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RESUMO

A Andlise protebmica de diferentes condi¢cbes clinicas da polpa dentaria
humana pode fornecer informacgdes globais sobre mecanismos de patogenicidade e
interagbes multifatoriais existentes entre microrganismos e o tecido pulpar humano.
Assim, o objetivo do estudo foi analisar de forma qualitativa proteinas presentes no
tecido pulpar em condicdes clinicas de polpa normal, pulpite irreversivel e necrose
com lesédo periapical visivel radiograficamente. Para isso, trés réplicas biolégicas,
contendo pool de 5 dentes, para cada condi¢éo clinica foram avaliadas. A extracéo
proteica foi realizada utilizando solucdo de lise e sonicagao, para quantificacao foi
realizado o método de Bradford. A identificacdo proteica foi realizada utilizando
nanoUPLC-MS/MSE, os dados obtidos foram processados e comparados a um banco
de dados com auxilio do software ProteinLynx Global Server (PLGS). A partir dessa
analise, um total de 508 proteinas foram identificadas. Entre essas, 75 foram avaliadas
de forma exclusiva em polpa normal, 59 no diagndstico de pulpite e 120 em necrose.
Observou-se a presenca de proteinas comuns aos diferentes diagndsticos clinicos,
sendo 72 destas identificadas nos quadros de polpa normal e de pulpite irreversivel,
36 nos quadros de pulpite e necrose, 37 nos quadros de polpa normal e necrose e
109 proteinas foram encontradas de forma semelhante em todos os grupos. No
quadro de pulpite foram identificadas predominancia das proteinas com funcéo
relacionada ao metabolismo e vias de energia, apoptose e maior diversidade de
proteinas relacionadas a resposta imune em relagdo ao quadro clinico de polpa
normal. No diagnéstico de necrose com lesdo periapical foram identificadas
predominancia de proteinas relacionadas as funcdes de crescimento celular,
metabolismo de proteinas, transporte, resposta imune, assim como proteinas
envolvidas na comunicacéo, sinal de transducdo e adesao celular, em relacdo ao
diagnastico clinico de pulpite irreversivel. Desta forma, o presente estudo conclui que
uma mudanca no perfil de proteinas relacionadas ao processo imune pode ocorrer,
conforme ocorre o agravamento da doenca. Além disso, a identificacdo de proteinas
de cada diagnastico clinico pode contribuir para evolucao de estudos relacionado ao

processo patogénico pulpar e estudos regenerativos.

Palavras chave: endodontia, protedmica, polpa, pulpite e necrose.



ABSTRACT

The proteomic analysis of different clinical conditions of the human dental pulp
can provide global information on mechanisms of pathogenicity and multifactor
interactions between microorganisms and human pulp tissue. The objective of this
study was to qualitatively analyze the proteins present in pulp tissue under clinical
conditions of normal pulp, irreversible pulpitis and necrosis with periapical lesion visible
radiographically. For this, three biological replicates of pool containing 5 teeth for each
clinical condition was evaluated. Protein extraction was performed using lysis solution
(20 mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM KCI, 10 mM DTT, 1 mM PMSF 0.1%) and sonication
for one minute with alternating cycles. Afterwards, quantification was performed using
the Bradford method. The protein identification was performed using nanoUPLC-MS /
MSE, the obtained data were processed and compared to a database with the aid of
ProteinLynx Global Server (PLGS) software. From this analysis, a total of 508 proteins
were identified. Among these, 75 were evaluated exclusively in normal pulp, 59 in the
diagnosis of pulpitis and 120 in necrosis. It observed the presence of proteins found
similarly between groups, of which 72 were identified between the normal pulp and
irreversible pulpitis, 36 in the pulp and necrosis groups, 37 in the normal group and
necrosis, and 109 proteins were found in a similar way in All groups. It was observed
that from the normal pulp-to-pulpitis table a greater identification of proteins with
function related to metabolism and energy pathways, apoptosis and greater diversity
of proteins related to immune response was found. From the diagnosis of irreversible
pulpitis to periapical lesion necrosis observed an increase in the diversity of proteins
involved in cell growth processes, protein metabolism, transport, immune response, as
well as proteins involved in communication, transduction signal and cell adhesion. In
this way, this work offers complementary and innovative data regarding pulp proteins,
since it can lead to advances in the area of tissue regeneration, as well as knowledge

of pulp pathogenesis.

Key words: endodontics, proteomics, pulp, pulpitis and necrosis.
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1.INTRODUCAO

O tecido pulpar pode ser exposto a varias agressdes (1). Sendo que, as
principais alteracdes patolégicas que acometem a polpa e os tecidos perirradiculares
podem ser de natureza inflamatoria e de etiologia infecciosa (2). A intensidade da
resposta inflamatéria pode variar de acordo com o tipo e intensidade da agressao
sofrida (3). Nos casos em que o processo desencadeante da resposta inflamatéria
nao é removido, um processo de pulpite irreversivel pode ser instalado (4, 5). Nessa
patologia, uma maior predominancia de células representativas da resposta imune
adaptativa é visualizada. Essa pode ser caracterizada por uma resposta humoral ou
celular, sendo que a primeira € mediada por anticorpos. E a resposta imune celular
pode ser mediada por células T CD8* que eliminam diretamente a célula infectada (2).
Antigenos apresentados as células T CD4*, podem se diferenciar em CD4*Th1l, que
ativam células mononucleares (macréfagos e linfécitos), CD4*Th2, que induzem a
proliferacdo e diferenciacdo das células B em plasmdcitos produtores de anticorpos
(6) e CD4*Th17, envolvidas na proliferacdo de citocinas pro inflamatérias. Com o
aumento dos microrganismos no interior da cavidade pulpar e resposta imune
demasiada, danos ao tecido pulpar podem ocorrer, ocasionando um processo de
necrose tecidual (1, 7). A continua colonizacdo microbiana pode atingir a regiao
periapical, com isso respostas de defesa do hospedeiro, culminam no
desenvolvimento de lesbGes periapicais (8). Neste processo, 0s osteoclastos séo
ativados pela estimulacdo do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK) (9).
A ativacdo destas células, leva a liberacdo de enzimas liticas no vacuolo de
reabsorcéo, promovendo a degradacao 0ssea, com o estabelecimento da reabsorcao
ossea perirradicular (10).

Todo processo de evolucdo patoldgica pulpar pode ser melhor compreendido
com as ferramentas proteémicas (11, 12). Essa tecnologia pode auxiliar a odontologia
na identificacdo de biomarcadores envolvidos no processo patologico da doenca
pulpar, permitindo avangos no estudo do diagnostico e tratamento de doencas
relacionadas ao tecido pulpar (13). Além disso, a identificacédo de proteinas do tecido
pulpar pode contribuir para o avanco de estudos relacionados a regeneracao tecidual

(14). No entanto, embora estudos prote6bmicos tenham se destacado nos ultimos
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anos, esta técnica tem sido pouco explorada na endodontia, principalmente no estudo
de condicbes clinicas de inflamagcdo e necrose do tecido pulpar (12). Dentre as
técnicas mais recentes, a cromatografia liguida em nano escala acoplada a um
espectrometro de massa electrospray, nanoUPLC/MSE, tem ganhado espaco na
protedmica para identificagdo de proteinas em nano escala (11, 12), correspondendo
uma importante tecnologia para identificacdo de proteinas em pequenas quantidades
de tecido, assim como observado em polpa dentaria humana (15).

Desta forma, em funcdo da caréncia de estudos protedmicos relacionados a
evolucdo clinica de patologias do complexo pulpo-perirradicular. E devido a
importadncia da caracterizacdo das proteinas no conhecimento da fisiologia do
complexo dentino-pulpar, este trabalho objetiva identificar as proteinas relacionadas
aos eventos patolégicos em quadros de pulpite irreversivel e necrose pulpar,
comparando com diagnésticos de polpas normais. Assim, oferecendo dados para
possiveis pesquisas na area de regeneracao tecidual e avancos na compreenséao da

patogénese pulpar.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FISIOLOGIA PULPAR

O tecido pulpar corresponde ao Unico tecido dentario ndo mineralizado. Este
pode ser caracterizado pela presenca de um tecido conjuntivo frouxo ricamente
vascularizado e inervado, apresentando uma intima relagdo com o tecido dentinario
(17). Os principais componentes celulares da polpa podem ser localizados
perifericamente, sendo caracterizado pelos odontoblastos e fibroblastos do estroma
(18). Ceélulas mesenquimais indiferenciadas também podem ser encontradas,
principalmente no nicho paravascular, além de células relacionadas a resposta imune
(19). Em uma polpa saudavel, os neutréfilos predominam, no entanto, também podem

ser encontradas células dendriticas e macréfagos ocasionais (20).

Os fibroblastos possivelmente podem ser as células mais numerosas e
provavelmente estdo envolvidos no processo de formacao das fibras colagenas (18,
20). Moule et al. (18) sugerem que essas células podem ter uma divisdo limitada,
embora a renovacdo celular continue apds apoptose (18). Em adicdo, tem sido
relatado que superficialmente, todos os fibroblastos parecem morfologicamente
semelhantes, porém variagbes na sua atividade proliferativa sugerem que

representam uma populacéo celular heterogénea (18).

Os odontoblastos consistem em células pés-mitoéticas de longa duracao que se
alinham ao longo da interface dentina-polpa. Neste local mantém a aposicéo pré-
dentina e dentina, durante toda a vida de um dente (16). Assim, odontoblastos
estendem seu processo citoplasmatico nos tubulos dentinarios e possuem a funcao
de dentinogénese (17). Smith et al. (21) citam importantes fatores de crescimento para
diferenciacéo de odontoblastos durante a formacao da dentina primaria, dentre estes,
o fator de crescimento transformante beta (TGF-B) (21). Além desse fator de
crescimento, Begue-Kirn et al. (22) também relatam a importancia dos TGF-p1, TGF-
B3, proteina morfogenética 2 (BMP2) e fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF-1) na diferenciacdo de odontoblastos in vitro. Os odontoblastos tipicamente
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sintetizam proteinas denominadas de dentina sialofosfoproteina (DSPP) e
fosfoproteina &cida 1 de matriz de dentina (DMP1), proteinas consideradas como
marcadores de odontoblastos, embora também sejam sintetizadas em pequenas
quantidades por osteoblastos (22). Mutacbes nessas proteinas podem gerar

anomalias estruturais dentérias (16).

As células de defesa também podem ser encontradas na polpa saudavel, na
qual parecem ser observadas principalmente células dendriticas e macrofagos (23).
Essas células encontram-se principalmente na periferia pulpar, onde podem participar
na vigilancia desse tecido e contribuem para resposta inata frente a céarie dentéria

(24). Os linfacitos, no entanto, parecem ser raramente encontrados (23).

O tecido pulpar apresenta quatro funcdes principais, correspondendo a funcao
formadora, nutritiva, defensiva e sensorial. A funcado formadora esta relacionada a
formacdo da dentina que a circunda (25). Nutritiva porque a vascularizacao pulpar
fornece oxigénio e nutrientes para formacgao dentinaria (17). Também atua como um
tecido defensivo, uma vez que apresenta capacidade de ativar o sistema imune a
reagir contra agressdes formando dentina esclerosada e/ou terciaria (2, 25). Além de
possuir a funcdo sensorial, que desempenha pelas terminacdes nervosas livres,

resposta dolorosa aos agentes agressores (26, 27).

A polpa apresenta inervagao sensorial e autbnoma. A inervagao sensorial pode
ser originada através do nervo trigémeo e se encerra através das terminacgdées livres
da polpa (28). O tecido pulpar pode ser representado por trés tipos de fibras nervosas:
A-B, A-0 e C. As fibras A-B manifestam-se como mielinizadas com rapida velocidade
de conducéo e acredita-se que possui a funcdo de nocicepgao (27). As fibras A-0
também podem ser mielinizadas, possuem alta velocidade de conducéo e baixo limiar
de excitabilidade, atuam na dor aguda e transitoria, caracteristica de sensibilidade
dentinaria, estdo dispostas na camada odontoblastica e no limite polpa-dentina. As
fibras do tipo C consistem em fibras amielinicas com velocidade de conducéo lenta e
com alto limiar de excitabilidade, caracteriza por expressar uma dor lenta, excruciante
e por vezes, difusa (26, 27). As fibras nervosas simpaticas do sistema nervoso
autbnomo parecem ser originadas do ganglio cervical superior e estédo relacionadas
com a modulacdo neurogénica da microcirculacdo e podem possuir um papel na
dentinogénese (3, 26). Goldeberg e Smith (17) inferem que o numero de fibras

nervosas nao parece ser estavel no dente, talvez refletindo o ambiente em mudanca
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ao qual estas podem ser submetidas (17). Estudos demonstram que aumentos
significativos da inervagéo e liberagdo de neuropeptideos pulpar ocorre apds danos
teciduais (29, 30). Tal fato implica na capacidade de regeneracdo neural da polpa

dentaria e oferece possibilidades no campo de regeneracéo pulpar (17).

A inervacdo pulpar geralmente pode acompanhar a direcdo dos vasos
sanguineos, acessando a cavidade pulpar via forame apical ou foraminas, se
estendendo e ramificando-se, no sentido coronario (26). A vascularizacao pulpar pode
ser representada por vasos centrais que se ramificam para um plexo em direcdo a
periferia, especificamente na dire¢cdo dos cornos pulpares (20). Goldeberg e Smith
(17) citam que as camadas odontoblasticas parecem ser vascularizadas certamente
por capilares que formam estruturas pequenas e glomerulares bem individualizadas,
as quais alimentam areas com cerca de 100 a 150 um de largura (17). Na porcéo
radicular artérias e veias encontram-se localizadas centralizadamente, com rede de
capilares subodontoblasticas (17). Em decorréncia, da polpa ndo possuir um
verdadeiro suprimento sanguineo colateral, esta se torna mais suscetivel aos efeitos
deletérios de uma inflamacédo grave (3). Em condi¢cGes de exposicdo dentinaria, um
aumento na pressado pulpar pode ser observado, provocando um fluxo de fluido
dentinario em direcdo externa. Na presenca de microrganismos, esse mecanismo

ajuda a diluir os produtos bacterianos e oferece resisténcia a invaséo bacteriana (2).

2.2 CONDICOES PATOLOGICAS DO TECIDO PULPAR

Diferentes alteracdes teciduais pulpares podem ser observadas na presenca
de diferentes estimulos (20). Diferentes agressées podem acometer o tecido pulpar,
sendo estes fisicos, quimicos e biolégicos. Dependendo da intensidade e duracdo da
agressao aplicada, o tecido pulpar respondera de modo reversivel ou irreversivel (3).
A agressao mais frequente corresponde a biolégica, representada por microrganismos
provenientes da céarie dentaria (20). A via de entrada mais comum para 0S
microrganismos certamente corresponde a cérie dentéria. Outras vias potenciais para

infeccdo microbiana pulpar incluem trauma, trincas ou fraturas dentinarias, tabulos
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dentinarios expostos ou através do forame apical. As células da polpa dentaria
humana que expressam receptores semelhantes a Toll (TLR) contribuem para iniciar
respostas imunes a microrganismos e seus subprodutos (25). Este grupo inclui
odontoblastos (16), células endoteliais, bem como macréfagos e células dendriticas
(20). Algumas destas células podem formar barreiras mecéanicas (odontoblastos),
detectar e transmitir sensacOes (fibras nervosas) ou diferenciam-se para limitar

infeccdo, acionar um sinal de lesdo e promover o reparo (2).

