capazes de regular
positivamente a sinalizacdo de receptores de fatores de crescimento, funcionando
como oncogénicos (OSTMAN; HELLBERG; BOHMER, 2006). Ja a Tyrosine-protein
kinase BAZ1B codifica um membro da familia de proteinas bromodomain, envolvidas
na regulacdo da cromatina dependente da transcricdo (UNIPROT).

Em relacdo a PA formada sobre o esmalte, no tempo de 10 minutos, varias
proteinas estavam presentes apenas neste substrato (Tabela 8). Dentre elas,

destacam-se algumas que nunca foram citadas em trabalhos prévios envolvendo
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proteOmica de PA de esmalte (ZAIDAN, 2013; LEE et al., 2013; ZIMMERMAN et al.,
2013; SIQUEIRA et al., 2010; SIQUEIRA ; OPPENHEIM, 2009; SIQUEIRA et al.,
2007b), como: A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 16
(ADMTS-16); Calcium sensing receptor (CASR); Calmin (Rainb12); cAMP-regulated
phosphoprotein 21 (ARPP 21); CD44 antigen (CD44); CLIP-associating protein 1
(CLASP1); GTF2IRD2B protein; Proline-rich protein 18 (Fragment) e Regulating
synaptic membrane exocytosis protein 1 (RIMS1).

A ADMTS-16 pertence a uma familia de proteases da matriz dependentes de
zinco, e é altamente expressa no pulmao fetal, rins, cérebro adulto e ovario (CAL et
al.,, 2002) cujos substratos ainda s&do desconhecidos, parece ter atividade de
aggrecanase (ZENG et al., 2006) ou clivar a a-2 macroglubulina (GAO et al., 2007).
O receptor sensivel ao calcio (CASR) é acoplado a proteina G, e tem importancia na
manutencdo da homeostase do calcio. Esse receptor encontra-se expresso em
tecidos diretamente relacionados a homeostase do calcio extracelular (paratiréides,
células parafoliculares tiroidianas, rins, intestino e 0ssos) e em tecidos sem aparente
relacdo com a manutencdo dessa homeostase (cérebro, pulmdes e pancreas)
(GUARNIERI et al., 2012). A Calmin, cuja funcédo € desconhecida, esta altamente
distribuida em linhagem de células cancerigenas (MARZINKE et al., 2009). A ARPP
21 esta superexpressa no ligamento periodontal de dentes adultos, quando
comparado ao de dentes deciduos, estando relacionada a respostas neuroldgicas,
regulando os efeitos da dopamina (SONG et al., 2013).

A CD44 é uma familia de glicoproteinas de membrana celular integral, com
vérias funcdes, como interacdes célula/matriz, agregacdo celular, sinalizacdo e
angiogénese. Atua como co-estimulante molecular na inducédo de funcbes efetoras
em células-T. E normalmemte expressa em tecidos epiteliais, mesoteliais e
hematopoiéticos (GHALY et al., 2005). As CLASPs sdo de uma familia associada
aos microtubulos, filamentos polares fundamentais para estabelecer o plano de
divisdo celular correto. CLASP1 é fator essencial para manter a posi¢ao do fuso e do
eixo de divisdo celular correta em células humanas. Tem grande importancia
biolégica, pois o posicionamento do fuso é essencial durante a embriogénese e
homeostase de células-troncos (MIMORI-KIYOSUE et al.,, 2005; SAMORA et al.,
2011). A proteina GTF2IRD2B pertence a familia dos fatores de transcricdo gerais,
com capacidade de se ligar ao DNA (GUNBIN; RUVINSKY, 2012). A proteina RIMS1

esta envolvida com o processo de regulagdo de exocitose na vesicula sinaptica.
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Também desempenha um papel na regulacdo de canais de célcio-dependentes
durante a liberagdo de insulina e neurotransmissores. A regulacdo de
canais de calcio voltagem-dependente pré-sinapticos € fundamental para induzir a
despolarizacdo de- liberacdo de neurotransmissores (HIBINO et al., 2002; WEISS et
al., 2011).

Apesar de a funcdo destas proteinas em diferentes tecidos estar elucidada,
estudos sdo necessarios para se determinar qual o seu papel na PA. Ainda foi
identificada uma proteina da familia das PRPs, a Proline-rich protein 18. Vérias
outras isoformas desta proteina ja foram descritas na pelicula, sendo reconhecidas
como “precursoras da formagédo da PA”, pela sua grande afinidade com o esmalte
dentario, decorrente de suas interacdes eletrostaticas (HANNIG, M.; JOINER, 2006).

Entretanto, a isoforma 18 nunca tinha sido descrita na PA anteriormente.

Tabela 8 - Proteinas presentes exclusivamente na PA formada in situ sobre o esmalte e dentina por
10 minutos.

N° de acesso Descricdo

Esmalte 10 Q712M9 5-hydroxytryptamine receptor 4
minutos

HOYEJ5 7-dehydrocholesterol reductase

Q8TES7 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs
16

ATE242 A-kinase anchor protein 6

HOYHB1 Arf-GAP with GTPase, ANK repeat and PH domain-containing
protein 2

HOYBF7 Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-
containing protein 1

Q09428 ATP-binding cassette sub-family C member 8
Q562R1 Beta-actin-like protein 2
Q2F3K1 Calcium sensing receptor
G3v4Co Calmin
Q9UBLO cAMP-regulated phosphoprotein 21
A7LI12 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 16
Q8N3K9 Cardiomyopathy-associated protein 5
HOYDW?7 CD44 antigen
094875 Sorbin and SH3 domain containing 2

B3KS48 cDNA FLJ35471 fis, clone SMINT2006708, highly similar to
Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 31 (USP31)

Q8N903 cDNA FLJ38624 fis, clone HEART2008994

B3KVY2 cDNA FLJ41718 fis, clone HLUNG2013097, highly similar to
SPLICING FACTOR, ARGININE/SERINE-RICH 2

B4DMX2 cDNA FLJ51250, highly similar to Plasma kallikrein (EC
3,4,21,34)
B7Z3F1 cDNA FLJ52429, weakly similar to LIM domain only protein 7
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BADNT7
B4DS89
B4EOFO

B4DJU9
B7Z3E7

B4EOUS5

B7Z2A6
B4DR10
B7Z759
Q14511
A8K5R2

A8K8U1

A8K2I0

F5H2E2
Q8IWY9
Q02388
B3KQY9
B3KRQS8
Q63HNS
Q5XX13
Q5CZCo
F8WOW2
E7EV53
E7EV50
C9J3Q2
HOY6I10
Q86Y00
014686
P01591
D6RHJ6
Q9H1B7
H6VRG2
ALA4E9
ASYKKS
Q5T7N2
Q13136
Q8TDL5
Q5TCQ9

FSBWEWS5
H7C066

cDNA FLJ53070, highly similar to Macrosialin
cDNA FLJ53091, highly similar to GDNF family receptor alpha-2

cDNA FLJ53428, highly similar to Disco-interacting protein 2
homolog A

cDNA FLJ55278, highly similar to AF4/FMR2 family member 1

cDNA FLJ56510, highly similar to Tumor suppressor p53-binding
protein 1

cDNA FLJ56707, highly similar to Serine/threonine-protein
kinase VRK3 (EC 2,7,11,1) OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 -
[BAEOU5_HUMAN]

Liprin-alpha-2

Rho-GTPase-activating protein 7

cDNA FLJ61672, highly similar to Proteoglycan-4

Enhancer of flamentation 1

cDNA FLJ77293, highly similar to Homo sapiens vasohibin 1
(VASH1), mRNA

cDNA FLJ77762, highly similar to Homo sapiens cullin-
associated and neddylation-dissociated 1 (CAND1), mRNA

cDNA FLJ78504, highly similar to Homo sapiens keratin 6A
(KRT6A), mRNA

CLIP-associating protein 1

Codanin-1

Collagen alpha-1(VIl) chain

DNA-directed RNA polymerase

DNA-directed RNA polymerase

E3 ubiquitin-protein ligase RNF213

F-box/WD repeat-containing protein 10

Fibrous sheath-interacting protein 2

G protein-coupled receptor kinase 6
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-6
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2
Glutaminase liver isoform, mitochondrial

Golgin subfamily A member 4

GTF2IRD2B protein

Histone-lysine N-methyltransferase 2D
Immunoglobulin J chain

Immunoglobulin J chain

Interferon regulatory factor 2-binding protein-like
Keratin 1

Keratin 13

KIAA0232

LINE-1 type transposase domain-containing protein 1
Liprin-alpha-1

BPI fold-containing family B member 1

Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-
containing protein 3

Membrane-associated phosphatidylinositol transfer protein 3
Methyl-CpG-binding domain protein 5 (Fragment)




112 Resultados e Discussao

B5ME49 Mucin-16

Q9HC84 Mucin-5B

Q6W4X9 Mucin-6

G3CIH4 MUC19 variant 17 (Fragment)

G3CIH6 MUCL19 variant 19 (Fragment)

Q9Y3s4 MUC-B1 protein (Fragment)

P98088 Mucin-5AC (Fragments)

ABMX12 Myomesin-1

A6NIU4 Myomesin-3

Q92827 Myosin-1D

E9PAV3 Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha
HOYA93 NEDD4-binding protein 2

B7Z9A6 N-sulphoglucosamine sulphohydrolase

Q6P4R8 Nuclear factor related to kappa-B-binding protein
C9JCR8 Nuclear receptor coactivator 3

QO05BP9 OLIG2 protein

Q8NDF8 PAP-associated domain-containing protein 5
Q9GzU2 Paternally-expressed gene 3 protein

Q8NEN9 PDZ domain-containing protein 8

Q72443 Polycystic kidney disease protein 1-like 3

A5A3EQ POTE ankyrin domain family member F

Q32083 PPIL4 protein

Q9Y4D8 Probable E3 ubiquitin-protein ligase HECTD4
Q9H7U1 Serine-rich coiled-coil domain-containing protein 2
Q9Y5I3 Protocadherin alpha-1