Em resposta a um estimulo local, o processo de dentinogénese terciaria
reacional pode ser iniciada, ocasionando a formacao de dentina por odontoblastos
pré-existentes (2). Neste processo, dentina pode ser formada com semelhancas
anatbmicas, bioquimicas e funcionais com a dentina primaria e secundaria, na
intencao de proteger o tecido pulpar contra agentes irritantes (16). Com o aumento da
intensidade da agressao, a morte odontoblastica pode ocorrer, com iSso ocorre a
liberacdo dos fatores de crescimento TGF-f1 e TGF-B3 por odontoblastos, o que
podem induzir a diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em
odontoblastos-like e assim, ocasionar uma sintetizacdo de matriz dentinaria e sua
posterior mineralizagdo, ocorrendo a formagéo de dentina reparadora (21, 31). Além
de células mesenquimais indiferenciadas, estudos investigam a capacidade dos
fatores de crescimento induzirem a diferenciacdo de células subodontoblasticas,
fibroblastos e pericitos derivados de paredes vasculares, em células semelhantes a
odontoblastos (32).

Como mudanca dos tecidos pulpares em decorréncia a agressfes leves,
repetidas vezes por um longo periodo de tempo, observa-se as calcificacdes pulpares.
Os fatores para formacgao de calcificacdes ainda nao estdo totalmente esclarecidos,
mas podem estar relacionados com areas de tecidos danificados e na deposicéo de
cristais de fosfato de célcio em células mineralizantes. Beres et al. (31) concluiram
gue condi¢cdes de estresse oxidativo devido a estimulos agressivos e niveis elevados

de cobre (Cu) e zinco (Zn) na polpa podem ocorrer calcificacbes (31).

Com o avanc¢o dos microrganismos nos tubulos dentinérios, os odontoblastos
podem desempenhar um papel de sinalizador na imunidade inata (2) (Figura 1) (33),
pois essas celulas expressam varios receptores de reconhecimento de patdogenos
especializados, entre eles o mais estudado parecem ser os receptores semelhantes a

Toll 2 (TLR)2 . Este receptor pode ser responsavel pelo reconhecimento do acido
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lipoteicdico (ALT), componente da parede celular de bactérias Gram-positivas (2, 16,
34). Com o reconhecimento de patdgenos, o receptor TLR2 induz a producgéo de beta-
defensinas, caracterizadas por peptideos antimicrobianos que lisam bactérias a partir
da formacédo de poros em sua membrana celular (25). Aléem das betas-defensinas,
outra molécula produzida para enfrentamento inicial de bactérias pode ser
representada pelo éxido nitrico (NO), principalmente na isoforma NOS2, que pode ser
produzido como agente antimicrobiano (2). ApGs o reconhecimento de patégenos por
TLR2 ocorre a sintese de varias quimiocinas proinflamatoérias, como CCL2, CXCL2,
CXCL8 e CXCL10, responsaveis na quimiotaxia de células dendriticas imaturas,
levando ao acumulo dessas células na regido paraodontoblastica, em uma camada
abaixo da dentina cariada (16). Desta forma, os odontoblastos podem estar envolvidos
na resposta imune primaria, no combate as invasdes e ativacdo dos aspectos inatos

e adaptativos da imunidade pulpar (5).

Além dos componentes dos odontoblastos se tornarem importante para
resposta imune inata pulpar, a presenca de componentes do fluido dentinario, também
parecem iniciar uma resposta imune inata. Tal fato ocorre em funcdo da composicao
do fluido dentinario apresentar proteinas séricas e imunoglobulinas (5). Hahn (35)
relata que imunoglobulina G (IgG) juntamente com proteinas derivadas do soro, tais
como albumina e fibrinogénio podem aderir aos tubulos dentinarios e diminuir
inespecificamente a difusdo interna de antigenos (35). O fluido dentinario também
pode ser composto por proteinas do sistema complemento, porém nota-se sua
ineficiéncia contra bactérias Gram-positivas. No entanto, subprodutos como C3a e

Cb5a podem participar da resposta inicial recrutando e ativando leucdcitos (5).

Com a evolucdo da doenca pulpar, células efetoras inatas (neutrofilos,
monaocitos, macréfagos, linfocitos e células NK) infiltram-se progressivamente na
polpa (23). A presenca de macrofagos podem ser encontrada em maior nimero, pois
possuem a eficiéncia em eliminar agentes patogénicos em ambas as respostas
imunes inatas e adaptativas (36). Alem de constituir importante papel na homeostase
dos tecidos, através da depuracdo de células senescentes e na remodelacdo e
reparacdo de tecidos (5). Por conseguinte, macrofagos derivados de mondcitos
podem ser ativados no estado inicial da pulpite para proteger a polpa dentéria,
aumentando a capacidade de permeabilidade vascular e a funcdo de remover

antigenos estranhos e tecidos danificados da polpa inflamada (Figura 1) (2, 33).
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Com o estabelecimento e a caracterizagdo do biofilme microbiano, espécies
bacterianas distintas iniciam a colonizacao da superficie dentaria, com a presenca de
bactérias Gram positivas e negativas (37). Estas possuem em sua parede, 0
lipopolissacarideo (LPS) que representa um dos mais potentes ativadores do sistema
imune inato (34). Observa-se que em resposta a presengca do LPS, numerosas
citocinas podem ser induzidas, devido as ligacdes agonistas nos TLR4 (37). Com a
ativacdo de TLR4 ocorre a inducao de genes inflamatorios, tais como fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina (IL)-6 e IL-1a, além da molécula antiinflamatéria IL-10 (37).
Renard et al. (19) demonstram que o LPS aumenta e regula a inflamagédo em modelo
de pulpite reversivel de incisivos de roedores. Nesse estudo, também pode ser
relatada uma populacdo celular enriquecida com células supressoras derivadas de
mieloide (MDSC) que poderia desempenhar um papel crucial na resolucdo da

resposta inflamatoria inata e permitir processos reparativos (19).

Como manifestacdo sintomatolégica de uma agressao pulpar, como exemplo
em lesdes de carie, a dor pode estar presente (27-29). A teoria mais aceita para as
respostas dolorosas dentarias certamente corresponde a teoria hidrodindmica, na qual
estimulos externos atuam sobre a dentina, induzindo o movimento rapido do fluido
dentinario no interior dos tubulos, promovendo a dor (27). O mesmo sintoma pode ser
observado apds estimulacdo térmica, mecéanica, osmaotica e evaporativa do tecido
pulpar (28). Porém, estudos recentes demonstram a possibilidade de odontoblastos
funcionarem como células sensoriais para detectar e levar a estimulos fisiolégicos,
tais como estimulos térmicos, mecéanicos e quimicos, através de canais iGnicos
presentes na membrana celular (38, 39). Sato et al. (38) demonstraram que
mecanismos hidrodindmicos ocasionam disturbios nos processos odontoblasticos dos
tubulos dentinarios e ativam os canais vaniloide potenciais de receptor transiente
(TRPV), gerando a deteccao de estimulos aplicados a dentina exposta e conducao de

funcdes celulares, como a estimulacéo e transducéo sensorial (38).

Caracteristicas citadas da resposta imune inata podem ser percebidas em
diagnésticos clinicos pulpares de pulpite reversivel, nomenclatura recomendada pela
Associacdo Americana de Endodontia e Associacdo Brasileira de Endodontia
(AAE/ABE), porém alguns autores também designam como hiperemia pulpar ou
pulpalgia hiper-reativa (1, 7). Nessa condicdo, ap0s a eliminagdo dos tecidos

mineralizados deteriorados contendo agentes microbianos, o tecido ainda esta em



25

condigéo de se recuperar, ocorrendo uma diminuicdo da inflamacéo, cicatrizagdo dos
tecidos e restauracao das fungdes biolégicas normais da polpa (2, 27). Quando nédo
ocorre a remoc¢ao do agente desencadeante da agressdo, acontece a transicao da
resposta imune inata para uma resposta imune adaptativa (6). Estudo relata que essa
transicéo pode ocorrer quando a polpa se encontra com menos de 2mm da lesao de
carie, passando a um diagndstico de pulpite irreversivel (23).

A pulpite irreversivel pode ser delineada a partir da resposta imunolégica
adaptativa, que possui caracteristicas de especificidade, diversidade, memoria,
especializacéo, autolimitacdo e tolerancia. Dois tipos de resposta imune adaptativa
podem ser reconhecidas, a resposta imune humoral e a celular (Figura 1) (33, 40). A
resposta imune humoral corresponde a resposta mediada por anticorpos produzidos
por linfécitos B, esses certamente sdo anticorpos especializados e podem ativar
diferentes mecanismos para combater os microrganismos (6, 35). Essa imunidade
parece ser o principal mecanismo de defesa contra microrganismos extracelulares e
suas toxinas. Ja a resposta imune celular parecem ser mediadas por linfécito T, possui
a funcéo de promover a destruicdo dos microrganismos residentes nos fagdécitos, ou

na lise de células infectadas (6).

A imunidade mediada por células se desenvolve por uma rede de interacdes,
onde os antigenos de patdgenos processados no citoplasma, fora de vesiculas &cidas,
sdo possivelmente conduzidos e apresentados para as células T CD8* que eliminam
diretamente a célula infectada (2). Ja os antigenos de patégenos processados em
vesiculas acidas, parecem ser apresentados pelas moléculas de classe Il as células
T CD4*, que podem se diferenciar em dois tipos: CD4*Thl, que ativam células
mononucleares (macréfagos e linfocitos), CD4*Th2, que induzem a proliferacao e
diferenciacéo das células B em plasmacitos produtores de anticorpos (6) e CD4*Th17,
envolvidas na proliferagcéo de citocinas pro inflamatorias (41).

Com a apresentacdo dos antigenos pelas células dendriticas, os linfocitos
podem ser ativados (2). Os linfocitos T CD4* ativados se diferenciam em células
efetoras que produzem quimiocinas inflamatoérias, essas juntamente com a regulagéo
positiva de moléculas de adesdo, irdo determinar a composicdo do infiltrado
inflamatorio. Moléculas de adesdo (PECAM-1) e molécula de adeséo extracelular
(ICAM-1) podem ser secretadas em células endoteliais para facilitar o extravasamento

de leucdcitos (35). Na polpa acometida pelo quadro de pulpite irreversivel, a proteina
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quimiotéatica de mondécitos (CCL20/IMP3a), pode explicar o recrutamento de células T
de memoria, particularmente células Th2 e células dendriticas para compor o

processo inflamatorio (6).

Os fagocitos que podem ser derivados da resposta imune inata também podem
desempenhar papel importante na resposta imune adaptativa, através da
apresentacao de antigenos por essas ceélulas aos linfécitos T CD4* e T CD8*, levando
a secrecdo de citocinas (5). Os macrofagos podem ser de extrema importancia na
resposta inflamatoria, pois além da funcao de apresentacdo de antigeno e fagocitose,
também possuem a capacidade de imunomodulacgéo, devido a produc¢do de citocinas
e fatores de crescimento (6, 8). Eles parecem ser ativados por linfocitos T CD4* e T
CD8* ou através de interferon gama (IFN-y), a partir da interacdo de CD40L-CD40
(36). Ap6s ativados, os macrofagos produzem TNF-a, IL-1, IL-12, IL-10, quimiocinas
e fatores lipidios de curta duracdo, como fator de ativacdo de plaquetas,

prostaglandinas e leucotrienos para integrar a inflamacao (6).

Com a apresentacao de antigenos para linfocitos T CD4* parece ocorrer a
liberacé@o de citocinas derivadas de linfocitos Thl, Th2, Th17 e células T reguladoras
(Tregs). As citocinas derivadas de Thl, também chamadas de citocinas tipol,
correspondem a IFN-y, IL-2, IL-12 e TNF-a, essas orquestram uma resposta imune
exacerbada e inibem a atividade de citocinas derivadas de Th2 (citocinas do tipo 2)
(6). As citocinas Th2 podem ser representadas por IL-10 e IL-4, que possuem a funcao
de suprimir a atividade de macréfagos e estimular células B a se proliferar e
diferenciar-se, gerando entdo uma homeostase e cronificacdo da doenca (34). As
derivacbes das células Th17 correspondem as citocinas do tipo IL-17, IL-21 e IL-22,
envolvidas na inducéo da expressao de citocinas pro inflamatérias. Embora produzida
principalmente pelas células T, a IL-17 ativa muitos dos eventos sinalizados por
citocinas da resposta imune inata, tais como: TNF-a e IL-13, sendo considerada uma
molécula de ligacdo entre essa resposta e a resposta imune adaptativa (41, 42).
Estudos relacionados a inflamacgéo pulpar demonstram que tanto citocinas do tipo 1,
TNF-a e IFN-y, quanto citocinas do tipo 2, IL-10 e IL-4 estdo aumentadas em quadros
de pulpite irreversivel (6, 43). Farges et al. (25) demonstraram que a IL-10 parece néo
ser expressa em polpa humana saudavel mas pode estar fortemente aumentada nos
quadros de pulpite irreversivel (25). Em adicdo, Renard et al. (19) apos induzir uma

resposta inflamatéria compativel com pulpite, utilizando LPS de Escherichia coli em
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incisivos de ratos, demonstraram que os transcritos de IL-10 também podem estar
aumentados apos tratamento com LPS em comparagdo com PBS (19). Em estudo
realizado em camundongos, He et al. (44) sugerem que as respostas Thl e Th2
estejam ativas no desenvolvimento da inflamacdo pulpar e que a resposta Thl
desempenha um papel de lideranca 6 horas (h) apds a exposicdo pulpar (44). A
citocina TNF-a pode causar dilatagdo e aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos causando extravasamento de leucocitos dos vasos sanguineos para area
agredida (6). Pezelj et al. (43) observou que a producéo de TNF-a pode ser maior em
quadros de pulpite irreversivel sintomatica e a medida que a inflamacéo progride a
producdo desta citocina diminui, ainda sendo encontrada em pulpite irreversivel

assintomatica e diminuindo a producao drasticamente em quadros de necrose (43).

Clinicamente o0s eventos relacionados a resposta imune adaptativa,
caracterizada na pulpite irreversivel corresponde a uma dor intermitente ou continua,
de modo que pacientes relatam que a dor aumenta em situacées de repouso, em
decubito (1). Neste momento, quando o estimulo agressor ndo é removido, 0s
fenbmenos véasculo-exsudativos apresentam seu inicio. Os estimulos gerados
ocasionardo um aumento do fluxo e permeabilidade dos vasos sanguineos da polpa,
podendo causar um aumento transitério da presséo do tecido intersticial. Quadro que
em situacdes de normalidade pode ser drenado pelo sistema circulatorio ou linfatico,
porém em caso de lesdes teciduais, ndo ha como retornar a pressdo normal da polpa
(5, 45). Uma vez que a polpa esta circundada por paredes dentinarias rigidas, nos
momentos de inflamacao pulpar e, consequentemente, aumento de volume desse
tecido, ha a compresséao das fibras nervosas, gerando dor (46). Porém, a inflamacéo
pulpar parece ndo ser a Unica envolvida na sensacao de dor, produtos derivados de
bactérias ou do hospedeiro podem modular a intensidade da dor, como metabdlitos
bacterianos de lesbes cariosas, modificadores derivados do hospedeiro como
enddgenos opidides (provavelmente liberados por linfocitos) (47), sistema

adrenérgicos simpaticos e oxido nitrico (6).

Os quadros de pulpite irreversivel assintomatica podem ser caracterizados pela
presenca de uma inflamagé&o cronica no tecido pulpar e est4 associado a presenca de
uma camara pulpar aberta, o que gera uma via de drenagem e, portanto, pode resultar
na auséncia de sintomas (1). Pesquisas também demonstram que essa auséncia de

sintomas pode ser representada por uma proteina denominada somatostatina que
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possui acdo analgésica forte e a produgéo de enddgenos opidides também podem ser
relatados em maior quantidade na polpa inflamada, podendo ocasionar na diminui¢ao

da sensibilidade a dor nesse diagnaostico (47).

Com o aumento da invasdo de bactérias ao espaco pulpar, a capacidade de
recuperacéo do tecido pulpar fica impossibilitada, ocasionando desse modo a necrose
do tecido. He et al. (44) em estudo com camundongos observam que a expressao de
citocinas inflamatorias foi maior nos periodos de 6 a 12 h. Sendo apés 72 h de
exposi¢do pulpar, a necrose observada em todo tecido pulpar (44). No diagndstico
clinico de necrose pulpar, todo o contetdo pulpar e paredes dentinarias adjacentes
podem possuir agregacao microbiana/biofilme aderidas (48). Em estudo histologico
Ricucci e Siqueira (48) observaram na necrose pulpar um grande acometimento de
biofilme, na cAmara e canais pulpares, com espessuras variaveis. Biofiime em dentina
terciaria e nédulos pulpares também foram avaliados, porém na regido apical, ainda
foi possivel encontrar a presenca de tecido inflamado (48). Experimentos em modelos
animais relataram que a periodontite apical pode se desenvolver mesmo antes do

tecido pulpar se tornar completamente necrotico (49).

O canal radicular necrético representa um nicho ecoldgico rigoroso para o
crescimento microbiano, devido a diminuicdo de oxigénio e a disponibilidade de
tecidos hospedeiros e fluidos teciduais como fonte priméria de nutrientes (50). Estudos
microbioldgicos de canais radiculares cronicamente infectados concordam, em geral,
gue a populacdo microbiana parece ser caracterizada em sua maior parte por
microrganismos anaerébios e Gram-negativos, principalmente nas regifes apicais.
Diferentes espécies bacterianas pertencentes aos géneros Prevotella,
Porphyromonas, Fusobacterium, Treponema, Campylobacter, Enterococcus e
Tannerella possivelmente encontradas na infec¢cdo endodéntica primaria (51, 52).
Esses microrganismos presentes na necrose pulpar podem produzir alta gama de
metabalitos, tais como compostos de enxofre, incluindo o metilmercaptano e o
hidrogénio sulfuro, bem como os derivados tioéter, tais como o sulfureto de dimetilo e
o sulfato de dietilo, que parecem ser produtos metabdlicos gerados principalmente por
bactérias anaerdbias através da dessulfuracdo de cisteinerina glutationa, L-metionina
e peptideos contendo L-metionilo. Esses compostos de enxofre estimulam as células

imunes e induzem a cascata inflamatoria (53).
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A invasédo inicial dos microrganismos na regido periapical pode gerar uma
resposta intensa de curta duracdo, esse processo pode ser acompanhado por
sintomas clinicos como dor, elevacdo dos dentes e sensibilidade a presséo. Essas
lesBes iniciais sdo denominadas de periodontite apical sintomatica (54). Nestas, a
resposta ainda parece ser limitada ao ligamento periodontal apical, que pode ser
iniciado pela resposta neurovascular tipica da inflamacao, resultando em hiperemia,
congestédo vascular, edema do ligamento periodontal e extravasamento de neutrofilos
(1). Estes ultimos parecem ser atraidos para a area por quimiotaxia, induzida
inicialmente por leséo tecidual, produtos bacterianos (LPS) e fator complemento C3a
e Cbha (8). Uma vez que a integridade do osso, cemento e dentina ainda néo foi
perturbada, as alteracfes periapicais nesta fase parecem ser radiograficamente

indetectaveis (8).

A interacdo de células polimorfonucleadas (PMN) com microrganismos pode
ser de particular importancia na progressao da periodontite, pois embora as PMN
sejam essencialmente células protetoras, elas podem causar danos graves aos
tecidos do hospedeiro (55). Seus granulos citoplasméaticos contém varias enzimas
que, durante a liberacdo, degradam os elementos estruturais de células de tecidos e
matrizes extracelulares. Por serem células de curta duracdo, os PMN morrem em
grande numero em locais inflamatoérios agudos, gerando portanto, o acumulo e a
morte macica de neutrdfilos (51, 55). Assim, origina uma das principais causas de
destruicdo de tecido em fases agudas de periodontite apical sintomética, se essa
resposta ndo reduz a intensidade da agressédo, acompanhado de bactérias altamente
virulentas que liberam enzimas proteoliticas, enzimas lisossomais e radicais
oxigenados liberados por neutréfilos, uma liquefacao tecidual podera ocorrer gerando
exsudato e uma inflamacdo muito exacerbada acontecera originando o abscesso
perirradicular agudo (8, 50). Esse quadro clinico pode ser caracterizado por dor
espontanea, pulsétil, lancinante e localizada, podendo ser acompanhada por edema
facial e apresentar envolvimento sistémico. Este quadro também apresenta potencial
de se difundir para os seios e outros espacos faciais de cabeca e pescoco, para formar
celulite (56). Com a cronificagcdo desse processo a origem de um abscesso
perirradicular crénico pode ser definido, caracterizado pela presenca de uma fistula

intra ou extra-oral (57).
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Em decorréncia da persisténcia da agressédo bacteriana oriunda do canal, a
qual nao foi eliminada por mecanismos de defesa inata, ocorre a cronificacdo do
processo (55). Neste processo, a resposta imune adaptativa com carater de
especificidade age na tentativa de impedir a disseminacdo além dos tecidos
periapicais (51). Produtos dessa resposta podem ocasionar em Uultimo caso, a
destruicdo dssea alveolar (52). Essa destruicdo dependerd da intensidade da
agressao microbiana, que levara em consideracdo o namero de microrganismos
patogénicos e seu grau de viruléncia (49, 58). Siqueira Jr. e Rocas (50) relatam que
as bactérias exercem a sua patogenicidade causando danos aos tecidos do
hospedeiro através de fatores bacterianos que envolvem produtos secretados por
bactérias, incluindo enzimas, exotoxinas e produtos metabdlicos finais. Além disso, 0s
componentes estruturais bacterianos, incluindo peptidoglicano, acido lipoteicoico,
fimbrias, flagelos, proteinas e vesiculas da membrana externa, DNA,
exopolissacarideos e lipopolissacarideo, podem ser transferidos para os tecidos
perirradiculares e atuam estimulando o desenvolvimento de reacdes imunes do
hospedeiro que podem ser capazes ndo s6 de defender o hospedeiro contra a

infeccdo, mas também de causar grave destruicdo tecidual (50).

Em relacéo a resposta inflamatoria observada no diagnostico de periodontite
apical assintomatica crénica (52), observou-se respostas imune adaptativas do tipo 1
e do tipo 2. A resposta imune do tipo 1 pode ser caracterizada pela producao de IFN-
Y, TNF-a, IL-1 na fase de progresséao da leséo periapical. Enquanto, a resposta imune
do tipo 2, caracterizada por citocinas do tipo IL-10 e IL-4, podem ser produzidas em
fases mais tardias da les@o e a posterior responsaveis pela estabilizacdo da leséo
(59). Estudos também demonstram o envolvimento da resposta Thl7 na
osteoclastogénese (41, 60). Esta pode estar envolvida na progressdo de lesbes
periapicais (42, 60). Por outro lado, as células Tregs também participam na regulacao
da lesédo periapical, uma vez que estas organizam a resposta imune e atuam na
manutencgao da tolerancia imune periférica, inibindo a atividade das células T efetoras
(41). No contexto do metabolismo 0sseo, estas células parecem ser capazes de
suprimir a formacéo e funcéo de osteoclastos (41, 42). Yang et al. (42) demonstram
gue o desequilibrio de Th17, principalmente IL-17 e células Tregs em lesdes
periapicais induzidas em rato, podem ter papel fundamental na progressao da lesao

(42). Além disso, macrofagos ativados podem continuar produzindo mediadores
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quimiotaticos como a IL-8 (55). A IL-1 consiste na citocina mais encontrada em lesdes
periapicais humanas, seus efeitos locais incluem aumento da adesé&o de leucocitos as
paredes endoteliais, estimulacéo de linfécitos, potenciacéo de neutrofilos, ativacao da
producdo de prostaglandinas e enzimas proteoliticas, aumento da reabsorcdo 6ssea
e inibicdo da formacéo 6ssea (8). Dentre a familia do TNF-a, esta o ligante do receptor
ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), que consiste em uma citocina envolvida
tanto na regulacéo fisioldgica, quanto patoldgica, da osteoclastogénese e da ativacéo

dos osteoclastos (9, 10).

Para que ocorra a reabsorcdo 6ssea, células multinucleadas podem ser
recrutadas pela acdo das citocinas fator estimulador de colénia 1 (CSF-1) e pelo
RANKL, produzido por linfocitos T e fibroblastos, ocorrendo entdo sua aderéncia ao
0Sso0, seguida pela diferenciacéo celular em osteoclastos maduros (61). A atividade
do osteoclasto pode ser iniciada pela estimulagdo de RANKL que induz a secrecéo de
prétons e enzimas liticas no vacuolo de reabsorcédo formado entre a superficie basal
do osteoclasto e a superficie 6ssea. A acidificacdo destes compartimentos pela
secrecao dos protons leva a ativacao das enzimas fosfatase 4cido tartarato resistente
(TRAP) e catepsina K (CATK), principais enzimas responsaveis pela degradacéo do
0sso mineral e das matrizes de colageno, levando ao processo de reabsor¢cdo 6ssea

(9). Processo demonstrado por Lima et al. (33) observado na figura 1 (33).

No interior da reabsorcdo, células da resposta imune como linfécitos T, B e
macrofagos constituem a maior parte do infiltrado inflamatorio, sendo que linfécitos T
parecem estar em maior numero, avaliados na fase cronica da doenca (62).
Consequentemente, uma lesao periapical pode permanecer assintomatica por longo
periodo de tempo, mas em qualquer periodo o equilibrio delicado que prevalece no
periapice pode ser perturbado por um ou mais fatores que favorecem a flora
microbiana dentro do canal radicular (56). Bactérias podem avancar para os tecidos
periapicais e a periodontite apical crénica espontaneamente se tornar aguda com

manifestagdes clinicas como abscesso agudo secundario (55).

Diante do processo imune envolvido frente a agressdo do tecido pulpar, a
presenca de algumas proteinas sdo de extrema importancia para se desenvolver e
manter uma resposta imune eficiente para destruicdo de patdégenos envolvidos (63).
Como exemplo, as proteinas Heat shock (Hsp) envolvidas nas respostas de stress,

essas podem participar na resposta imune inicial, visto que parecem estar envolvidas
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no aumento da producdo de TNF por macréfagos (63-65). A Hsp72 ativa vias de
transducédo de sinais que resultam na estimulacdo de resposta inflamatoria, liberando
citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12; 6xido nitrico e quimiocinas
incluindo MIP-1, MCP-1 (63). Apesar do conhecimento de varias proteinas
relacionadas ao processo de resposta pulpar, em especial de proteinas relacionadas
a resposta imune, poucos estudos utilizaram ferramentas protedmicas para um maior
conhecimento geral de outras proteinas envolvidas neste processo. Desta forma,
novos estudos no contexto pulpo-perirradicular sdo motivados a utilizar ferramentas

protedmicas para expansdo dos conhecimentos na area.
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Figura 1 — Representacao da evolugcéo da patologia pulpar. 1. Progresso de leséo cariosa com rupturas de barreiras de esmalte e

dentinarias. 2. Inflamacéao pulpar, demonstrando a primeira linha de defesa da polpa, com a migracéo de células da resposta imune

inata. 3. Necrose pulpar, processo evolutivo da inflamacéo pulpar. 4. Lesé&o periapical, onde células e biomoléculas do sistema imune
sdo atraidas para regido. 5. Resposta imuno inflamat6ria na regido periapical com células e produtos relacionados a resposta inata
e adaptativa. 6. Reabsorcao 6ssea, iniciada pela acdo do RANKL. Figura disponivel no artigo de Lima et al. (33).
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2.3 PROTEOMICA GERAL

O termo proteoma refere-se ao conjunto completo de proteinas expressas pelo
genoma, encontradas em células vivas, tecidos ou organismos, analisados de uma
maneira ampla no contexto do tecido, celular ou em determinada condi¢céo (66). O
termo protedmica foi utilizado inicialmente na década de 90, definido como um campo
de estudo e tecnologia que se propde analisar de forma ampla o conjunto de proteinas
(67). Estas, por sua vez, manifestam como estruturas expressas em uma célula ou
tecido, caracterizando o resultado da transcricao de genes, traducdo e sintese até a
modificacdo da proteina pos-traducdo (66, 67). A andlise global proteica, que
representa a principal entidade funcional da célula, constitui o principal nivel de
informacdo para compreender como funcionam as células (68). Para caracterizar
processos de mecanismos e funcionamento interno das células, € preciso avaliar a
composicao dindmica e a localizacdo dos componentes moleculares. Assim, todos os
processos celulares envolvem proteinas e sua caracterizacdo, desta forma, atraindo

maior interesse dos estudos, ao longo dos anos (69).

As analises protedmicas podem ser ferramentas Uteis tanto na identificacdo de
biomarcadores de diagndstico, tratamento e preservacdo, como também na andlise
do perfil de proteinas aumentadas ou diminuidas (9, 70), ganhando destaque no
campo da pesquisa de doencas (71, 72). Além de culturas celulares (9), tecidos (11,
73), plasma (11) e soro (11) de pacientes podem ser fontes alternativas para o estudo

da expresséo diferencial, especialmente para abordagens protedmicas (73).