A2A3N6 Putative PIP5K1A and PSMD4-like protein
Q9COF0 Putative Polycomb group protein ASXL3

Q5JVva0 Putative uncharacterized protein DKFZp564P1772
Q63HQ7 Putative uncharacterized protein DKFZp686A1736
Q6MZWO0 Putative uncharacterized protein DKFZp686J11235
E9PL31 Proline-rich protein 18 (Fragment)

E7EXO08 Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1
G3Vv112 Regulator of G-protein signaling 22

AOPJ83 REST protein

Q59HG6 Rho GTPase activating protein 6 isoform 1 variant
B3KX27 Rhophilin-2

B1APS8 Ribosomal protein S6 kinase delta-1

HOYGL9 Ryanodine receptor 2

Q6eUwWB4 Serine protease 55

Q96Q15 Serine/threonine-protein kinase SMG1

Q9Y6X0 SET-binding protein

E7ET49 Snl-specific diacylglycerol lipase beta

Q5SXM2 snRNA-activating protein complex subunit 4
Q7RTM4 Spectrin-like protein of the nuclear envelope and Golgi
Q76KD6 Speriolin
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E7END2
B3KUY1
P02808

Q727G0
060343
G3V470

Q6PRX2
HOY2MO
Q9HCJO0
Q9H2D6
B4DILS
Q6ZU65
D3DVAS
B7WPF4
FAMH43

E1U1IM3

ABNGGS
Q9UF83
Q8N7P7
Q9Y2F5
Q96PY0
Q5HYC2
075445
QB6IRTO
B7Z6A0
B4DWY9

Q9ULM3
P15822

Q59FEO
043149

Sperm-specific antigen 2

Splicing factor, arginine/serine-rich 2, isoform CRA_d
Statherin

Target of Nesh-SH3

TBC1 domain family member 4

Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and
dual-specificity protein phosphatase PTEN

Transducin-like enhancer of split 3 splice variant 2
Transmembrane protein 131-like

Trinucleotide repeat-containing gene 6C

TRIO and F-actin-binding protein

Tuberin

Ubinuclein-2

Ubiquilin 4, isoform CRA_a

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked
transcript variant 4

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked
transcript variant 47

Uncharacterized protein C2orf71
Uncharacterized protein DKFZp434B061
Uncharacterized protein FLJ40521
Uncharacterized protein KIAA0947
Uncharacterized protein KIAA1908
Uncharacterized protein KIAA2026

Usherin

USP32 protein

UV radiation resistance-associated gene protein

cDNA FLJ53625, moderately similar to WD repeat and FYVE
domain-containing protein 3

YEATS domain-containing protein 2

Zinc finger protein 40

Zinc finger protein 41 variant

Zinc finger ZZ-type and EF-hand domain-containing protein 1

N° de acesso

Descricdo

Dentina
10 minutos

H7C3S1

Q6WGT8
F8VZK3

B7ZLW1
Q8NAT4
B4DWU6
B4DZCO

B4DL23

B4E187

Actin-binding protein anillin

Antigen MLAA-14

Calcium/calmodulin-dependent 3',5'-cyclic nucleotide
phosphodiesterase 1B

CAMSAPL protein

cDNA FLJ34815 fis, clone NT2NE2007786

cDNA FLJ51361, highly similar to Keratin, type Il cytoskeletal 6A

cDNA FLJ51771, highly similar to SWI/SNF-related matrix-
associatedactin-dependent regulator of chromatin subfamily A
member5

cDNA FLJ53512, highly similar to Homo sapiens centrosomal
protein 170 kDa (CEP170), transcript variant alpha, mRNA

cDNA FLJ60083, highly similar to Zinc finger protein 638
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(Fragment)

A8K2H9 cDNA FLJ78503, highly similar to Homo sapiens keratin 13
(KRT13), transcript variant 1, mRNA

014646 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1

P48444 Coatomer subunit delta

P01024 Complement C3

E9PPH6 Exophilin-5

D3DX70 GRIP and coiled-coil domain containing 2, isoform CRA_a
G5EA02 HCG21296, isoform CRA ¢

Q9NR48 Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L

P01877 Ig alpha-2 chain C region

P01857 Ig gamma-1 chain C region

P01861 Ig gamma-4 chain C region

Q93033 Immunoglobulin superfamily member 2
Q59EZ3 Insulin-like growth factor 2 receptor variant
Q9BTIO KIAA1632 protein

B1AL11 Leucine zipper putative tumor suppressor 2
Q62WB8 MAPG protein

F5H689 Maternal embryonic leucine zipper kinase
Q9NR99 Matrix-remodeling-associated protein 5
B1AVQ5 Mucin 1, cell surface associated

E9PJC5 Mucin-6 (Fragment)

E7EPM4 Mucin-17

Q14324 Myosin-binding protein C, fast-type

Q14214 Nebulin

Q09666 Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK

P80188 Neutrophil gelatinase-associated lipocalin
C9IMW3 Poliovirus receptor-related protein 3
P01833 Polymeric-immunoglobulin receptor

Q4G0OU5 Primary ciliary dyskinesia protein 1
Q5T8A7 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 26
H7C2P2 Protein sidekick-2

Q59H55 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 isoform 2
variant

ABMT19 Putative rhophilin-2-like protein
Q6WKz4 Rab11 family-interacting protein 1
F8W6EWS8 Regulating synaptic membrane exocytosis protein 2

Q4VXB0 RING finger and CCCH-type zinc finger domain-containing
protein 2

Q9NQU5 Serine/threonine-protein kinase PAK 6

H7C1X5 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2
AB6NHU9 SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2
Q9P2P6 StAR-related lipid transfer protein 9

Q13647 Testis specific basic protein

F8WCH?2 Transducin-like enhancer protein 2

Q722721 Treslin

Q86U96 TUBGCP2 protein
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Q9UIGO Tyrosine-protein kinase BAZ1B

Q70CQ4 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 31

FAMH91 Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked
transcript variant 49

E1U199 Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked
transcript variant 56

Q68DN1 Uncharacterized protein C20rf16

Q5T230 Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1
Q15061 WD repeat-containing protein 43
P30291 Weel-like protein kinase

HOYC29 Zinc finger transcription factor Trpsl

Quando se avaliaram as proteinas da PA formada ap0s o periodo de 2 horas
sobre esmalte e dentina, estavem presentes 53 e 41 proteinas exclusivas em cada
substrato, respectivamente (Figura 13 B; Tabela 10), além de 11 proteinas comuns a
ambos os substratos.

As 11 proteinas comuns a ambos os substratos foram: Anchor protein;
Collagen, type XVII, alpha 1, isoform CRA_b; Mucin-16; Protein bassoon; Protein
disulfide-isomerase-like protein of the testis; Ryanodine receptor 3; Serine/arginine
repetitive matrix protein 1; Sperm-specific antigen 2; Titin, isoform CRA_a; Xin actin-
binding repeat-containing protein 2 e Keratin, type | cytoskeletal 13. Estas proteinas
comuns tiveram sua diferenca de expressdo quantificada utilizando a ferramenta
SIEVE. A abundancia relativa de uma proteina individual a partir do nivel do esmalte
foi considerada significativamente diferente da dentina quando os valores
observados foram inferiores a 0,75 para diminuicdo e superiores a 1,25 para
aumento de abundancia, além de o valor de p ser 0,05, o que resultou em 8
proteinas com expressao diferencial (Tabela 9).

Tabela 9 — Quantificacdo (SIEVE) das proteinas presentes na PA formada sobre o esmalte (E) e
dentina (D) em 2 horas

Numero de acesso Descrigéo RS‘;"EO p
B5ME49 Mucin-16 1,33 0,002
D3DPGO Titin, isoform CRA_a 1,34 0,001
E7END2 Sperm-specific antigen 2 0,86 0,001
P13646 Keratin, type | cytoskeletal 13 1,39 0,001
Q5Y190 Anchor protein 2,24 0,001
Q8lYB3 Serine/arginine repetitive matrix protein 1 2,96 0,002
Q8N807 Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis 2,04 0,005

Q9UPAS5 Protein bassoon 1,34 0,001
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Dentre as proteinas comuns a ambos 0s substratos no tempo de 2 horas, a
maioria delas estavam superexpressas em dentina, quando comparadas ao esmalte.
Com excecdo da Mucin-16 e da Keratin, type | cytoskeletal 13, que sao
classicamente descritas na PA e também foram comuns a ambos os substratos na
PA de 10 minutos (embora estivessem subexpressas na dentina), as demais
proteinas nao foram descritas em estudos prévios envolvendo a PA. Destacam-se a
Serine/arginine repetitive matrix protein 1, com ratio D/E de 2,96 e a Anchor protein,
com ratio D/E de 2,24. A Serine/arginine repetitive matrix protein 1. Ambas né&o
tinham ainda sido descritas na PA, de forma que sua funcdo neste integumento n&o
€ conhecida. A Serine/arginine repetitive matrix protein 1 esta envolvida em varios
eventosdo processamento do pré-mRNA e a Anchor protein, cuja evidéncia ainda se
encontra a nivel de transcrito, parece ter funcdo molecular relacionada a ligacédo de
fons calcio, atividade de receptor ligado a proteina G e transporte ativo secundario
de sulfato transmembrana (UNIPROT).