A eletroforese bidimensional (2DE) consiste em um método utilizado para
comparar a expressao proteica de duas amostras ou mais e foi 0 método mais utilizado
durante anos (69). Nesta técnica, as proteinas extraidas de varias amostras podem
ser separadas de acordo com 0 seu ponto isoelétrico na primeira dimensao e
dependendo da sua massa molecular na segunda dimensdo, num gel de
poliacrilamida (73). Tradicionalmente, as proteinas podem ser coradas com nitrato de
prata, azul de Coomassie ou corante fluorescente. Apés uma digestdo com tripsina
em gel, a identidade das proteinas pode ser determinada por espectrometria (MS)
(66). Entretanto, essa técnica apresenta varias limitagdes, entre elas, a variacao de

um gel para outro da mesma amostra, impedindo uma reprodutibilidade exata (69).
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Outra limitac@o parece ser a coloracao do gel, pois a identificacdo das proteinas pode
ser realizada por megapixels da imagem do gel, portanto o corante tem que ser
extremamente eficiente (73). Mesmo com essas limitacGes, a 2DE continua sendo
utilizada em varias pesquisas com intuito de encontrar proteinas especificas
envolvidas em determinadas doencas, quando comparadas com o conteudo proteico
saudavel (73). Desta forma, Goncalves et al. (74) observaram por analise em gel 2DE,
que proteinas como albumina, hemoglobina, imunoglobulinas e proteina alfa-
amidalase apresentavam-se com niveis aumentados em pacientes com periodontite
crdnica, em comparacao com pacientes saudaveis (74). Utilizando o mesmo método
e com auxilio de espectrometria de massa (MS) para identificacdo proteica,
Camisasca et al. (75) encontram as proteinas apolipoproteina Al, alfa-amilase,
cistatinas, queratina 10 e precursor de lisozima em niveis aumentados em pacientes

com leucoplasia oral em comparagdo com pacientes saudaveis (75).

Para ultrapassar as limitacbes das técnicas do 2DE, a metodologia
bidimensional de eletroforese em gel foi proposta (DIGE-2D), essa metodologia realiza
a introducéo de marcador antes da migracéo das proteinas, permitindo uma migracao
simultanea de diferentes amostras em um Unico gel de poliacrilamida (73). Parece ser
considerada uma ferramenta poderosa para a investigacdo de perfis de expressao
proteica em multiplos conjuntos de amostras (76). As amostras podem ser
individualmente marcadas com Cy3 ou Cy5, enquanto Cy2 pode ser utilizado para
marcar uma amostra reunida compreendendo quantidades iguais de cada amostra,
agindo como um padréo interno (73). Apés o gel pode ser colorido com azul de
Coomassie de modo a permitir a identificacéo de proteinas por MS (73). Assim como
demonstrado em estudo de Jagr et al. (77), utilizando essa metodologia proposta
avaliou a expressao de proteinas hiper e sub expressas em pacientes com resisténcia

a carie e pacientes com alta presenca da doencga (77).

Entre diferentes abordagens possiveis para estudar proteinas, a
espectrometria de massa (MS) parece ser cada vez mais utilizada para adquirir dados
importantes para a compreensao do processo de funcionamento celular (67). Esta
tecnologia esta avancando rapidamente, através da aquisicdo de novas tecnologias,
diferentes formas de preparo da amostra e analise computacional (68). E na

proteGmica moderna auxilia ferramentas anteriores, como a técnica 2DE (69).
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A espectrometria de massa consiste em uma maneira de medir com precisao o
peso molecular de uma molécula, ou mais precisamente, sua relagdo massa/carga
(m/z) (67, 69). Como a analise de massa utiliza campos eletromagnéticos no vacuo,
as moléculas devem primeiro ser carregadas eletricamente e transferidas para a fase
gasosa. Uma vez na fase gasosa, a razdo m/z das moléculas pode ser determinada
pelas suas trajetérias num campo elétrico estatico ou dinamico (73). Por exemplo, um
filtro de massa quadrupolar pode ser ajustado para transmitir apenas ions de um m/z
particular e por varrimento através de uma gama de valores m/z pode ser obtido um
espectro de massa (67). Outros tipos de instrumentos de MS populares incluem
instrumentos de tempo de voo quadrupolo (TOF), nos quais um filtro de massa
qguadrupolar pode ser acoplado a um analisador de TOF que distingue as moléculas
pelos seus tempos de chegada num detector (67, 73). Alternativamente, 0s ions sao
capturados e podem ser acumulados e manipulados para posterior andlise (69). Para
cada proteina, varios peptideos podem ser medidos e cada um contribui com uma
pontuacdo de identificacdo de banco de dados, o que leva a uma identificacdo

altamente confiante (67, 78).

Com o advento de tecnologias como MS, quantificacbes de peptideos,
proteinas e moléculas parecem ser relatadas com maior precisao (78). Sabe-se que
as células podem ser caracterizadas por um elevado grau de organizacéo espacial e
bioquimica, portanto além do conhecimento das proteinas, a localizagdo dessas
proteinas consiste em grande importancia para o conhecimento de suas fungdes (69).
Ishihama (79) inclui a importancia do conhecimento da expressao proteica,
modificacao e interacao proteina-proteina (79). Desta forma, a analise deve ser o mais

sensivel possivel (67, 79).

Varios modos de analise estao disponiveis em MS (67). Diferem marcadamente
pela fonte de ionizacdo da amostra. As principais fontes utilizadas na analise
protedmica caracterizam-se da ionizacao por laser assistida por matriz (MALDI) e a
ionizacao por laser de superficie (SELDI) (69, 73). Estas técnicas permitem uma
ionizacdo suave de moléculas sem fragmentacdo excessiva, tornando possivel a
analise de proteinas (73). No MALDI, a amostra pode ser co-cristalizada com a matriz
e depois depositada num suporte de metal. A fonte de ionizacdo parece ser um laser
de nitrogénio que bombardeia a amostra (73). A energia transmitida pelo laser parece

ser absorvida pela matriz e a entrada de energia que o faz expandir-se na fase gasosa
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com as moléculas contidas na amostra. A fonte de ions MALDI pode ser acoplada
principalmente a um analisador ou tempo de voo (TOF) (67, 73). Sua velocidade,
sensibilidade, simplicidade e reprodutibilidade tornam uma técnica muito poderosa
para a deteccdo e identificacdo de proteinas (67, 69). Uma variante do MALDI,
denominada SELDI, designa uma tecnologia geralmente empregada para analise do
proteoma de baixo peso molecular e utiliza varias matrizes ou chips que exploram as
caracteristicas cromatograficas e biofisicas das diferentes proteinas (80). Esses chips
podem apresentar superficies hidrofébicas, de troca ibnica ou com ions metalicos
imobilizados, ou mesmo anticorpos, receptores, enzimas e ligantes com alta afinidade
por proteinas especificas (81). Assim, apds a lavagem dos compostos nao ligados,
uma matriz pode ser colocada sobre o chip e os espectros parecem ser obtidos por
ionizacdo com laser (73, 82). Em geral, o SELDI requer uma menor limpeza dos ruidos
quimicos e a supressdo de ions das amostras em relacdo ao MALDI (81). As
superficies do sistema SELDI fornecem uma plataforma cromatogréfica que captura
ativamente a proteina, permitindo que ocorra apenas a ligacao especifica de proteinas
da amostra a superficie, contaminantes e as proteinas nao ligadas podem ser entéo
removidas por lavagem do chip (73, 81). Em adicdo, o sistema SELDI requer uma
quantidade menor de amostra, o que aumenta sua reprodutibilidade (73). A tecnologia
MALDI normalmente requer um preparo e limpeza de amostras mais extensa antes
da analise (81). No entanto, estas etapas podem resultar em perdas amostrais e
ocasionar na diminui¢édo da reprodutibilidade (81). No entanto, em muitas doencas, as
moléculas de interesse estdo frequentemente presentes em quantidades muito

pequenas, tornando-as de dificil detec¢cdo, mesmo com a tecnologia SELDI (68, 73).

Deste modo, a cromatografia liquida de alto desempenho (CLAE), vem sendo
muito utilizada, principalmente quando acoplada a um espectrbmetro de massa
LC/MS, esta técnica permite uma analise de diversas amostras de maneira
automaética, utilizando-se de pequenas concentracdes das amostras (69). A reducdo
no tamanho das amostras pode ser de grande interesse em bioanalises, porém
guantidades pequenas de proteinas em uma mistura, apresenta desafios tanto para
separacao, quanto para sensibilidade de deteccdo, deste modo a necessidade de

padrées em nano escala podem ser necessarios (15, 83).

No contexto de proteomica quantitativa, uma ferramenta com grande potencial

para esse objetivo corresponde a ultra-performance em nano escala de cromatografia
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liguida acoplada a um espectrometro de massa electrospray, nanoUPLC-MSE,
utilizada para quantificacéo e identificacdo da expresséo de proteinas em nano escala
(15). Esse método consiste na separacdo de peptideos tripticos por meio de
cromatografia de ultra pressdo em nano escala, 0os quais sdo analisados por um
espectrometro de massa (84). A tecnologia nanoUPLC-MSE requer uma menor
concentracdo de amostra para analises e aumenta significativamente a capacidade
de identificacdo de proteinas e peptideos presentes na amostra (84). Além da
possibilidade de quantificacdo, essa técnica permite a identificacdo e caracterizacao
de proteinas e peptideos pouco abundantes (9, 12). Este fato se deve a juncao do
NanoUPLC com a técnica de MS, utilizando electro-spray (ESI) como fonte de
ionizacdo, e assim mesmo um peptideo pode ser suficiente para identificar uma
proteina dnica (79). Devido a exigéncia minima de amostra, compatibilidade de
nanoLC e ESI em 6timas taxas de fluxo e a facilidade na manutencéo, em comparacao
com outros métodos, tornam o nanoUPLC uma eficiente abordagem para analise
protedmica (85). Em adicao, a possibilidade de utilizar algoritmos de busca de dados

na tecnologia nanoUPLC-MS, aumentam o desempenho do método (85).

Varios ramos da biologia utilizam técnicas protedmicas para compreenséao de
eventos celulares, assim como Petriz et al. (86) que utilizaram NanoUPLC/MSE para
demonstrar a modulagdo no proteoma do ventriculo esquerdo de ratos hipertensos
apos treino (86). Nesse estudo, a utilizacdo de baixa e alta intensidade do exercicio
altera varias proteinas relacionadas a contracdo muscular. Importancia pode ser dada
para regulacdo positiva da proteina DJ-1 e de proteinas antioxidantes que
representam importantes efeitos cardioprotetores (86). Biling et al. (87) utilizaram a
ferramenta protedmica para determinar marcadores de células tronco mesenquimais
(MSC) e células estaminais embrionéarias (ESC), utilizando nanoLC-MS/MS relatam
um total de 137 marcadores de superficies expressos em MSC e ESC, sendo que
entre estes, 28 foram encontrados super regulados, incluindo marcadores exossomas
(CD9P, CD63, CD81 e CD151), confirmando ainda a importancia central desses no
processo bioldgico que podem contribuir para regeneracao tecidual (87).

Em relacdo a resposta imune, a protedmica contribui a cada dia mais com a
identificacdo e correlacdo das funcdes de determinadas proteinas relacionadas com
essa resposta (64, 72, 88). Pesquisas indicam que proteinas relacionadas ao stress

podem ter a capacidade de modular a resposta imune celular (63, 64). Proteinas heat
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shock parecem ser relacionadas com esse processo, pois além de atuarem como
chaperonas celulares, participam na sintese proteica e transporte através dos varios
compartimentos celulares (63, 65). Possuem papel na sinalizacédo intracelular, mas
relatos também demonstram que essas proteinas podem ser liberadas e estdo
presentes no ambiente extracelular em condi¢Bes fisioldégicas, onde desempenham
funcd@o de sistema de alerta de stress para células, principalmente para células do
sistema imune, com intuito de evitar a propagacao da injuria (89). Além disso, podem
estimular a producao de citocinas e expressado da molécula de adesao de uma gama
de tipos celulares, e ainda podem fornecer sinais de maturacdo para células
apresentadoras de antigeno através de interacdes mediadas pelo receptor (65).

A compreensao do funcionamento de mondcitos estd sendo complementada
com analise protebmica, devido a importancia dessas células na resposta imune,
como nas ag¢Oes de quimiotaxia, fagocitose e producdo de citocinas (70, 90). Em
adicao, também desempenham papel na remodelacdo 6ssea. Neste contexto, Zeng
et al. (70) demonstram o proteoma de mondcitos, identificando 2.237 proteinas e
correlacionando suas funcdes e localizacdo celular (70). Destaca-se a presenca de
proteinas como fosfato glicerol-3 desidrogenase codificada pelo gene GPD2, anexina
A2 (ANXA2), tropomiosina alfa 4 (TPM4) e gelsolin (GSN), todas ligadas ao ion calcio
(70). Estudo demonstra a associacdo dessas proteinas com a formacéo de tecido

0sseo, demonstrando sua desregulagcéo associada a osteoporose (91).

A utilizacdo da protebmica no estudo de neoplasias estd cada dia mais
avancada, com informacdes sobre a caracterizacdo bioquimica, protedbmica e
imunoldgica da enolase 1 (ENO1), devido a sua capacidade de desencadear uma forte
resposta imune humoral e celular, 0 que torna esta proteina um alvo importante na
descoberta sobre tumores e alvos para imunoterapia do cancer (72). Além do
envolvimento em tumores, Freire et al. (9) relatam que a baixa regulacdo da enolase
pode estar envolvida do processo de osteoclastogénese (9). Com base no estudo da
osteoclastogenese, estudo analisou as proteinas do secretado celular durante a
diferenciacdo de macrofagos em osteoclastos, através de técnica de 2DE seguida de
espectrometria de massa, identificou as catepsinas envolvidas no processo de
degradacéo da matriz 6ssea. Dentre estas, a catepsina K foi indicada como a protease

mais importante no processo de reabsorcao 6ssea (92).
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Estudos prote6micos comecam a ser incorporados na odontologia,
principalmente estudos relacionados a saliva, onde uma série de proteinas e suas
interacOes foram identificadas, suas funcdes apresentadas e relacionadas a diferentes
patologias (93). Biomarcadores salivares foram relatados para doencas como cancer
oral, representado pela superexpressdo de transferrina (71) e sindrome de
fibromialgia, representada pela superregulacdo de transaldolase e fosfoglicerato-
mutase | (94). Ja biomarcadores de carie dentaria podem ser dificeis de relatar devido
sua natureza multifatorial, mas em estudo de Belda-Ferre et al. (13) através de
métodos de identificagdo em nanoLC-MS/MS, observam proteinas super reguladas
em individuos saudaveis, correspondendo a cistatina A e transglutaminase CRAa, em
comparacao com individuos saudaveis, 0os quais possuiam proteinas subunidade beta

da hemoglobina e proteina S100-A9 superreguladas (13).