Dentre as proteinas exclusivas da dentina no tempo de 2 horas (Tabela 10),
algumas sao classicamente descritas na PA, como a Annexin Al, Annexin, Carbonic
anhydrase 1, Lactoperoxidase, Mucin 4, Mucin-6, que também foram identificadas
com exclusividade na PA formada sobre a dentina em 10 minutos. Entretanto, foram
encontradas varias outras proteinas nunca anteriormente descritas na PA e que
também ndo estavam presentes na PA formada sobre a dentina por 10 minutos.
Dentre estas foram identificadas muitas proteinas ainda com funcédo desconhecida,
cuja evidéncia existe apenas em nivel de transcrito (UNIPROT), como Basic helix-
loop-helix domain-containing protein KIAA2018; BCL-6 corepressor-like protein 1;
Chromobox homolog 6; Dynein heavy chain 14, axonemal; Exportin-7; F-box/WD
repeat-containing protein 10; NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 13;
Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha; Nesprin-1; PHD finger
protein 3; Phosphatidylinositol 4-kinase alpha; Protein PRR14L; RING finger and
CCCH-type zinc finger domain-containing protein 2; RNA-binding motif protein, X-
linked-like-3; Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked
transcript variant 8. Mais estudos sao necessarios para se entender a funcao destas
proteinas no organismo em geral e na PA em especial. Dentre as proteinas com
func@o conhecida no organismo, foi identificada a Filaggrin, cuja funcdo € agregar
filamentos intermediarios de queratina, promovendo a formacéo de pontes dissulfeto

entre eles durante a diferenciacdo terminal da epiderme de mamiferos (UNIPROT),
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tendo, portanto, funcéo estrutural. Outra proteina identificada foi a Mitogen-activated
protein kinase kinase kinase 14, que € uma linfotoxina quinase beta ativada que
parece estar envolvida exclusivamente na ativacdo do NF-kappa-p e na sua
atividade transcricional. Promove o processamento proteolitico do NFKB2/P100, o
que leva a ativacdo do NF-kappa-f através da via ndo canénica (UNIPROT). Sua
funcdo na PA, entretanto, ainda néo esta definida. Foi ainda identificada a T-complex
protein 1 subunit eta (HIV-1 Nef-interacting protein), que é uma chaperona
molecular, auxiliando no dobramento de proteinas (como a actina e a tubulina),
mediante hidrélise de ATP (UNIPROT). Mais recentemente, foi relatado que a HIV-1
Nef-interacting protein se liga a dois componentes da subunidade 40S pequena do
ribossomo, e em menor extensao a RNA transportador, reduzindo a sintese proteica
nas ceélulas infectadas por HIV (ABBAS; DICHAMP; HERBEIN, 2012) apresentando,
portanto, um papel na defesa do hospedeiro. Assim como foram identificadas
proteinas relacionadas a tumorigénese na PA formada sobre a dentina em 10
minutos, na pelicula de 2 horas foi identificada a SPARC-like protein 1, que é
considerada um marcador da progressdao do glioma, pois sua expressao esta
relacionada com o grau deste tumor (TURTOI et al., 2012).

Dentre as proteinas identificadas exclusivamente na PA formada sobre o
esmalte apds 2 horas (Tabela 10), foram observadas algumas proteinas classicas da
PA, com funcdo conhecida, como Cystatin-S; complemet C3; Ig alpha-1 chain C
region; Lactoferrin; algumas isoformas de mucinas (MUC19 variant 12, Mucin-19,
Mucin-17, Mucin-4 beta chain, Mucin-5B) e Statherin.
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Tabela 10 - Proteinas presentes exclusivamente na PA formada in situ sobre o esmalte e dentina.

N° de acesso

Descricédo

Esmalte
2 horas

C9JLQ8

B7ZLW1
Q8N4FO0

B4DTX1

B72582
B7Z6W9

ABK2H9

P00450
Q14781
P01036
Q9BXJ5
P01024
BOI1S0
Q9P2D7
E9PHM6
P22681
A2RUE7
QINRA48
P01876
Q96T68
AL1A4EQ
Q2XSU5
Q19KS2
E9PGE3
QINR99
Q6NUQ9
E9PRO5
G3CIGO
Q7Z5P9
E7EPM4
HOY2Y1
H7BYZ0

Q8N6B4

Q92827
Q5T321

QoP242

A2A2V2
P16234
Q659A9
Q6MZKS

Adipocyte enhancer-binding protein 1

CAMSAPL1 protein

BPI fold-containing family B member 2
cDNA FLJ53196, highly similar to SAM and SH3 domain-
containing protein 1

cDNA FLJ53638, highly similar to Annexin A6
cDNA FLJ54555

cDNA FLJ78503, highly similar to Homo sapiens keratin 13
(KRT13), transcript variant 1, mRNA

Ceruloplasmin

Chromobox protein homolog 2

Cystatin-S

Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 2
Complement C3

DYNC2H1 variant protein

Dynein heavy chain 1, axonemal

Dystonin

E3 ubiquitin-protein ligase CBL

Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate 3A
Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L

Ig alpha-1 chain C region

Histone-lysine N-methyltransferase SETDB2

Keratin 13

KIR3DL2 (Fragment)

Lactoferrin (Fragment)

LIM/homeobox protein Lhx8
Matrix-remodeling-associated protein 5
Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1
Histone-lysine N-methyltransferase MLL

MUC19 variant 12

Mucin-19

Mucin-17

Mucin-4 beta chain

Mucin-5B

Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia/clathrin assembly
protein fusion protein

Myosin-ID (Fragment)
Neurobeachin

Neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase
adapter 2

RNA-binding protein 34

Platelet-derived growth factor receptor alpha
Putative uncharacterized protein DKFZp54710910
Putative uncharacterized protein DKFZp686K06110
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Q6GYQO
B4DJW3
E7EVZ3
C9J6S8
QINQUS5
Q8IYT8
075691
P02808
E7ERH1
G3V220
B2RBPO

060293
QB6AHZ1

Ral GTPase-activating protein subunit alpha-1
Renalase

Retinoic acid-induced protein 1
Serine/threonine-protein kinase 19
Serine/threonine-protein kinase PAK 6
Serine/threonine-protein kinase ULK2

Small subunit processome component 20 homolog
Statherin

Tensin-1

Transcription elongation regulator 1, isoform CRA ¢
Zinc finger and BTB domain containing 40, isoform CRA_a

Zinc finger C3H1 domain-containing protein

Zinc finger protein 5182

N° de acesso

Descricéo

Dentina
2 horas

Q5JPF3

P04083

B5BU38
Q68DE3
Q5HOF3
Q562R1

B3KVM6

B3KPTO

B3KRDO

B3KUK3

B4DJU9
B2RDG4
E5RH81
BOQXZ6
Q8IWY9
QOVDDS8
E7ESC6
Q5XX13
P20930
HE6VRG2
P04264
P02538
Q86Y46
P22079
Q99558

AOT3F4
QBW4X9

Ankyrin repeat domain-containing protein 36C

Annexin Al

Annexin
Basic helix-loop-helix domain-containing protein KIAA2018
BCL-6 corepressor-like protein 1

Beta-actin-like protein 2

cDNA FLJ16752 fis, clone BRACE2013010, highly similar to
Homo sapiens human immunodeficiency virus type | enhancer
binding protein 3 (HIVEP3), mRNA

cDNA FLJ32143 fis, clone PLACES5000080, highly similar to
Absent in melanoma 1 protein

cDNA FLJ34045 fis, clone FCBBF2007095, highly similar to AT-
hook-containing transcription factor 1

cDNA FLJ40080 fis, clone TESTI2001795, highly similar to
Homo sapiens regulator of G-protein signalling 22 (RGS22),
Mrna

cDNA FLJ55278, highly similar to AF4/FMR2 family member 1
cDNA, FLJ96597

Carbonic anhydrase 1 (Fragment)

Chromobox homolog 6

Codanin-1

Dynein heavy chain 14, axonemal

Exportin-7

F-box/WD repeat-containing protein 10

Filaggrin

Keratin 1

Keratin, type Il cytoskeletal 1

Keratin, type Il cytoskeletal 6A

Keratin, type Il cytoskeletal 73

Lactoperoxidase

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14

Mucin 4
Mucin-6
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Q86W25 NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 13
E9PAV3 Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha
E7ENN3 Nesprin-1

E9PE34 PHD finger protein 3

ABMTF1 Phosphatidylinositol 4-kinase alpha

Q9H3B1 PRO1821

H7BZH1 Protein PRR14L

H7BXEO Rho GTPase-activating protein 40

Q4VXBO RING finger and CCCH-type zinc finger domain-containing
protein 2

Q8N7X1 RNA-binding motif protein, X-linked-like-3
Q14515 SPARC-like protein 1

ABMWI8 T-complex protein 1 subunit eta

HOYC87 Transmembrane protein 25

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked

FAMHS9 transcript variant 8

Para um melhor entendimento sobre o papel das proteinas da PA
encontradas neste estudo, foi feita a classificacdo de cada proteina a partir do
esmalte e dentina formada em 10 minutos e 2 horas. Para isso as proteinas foram
classificadas conforme suas intera¢cdes moleculares, origens e funcdes, de acordo
com o UNIPROT (www.uniprot.org), além dos trabalhos de RISON et al. (2000) e
ZIMMERMAN et al., (2013).

As proteinas identificadas nos diferentes grupos estdo distribuidas na

Tabela 11, com as respectivas classificacdes. Como pode ser observado, algumas

das proteinas identificadas apresentam mais de uma funcéo, origem ou interacao.
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Tabela 11. Classificacdo das proteinas identificadas na PA formada in situ sobre o esmalte ou dentina nos
tempos de 10 minutos e 2 horas.