2.4 PROTEOMICA E ODONTOLOGIA

As ferramentas protedmicas podem auxiliar a odontologia na identificacdo de
fatores de risco, diagnéstico precoce, prevencdo e controle sistematico que
promoverao a evolugao do tratamento em todas as especialidades odontoldgicas (95).
A andlise proteica pode ser favorecida pela expressdo genémica em um cenario
biomolecular complexo, que podem proporcionar a descoberta de novos processos
patolégicos e farmacoldgicos através do reconhecimento de biomarcadores biolégicos
(96).

A ferramenta protebmica contribui de forma crucial para o progresso
biotecnolégico na odontologia, embora tenha comecado a tragar estudos apenas na
década de noventa (97). Com o avanco das ferramentas protedémicas, produtos
bioldgicos oriundos da cavidade oral como: sangue, saliva, microrganismos, esmalte,
dentina, polpa, gengiva, ligamento periodontal, 0sso, cemento, mucosas, entre outros,
podem ser melhor compreendidos e informagGes adicionais podem ajudar na
compreensao de patologias locais e sistémicas (95, 98). Estas amostras apresentam-

se na cavidade oral em diferentes quantidades e desta forma, podem ser analisadas
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por diferentes técnicas protebmicas, as quais podem identificar proteinas importantes

em processos patologicos (74, 95).

Na literatura, existem diferentes ferramentas para identificacdo das proteinas
de interesse na odontologia, como: eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS—
PAGE) (99) e 2-DE (11, 77). No entanto, esses métodos exigem uma quantidade de
amostra significativa (77). Porém, na odontologia os diferentes tipos de amostra
podem se apresentar em quantidade limitada na cavidade oral. Para analise destas
amostras, os métodos mais eficazes seriam a cromatografia liquida e espectrometria
de massa LC/MS (100), MALDI (74), SELDI (82) e nanoLC-MS/MS (12).

Achados protedmicos na odontologia podem ser extremamente importantes
para a evolucédo da engenharia dos tecidos dentarios (95). A protedmica vem ajudando
na compreensao do envolvimento de proteinas em diversas areas da odontologia.
Estudos protedmicos na periodontia vem sendo um tema bem relatado (74, 100-103).
Goncalves et al. (74) demonstram através de métodos com 2DE e MALDI-TOF, o
aumento na expressao de proteinas como albumina, hemoglobina, imunoglobulinas,
cistatina e alfa-amilase em individuos com doenca periodontal (74). Em relagédo a
gengivite, proteinas do fluido crevicular gengival (FCG) vem sendo estudado por anos
(100, 103). O FCG pode ser caracterizado pelo resultado da interacdo do biofilme
bacteriano e células do tecido periodontal, o que gera uma mistura de substancias
derivadas do soro, células de defesa e microrganismos que podem fornecer uma série
de informagdes quanto a patologias periodontais (82). Deste modo, estudos utilizando
2DE demonstram que o FCG de pacientes com gengivite, possuia niveis mais
elevados de imunoglobulina, albumina e transferrina (103). Em estudo utilizando
LC/MSE, 154 proteinas foram identificadas no FCG, destas 40 correspondiam a
proteinas bacterianas (100). Neste estudo, observa-se que proteinas bacterianas,
virais e de leveduras encontravam-se aumentadas em individuos com doenca
periodontal generalizada severa, em compara¢do a individuos saudaveis (100). Em
adicao, proteinas como L-plastina e Anexina-1 também se encontravam aumentadas
em individuos com doenca periodontal (100).

Com a progressao da doenca periodontal, observa-se um aumento da carga
bacteriana, promovendo altera¢ées qualitativas e quantitativas no biofilme dental (74,
102). As bactérias formam um biofilme na superficie do dente que se acumula através

da colonizacdo sequencial e ordenada de mais de 500 espécies diferentes de
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bactérias, gerando comunidades multiespecificas (103). Com a progresséo temporal
e na nao remocao do biofilme, ocorre a perda do tecido conjuntivo e suporte 6sseo,
levando ao desenvolvimento de bolsas periodontais (74). A composi¢cdo da placa
subgengival parece ser complexa e tem sido objeto de inimeros estudos, pois a
presenca de certas bactérias estd associada ao pior estado periodontal, maior
profundidade de cavidade e maiores indices de sangramento (104). Bactérias como
Porphyromonas gingivalis, A. Actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia,
Treponema denticola e Eikenella tém sido associadas a periodontite crénica (104). Os
resultados protedbmicos envolvendo Tannerela Forsythia revelaram alteragdes na sua
expressao proteica, durante a formacao do biofilme, sendo sua membrana externa
dominada por proteinas da familia do dominio C-terminal. Em adicao, estas proteinas
promovem uma maior resisténcia ao stress oxidativo, permitindo sua persisténcia
prolongada na bolsa periodontal (105).

Os estudos protedmicos envolvendo P. gingivalis evidenciaram a expressao de
varias proteases, incluindo fatores de viruléncia como RgpA, RgpB e KGP (106).
Andlises realizadas por gel 2-DE e MALDI-TOF-MS, revelaram que o estresse
oxidativo afeta a expressdo de numerosas proteinas bacterianas da P. gingivalis
(101). Observa-se um aumento na expressao de proteinas como HtpG, GroEL, Dnak,
AhpC e proteina de dominio TPR (101). Esse aumento na expressdo pode ser
explicado devido a natureza anaerdbica da P. gingivalis mas que apresenta um
elevado grau de aerotolerancia, permitindo-lhe sobreviver dentro de bolsas
periodontais apesar da exposi¢cdo a condi¢cdes aerdbicas (101, 107). Neste sentido,
estas proteinas parecem ser expressas para neutralizar o estresse oxidativo.
Ademais, a superoxido dismutase (SOD), a hidroperéxido de alquilo redutase
subunidade C (AhpC) e a rubreritrina estdo envolvidas na capacidade de
aerotolerancia do P. gingivalis (107).

A pelicula adquirida e o biofilme dental também podem ser temas estudados
por pesquisadores da especialidade de dentistica, com intuito de encontrar
biomarcadores da doenca carie (13). Deste modo, Belda-Ferre et al. (13) encontram
7.771 proteinas bacterianas e 853 proteinas humanas no biofilme de 17 individuos,
incluindo pool de biofiime de 8 dentes no grupo saudavel e 9 dentes no grupo de
pacientes com alto indice de carie (13). Utilizando a analise em LC/MS, os autores
encontraram a proteina L-lactato desidrogenase e arginina deiminase em niveis

elevados em pacientes saudaveis (13). J& em pacientes com alto indice de carie,
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proteinas envolvidas na sintese de polissacarideos, metabolismo de ferro e resposta
imune se encontravam em niveis mais elevados (13). Através de uma analise do
biofilme bacteriano, por 2DE e MS, um estudo também demonstrou que a proteina
DPR esta relacionada com a colonizagdo inicial e sobrevivéncia do Streptococcus
mutans, em lesdes de carie (108). Com intuito de avaliar biomarcadores de carie na
polpa dentaria, Jagr et al. (77) utilizando 2DE e identificacdo em nLC/MS, encontraram
aumento na expressao de proteinas como anexina A2, anexina A5, ATP sintase,
fosfoglicerato quinase 1, proteina heath shock 60, tropomiosina alfa-1, isoformas de
alfa-1-antitripsina e vimentina no grupo resiste a carie. No entanto, no grupo com alto
indice de cérie, proteinas como peroxirredoxina-1, succinil-CoA, Beta-2-glicoproteina
e isoformas de serotransferrina e serpina B3 foram encontradas (77). Uma série de
marcadores biologicos tem sido propostos para doenca carie, porém devido seu
carater multifatorial existe uma grande dificuldade na detec¢éo de biomarcadores para
doenca (77, 109). Desta forma, a necessidade de maiores estudos longitudinais para
identificacdo de biomarcadores podem ser necessarios.

Outra especialidade na qual a proteémica vem sendo um auxiliar corresponde
a ortodontia. O tratamento ortodéntico emprega o principio de que forcas ativam as
células e matriz extracelular dos tecidos periodontais ocasionando o movimento
dentério (110). Varias respostas biol6gicas ocasionadas em resposta ao metabolismo
0sseo, reabsorcédo radicular e inflamacéo ocorrem durante o movimento ortodéntico
(98). Durante o processo de remodelacdo 6ssea uma série de eventos celulares
podem ser iniciados, entre eles, a expressdao do fator de crescimento tumoral-3,
fosfatase alcalina, proteinas morfogenéticas 6sseas, fator de crescimento, ativador do
fator nuclear kappa B, osteoprotegerina, IL-1, IL-6 e TNF-a (110, 111). No contexto
de estudos protedmicos, varios estudos relacionados a ortodontia realizaram estas
analises no contexto salivar (98, 110, 112). Ellias et al. (98) através de anéalise em 2DE
e MALDI/TOF-TOF identificaram aumento na expresséo de proteinas na saliva de
pacientes antes e apos a realizacdo de movimentacéo ortodontica (98). Desta forma,
proteinas relacionadas a inflamacéo e reabsor¢cédo 6ssea foram encontradas de forma
super expressas, entre elas, proteina S100-A9, cadeia J da imunoglobulina, cadeia
alfa-1 de Ig e CRISP-3 (98).

Achados prote6micos podem mudar a pratica e o estudo das patologias, uma
vez que favorece a identificacdo de fatores de risco, assim como promove a

caracterizacdo de biomoléculas importantes para o desenvolvimento das patologias



44

(113). Em estudos de patologia oral, observa-se um pequeno nimero de pesquisas
envolvendo técnicas protedbmicas. Nos estudos ja realizados, além de uma abordagem
protedmica, também foi realizado uma associacao desses dados com dados obtidos
com ferramentas génomicas e metagendémicas para obtencdo de uma visdo mais
ampla dos processos biomoleculares envolvidos (75, 113).

Dentre as possibilidades de estudo, a saliva apresenta vantagens em termos
de acessibilidade e secrecéo, permitindo uma facilidade na coleta (94, 96). Embora
essencialmente considerado um elemento de digestédo precoce, a saliva constitui um
biofluido heterogéneo composto de biomoléculas que podem se alterar em resposta
a varias doencas, o que torna uma fonte crucial de biomarcadores de doencas locais
e sistémicas (109, 112). Os avancos das tecnologias de alto rendimento e as técnicas
analiticas tornaram a protedmica uma ferramenta ideal para estudar biomarcacadores
salivares de vérias patologias, entre elas a Sindrome de Sjogren (96, 114-116). Em
relagdo a esta sindrome, dois novos marcadores foram demonstrados recentemente,
entre eles, a profilina e a anidrase carbonica | (CA-1) (117). Essas proteinas foram
identificadas através de metodologias com 2DE, LC-MS/MS e Western Blot, onde foi
demonstrado um aumento de 3 vezes na expressdo da proteina profilina e uma
diminuicéo de 1,5 vezes, da proteina CA-1 (117).

A utilizacdo da saliva para identificacdo de biomarcadores de céncer bucal
também vem sendo relatada (71, 118, 119). Devido a agressividade que o cancer oral
pode ter, biomarcadores podem ocasionar em diagndstico precoce da doenca,
reduzindo entdo a morbidade e mortalidade associado ao cancer bucal (71, 75). Jou
et al. (71) relacionam a proteina transferrina com varios estagios do carcinoma de
células escamosas oral (CCEOQ), através de identificacao por 2DE, MALDI-TOF/TOF,
Western blotting e Elisa (71). Além disso, o0 mesmo autor também demonstrou a
capacidade do peptideo 510 da proteina salivar dedo de zinco ser um potente
biomarcador de CCEO em estagios iniciais (118). Utilizando tecnologia nanoLC-
MS/MS, a proteina S100A8 manifestou-se de maneira especifica e sensivel, para
deteccdo de CCEO em todos os estagios da doenga (119).

A analise geral sobre proted6mica na odontologia demonstra que mais estudos
direcionados para a formacao estrutural, diagnostico e patogénese podem ser de
extrema importancia e necessarios (11). Porém, ha um namero limitado de estudos
sobre a avaliacdo do tratamento, prevencdo de doencas e progndstico das

intervencdes (77). Para resumir, todas as ferramentas protedbmicas podem ajudar a
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preencher as lacunas dos aspectos inexplorados da saude oral. Para tanto, novos
estudos que utilizem ferramentas proteémicas podem ser necessarios para elucidar e

aliar esses mecanismos clinicos e laboratoriais.

25 PROTEOMICA DO COMPLEXO DENTINO-PULPAR E REGIAO
PERIRRADICULAR

As técnicas protedmicas vem colaborando para melhor entendimento do
complexo dentino-pulpar, das reacdes pulpares e dos tecidos periapicais, fornecendo
relevantes informacdes para melhorias da terapéutica endodontica (120). Portanto,
uma melhor compreensdo das proteinas relacionadas ao complexo dentino-pulpar
parece ser imprescindivel para estudo dos mecanismos de regeneracdo, resposta
imune e avanc¢o da engenharia dos tecidos pulpares (11).

Com avanco das tecnologias protedmicas, estruturas do complexo dentino-
pulpar estédo sendo melhor compreendidas (121). Compreender os eventos desde a
formacdo do complexo dentino-pulpar pode ser necessario para identificar possiveis
biomarcadores de quadros patolégicos (17). Desta forma, a formacdo e
biomineralizacdo da dentina, denominada dentinogénese pode ser considerado um
evento dinamico e complexo (122, 123). Durante este processo, 0s odontoblastos
desenvolvem e segregam matriz extracelular seguida da mineralizacdo de forma
organizada (78, 121). O tecido dentinario apresenta uma porcdo inorganica,
representando 70% de sua constituicdo e uma porgéo organica, representando 20%
de sua composicao (16). A matriz organica contém colageno, proteinas ndo colagenas
(proteoglicanos, fosfoproteinas e glicoproteinas), fosfolipideos e fatores de
crescimento (99). A proteina colagena presente em maior quantidade na matriz de
dentina provavelmente corresponde o colageno tipo |, porém pode ser possivel
identificar os tipos I, V, VI e XIl que fornecem um modelo tridimensional (3D) para a
mineralizacao de cristais de apatita (99).

A presenca de coldgeno na dentina correlaciona-se estreitamente com a
presenca de metaloproteinase de matriz (MMPs), principalmente as MMPs 2, 9 e 20,
pois essas promovem a degradacéo de colageno (123, 124). As MMPs designam uma

familia de endopeptidases que degradam uma variedade de componentes da matriz
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(125). Elas desempenham papéis importantes na morfogénese, desenvolvimento e
remodelacdo do tecido dentinario (124). As suas expressoes e atividades podem ser
reguladas com a interacéo de inibidores especificos de tecidos de metaloproteinases
(TIMPs). O desequilibrio entre as MMPs ativadas e as suas TIMPs resultam na
destruicdo patolégica ou acumulo de matriz extracelular (124, 125). Niu et al. (125)
utilizando imunohistoquimica, ELISA e SDS-PAGE com teste de zimografia, utilizado
para detectar atividade da proteina MMP-2 e 9 e TIMP-1 e 2, observaram que as
concentracdes e padrdes de distribuicdo de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2 podem
ser variaveis ao longo de diferentes profundidades dentinarias (125).

Em adicdo, componentes tais como proteoglicanos (condroitina sulfato 4/6,
decorina, biglican, lumican e fioromodulina), glicoproteinas (SIBLINGSs, sialoproteina
0ssea, osteopontina, proteina da matriz dentina-1 e sialofosfoproteina dentinaria)
desempenham papéis fundamentais para promover, controlar e regular o crescimento
e mineralizagdo durante a dentinogénese (124).

Para categorizar o mapa protedmico das proteinas presentes na dentina, Park
et al. (99) realizou um estudo dispondo de SDS-PAGE seguido de LC-MS/MS, para
identificacdo de proteinas dentinarias (99). O resultado desse estudo revelou a
presenca de 233 proteinas, sendo algumas confirmadas por Western Blot e coloracéo
imuno-histoquimica (99). Tal estudo foi um dos primeiros a classificar as proteinas
dentinarias, como: enzimas metabdlicas, transducédo de sinal, organizacdo celular,
transporte, resposta  imune, atividade do fator de transcricéo,
crescimento/manutencéo celular, estresse e ligacao de acidos nucleicos (99). Neste
estudo, o fator de crescimento (TGF)-B1, a fibronectina, a decorina também foram
relatadas uma vez que estas inibem a proliferacao celular e estimulam a diferenciacao
de odontoblastos (99).

Outro estudo desenvolvido por Jagr et al. (126) identificaram 289 proteinas,
utilizando-se de gel 2DE e nano-LC-MS/MS, das quais 90 ainda néo haviam sido
relatadas no tecido dentinario (126). Neste estudo, foram identificadas 9 novas
proteinas em amostra de dentina humana. Em adicao, todas as proteinas encontradas
no estudo foram classificadas como imunoglobulinas, proteinas de formacéo da matriz
extracelular, formacdo do citoesqueleto, atividade de adesado celular, ligacdo a
proteina do citoesqueleto, resposta imune e atividade da peptidase (126). Algumas
das novas proteinas encontradas neste estudo foram: nebulina, serina / treonina

semelhante a interacéo de tirosina da proteina 1, proteina 2 semelhante a um canal
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transmembrana, secernina 1 e proteina transmembranar 198 (126). Esses achados
podem fornecer uma viséo futura para processos regenerativos e de reabilitacdo, uma
vez que estas novas proteinas identificadas podem atuar como biomarcadores para
regeneracao tecidual (99, 126).

Com inicio de lesBes teciduais como na cérie dentaria, uma série de proteinas
podem estar hiper ou sub reguladas no tecido pulpar (127). Neste sentido, Jagr et al.
(77), através de 2DE e nLC-MS/MS, demonstraram a hiper expressdao de cinco
proteinas em amostras de dentes de pacientes com maior presenca de carie (77).
Proteinas como peroxirredoxina-1, succinil-CoA, beta-2-glicoproteina, isoformas de
serotransferrina e serpina B3 estavam hiper expressas em pacientes com alto indice
de cérie, comparado a pacientes resistentes a carie (77).

Estudos de protedmica envolvendo células estaminais da polpa dentéaria
humana (DPSCs) também colaboram para pesquisas relacionadas a regeneragao
tecidual (127, 128). Pesquisa envolvendo células da polpa de dentes natais, dente
deciduo e permanente, usando a abordagem 2DE juntamente com MALDI-TOF/TOF,
demonstrou a presenca de 61 proteinas em comum para todos os tipos de células-
tronco (128). Além disso, as células DPSCs também foram estudadas para melhor
compreensao dos eventos relacionados a regeneracéo tecidual, quando este tecido é
acometido com lesdes de cérie (127). Ma et al. (127) compararam o proteoma de
células DPSCs e células estaminais da polpa dentaria cariosa (CDPSCs) (127).
Utilizando DIGE 2D associado a MALDI-TOF/MS, os autores revelaram a identificacéo
de 18 proteinas diferencialmente expressas entre DPSCs e CDPSCs (127). Estas
proteinas diferenciais estdo relacionadas principalmente a regulacdo celular,
proliferacdo, diferenciacéo, constituicdo do citoesqueleto e motilidade (127). Dentre
as proteinas relacionadas a proliferacédo celular observou-se a CCT2, a estatimina e
a CLICA4. A proteina CCT?2 foi identificada em maior abundancia nas amostras de carie
profunda, o que pode estar relacionado a maior proliferacéo celular dessas células
(127).

A identificacdo de proteinas bioativas presente no complexo dentino-pulpar
pode oferecer caminho para o desenvolvimento de novas terapias clinicas (11, 14, 77,
99). Desse modo, proteinas da polpa dentaria humana vem sendo estudadas. Assim,
Eckhardt et al. (11) realizaram um mapa proteico pulpar, a partir de um pool de 5
dentes, por gel 2DE e nLC-MS/MS. Os autores identificaram 342 proteinas, que foram

comparadas a proteinas plasmaticas dentinarias (11). Desta forma, observaram que



48

137 proteinas eram exclusivas da polpa dentaria humana, 37 eram também
encontradas em dentina e 103 eram comuns a polpa, ao plasma e a dentina (11).
Também foi observado que proteinas relacionadas ao metabolismo e vias energéticas
foram amplamente encontradas no tecido pulpar normal (11).

Além da avaliacdo do proteoma de tecidos normais, estudos também relatam a
avaliacdo do proteoma do tecido pulpar, ap6s o contato com microrganismos (12,
129). Assim, com o avanco dos microrganismos no tecido pulpar, danos teciduais
ocorrem e este tecido passa a apresentar um biofilme aderido na parede do canal
radicular (3, 48). Com intuito de conhecer produtos liberados por microrganismos no
interior do canal radicular, estudos proted6micos vem colaborando para tal progresso
(12, 129). Deste modo, Provenzano et al. (12) avaliou o metaproteoma de quadros de
infeccbes endodobnticas de abscessos periapicais agudos e periodontite apical
assintomatica. Neste estudo, amostras do canal radicular foram obtidas antes e apés
a realizagdo do tratamento quimico-mecanico com clorexidina e hipoclorito de sodio,
como irrigantes (12). A analise protebmica por nLC-MS/MS demonstrou que
anteriormente ao tratamento com as solucdes irrigadoras, foram identificadas 173
proteinas microbianas nos casos de abscesso periapical agudo e 88 proteinas nos
casos de periodontite apical assintomatica. Os autores relacionam esta maior
identificag8o proteica a um maior nimero de espécies bacterianas encontradas nos
casos de abscessos (12, 56). No entanto, apds a realizacdo do tratamento quimico-
mecanico, com a clorexidina 2%, o numero total de identificacbes proteicas reduziu
de 74 proteinas para 34 (12). J& quando foi utilizado o hipoclorito de sédio 2,5%, o
namero total de identificacdes proteicas aumentou de 14, para 35. Este estudo
encontrou um total de 139 proteinas humanas, sendo a maioria delas relacionadas ao
metabolismo proteico e a resposta imune (12). Investigando proteinas relacionadas
ao processo de necrose pulpar, Nandakumar et al. (129) utilizando nanoLC-MS/MS
identificaram proteinas da membrana externa, provavelmente envolvidas em
processos patogénicos, como por exemplo adesinas, autolisinas, proteases, fator de
viruléncia e proteinas de resisténcia a antibiéticos (129).

Diferentes alteracbes teciduais podem ocorrer no tecido pulpar e/ou
perirradicular, quando estes estdo expostos a algum tipo de agressdo. Estudos
protedbmicos oferecem informacgdes relevantes para melhor entendimento do processo
da evolucao patoldgica destes tecidos. Porém, uma quantidade discreta de trabalhos

relacionados a protedmica pulpar e perirradicular € observada. Neste sentido, apenas
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uma pesquisa sobre o perfil proteico de polpa normal foi relatada, além de outros dois,
relacionados a estudos protedmicos de infeccbes endodonticas. No entanto, uma
analise protedbmica comparativa da evolucéo clinica de patologias do complexo pulpo-
perirradicular ainda nao foi estabelecida. Desta forma, o desenvolvimento de novas
pesquisas sobre 0 assunto torna-se necessario. A pesquisa realizada tem o intuito de
demonstrar um mapa protedbmico de diversas condi¢Bes clinicas da polpa dentaria
humana, correspondendo aos diagndsticos de polpa normal, pulpite irreversivel e
necrose pulpar com presenca de lesao perirradicular visivel radiograficamente. Este
conhecimento pode auxiliar na compreensédo da evolucdo da patologia do complexo
pulpo-perirradicular, além de auxiliar em pesquisas futuras na definicdo de
biomarcadores para terapias regenerativas ou para o desenvolvimento de novas

formas terapéuticas na endodontia.



50

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar de forma qualitativa proteinas presentes no tecido pulpar em
condicdes clinicas de polpa normal, pulpite irreversivel e necrose com leséo periapical

visivel radiograficamente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o mapa protedmico dos quadros clinicos de polpa normal, pulpite
irreversivel e necrose em nanoUPLC/MSE.

e Identificar proteinas do tecido pulpar em banco de dados humano
UniProtKB/Swiss-Prot com auxilio do software ProteinLynx Global Server
(PLGS) versao 2.5.2.

e Classificar as fun¢des das proteinas exclusivas e comuns aos grupos de polpa
normal, pulpite e necrose.

e Identificar e agrupar proteinas de cada diagnéstico clinico em relacdo a sua
localizag&o celular.

e Analisar comparativamente a protedGmica qualitativa entre os grupos de polpa

normal, pulpite irreversivel e necrose.
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4. METODOS
4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo se baseia na identificacdo de proteinas presentes em trés
diagnosticos clinicos diferenciais em endodontia, sendo eles: polpa normal, pulpite
irreversivel e necrose pulpar com lesdo periapical visivel radiograficamente. Para
tanto, as amostras foram obtidas de dentes molares extraidos, seguindo para extracédo
de proteinas e preparo das amostras para identificagdo proteica em NanoUPLC-MSE.
Posteriormente a identificacdo, foram realizadas comparacfes entre as proteinas

identificada em cada um dos grupos experimentais (figura 2).

5 amostras de

\ polpa normal

Fluxo - confeccéo de canaleta e se 80 ‘ ! \ 5 amPStfaS de
coroa-raiz | pulpite

ry 5 amostras de
\ necrose com

Extracdo de proteinas
Digestao com tripsina

software ProteinLynx Global +——
Server (PLGS) versao 2.5.2

Banco de dados humano:
Uniprot

Analise NanoUPLC-MSe

Figura 2 — Esquema representativo da metodologia utilizada para identificacdo de
proteinas.
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4.2 AMOSTRAS POPULACIONAIS

Foram convidados a participar da pesquisa, pacientes encaminhados a cirurgia
na clinica odontoldgica, da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB), do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) e do Hospital Regional de Taguatinga (HRT).
Primeiramente, os pacientes passaram por uma triagem onde foi realizada anamnese.
Em seguida, foi realizado exame clinico intrabucal e extrabucal para avaliacdo e
confirmacédo da necessidade da realizacdo de exodontia. Todos pacientes assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a utilizacdo do
elemento dentério extraido para esta pesquisa cientifica.

4.2.1 Critério de Incluséao

Foram selecionados para esta pesquisa apenas pacientes com idade superior
a 18 anos. Encaminhados para exodontia de molares, devido ao comprometimento da
coroa por lesdes cariosas extensas, as quais ndo havia possibilidade de reabilitacdo
restauradora (130). Esses dentes foram enquadrados nos diagndésticos de necrose
com leséo periradicular visivel radiograficamente ou pulpite irreversivel. Casos de
lesdes periapicais extensas, também foram enquadrados nos casos de dentes com
diagndstico de necrose pulpar (130). No grupo controle, foram inclusas polpas normais
de terceiros molares higidos, com indicacdo de exodontia por razdes ortodénticas,
traumatismos de tecido mole ou auséncia de antagonista (131-133). Somente foram

inclusos dentes com apice fechado em todos os diagndsticos clinicos.

4.2.2 Critério de Exclusao

Os critérios de exclusao adotados foram pacientes com idade inferior a 18 anos.
Além disso, casos de 4pice radicular aberto e pacientes com doenga periodontal

generalizada severa foram eliminados da amostra. Aléem de dentes extraidos devido
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fratura radicular ou com diagnostico de necrose pulpar, porém sem avaliacdo
radiografica de lesdo periapical, ndo foram incluidos na pesquisa. Em relagdo a
pacientes com casos de patologias sisttmicas como diabetes mellitus, alteracfes
cardiacas, doencas imunoldgicas, hematologicas e doencas infecciosas que poderiam
influenciar na andlise protedbmica, foram utilizados os critérios de exclusao (12).
Informacdes adicionais, como medicacgfes utilizadas, foram relatadas no prontuério

de cada paciente, para posterior analise e interpretacfes de dados.

4.3 EXAME CLINICO PARA DIAGNOSTICO

Anteriormente ao procedimento de extracdo dentaria, uma anamnese
minuciosa foi realizada, atentando-se a queixa principal e a histéria pregressa da dor.
Questionamentos sobre as caracteristicas da dor foram realizadas (dor espontanea,
provocada e duracao da dor) (29). Assim como, a localizacao da dor - irradiada, difusa,
reflexa ou localizada. Também foi realizado exame clinico intra e extra oral por
palpacao, inspecdo e percussao vertical e horizontal (3). Todos os testes foram
acompanhados de realizacdo de radiografia periapical e panoramica. Teste de
sensibilidade pulpar ao frio, com utilizacao do gas refrigerante tetrafluoretano (Endo-
Ice, Maquira Dental, Maring4, Parana, Brasil) foram realizados. Para tanto,
inicialmente foi realizado isolamento relativo do dente e aplicacdo do gas em uma
mecha de algoddo apreendida em uma pin¢a (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP,
Brasil) e levou-se primeiramente, ao dente homdélogo e ap6s, no dente amostral (134).
Os resultados entre o dente amostral e controle foram registrados e comparados entre
si para fechamento do diagnéstico. As caracteristicas dolorosas apoés realizagcdo dos
testes foram interpretadas segundo Siqueira Jr e Lopes (2011), apresentado na tabela
1 (7, 134).
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Tabela 1 - Métodos de diagndstico de alteragBes pulpares utilizadas no estudo.