N° de Descricio Esma!te Esmalte Dentir_1a Dentina
acesso 10 min 2H 10min 2H
Q712M9  5-hydroxytryptamine receptor 4 "™ "¢ SIM - - -
HOYEJ5  7-dehydrocholesterol reductase % "* SIM - - -
Q8TE57 A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 16 b.h. W SIM - - -
P60709  Actin, cytoplasmic 1 > "™ SIM - SIM -
H7C3S1  Actin-binding protein anillin &% "* - - SIM -
C9JLQ8  Adipocyte enhancer-binding protein 1 " - SIM - -
A7E242  A-kinase anchor protein 6 %"~ SIM - - -
Q5Y190  Anchor protein """® - SIM - SIM
Q5JPF3  Ankyrin repeat domain-containing protein 36C %% " - - - SIM
B5BU38  Annexin > efhilmodst SIM - SIM  SIM
P04083  Annexin A1 %M SIM - SIM  SIM
Q6WG78  Antigen MLAA-14 95" - - SIM -
HOYHB1 ,:rr(l;—t(siﬁF;\/c\{i&n’SvTPase, ANK repeat and PH domain-containing SIM i i i
HOYBE7 er:)t(eiﬁpl\évm“s"js domain, ANK repeat and PH domain-containing SIM i i i
Q09428  ATP-binding cassette sub-family C member 8 """ " SIM - - -
Q68DE3  Basic helix-loop-helix domain-containing protein KIAA2018 © fhrx - - - SIM
Q5HI9F3  BCL-6 corepressor-like protein 1 > &% "% - - - SIM
Q562R1  Beta-actin-like protein 2 > %™ """ SIM - - SIM
Q8TDL5  BPI fold-containing family B member 1 % "* SIM - - -
Q8N4F0  BPI fold-containing family B member 2 bkt s - SIM - -
Q2F3K1 Calcium sensing receptor " "% " SIM - - -
F8VZK3 gr?$2;?ég%gg?;;g1id;g(?’rr\’dxent 3',5'-cyclic nucleotide ) i SIM i
G3v4Cco Calmin®!"X SIM - - -
Q9UBLO  cAMP-regulated phosphoprotein 21 # """ SIM - - -
B7ZLW1 CAMSAP1 protein %" - SIM  SIM -
P23280 Carbonic anhydrase 6 *""%*® SIM - SIM -
ES5RH81  Carbonic anhydrase 1 ¢""* - - - SIM
A7LI12 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 16 b1 x SIM - - -
Q8N3K9 Cardiomyopathy-associated protein 5™ " SIM - - -
HOYDW7 CD44 antigen "* " SIM - - -
B7z582 cDNA FLJ53638, highly similar to Annexin A6 *" %" - SIM - -

cDNA FLJ16752 fis, clone BRACE2013010, highly similar to Homo
B3KVM6 sapiens human immunodeficiency virus type | enhancer binding - - - SIM
protein 3 (HIVEP3), mRNA /'™ X
B3KPTO ,CA%SN:n tFiIF]Jriﬁ:r?oﬂns]écllo;r% tz:_nAB%ErEOOOOSO' highly similar to ) i i SIM
B3KRDO cDNA FLJ34045 fis, clone FCBBF2007095, highly similar to ) i i SIM

AT-hook-containing transcription factor 1 %"

Q8NAT4  cDNA FLJ34815 fis, clone NT2NE2007786 9 "* - - SIM -

B3KS48 cDNA FLJ35471 fis, clone SMINT2006708, highly similar to Homo SIM i i i
sapiens ubiquitin specific peptidase 31 (USP31) " "*
Q8N903  cDNA FLJ38624 fis, clone HEART2008994 %/ "V SIM - - -




122 Resultados e Discussao

B3KUKS

B3KVY2

B4DMX2
B4DWUG6

B4DZCO

B7Z3F1
B4ADNT7
B4DS89

B4DTX1
B4EOFO
B4DL23

B4DWY9

B7Z6W9
B4DJU9
BADRW1

B7Z3E7
B4EOUS

B4E187
B7Z759
ABK5R2

A8K8U1

ABK2H9

A8K210

B2RDG4
P00450
BOQXZ6
Q14781
014646
P01036
F5H2E2
P48444
Q8IWY9
Q02388
C9J3Q2
Q9BXJ5
P01024
B3KQY9

cDNA FLJ40080 fis, clone TESTI2001795, highly similar to Homo
sapiens regulator of G-protein signalling 22 (RGS22), Mrna ¢ "*
cDNA FLJ41718 fis, clone HLUNG2013097, highly similar to
SPLICING FACTOR, ARGININE/SERINE-RICH 2 ) "*

cDNA FLJ51250, highly similar to Plasma kallikrein (EC 3.4.21.34) ™" *
cDNA FLJ51361, highly similar to Keratin, type Il cytoskeletal 6A d.hm,v

cDNA FLJ51771, highly similar to SWI/SNF-related matrix-
associatedactin-dependent regulator of chromatin subfamily A
members &M "X

cDNA FLJ52429, weakly similar to LIM domain only protein 7 %"
cDNA FLJ53070, highly similar to Macrosialin fohonx

cDNA FLJ53091, highly similar to GDNF family receptor alpha-2 %"

cDNA FLJ53196, highly similar to SAM and SH3 domain-containing
protein 1 90" X

cDNA FLJ53428, highly similar to Disco-interacting protein 2
homolog A & ™"

cDNA FLJ53512, highly similar to Homo sapiens centrosomal
protein 170 kDa (CEP170), transcript variant alpha, mRNA %" *
cDNA FLJ53625, moderately similar to WD repeat and FYVE
domain-containing protein 3 9" "*

cDNA FLJ54555 9% "X

cDNA FLJ55278, highly similar to AF4/FMR2 family member 1 "

cDNA FLJ55805, highly similar to Keratin, type Il cytoskeletal 4 % ™™

cDNA FLJ56510, highly similar to Tumor suppressor p53-binding
protein 1 9% "

cDNA FLJ56707, highly similar to Serine/threonine-protein kinase
VRK3 (EC 2.7.11.1) ¢™""

cDNA FLJ60083, highly similar to Zinc finger protein 638
(Fragment) %"~

cDNA FLJ61672, highly similar to Proteoglycan-4 ™%

cDNA FLJ77293, highly similar to Homo sapiens vasohibin 1
(VASH1), mRNA "%

cDNA FLJ77762, highly similar to Homo sapiens cullin-associated
and neddylation-dissociated 1 (CAND1), mRNA %"

cDNA FLJ78503, highly similar to Homo sapiens keratin 13
(KRT13), transcript variant 1, mRNA & & Mmv

cDNA FLJ78504, highly similar to Homo sapiens keratin 6A
(KRT6A), mRNA *MmVY

cDNA, FLJ96597 9"
Ceruloplasmin > ™" !
Chromobox homolog 6 ¢
Chromobox protein homolog 2
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1
Cystatin-§ &2 "Mt

CLIP-associating protein 1 %"

Coatomer subunit delta " ™"

Codanin-1 > k"t

Collagen alpha-1(VII) chain > ™™

Collagen, type XVII, alpha 1, isoform CRA_b
Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 2
Complement c3 > koS

DNA-directed RNA polymerase % ™" *

jorx
c, kv

a,c, hrw

b, h,m,v

b,j.l,s

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM

SIM
SIM
SIM

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
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B3KRQ8 DNA-directed RNA polymerase & ™" * SIM - - -
BOILSO  DYNC2H1 variant protein &% "* - SIM - -
Q9P2D7  Dynein heavy chain 1, axonemal > %" * - SIM - -
QOVDD8  Dynein heavy chain 14, axonemal * % ™" - - - SIM
E9PHM6  Dystonin &% " * - SIM - -
P22681  E3 ubiquitin-protein ligase CBL a & "% ™! - SIM - -
Q63HN8  E3 ubiquitin-protein ligase RNF213 > ™" SIM - - -
Q14511  Enhancer of filamentation 1 ™! SIM - - -
E9PPH6  Exophilin-5 %"~ - - SIM -
E7ESC6 Exportin-7 " - - - SIM
Q5XX13  F-box/WD repeat-containing protein 10 %" * SIM - - SIM
Q5CZCO  Fibrous sheath-interacting protein 2 %" * SIM - - -
P20930  Filaggrin*"™" - - - SIM
FBWOW2 G protein-coupled receptor kinase 6 %*"" SIM - - -
E7EV53 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-6 floru SIM - - -
E7EV50 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit beta-2 %! SIM - - -
A2RUE7  Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate 3A b w - SIM - -
C9J3Q2  Glutaminase liver isoform, mitochondrial ™" SIM - - -
HOY6I0  Golgin subfamily A member 4 97" SIM - - -
D3DX70  GRIP and coiled-coil domain containing 2, isoform CRA_a ¢ "* - - SIM -
Q86Y00  GTF2IRD2B protein %" " SIM - -
G5EA02  HCG21296, isoform CRA ¢ %"* ; - SIM -
014686  Histone-lysine N-methyltransferase 2D %" ™* SIM - - -
Q9NR48  Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L &™"" - SIM SIM -
E9PRO5  Histone-lysine N-methyltransferase MLL " * - SIM - -
Q96T68  Histone-lysine N-methyltransferase SETDB2 ™" - SIM - -
P10915  Hyaluronan and proteoglycan link protein 1 %"V SIM - SIM -
P01876 Ig alpha-1 chain C region ™™™V - SIM -
P01877 Ig alpha-2 chain C region "™ ™V - - SIM -
P01857  Ig gamma-1 chain C region ™™™V - - SIM -
P01861 Ig gamma-4 chain C region ™™V - - SIM -
P01591  Immunoglobulin J chain **"! SIM - - -
D6RHJ6  Immunoglobulin J chain "% " SIM - - -
Q93033  Immunoglobulin superfamily member 2 Rt - - SIM -
Q59EZ3 Insulin-like growth factor 2 receptor variant " * - - SIM -
Q9H1B7 Interferon regulatory factor 2-binding protein-like © korx SIM - - -
H6VRG2 Keratin 1 ¢™"*Y SIM - - SIM
A1A4E9  Keratin 13 %" ™Y SIM  SIM - -
P13646  Keratin, type | cytoskeletal 13 > ™™ SIM SIM SIM  SIM
P02533  Keratin, type | cytoskeletal 14 ™™V SIM - SIM -
P04264  Keratin, type Il cytoskeletal 1 ¢*™ ™" SIM - SIM  SIM
P02538  Keratin, type Il cytoskeletal 6A @& "™ ™V SIM - SIM  SIM
Q86Y46  Keratin, type Il cytoskeletal 73 %™ - - - SIM
ASYKK5 — KIAA0232 90X SIM - - -
Q9BTI0O  KIAA1632 protein ¢ "* - - SIM -

Q2XSU5  KIR3DL2 (Fragment) %"~ SIM
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Q19KS2
P22079
B1AL11
E9PGE3
Q5T7N2
Q13136
B7Z2A6
Q6ZWBS
F5H689
QINR99

Q5TCQ9

FSWEWS5
H7C066
Q6NUQ9
Q99558
G3CIGO
G3CIH4
G3CIH6
QoY3S4
P98088
HOY2Y1
G3CIGO
B1AVQ5
E9PJC5
AOT3F4
B5ME49
Q8WXI7
E7EPM4
Q7Z5P9
Q9HC84
QBW4X9

Q8N6B4

ABMX12
ABNIU4
Q14324
Q92827
Q86W25
E9PAV3
Q14214
HOYA93
E7ENN3
Q5T321
Q09666

Q9P242
P80188

Lactoferrin > ™™

Lactoperoxidase
Leucine zipper putative tumor suppressor 2 "
LIM/homeobox protein Lhxg ™"

LINE-1 type transposase domain-containing protein 1 9" *
Liprin-alpha-1 &% "V

Liprin-alpha-2
MAP6 protein %" "*

Maternal embryonic leucine zipper kinase

Matrix-remodeling-associated protein 5 > ""
Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ

domain-containing protein 3 "% "

Membrane-associated phosphatidylinositol transfer protein 3
Methyl-CpG-binding domain protein 5 (Fragment) 9" *
Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1 ¢ hnw
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14 © hrw
MUC19 variant 12 >

MUC19 variant 17 (Fragment) % ?*

MUC19 variant 19 (Fragment) %7 *

MUC-B1 protein %P>

Mucin-5AC (Fragments) *®® " ™" P.d.

Mucin-4 beta chain %" *

MUC19 variant 12 * P

Mucin 1, cell surface associated " *

Mucin-6 (Fragment) %1%

Mucin 4 9P

Mucin-16 %P>

Mucin-16 "™ P"

Mucin-17 &P

Mucin-19 > Pt

Mucin-5B P!

Mucin-6 %Pt

Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia/clathrin assembly
protein fusion protein * o r.x
Myomesin-1 9"

Myomesin-3 7"

Myosin-binding protein C, fast-type
Myosin-ID "%

NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 13 %% "*
Nascent polypeptide-associated compleSIM subunit alpha %" *
Nebulin 9"

NEDD4-binding protein 2 % "*

Nesprin-1 ")

Neurobeachin 9" *

Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK

Neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase
adapter 2 9% "%

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin a,

a,b,ceinq

ajrnv

f,hrx

f i, rx

a, h,mrv

cjns

b, h,r, x

SIM
SIM
SIM

SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
SIM
SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
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B7Z9A6  N-sulphoglucosamine sulphohydrolase %" * SIM - -
Q6P4R8  Nuclear factor related to kappa-B-binding protein &% "% SIM - -
C9JCR8  Nuclear receptor coactivator 3 &% "% SIM - -
Q05BP9  OLIG2 protein > @ "® SIM - -
Q8NDF8 PAP-associated domain-containing protein 5 & &% "t SIM - -
Q9GZU2 Paternally-eSIMpressed gene 3 protein & %" * SIM - -
Q8NEN9  PDZ domain-containing protein 8 %" SIM - -
Q96Q06  Perilipin-4 "+ "* SIM - SIM
E9PE34  PHD finger protein 3 - - -
covarp FIoraArosts 5.t 2 pnaase oo
A8MTF1  Phosphatidylinositol 4-kinase alpha & ™"" - - -
P16234  Platelet-derived growth factor receptor alpha ® %% - SIM -
C9JMW3  Poliovirus receptor-related protein 3 %" * - - SIM
Q72443  Polycystic kidney disease protein 1-like 3 """ SIM -

P01833  Polymeric-immunoglobulin receptor >’ "* - SIM
ASA3E0  POTE ankyrin domain family member F &/ " SIM - -
Q32Q83  PPIL4 protein % "% SIM - -
Q4GOU5  Primary ciliary dyskinesia protein 1 %" * - - SIM
Q9H3B1 PRO1821 9"~ - - -
Q9Y4D8  Probable E3 ubiquitin-protein ligase HECTD4 "% "* SIM - -
P12273  Prolactin-inducible protein * ™" * SIM - SIM
E9PL31  Proline-rich protein 18 (Fragment) ¢ "¢ * SIM - -
QOUPAS5  Protein bassoon ® ¢ ™" SIM SIM  SIM
Q8N807  Protein disulfide-isomerase-like protein of the testis % * " SIM SIM SIM
Q9ULI3  Protein HEG homolog 1 """ SIM - SIM
Q5T8A7  Protein phosphatase 1 regulatory subunit 26 " - - SIM
H7BZH1 Protein PRR14L %"~ - - -
H7C2P2  Protein sidekick-2 " . - SIM
Q59H55 Prqtein tymsjpe phosphatase, non-receptor type 13 isoform 2 ) i SIM

variant

Q9Y5I3  Protocadherin alpha-1 ""® SIM - -
A2A3N6  Putative PIP5K1A and PSMDA4-like protein " * SIM - -
Q9COF0  Putative Polycomb group protein ASXL3 &% " SIM - -
A8MT19  Putative rhophilin-2-like protein %" * - - SIM
Q659A9  Putative uncharacterized protein DKFZp54710910 %" - SIM -
Q5JV90  Putative uncharacterized protein DKFZp564P1772 9% " * SIM - -
Q63HQ7  Putative uncharacterized protein DKFZp686A1736 ™! " * SIM - -
Q6MZWO Putative uncharacterized protein DKFZp686J11235 %" SIM -
Q6MZK8  Putative uncharacterized protein DKFZp686K06110 %" - SIM -
Q6WKZ4 Rabl1 family-interacting protein 1 %" - - SIM
Q6GYQO0 Ral GTPase-activating protein subunit alpha-1 ® &% " - SIM -
E7EX08 Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1 9""* SIM - -
FBW6WS8 Regulating synaptic membrane exocytosis protein 2 %" - - SIM
G3V112 Regulator of G-protein signaling 22 %" * SIM - -
B4DJW3 Renalase %" * . SIM -
AOPJ83  REST protein ¢+"* SIM - -

SIM

SIM
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E7EVZ3
Q59HG6
H7BXEO
B4DR10
B3KX27
B1APS8

Q4VXBO

Q8N7X1
A2A2V2
HOYGL9
Q15413

Q6UWB4
Q8IYB3
C9J6S8
QINQUS5
Q96Q15
Q8IYT8
Q9H7U1
QIY6X0
H7C1X5
ABNHU9
075691
E7ET49
Q5SXM2
094875
Q14515
Q7RTM4
Q76KD6
E7END2
B3KUY1
Q9P2P6
P02808
Q7Z7G0
060343
ASMWIS
E7ERH1
Q13647
D3DPGO
G3V220
Q6PRX2
FSWCH2
HOY2MO
HoYC87
Q72271
Q9HCJO
Q9H2D6

Retinoic acid-induced protein 1 % "*
Rho GTPase activating protein 6 isoform 1 variant %" *
Rho GTPase-activating protein 40 "
Rho-GTPase-activating protein 7 """

Rhophilin-2 %" *

Ribosomal protein S6 kinase delta-1

RING finger and CCCH-type zinc finger domain-containing
protein 2 &+ "%

RNA-binding motif protein, X-linked-like-3 %1 "*
RNA-binding protein 34 "%

Ryanodine receptor 2 Rhnx

Ryanodine receptor 3
Serine protease 55 "% "%

Serine/arginine repetitive matrix protein 1
Serine/threonine-protein kinase 19 %"~
Serine/threonine-protein kinase PAK 6% ¢ ™"
Serine/threonine-protein kinase SMG1
Serine/threonine-protein kinase ULK2
Serine-rich coiled-coil domain-containing protein 2 9.1 x
SET-binding protein " *

SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2 9. 1. x
SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 2 ¢+ "*
Small subunit processome component 20 homolog & & ™"
Sn1-specific diacylglycerol lipase beta ¢ "*
snRNA-activating protein complex subunit 4
Sorbin and SH3 domain containing 2 * ¢ ™™V
SPARC-like protein 1 9" *

Spectrin-like protein of the nuclear envelope and Golgi
Speriolin 97"

Sperm-specific antigen 2 97"

a, f, hr, x

fi,rnx

a, ckrw

a, c krx

a hrt

c,j,rw

Splicing factor, arginine/serine-rich 2, isoform CRA_d """
StAR-related lipid transfer protein 9 © kv
Statherin "M pas
Target of Nesh-SH3 " *""
TBC1 domain family member 4 "
T-complex protein 1 subunit eta * " "
Tensin-1 %% ">
Testis specific basic protein 9. rx
Titin, isoform CRA_a """
cJrnLw

Transcription elongation regulator 1, isoform CRA ¢
Transducin-like enhancer of split 3 splice variant 2 97" %"
Transducin-like enhancer protein 2 ©* " "
Transmembrane protein 131-like %" ""

Transmembrane protein 25 %"

Treslin &MY

Trinucleotide repeat-containing gene 6C

TRIO and F-actin-binding protein & ™ ™V

c,hl,mo,s,v

a,j,rx

SIM

SIM
SIM
SIM

SIM
SIM
SIM
SIM
SIM

SIM

SIM
SIM

SIM
SIM
SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM
SIM

SIM
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B4DIL8  Tuberin > %" SIM - - -
Q86U96 TUBGCP2 protein % "" - - SIM -
Q9UIGO  Tyrosine-protein kinase BAZ1B ©™"" - - SIM -
Q62U65  Ubinuclein-2 ©» " SIM - - -
D3DVA8  Ubiquilin 4, isoform CRA_a ©"* SIM - - -
B7WPF4  Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase %" * SIM - - -
Q70CQ4  Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 31 ¢ ™" ® - - SIM -