Normal Ausente Positivo Negativo Normal
Pulpite Dor Resposta Negativo ou Normal ou com
Irreversivel espontanea; rapida e positivo espessamento
aguda, intensa do espaco
latejante, periodontal
persistindo
apés remocao
da causa
Necrose Assintomatico Negativo Negativo ou Area
pulpar com positivo radioluscida
periodontite perirradicular
apical
assintomatica

4.4 OBTENCAO DE POLPA DENTARIA HUMANA DOS DENTES EXTRAIDOS

Apos a realizacéo do diagnéstico pulpar, os dentes foram extraidos e alocados
em um tubo tipo falcon contendo 10 mL de Meio Eagle Modificado por Dulbecco -
DMEM (Gibco®, Grand Island, NY, EUA), com 200uL de fungizone anfotericina B
(Sigma Aldrich®, St Louis, EUA) e 10 pL de gentamicina (Sigma Aldrich®) (135). O
conjunto foi transportado ao laboratério da unidade de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Genbmicas e Biotecnologia, no Centro de Analises Protebmicas e Bioquimicas
(CAPB), da Universidade Catélica de Brasilia (UCB). Em camara de fluxo laminar foi
realizada a remocédo dos tecidos moles residuais e cemento utilizando curetas
periodontais (Neumar, S&o Paulo, SP, Brasil). Com auxilio de um disco de
carborundum (Labordental, Sdo Paulo, SP, Brasil) acoplado em peca reta (Kavo,
Joinville, SC, Brasil), foi realizado um sulco na jungdo amelo-dentinaria, nos dentes
com diagnostico de pulpite irreversivel e polpa normal (11). Para dentes com
diagndstico de necrose pulpar, foi realizado um sulco na regiao axial ao longo eixo do
dente. ApGs, os dentes foram fraturados utilizado um esculpidor Hollemback n° 03
(Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil). Assim, as polpas dentarias normais e

inflamadas foram removidas com auxilio de pinca (Golgran) e limas endodénticas tipo
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K 15 ou 10 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica), nos casos de diagnéstico
necrosado, curetas periodontais (Neumar) foram utilizadas para remocéo do tecido
(11). O contetdo pulpar foi transferido para um tubo tipo Eppendorf (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha), contendo inibidor de proteinase (PIC) 0,1 % (Sigma-Aldrich®)

e imediatamente congelado a -80 °C (12).

4.5 DEFINICAO DE GRUPOS E REALIZACAO DE POOL

O conteudo pulpar dos dentes com mesmos diagndésticos clinicos (polpa
normal, pulpite irreversivel e necrose pulpar com comprometimento periapical visivel
radiograficamente) foram agrupados em pools de 5 dentes e entéo, liofilizados (11,
12). Os diagndsticos clinicos de polpa normal e necrose foram representados por trés
réplicas biologicas, contendo pool de 5 dentes escolhidos de forma aleatéria, em cada
uma delas, totalizando 15 dentes para esses diagndsticos. Polpa com diagnéstico de
pulpite irreversivel foi representado apenas por 2 réplicas biolégicas, devido a terceira
réplica ndo manter o mesmo padrdo dos resultados anteriores. Desta maneira,
baseado em testes estatisticos essa replica foi excluida, sendo considerada um
outlier. As duas réplicas utilizadas contaram com 10 dentes e para cada réplica

bioldgica, triplicatas técnicas foram realizadas.

4.6 EXTRACAO E QUANTIFICACAO PROTEICA

Apos a liofilizacao, iniciou-se o processo de extracdo proteica. Para tanto, foi
adicionado 360 pL de solucéo de Lise (20 mM Tris—HCI pH 8,3, 1,5 mM KCI, 10 mM
DTT, 1 mM PMSF 0,1%) (15) e entdo, a amostra foi submetida a sonicagdo durante
10 minutos (min), sendo realizada em 10 ciclos, de 1 minuto, com repouso em gelo
por 1 minuto, em ultrassom (Sonics & Materials Inc., Newtown, Connecticut, EUA),
com poténcia de 3,0 W.mL™* (11). Em seguida, a amostra foi incubada em gelo por 30
min, seguidos por centrifugacdo com 14000 rpm, 15 min, a 4 °C, sobrenadante

recolhido e sedimento descartado. Em seguida, o conteudo proteico foi quantificado
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utilizando-se o método Bradford. Para tanto, foram utilizados 10 pyL da amostra e 190
ML do reagente (Bio-Rad protein assay, diluicdo segundo fabricante), apés 15 min, a
placa foi levada ao espectrofotdmetro e a leitura realizada com absorbancia de 595
nm. As absorbancias adquiridas foram comparadas com uma curva padréo de
albumina bovina (BSA) (0,5 mg.mL? a 0,03125 mg.mL™ (Sigma-Aldrich®), obtendo

assim, os valores da concentracao de proteina nas amostras (136).

4.7 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

4.7.1 Solucao de Digestdo com Tripsina

Foram transferidos 100 puL de cada amostra a uma concentracao padréo de 1
pg.mL? do estoque para um tubo tipo eppendorf (Eppendorf) e realizada liofilizacdo
de todos os grupos. Apos, 10 pL de 50 mM de NH4HCO:2 (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)
foi adicionado e em seguida, adicionou-se 25 pL de solugdo RapiGest SF (Waters,
Manchester, UK) e o contetido foi levado ao agitador (Daigger®, Vernon Hills, lllinois,
EUA). Em seguida, o tubo foi aquecido em uma temperatura de 80 °C, por 15 min e
submetido a uma centrifugacdo de 15 segundos (s), em 3500 rpm. Foram entéo
adicionados 2.5 yL de 100 mM dithiothreitol (GE Healthcare, Fairfield, CT, EUA) e em
seguida, a amostra foi levada ao agitador (Daigger®) e incubada em 60 °C, por 30 min.
Apos o periodo de incubacao, as amostras foram deixadas em temperatura ambiente
e apos esfriamento, adicionou-se 2,5 uL de 300 mM iodocetamida (GE Healthcare),
seguida por agitacédo (Daigger®). Apos, as amostras foram deixadas em temperatura
ambiente por 30 min, protegidas de luz. Em seguida, foi adicionado 10 pL de solugéo
tripsina (Promega, Madison, EUA), em 50 mM NH4HCOs3 (Vetec) e esta, encaminhada
ao agitador (Daigger®). A amostra foi agitada e incubada a 37 °C em agitacéo, por 14
h. Apos a digestédo, 10 pL de 5 % de acido trifluoroacético (Mallinckrodt, St. Louis, MO,
EUA) foram adicionados e novamente a amostra foi levada ao agitador (Daigger®) e
as amostras foram incubadas a 37 °C, por 90 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 14000 rpm, por 30 min a 6 °C, o sobrenadante foi transferido para um

tubo tipo Eppendorf (Eppendorf) e as amostras foram evaporadas em concentragéo a
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vacuo (Labconco, Kansas City, MO EUA). Apés a secagem total da amostra, foram
adicionados 190 ul de 20mM formato de amoénio (Sigma-Aldrich®), transferidos para
frascos - vials Waters Total Recovery (Waters), onde foram acrescentados 10uL de
ADH (MassPREP Digestion Standart Alcohol Dehydrogenase) (Waters) (15, 84, 137).

4.7.2 Aquisicdo NanoUPLC-MSE

A separacdo em nano escala dos fragmentos tripticos foi realizada através de
sistema nanoACQUITY™ (Waters) com tecnologia de diluigdo 2D. A primeira
dimenséo (1D) foi realizada em coluna XBridge™ 300mm x 50mm nanoEase™
contendo resina C18 BEH130 de particula 5um. A segunda dimensédo (2D) foi
realizada em pré-coluna Symmetry C18 de particula 5um, 5mm x 300um e coluna
analitica de fase reversa HSST3 C18 de particula 1.8um, 75um x 150mm (Waters).
Na primeira dimensao, a fase movel A correspondeu a formato de aménio 20mM, e a
fase movel B a acetonitrila; na segunda dimenséo, a fase movel A correspondeu a
acido férmico 0.1% em agua e a fase B a acido férmico 0.1% em acetonitrila. Duas
corridas foram realizadas: a primeira correspondeu a uma simulacdo 1D de 70 min
para checar a digestdo e quantificar a amostra; a segunda equivaleu a uma corrida
2D completa, utilizando 5 fragdes. Para a primeira corrida, 2 yL das amostras foram
inicialmente transferidas para a coluna 1D em 0.5 minuto numa taxa de fluxo de
2uL.mint e 0.1% de B. os peptideos foram eluidos da 1D a 2 yL.min* e 65% da fase
movel B por 4 min e diluidos para a pré-coluna na 2D, utilizando uma solucdo aquosa
de &cido férmico 0.1% com taxa de fluxo 20uL.min"t por 20.5 min. Os peptideos foram
separados utilizando um gradiente de 7-40% na fase B por 54 min com uma taxa de
fluxo de 500 nL.min! seguido de lavagem com 85% da fase mével B. A coluna foi
entdo reequilibrada as condi¢fes iniciais, por 10 min. Durante esse processo, a
temperatura da coluna foi mantida a 35°C. O ion de referéncia (lock mass) peptideo
glu-fibrino humano (GFP) foi entregue a partir do sistema fluidico do SynaptG2
utilizando uma taxa de fluxo constante de 500 nL.min! a uma concentracdo de 320
fmol de GFP para o vaporizador de referéncia da fonte do NanoLockSpray do

espectrometro de massas. Ap0s a aquisi¢do, as amostras foram quantificadas usando
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o método de identificacdo descrito no proximo item e a segunda corrida utilizando 5
fracOes foi realizada ajustando-se a injecdo do volume para uma concentracao final
de 500ng. As amostras foram inicialmente transferidas para a coluna 1D em 0.5 minuto
a 2 yL.mint e 0.1% de B. os peptideos para a primeira fracéo foram eluidos da 1D a
2uL.mint e 10.8% da fase moével B por 2 min e diluida para a pré-coluna da 2D usando
uma solucéo aquosa de 0.1% de acido férmico com uma taxa de fluxo de 10 pyL.mint
por 8.5 min. Os peptideos foram separados usando um gradiente de 7-35% de fase
movel B por 37 mincom uma taxa de fluxo 500nL.min! seguida por uma lavagem com
85% da fase movel B por 5 min. A temperatura da coluna foi mantida a 35°C. os
peptideos para a segunda, terceira, quarta e quinta fragdes foram eluidos utilizando-
se 14, 16,7, 20,4 e 50% de fase movel B, respectivamente. As condi¢des para diluicéo,
taxa de fluxo e andlise 2D foram as mesmas utilizadas para a primeira fracdo. A
entrega do ion de referéncia em todas as fracdes foi feita nas mesmas condicdes

descritas anteriormente. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas.

Os peptideos tripticos foram analisados em espectrometro de massas Synapt®
G2 HDMS™ (Waters) com geometria quadrupolo hibrida/mobilidade
ibnica/aceleracao ortogonal por tempo de vdo (oa-TOF). Para todas as mensuracoes,
o espectrémetro de massa foi operado em modo resolucdo com alcance tipico de pelo
menos 20000 FWHM (“metade do maximo da largura do total”, do inglés full-width half-
maximum). Todas as analises foram realizadas utilizando o modo ion-positivo do
nanoelectroespray (nanoESI+) o analisador de tempo de véo do espectrémetro de
massas foi externamente calibrado com ions GFP b+ e y+ com m/z 50 a 2000 com
dados de pés-aquisicdo dos ions de referéncia corrigidos usando o ion precursor
dupla-carga da GFP [M+ 2H]?*= 785.8426. O vaporizador de referéncia foi ajustado
para uma frequéncia de 30 s. Os dados de massa exata por tempo de retencéo (Exact
Mass Retation Time) do nanoLC-MSF (138) foram coletados em modos alternados de
aquisicdo de baixa e alta energia. O tempo de aquisicdo do espectro continuo, em
cada modo, foi de 1.5 s com um atraso de 0.1 segundo por interscan. No modo MS
de baixa energia, os dados foram coletados a uma energia de colisdo constante de 3
eV; no modo de alta energia, a energia de colisdo foi rampeada de 27 a 45 eV a cada

intervalo de 1.5 s do espectro.

A radiofrequéncia aplicada ao analisador de massas do quadrupolo foi ajustada

de tal maneira que os ions com m/z entre 200 e 2000 fossem eficientemente
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transmitidos, garantindo assim que quaisquer ions com m/z menores que 200 que
fossem observados no LC-MS surgissem apenas a partir de dissociacdes geradas na
célula de colisdo TRAP T-wave do equipamento.

4.7.3 Processamento de Dados e Identificacdo Proteica

Os dados de espectrometria de massa obtidos por LC-MSE foram processados
e comparados a um banco de dados com auxilio do software ProteinLynx Global
Server (PLGS) versao 2.5.2 (Waters). As identificacdes das proteinas foram obtidas
com um algoritmo de “ion accounting” incorporado ao programa e comparado as
sequéncias com padrbes de digestdo Mass PREP (MPDS) UniProtKB/Swiss-Prot

apenso ao banco de dados humano (139).

O critério de identificacdo de proteinas no banco seguiu a identificacdo de no
minimo um fragmento de ion por peptideo, trés fragmentos de ions por proteina, ao
minimo um peptideo por proteina e a identificacdo permitida somente dentre 4% dos
falsos positivos encontrados em uma duplicata experimental. Carboamidometilagéo
da cisteina foi especificada como uma modificacdo fixa, enquanto e oxidacdo da
metionina foi incluida como modificacdes variaveis. Os componentes foram agrupados
com uma precisdo de 10 ppm e tolerancia de 0.25 minuto contra as massas dos
peptideos tedricos gerados pelo banco de dados com no minimo 1 peptideo. O
alinhamento dos peptideos precursores obtidos pelos dados de baixa e alta energia
de colisdo possui uma precisdo de aproximadamente 0.05 min. Um erro de clivagem
da tripsina foi permitido. As tolerancias entre os fragmentos e os precursores foram

determinadas automaticamente.
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4.7.4 Classificacdo e organizacao de proteinas

Inicialmente as proteinas foram separadas de acordo com o diagnéstico de
cada amostra clinica. Neste sentido, elas foram classificadas em proteinas exclusivas
a cada diagnostico clinico, proteinas comuns a mais de um diagnostico e proteinas
comuns aos trés diagnosticos. No momento seguinte, as proteinas de cada
diagnostico foram classificadas de acordo com suas fungdes e localizagbes. Com
relacdo a suas funcdes, foram agrupadas em proteinas de: metabolismo e vias de
energia, crescimento, proliferacdo e/ou manutencdo celular, metabolismo de
proteinas, regulacdo de nucleobases, nucleosideos, nucleotideos e metabolismo do
acido nucleico, atividade de remodelacao tecidual e/ou formacédo de tecido 0sseo,
transporte, processo de apoptose, resposta imune, comunicacao celular, sinal de
transducédo e adeséao celular, resposta ao stress, diferenciacdo de células nervosas,
reparo, replicacdo e regulacdo de DNA, proteinas ligadas ao ion calcio, constituinte
estrutural do citoesqueleto, regulacdo de proliferacéo celular e autofagia, constituinte
da matriz extracelular e proteinas as quais ndo ha registro de funcdo nos bancos de
dados humano Uniprot, Interprot e NCBI, caracterizadas como desconhecida. Quanto
a localizacéo, as proteinas foram classificadas em: citoplasma, nucleo, membrana
plasmética, extracelular, mitocdndria, reticulo endoplasmético, ribossomo e

desconhecida. Esta classificacdo seguiu a utilizada por Eckhard et al. (2015).