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked

FaMH43 transcript variant 4 %" SIM i i i
E1U1M3 t:géilé':%ﬁgrfgﬁcpg?g Eetratrlcopeptlde repeat protein Y-linked SIM i i i
FAMHO1 t.:g;](qslél:l(l);ﬁ;rf;ir:s‘lc;g?g Eetratrlcopeptlde repeat protein Y-linked ) i SIM i
E1U199 32;1%?%:?2;;??35%'Eehvd"tsetramcopeptlde repeat protein Y-linked ) i SIM i
FAMH59 ::;);](qslél:icr))lﬁg;;rgsscg??g tetratricopeptide repeat protein Y-linked ) i i SIM
Q68DN1  Uncharacterized protein C20rf16 %" "* - - SIM -
A6NGG8  Uncharacterized protein C2orf71 ¢ "* SIM - - -
Q9UF83  Uncharacterized protein DKFZp434B061 ¢/ " SIM - - -
Q8N7P7  Uncharacterized protein FLJ40521 9" * SIM - - -
Q9Y2F5  Uncharacterized protein KIAA0947 1 "% SIM - - -
Q96PY0  Uncharacterized protein KIAA1908 ¢/ " SIM - - -
Q5HYC2  Uncharacterized protein KIAA2026 1 "* SIM - - -
Q5T230  Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1 ©™"* - - SIM -
075445  Usherin®"™"" SIM - - -
Q6IRTO  USP32 protein "% SIM - - -
B7Z6A0 UV radiation resistance-associated gene protein 9.1 x SIM - - -
Q15061 WD repeat-containing protein 43 ¢ "* - - SIM -
P30291  Weel-like protein kinase & ™" = - - SIM -
A4UGR9  Xin actin-binding repeat-containing protein 2 9% "" SIM SIM SIM SIM
Q9ULM3  YEATS domain-containing protein 2 9 "% SIM - - -
B2RBPO  Zinc finger and BTB domain containing 40, isoform CRA _a g, k, r, w - SIM - -
060293  Zinc finger C3H1 domain-containing protein %*"% - SIM - -
P15822  Zinc finger protein 40 * ™" SIM - - -
Q59FE0  Zinc finger protein 41 variant ¢" "% SIM - - -
Q6AHZ1  Zinc finger protein 518A% % "% - SIM - -
HOYC29 Zinc finger transcription factor Trpsl (Fragment) 9.1 x - - SIM -
043149  Zinc finger ZZ-type and EF-hand domain-containing protein 1 %" " SIM - - -

As proteinas foram classificadas de acordo com a origem utilizando os dados do UNIPROT e o artigo de Zimmerman et al. (2013): a)
citoplasma; b) extracelular; ¢) nudcleo; d) citoesqueleto; e) intracelular; f) Membrana; g) Origem desconhecida. Em relagcdo as
interacdes proteicas , a classificacdo foi baseada em Zimmerman et al. (2013): h) proteina/proteina; i) calcio/fosfato; j) interagao
molecular desconhecida; k) outras interagdes moleculares. Conforme a fungdo na PA, a classificacdo foi baseada em
Zimmerman et al. (2013): 1) metabolismo; m) regeneracdo de tecidos; n) antimicrobiana; o) resposta Imune; p) lubrificacdo; q)
biomineralizacao; r) funcao desconhecida. Quanto a fungéo geral, a classificacdo foi baseada em Rison et al. (2000): s) metabolismo;

t) processos celulares; u) transporte; v) estrutura e organizagdo estrutural; w) vias de informacgéo; x) miscelanea.
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A classificacdo das proteinas identificadas conforme sua origem foi dividida
em sete categorias, a saber: citoplasma, extracelular, nucleo, citoesqueleto,
membrana, desconhecidas e proteinas que apresentavam mais que uma origem. As
buscas para a classificacdo foram realizadas utilizando o nimero de acesso de cada

proteina no UNIPROT (www.uniprot.org), tanto para o grupo de proteinas da PA

formada sobre o esmalte quanto para o grupo da dentina, nos diferentes tempos de
10 minutos e 2 horas.

Para o grupo de esmalte 10 minutos (Figura 14), a maior parte das proteinas
identificadas na PA tinha origem desconhecidas (43%). Dentre todos 0s grupos
avaliados, este foi o que apresentou o maior numero de proteinas identificadas
(160), e dentre elas haviam um grande numero de proteinas denominadas “cDNA”
(DNA complementar), cuja evidéncia no UNIPROT estava a nivel de transcrito
apenas, além de terem sido identificadas varias proteinas ainda ndo caracterizadas.
Dentre as proteinas com uma Unica origem conhecida, a maioria eram proteinas de
membrana (10%), seguido por proteinas de origem extracelular (9%), nuclear (9%),
citoplasmatica (8%) ou proveniente do citoesqueleto (4%). As proteinas identificadas
de origem extracelular sdo secretadas a partir das glandulas salivares maiores e
menores. Sabe-se que as glandulas salivares sao responsaveis por mais de 90% do
volume de saliva produzida. A presenca de proteinas derivadas do citoplasma
advém da alta rotatividade da mucosa bucal (ZIMMERMAN et al., 2013). Algumas
proteinas identificadas possuem mais que uma origem, representando 17% neste
grupo. Dentre elas encontram-se a Annexin (citoplasma, extracelular, nucleo,
citoesqueleto, membrana), Annexin Al (Citoplasma e nucleo), Cystatin-S (citoplasma
e membrana) Keratin 13 e Mucin-5AC (Citoplasma, extracelular e organela), dentre

outras.
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Origem das proteinas do esmalte 10 minutos

43%
m Citoplasma

m Extracelular

® Nucleo

m Citoesqueleto

® Membrana

® Mais que uma origem
Desconhecidas

Figura 14. Distribuicdo da origem das proteinas identificadas na
PA formada sobre o esmalte por 10 minutos.

A Figura 15 representa a classificacdo das proteinas identificadas no esmalte,
no periodo de 2 horas, classificadas de acordo com a sua origem. Como relatado
para o periodo de 10 minutos, a maior parte das proteinas (48%) tinha origem
desconhecida. Dentre as proteinas com origem conhecida, a maioria delas era
extracelular (13%) ou do nucleo (9%). O numero de proteinas com origem na
membrana (5%), citoplasma (3%) e citoesqueleto (2%) foi menor comparado com o
tempo de 10 minutos. Neste grupo também existiam algumas proteinas com
evidencias em nivel de transcrito e ndo caracterizadas, além de proteinas com mais
gue uma origem (20%), como: Complement C3 e Cystatin- S (citoplasma e
membrana), Ig alpha-1 chain C region (extracelular e membrana), Keratin, type |
cytoskeletal 13 (extracelular e citoesqueleto), Protein bassoon (citoplasma, ndcleo e

citoesqueleto).
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Origem das proteinas do esmalte 2 horas

I — m Citoplasma

m Extracelular
=Nucleo

m Citoesqueleto
= Membrana

m Mais que uma origem

m Desconhecidas

2%

Figura 15. Distribui¢cdo da origem das proteinas identificadas na
PA formada sobre o esmalte por 2 horas.

Para as 86 proteinas da PA formadas em 10 minutos na dentina (Figura 16), o
agrupamento foi realizado da mesma forma que o esmalte. Como observado para o
esmalte, a maioria das proteinas identificadas tinha origem desconhecida. Dentre
aguelas com uma origem conhecida, diferentemente do esmalte a maioria era de
origem nuclear (17%), seguida pelas proteinas com origem no citoplasma (6%),
extracelular (6%), citoesqueleto (6%) e na membrana (5%). Uma alta porcentagem
das proteinas identificadas também apresentava mais que uma origem (21%),
dentre as quais se encontravam proteinas classicas da PA, como as anexinas,

cistatinas, imunoglobulinas, queratinas e mucinas.

Origem das proteinas da dentina 10 minutos

m Citoplasma

m Extracelular

= Nucleo

m Citoesqueleto

= Membrana

® Mais que uma orige

» Desconhecidas

Figura 16. Distribuicdo da origem das proteinas identificadas na
PA formada sobre a dentina por 10 minutos.
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Um perfil semelhante foi observado para as 52 proteinas formadas sobre a
dentina no periodo de 2 horas (Figura 17), sendo 55% de origem desconhecida, 8%
de origem nuclear, 6% de membrana, 4% do citoesqueleto, 4% extracelular e 2%
citoplasmaticas. Também houve proteinas identificadas que apresentavam mais que
uma origem (21%), dentre elas algumas anteriormente ja citadas na dentina 10

minutos.

Origem das proteinas da dentina 2 horas

55%
m Citoplasma

m Extracelular

m Nucleo

m Citoesqueleto
= Membrana

= Mais que uma origem

Desconhecidas

Figura 17. Distribuicdo da origem das proteinas identificadas na
PA formada sobre a dentina por 2 horas.

As proteinas identificadas também foram classificadas de acordo com suas
caracteristicas funcionais, a saber: metabolismo (obtencéo de energia e degradacéo
de pequenas moléculas e macromoléculas), processos celulares (defesa do
organismo e regulacdo intracelular), transporte (transporte de ions, pequenas
moléculas e macromoléculas), estrutura e organizacédo estrutural (citoesqueleto e
membrana celular), vias de informacdo (degradacédo e sintese de DNA e RNA) e
miscelanea (desconhecida) (RISON; HODGMAN; THORNTON, 2000).

Dentre as proteinas da PA formadas sobre o esmalte por 10 minutos (Figura
18), a maioria apresenta funcado desconhecida (45%). Dentre aquelas com funcao
conhecida, 17% estdo relacionadas com vias de informacdo, 16% com estrutura e
organizacdo da estrutura, 9% com metabolismo e processos celulares e 4% com

transporte.
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m Metabolismo

E Processos celulares

® Transporte

m Estrutura e organizacao da estrutura
mVias de informagao

u Miscelanea

Figura 18. Distribui¢éo funcional das proteinas identificadas na
PA formada sobre o esmalte 10 minutos, de acordo com Rison
(RISON; HODGMAN; THORNTON, 2000).

| Funcao das proteinas do esmalte 10 minutos

Perfil semelhante foi observado para as proteinas da PA formada sobre o
esmalte por 2 horas (Figura 19), com a maioria das proteinas identificadas
apresentando funcdo desconhecida, enquanto que 14% estdo relacionadas com
vias de informagédo, 9% com metabolismo, 8% com estrutura e organizagao
estrutural e processos celulares e 6% com transporte. Em adicao, 5% das proteinas
identificadas apresentam mais que uma funcéo.

Funcgao das proteinas do esmalte 2 horas

— u Metabolismo

0%

® Processos celulares

® Transporte

= Estrutura e organizagao da estrutura
m Vias de informagao

» Mais que uma fungao

» Miscelanea

Figura 19. Distribuicdo funcional das proteinas identificadas na
PA formada sobre o esmalte 2 horas, de acordo com Rison
(RISON; HODGMAN; THORNTON, 2000).
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Ja o perfil funcional obtido para as proteinas identificadas na PA formada
sobre a dentina foi um pouco diferente daquele observado para o esmalte. Para o
tempo de 10 minutos (Figura 20), 45% das proteinas apresentam funcéo
desconhecida, 16% estéo relacionadas com estrutura e organizagcao da estrutura,
15% com vias da informacdo, 13% com metabolismo e 4% com processos
celulares, sendo que 7% das proteinas identificadas apresentam mais que uma

funcéo.

Fungdo das proteinas da dentina 10 minutos

45%

m Metabolismo
® Processos celulares
= Transporte
m Estrutura e organizagao da estrutura
mVias de informagao
4% ;
= Mais que uma fungao
Miscelanea

Figura 20. Distribuicdo funcional das proteinas identificadas na
PA formada sobre a denrtina formada em 10 minutos, de acordo com Rison
(RISON; HODGMAN; THORNTON, 2000)

Na PA formada sobre a dentina apds 2 horas (Figura 21), as proteinas
apresentaram-se em maior parte com funcdo também relacionada a estrutura e
organizacdo da estrutura (15%). Houve uma pequena diminuicdo na porcentagem
de proteinas relacionadas com vias de informag¢do em comparacdo com o tempo de
10 minutos (9%), assim como para as proteinas relacionadas com metabolismo
(8%). Contudo, houve um aumento nas proteinas relacionadas com processos
celulares (8%) e transporte (2%), além das proteinas apresentando mais que uma

funcao (8%). 50% das proteinas identificadas tinham funcéo desconhecida.
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Funcgao das proteinas da dentina 2 horas

m Metabolismo

50%

mProcessos celulares

= Transporte

m Estrutura e organizagao da estrutura
mVias de informagao

m Mais que uma fungao

Miscelanea

Figura 21. Distribuicdo funcional das proteinas identificadas na
PA formada sobre a denrtina formada em 2 horas, de acordo com Rison
(RISON; HODGMAN; THORNTON, 2000)

Sendo a PA determinada pela adsorcdo seletiva de proteinas derivadas a
partir da saliva, devido as interagfes eletrostaticas e moleculares, as proteinas
foram classificadas com base nas suas formas de interacdo, a saber: proteinas que
se ligam aos ions calcio/fosfato; proteinas que demonstram interacées com outras
proteinas; proteinas que efetuam outras interagcdes moleculares e proteinas com
interacdo desconhecida (ZIMMERMAN et al., 2013).

No grupo de proteinas da PA formada sobre o esmalte apdés 10 minutos
(Figura 22), a maior parte (49%) apresentou interacdo desconhecida. Dentre aquelas
com interacdo conhecida, a maior parte apresentou intera¢cées com outras proteinas
(22%), como por exemplo, alguns tipos de queratinas, anexinas e cistatinas. As
proteinas pertencentes a esse grupo de fato formam camadas de proteinas
sucessivas na PA, por interacfes com outras proteinas adsorvidas na superficie do
esmalte dentario. A composicdo do mineral do esmalte (basicamente hidroxiapatita)
influencia diretamente na composicdo das proteinas que irdo se aderir pela alta
afinidade com os ions de calcio e fosfato (8%). S&o os exemplos de proteinas
classicas desse grupo a estaterina e anidrase carbbnica 6, que sdo proteinas
salivares, além de proteinas como Calcium sensing receptor, que também tem
interag@es calcio/fosfato, apesar de nunca descrita anteriormente na PA. Também a
Proline-rich protein 18 nunca foi anteriormente descrita na PA, mas € da mesma
familia de “precursoras da formacédo da PA”, por ter uma alta afinidade com o

esmalte dentario. O grupo de proteinas com outras interacdes moleculares (20%)
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engloba proteinas que se ligam ao RNA e DNA. S&o exemplos dessas proteinas a
GTF2IRD2B e a RNA-binding protein 34.

Interagées moleculares do esmalte 10 minutos

m Proteina/proteina
= Calcio/fosfato

Outras interagoes moleculares
mDesconhecida

= Mais que uma interagao molecular

Figura 22 - Distribuicdo das interacdes das proteinas identificadas na
PA formada sobre o esmalte no periodo de 10 minutos

J& o perfil dos tipos de interacdes das proteinas do grupo de esmalte no
tempo de 2 horas (Figura 23), mostrou-se um pouco diferente com 33% das
proteinas apresentando outras interacbes moleculares, 25% das proteinas
interagindo com outras proteinas e 6% interagindo com calcio/fosfato, além de 36%
das proteinas com interacdo desconhecida. Observou-se, em relacdo ao tempo de
10 minutos, uma reducdo na porcentagem de proteinas que interagem com calcio-
fosfato e um aumento na porcentagem daquelas que interagem com outras

proteinas, o que é esperado, devido ao aumento da espessura da PA.

Interagc6es moleculares do esmalte 2 horas

® Proteinal/proteina
m Calcio/fosfato
Outras interagcoes moleculares

m Desconhecida

Figura 23 - Distribuicdo das interacdes das proteinas identificadas na
PA formada sobre o esmalte no periodo de 2 horas.
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O perfil observado para a dentina foi diferente daquele visto para o esmalte.
Para o tempo de 10 minutos (Figura 24) de formacdo da PA, dentre as proteinas
com interacdo conhecida, a maioria (39%) apresentou interacdo proteina/proteina e
apenas 2% apresentou interagcdo com calcio/fosfato. Isto era esperado, devido ao
menor conteudo mineral e maior conteddo proteico da dentina (NANCI, 2011). Ainda
15% das proteinas apresentaram outras interacdes moleculares, 1% mais que uma

interacao e 43% apresentaram interacado desconhecida.

Interagées moleculares da dentina 10 minutos

m Proteinal/proteina
m Calcioffosfato

Outras interagdes moleculares
mDesconhecida

= Mais que uma interagao molecular

Figura 24 - Distribuicao das intera¢ges das proteinas identificadas na
PA formada sobre a dentina no periodo de 10 minutos.

Ja para o tempo de 2 horas (Figura 25), as proteinas da PA formada sobre a
dentina apresentaram uma maior porcentagem de outras interagfes (27%), além de
um aumento na porcentagem de proteinas que interagem com calcio/fosfato (10%).
Este aumento poderia ser explicado porque houve aparecimento de proteinas com
qgue interagem com célcio/fosfato e que nao tinham sido identificadas no tempo de
10 minutos, como anexina, anidrase carbdnica e lactoperoxidase. Ainda 9%
apresentaram interacdo com outra proteina e 4% mais de uma interacdo, enquanto

que 50% das proteinas tinham interacdes desconhecidas.
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Interagb6es moleculares da dentina 2 horas

M Proteina/proteina
M Célcio/fosfato

Outras interagdes moleculares
® Desconhecida

M Mais que uma interagdo molecular

Figura 25 - Distribuicao das intera¢ges das proteinas identificadas na
PA formada sobre a dentina no periodo de 2 horas.

Muitas das diferentes proteinas identificadas na PA tanto do esmalte quanto
da dentina possuem diferentes fungdes na pelicula, como metabolismo, regeneracéo
de tecidos, antimicrobiana, resposta imune, lubrificacdo e biomineralizac&o
(ZIMMERMAN et al., 2013).

Na PA formada em esmalte, foram identificadas algumas proteinas ja
descritas com funcdo conhecida, como Annexin Al, que é um mediador anti-
inflamatério, com afinidade pelo célcio e que na PA esta envolvida com
metabolismo, regeneracdo de tecido, resposta imune e biomineralizacao
(ZIMMERMAN et al., 2013). Também foi identificada a Cystatin-S, que na PA
apresenta atividade antimicrobiana. Foram identificadas varias isoformas de
mucinas, que estéo relacionadas com a funcéo de lubrificacdo. Em adicéo, a Mucin-
5AC tem funcgOes de regeneracéo tecidual, antimicrobiana e biomineralizagéao, por
sua afinidade com os ions de calcio e fosfato. Outro grupo observado foi o das
imunoglobulinas. Dentre elas, destaca-se a Ig alpha-1 chain C region, que tem
funcdo antimicrobiana e de resposta imune. Proteinas envolvidas com a antividade
antimicrobiana e resposta imune sdo necessarias no ambiente bucal para a defesa
contra agentes patogénicos (SIQUEIRA et al., 2007b). Foi identificada também a
Statherin, que confere a lubrificacdo e biomineralizacdo para esmalte dentério, além
da Carbonic Anhydrase 6, cuja principal funcdo é a de biomineralizacdo, pela sua

alta afinidade pelos ions de célcio e fosfato. Em adi¢do, estavam presente também
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véarias isoformas de queratinas e colageno, que estdo relacionados com a funcéo de
regeneracao de tecido, em ambos os substratos (esmalte e dentina). Outra proteina
gue foi identificada tanto no esmalte quanto na dentina foi a Titin, que nunca tinha
sido descrita anteriormente na PA e parece ter habilidade de se ligar ao calcio,
podendo ter uma fun¢do na manutengcdo da homeostase do esmalte dentario, o que
precisa ser investigado.

Ja na PA formada sobre a dentina, foram identificadas varias proteinas
relacionadas com a ligacdo ao célcio (Calcium/calmodulin-dependent 3',5'-cyclic
nucleotide phosphodiesterase 1B, CAMSAP1, MAP6), aléem de muitas proteinas
associadas a tumorogénese (KIAA1632, LZTS2, KIAA0649) e a fosforilacdo/
desfosforilacdo de proteinas. Estes achados sugerem que a PA formada sobre a
dentina pode ser utilizada como biomarcador para neoplasias, o que precisa ser
melhor estudado.

Em adicdo, muitas das proteinas identificadas tanto na PA do esmalte quanto
da dentina ndo tém a funcdo totalmente conhecida ou ainda ndo foram
caracterizadas. Assim, a sua caracterizacao podera trazer novas informacdes sobre
a composicédo da pelicula, ajudando no entendimento do papel deste integumento na
manutencdo da homeostasia da cavidade bucal, bem como seu potencial como

biomarcador para doencas bucais e sistémicas.
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6 CONCLUSOES

Este estudo foi pioneiro em comparar o perfil proteico de PAs formadas in situ
sobre o esmalte e a dentina, nos tempos de 10 minutos e 2 horas, utilizando analise
protedmica quantitativa livre de marcadores.

O numero de proteinas identificadas foi maior para o esmalte que para a
dentina e para o tempo de 10 minutos quando comparado com o tempo de 2 horas.
Para a PA formada sobre o esmalte, foram identificadas 160 e 64 proteinas, nos
tempos de formacdo de 10 minutos e 2 horas, respectivamente. Os respectivos
nameros de proteinas identificadas para a dentina foram 86 e 52, respectivamente.

Nos tempos de 10 minutos e 2 horas, respectivamente, 25 e 11 proteinas
foram comuns a ambos os substratos e foram submetidas a quantificacao livre de
marcadores, revelando que a maioria das proteinas com diferenca de expressao
entre os dois substratos teve sua expressdo aumentada na dentina.

Foram identificadas ainda, no tempo de 10 minutos de formacao da PA, 135 e
61 proteinas exclusivas ao esmalte ou a dentina, respectivamente. O ndamero
correspondente de proteinas exclusivas para o tempo de 2 horas foi de 53 e 41
proteinas, para o esmalte e dentina, respectivamente.

Este é o primeiro trabalho a descrever o proteoma da PA formada sobre a
dentina. Dentre as proteinas exclusivas da dentina, foram identificadas vérias
proteinas relacionadas ao complexo calcio/calmodulina, assim como proteinas
associadas a tumorigénese e a fosforilagcdo/desfosforilacdo de proteinas.

Em adicdo, muitas das proteinas identificadas no presente estudo, tanto para
0 esmalte quanto para a dentina, ainda ndo foram caracterizadas e, portanto, ndo
tém funcdo conhecida na PA. Sua caracterizacdo e estudos funcionais futuros
poderdo trazer novos horizontes no entendimento da importancia da PA para a
protecdo da estrutura dentaria, bem como do papel da PA como sitio de
biomarcadores para doengas bucais e sistémicas.

Em virtude dos resultados obtidos, ambas as hipéteses nulas formuladas
foram rejeitadas, uma vez que ha diferenca consideravel na expressao proteica em
PAs formadas sobre esmalte e dentina, e o tempo de formacao da pelicula altera o
perfil de expressao proteica, para ambos os substratos.
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ANEXO A — Termo de aprovacao do comité de ética e pesquisa

Universidade de Sdo Paulo
. Faculdade de Odontologia de Bauru

AL Dr. Octivio Pinheiro Beisolls, 9-75 — Bauru-SP - CEP 17012.901 - C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 ~ FAX (0XX 14)3223-4679

Comité de Ezica ewe Pesquisa (14)3235-8356
c-mail: miervari@fob.usp. br

Processo n® 038/2011

Baury, 28 de 2brd ¢e 2001

Senhora Professora,

O projoto de pesquisa encaminhado & este Comité de ftica em Pesquisas em Seres Humonos,
denominade “Determinacio de composicio da peliculy adquirkda formada sobre csmalte ¢ dentina
através de téenicas protedmicas”, de autorla de Malina Rodrigues Bellre, gue serd desenvolvico sob
sua arentacso, fol anviado an relator para svalisg 5o,

Na reunifio de 27 de abeil de 2011 0 parecer do relator, sprovando o projeto, fol acsito pelo Comité,
consderando que ndo existam mfragles éticas pendentes. ’

InfamMmamos Que qualquer alteracso efetuada no trabuiho de pesauina, 0 pesquisador/ornentadar deverd
comunicar 20 CEP-FOB/USP, bermn como ao final do trabalho erwiar um Relstério para novo parecer, o
qual serd utilizade para pubtlicaclo clentifica.

Atenciosamente,
»g.-l.’ \ 6‘«{3‘
"“ﬁ "-'\'l?'.;‘.. - &PQ"
?W&«io Augusto (a&@ﬁ‘;ﬁm
“
Q@ CmtdenaQ%,@‘
o
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Prof? Dr Marilia Afornso Rabelo Buzslaf
Docerte do Departamento de Géncias Biologicas
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ANEXO B- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

g, Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Odontologia de Bauru

Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 - C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-4679

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vimos, por meio deste, convida-lo a participar de uma pesquisa onde serdo analisadas as proteinas sobre os dentes, em
diferentes tempos: 10 minutos e 2 horas. Participardo deste estudo 9 voluntarios com idade de 18 a 35 anos, de ambos os
géneros, ndo fumantes, em bom estado. de saude geral e bucal (sem gengivite, periodontite € nem nenhuma outra condigéo
bucal que possa afetar a composigéo dos fluidos orais) e que nao estejam fazendo uso de medicamentos.

O experimento sera realizado em trés dias subsequentes, tendo inicio as 8 horas da manhé, sendo os procedimentos
para coleta de pelicula idéntica para ambos os dias (sera feito em trés dias: para se obter as amostras em triplicata, as amostras
serdo coletadas individualmente de todos os voluntarios para cada substrato e tempo de coleta).

Os voluntarios receberdo uma meticulosa profilaxia dentaria a jato de bicarbonato. Em seguida, os dispositivos
mandibulares contendo blocos de esmalte e dentina serdo colocados na cavidade bucal para que a pelicula adquirida se forme
naturalmente sobre os blocos. A coleta da pelicula sera feita aos 10 e 120 minutos de formagéo de pelicula, sendo coletados 6
blocos de esmalte e 6 blocos de dentina nesses respectivos tempo.

Estes tempos foram selecionados para que se possa comparar a composigdo protéica da pelicula jovem e mais madura.
O tempo maximo de 120 minutos foi escolhido para se evitar a possivel agregagdo bacteriana, que poderia interferir nos
resultados. Durante este periodo, os voluntarios serdo privados do consumo de alimentos e bebidas.

Em relag&o aos beneficios oferecidos, no inicio do estudo sera feito um exame clinico em relagédo as condigdes bucais e o
resultado deste exame sera prontamente informado a vocé. Caso seja detectado algum problema, faremos o encaminhamento
a clinica responsavel da FOB. Além disto, no final do estudo, serdo dadas instrugdes sobre higiene bucal, por escrito e
verbalmente. A participagdo sera voluntaria e entende-se que vocé podera fazer qualquer pergunta sobre os procedimentos,
sendo que sera livre para desistir de participar a qualquer momento, sem nenhum prejuizo de sua parte. Em adigdo, vocé tera,
também, por parte dos pesquisadores, a garantia do sigilo que assegura a sua privacidade.

Destacamos ainda que n&o ha risco nenhum a sua saude com a participagéo nesta pesquisa, ja que vocé apenas utilizara
a moldeira contendo os blocos de esmalte e dentina devidamente esterilizados e todo o tratamento dos mesmos sera feito apos
a remogéo da sua boca.

Concordando em participar, vocé entende que este estudo serd realizado em beneficio das ciéncias médica e
odontolégica, e desta forma concorda com a divulgagédo dos dados obtidos por meio de publicagdes cientificas.

Caso queira apresentar reclamagdes em relagdo a sua participagdo na pesquisa, podera entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da FOB-USP, no enderego Al. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 (sala no prédio da
Biblioteca, FOB-USP) ou pelo telefone (14) 3235-8356. Para esclarecimentos de duvidas, a qualquer momento, contactar a
pesquisadora (Melina Rodrigues Bellini) pelos telefones (14)3235-8246 ou (14) 9704-7152.

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr.(a)
portador da cédula de identidade , apoés leitura minuciosa das informagbes constantes
neste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, devidamente explicada pelos profissionais em seus minimos
detalhes, ciente dos servigos e procedimentos aos quais sera submetido, ndo restando quaisquer duvidas a respeito do lido e
explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa proposta.

Fica claro que o sujeito da pesquisa ou seu representante legal, pode a qualquer momento retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE
E ESCLARECIDO e deixar de participar desta pesquisa e ciente de que todas as informagbes prestadas tornar-se-do
confidenciais e guardadas por forga de sigilo profissional (Art. 9° do Cédigo de Etica Odontoldgica).

Por estarem de acordo assinam o presente termo.

Bauru-SP, de de 2011.

Sujeito da Pesquisa Melina Rodrigues Bellini
Autor
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ANEXO C - Termo de doacao do Banco de Dentes (FOB/USP)

Banco - ) UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
OS FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

TERMO DE CESSAO DE DENTES HUMANOS

Pesquisa: “Determinagdo de composicdao da pelicula adquirida formada sobre
esmalte e dentina através de técnicas proteémicas”

Pesquisadora: Melina Rodrigues Bellini

Orientadora: Profa Dra Marilia Afonso Rabelo Buzalaf

Espécimes /origem: 50 molares permanentes - BDH/FOB-USP

Cumpro com dever de informar que o BDH/FOB-USP cedeu e transferiu na
melhor forma de direito, em consondncia com a Resolugdo 196/96 do Ministério

da Saude, ao pesquisador acima identificado os seguintes elementos dentarios:

Incisivos Caninos Pré-molares Molares TOTAL
- - - 50 50

Fato posto, a cessdo ocorrida em 03/06/2011 deu-se ap0ds a apresentagao
da carta de aprovagdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisas da FOB-USP (Processo n°038/2011).

Bauru, 13 de Agosto de 2013.

/ /
il 77’//(-, u%z ///M"
‘Arsenio Sales Peres / Pes‘qui}d(ﬁra

Coordenador BDH/FOB-USP
Pelo cedente
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