Em momento posterior, a dindmica das alteragcdes proteicas foram analisadas

de acordo com o agravamento da patologia pulpo-periradicular.

4.8 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi encaminhado ao comité de ética em pesquisa com seres
humanos da Universidade de Brasilia, obtendo sua aprovacéo do ponto de vista ético,
sob numero 018137/2015 (Anexo 1). Os voluntarios somente participaram da
pesquisa ap0s uma minuciosa explicacdo dos objetivos e a partir da leitura e

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE.
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5 RESULTADOS

Para identificacdo das proteinas presentes nos grupos de polpa normal, com
pulpite irreversivel e necrose, foi utilizada a técnica proteémica nanoUPLC/MSE. Para
uma maior confiabilidade dos dados, foram estabelecidas 3 réplicas técnicas e 3
réplicas biologicas para os grupos experimentais de polpa normal e necrose. Para o
grupo de pulpite irreversivel, 2 réplicas biolégicas e 3 réplicas técnicas foram
analisadas. Para aquisicao do perfil proteico foram realizadas corridas separadas de
cada réplica biologica, levando-se em consideracéo a reprodutibilidade das réplicas
técnicas e biologicas. Apods a identificacdo das proteinas com o auxilio do banco de
dados humano Uniprot, cada codigo gerado foi analisado no banco de dados humano
do NCBI e no banco de dados humano Interprot (EMBL-EBI), reconhecendo a
principal localizagdo e fungéo de cada proteina.

Desta forma, foram identificados um total de 508 proteinas. Em uma analise
geral destas proteinas, observou-se do ponto de vista funcional que 7% das proteinas
identificadas desempenham funcao relacionada ao metabolismo e vias energéticas,
2% estdo envolvidas no crescimento, manutencdo e proliferacdo celular, 2% no
metabolismo de proteinas, 2% relacionadas a regulacdo de nucleobases, nucleosideo
e nucleotideos, além de desempenhar papel no metabolismo do acido nucleico. Um
porcento das proteinas estao relacionadas a remodelacéo tecidual e/ou formacéo de
tecido 6sseo, 9% relacionadas ao transporte, 4% ao processo de apoptose, 15% a
processo de resposta imune, 5% a comunicacéao celular, sinal de transducao e adesao
celular, 7% a stress celular, 1% a diferenciacdo de células nervosas, 6% ao reparo,
replicacdo e regulacdo do DNA, 9% a ligacdo ao ion célcio, 20% a estrutura do
citoesqueleto, 2% na regulacéo da proliferagdo celular e autofagia, 3% a constituicao
estrutural da matriz extracelular e 5% com funcéo desconhecida (Figura 3A). Do ponto
de vista situacional, 41% das proteinas localizam-se no citoplasma celular, 24% no
espaco extracelular, 14% no nucleo, 14% na membrana plasmatica, 2% no reticulo
endoplasmatico, 2% em mitocéndrias, menos de 1% em ribossomos e 2% foram

desconhecidas, como visualizado na figura 3B.
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Figura 3 - Relacdo geral das proteinas identificadas, por nanoUPLC/MSE, observadas em todos 0s grupos e suas intersecoes,

separadas por suas respectivas funcdes celular (A) e localizagéo (B).
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Apbs a andlise de todas as proteinas identificadas, essas foram separadas em
exclusivas a cada diagnostico e comuns entre diferentes diagnoésticos clinicos. Como
demonstrado no diagrama de Venn (Figura 4), das 508 proteinas identificadas, 75
foram identificadas exclusivamente no grupo de polpas normais (Tabela 2), 59
exclusivas no diagnostico clinico de pulpite irreversivel (Tabela 3) e 120, exclusivas
ao grupo com diagnosticado de necrose pulpar (Tabela 4). Nas intersec¢bes, 72
proteinas foram identificadas como comuns aos grupos de quadro clinico de
normalidade pulpar e pulpite irreversivel (Tabela 5). Também foi observado a
presenca de 37 proteinas comuns entre os diagnosticos de normalidade pulpar e
necrose (Tabela 6), 36 entre os grupos de pulpite irreversivel e necrose pulpar (Tabela
7). Em adicédo, 109 proteinas foram encontradas nos 3 diagndsticos clinicos pulpares
(Tabela 8).

Normal

i 36 120
~J —
Pulpite Necrose

Figura 4 - Diagrama de Venn demonstrando as proteinas identificadas por
nanoUPLC/MSE, correlacionando-as nos seus respectivos grupos, onde o circulo azul
representa as proteinas encontradas em polpa normal, o circulo rosa as proteinas
encontradas do diagndstico de pulpite irreversivel e o circulo amarelo as proteinas
identificadas em necrose. As proteinas foram apresentadas conforme sua
classificacao entre: proteinas exclusivas de cada grupo, proteinas comuns a todos 0s

grupos e proteinas comuns a determinados grupos.
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5.1 PROTEINAS EXCLUSIVAS A CADA DIAGNOSTICO CLINICO

Apébs a andlise geral de todas as proteinas encontradas em todos os quadros
clinicos, as proteinas exclusivas a cada diagnodstico foram analisadas de forma

separada.

5.1.1 Proteinas identificadas exclusivamente em polpa normal

Dentre as 75 proteinas exclusivas em polpa normal, 7% corresponderam a
funcdo de metabolismo e vias energéticas, 7% estavam relacionadas com o
crescimento, proliferacdo e/ou manutencgéo celular, 8% ao metabolismo de proteinas,
4% envolvidas na regulacdo de nucleobases, nucleosideo e nucleotideos, além da
participagdo no metabolismo do &cido nucleico. Nesse diagndéstico, também,
observou-se a presenca de 5% de proteinas envolvidas na remodelacgéo tecidual e/ou
formacdo de tecido 0Osseo, 14% envolvidas no transporte, 5% das proteinas
participaram do processo de apoptose, 11% na resposta imune, 4% exercem funcao
na comunicacao, sinal de transducéo e adesao celular, 5% das proteinas participavam
do processo de stress celular, 3% eram proteinas envolvidas na diferenciacao de
células nervosas, 5% desempenham funcdo no reparo, replicacdo e regulacdo de
DNA, 5% eram proteinas ligadas ao ion calcio, 12% desempenhavam funcéo
estrutural do citoesqueleto e 5% eram proteinas que ainda nao receberam funcdes
especificas nos bancos de dados Uniprot, NCBI e Interprot (EMBL-EBI), sendo
caracterizadas como desconhecidas. Nao foram identificadas proteinas exclusivas ao
guadro de normalidade pulpar, com funcdes relacionadas a regulacao da proliferacao

celular e autofagia e constituinte estrutural da matriz extracelular.

O maior percentual de proteinas identificadas na polpa normal estavam
relacionadas ao transporte, destacam-se a partir da maior média de cobertura para
menor, as proteinas relacionadas a miotubularina 14, subunidade ATPase
transportadora de potassio de sédio beta, apolipoproteina A Il, fragmento da familia

anquirina contendo proteina 36C, proteina de ligacdo da vitamina D e a
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ceruloplasmina, essas podem ser responsaveis pelo transporte de varios
componentes biologicos essenciais para homeostase tecidual. Além desse grupo,
observou-se que proteinas com funcdo estrutural do citoesqueleto também foram
bastante identificadas, destacando-se a presenca das proteinas fragmento tubulina

cadeia alfa 1B, fragmento tubulina cadeia beta 4A, cofilina 1 e filamina A.

Quanto a localizacdo das proteinas identificadas, 34% pertenciam ao
citoplasma, 26% ao espaco extracelular, 17% estavam localizadas no nucleo, 12% na
membrana plasmética, 7% no reticulo endoplasmético e 4% eram desconhecidas.
Nesse grupo ndo foram identificadas proteinas presentes na mitocondria e nos
ribossomos. Todas as proteinas e suas respectivas funcdes e localizacbes podem ser

visualizadas na tabela 2 e sua distribuicdo pode ser avaliada na figura 5A e 6A.
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5.1.2 Proteinas identificadas exclusivamente no quadro clinico de pulpite

irreversivel

Dentre as 59 proteinas identificadas exclusivamente no quadro clinico de
pulpite irreversivel, 12% estavam relacionadas ao metabolismo e vias de energia, 2%
ao crescimento, proliferagdo e/ou manutencao celular, 2% ao metabolismo de
proteinas, 5% estavam envolvidas na regulacdo de nucleobases, nucleosideo,
nucleotideos e participacdo do metabolismo do acido nucleico. Também nota-se que
2% das proteinas identificadas estavam envolvidas na atividade de remodelacéo
tecidual e/ou formacéao de tecido 6sseo, 10% a fun¢éo de transporte, 10% ao processo
de apoptose, 14% a resposta imune, 2% a comunicacao, sinal de transducéo e adesao
celular, 5% estavam envolvidas na resposta ao stress celular, 3% a diferenciacao de
células nervosas, 8% ao reparo, regulacéo e replicacdo de DNA, 3% ao ion calcio,
12% relacionadas aos constituintes estruturais do citoesqueleto e 10% ainda nao
apresentavam funcdo conhecida. Nesse grupo ndo foram encontradas proteinas
relacionadas a regulacdo de proliferacdo celular e autofagia. Também n&o foram
identificadas proteinas constituintes da matriz extracelular. Todas as proteinas
identificadas neste quadro clinico podem ser analisadas na tabela 3 e sua distribuicéo
na figura 5B.

Notou-se a presenca de uma ampla diversidade de proteinas relacionadas a
resposta imune, de acordo com sua média de cobertura, destaca-se as proteinas
fragmento HCG2041210, proteina S100B, peptidil prolil cis trans isomerase, familia C
do receptor acoplado a proteina G grupo 5 membro C, zeta delta 14 3 3, fibrinogénio
gama, vitronectina e secretogranina 2. Além dessas proteinas, pode-se destacar
proteinas relacionadas ao processo de apoptose, como: alfa actinina 1 e 3, fragmento
da proteina Ras relacionada a Rab 2A e clusterina.

Quanto a localizacéo, observou-se que 47% das proteinas identificadas se
encontravam no citoplasma, 19% no meio extracelular, 18% no nudcleo, 8% na
membrana plasmatica, 2% compunha as mitocondrias e 6% possuem sua localizacao
desconhecida. Nesse grupo ndo se observou proteinas que compde o reticulo

endoplasmatico e os ribossomos (Figura 6B).
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5.1.3 Proteinas identificadas exclusivamente no quadro clinico de necrose

pulpar

Em relacdo as 120 proteinas identificadas de forma exclusiva nas amostras
de polpa necrosada, 5% estavam relacionadas ao metabolismo e vias de energia, 3%
ao crescimento, proliferagdo e/ou manutencéo, 2% ao metabolismo de proteinas, 2%
a regulacdo de nucleobases, nucleosideo, nucleotideos e participacdo do
metabolismo do acido nucleico. Nesse grupo, 7% das proteinas identificadas estavam
envolvidas no transporte, 3% no processo de apoptose, 14% na resposta imune, 6%
estavam relacionadas a comunicagao, sinal de transducdo e adesédo celular, 10%
estavam relacionadas ao stress celular, 6% no reparo, regulagéo e replicacao de DNA,
3% relacionadas ao ion calcio, 18% relacionadas a constituicdo estrutural do
citoesqueleto, 10% participavam da regulacao de proliferacao celular e autofagia, 3%
eram constituintes estruturais da matriz extracelular e 8% foram consideradas com
funcd@o desconhecida. Nesse grupo, ndo foram encontradas proteinas que exercem
funcdo na remodelacéo tecidual e/ou formacdo de tecido 6sseo e nem proteinas
envolvidas na diferenciacdo de células nervosas. Todas as proteinas identificadas

neste quadro clinico podem ser analisadas na tabela 4 e sua distribui¢do na figura 5C.

Nesse grupo, uma ampla gama de proteinas relacionadas a resposta imune
foram identificadas. Dentre elas, seguindo a maior porcentagem de cobertura, varias
isoformas de imunoglobulinas. Proteinas de reconhecimento de antigeno também
foram identificadas, como: proteina de reconhecimento de peptidoglicano 1, HLA
classe | antigeno de histocompatibilidade B 46 cadeia alfa, HLA classe | antigeno de
histocompatibilidade B 13 cadeia alfa. Também foi identificada peroxidina, assim
como, proteinas relacionadas as células de defesa, como: lipocaina associada a

matriz neutrofilica e proteina de membrana restrita linfoide.

Quanto a localizacdo das proteinas identificadas observou-se que 42%
destas se encontravam no citoplasma, 16% no meio extracelular, 15% no nucleo, 19%
na membrana plasmatica, 3% no reticulo endoplasmatico, 1% em mitocondrias,

menos de 1% em ribossomos e 3% eram desconhecidas (Figura 6C).
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Figura 5 - Relacédo das proteinas exclusivas identificadas por nanoUPLC/MSE separadas por suas respectivas funcdes, no grupo

com diagnéstico de polpa normal (A), pulpite irreversivel (B) e necrose (C).
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Figura 6 - Relacédo das proteinas exclusivas identificadas por nanoUPLC/MSE separadas por suas respectivas localizacées, no
grupo com diagnéstico de polpa normal (A), pulpite irreversivel (B) e necrose (C).
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5.1.4 Comparacédo do panorama de proteinas exclusivas identificadas entre os

grupos de polpa normal, pulpite irreversivel e necrose

Levando-se em consideracdo o numero absoluto de proteinas identificadas
de forma exclusiva em cada diagnéstico clinico e a sua relacdo com funcédo e
localizag&o, observou-se que partindo-se do quadro de polpa normal para o quadro
clinico de pulpite irreversivel, foi observada uma maior identificagdo de proteinas com
funcdo relacionada ao metabolismo e vias de energia, assim como proteinas
relacionadas ao processo de apoptose, maior diversidade de proteinas relacionadas
a resposta imune e reparo, regulacao e replicacdo de DNA. Em contrapartida, ocorre
uma identificacdo menor de proteinas envolvidas no crescimento, proliferacdo e/ou
manutencdo, assim como de proteinas envolvidas no metabolismo proteico,
remodelacdo tecidual e/ou formacdo de tecido Osseo, proteinas envolvidas no
transporte, comunicacao, sinal de transducéo e adeséo celular, proteinas ligadas ao
ion calcio e constituicdo estrutural do citoesqueleto também apresentaram um menor
indice de identificacdo, comparado ao quadro de normalidade (Figura 7). Quanto a
localizacdo das proteinas identificadas, percebe-se que na pulpite irreversivel é
possivel encontrar uma maior diversidade de proteinas no citoplasma e proteinas
desconhecidas. No entanto, foi encontrada uma reducdo no percentual de proteinas
localizadas no meio extracelular, membrana, mitocondria e reticulo endoplasmatico,
no diagndstico de pulpite irreversivel, em comparacdo as proteinas exclusivas

identificadas em polpas normais.

Seguindo do diagnostico de pulpite irreversivel para o quadro de necrose
pulpar, observou-se a ocorréncia de um aumento na diversidade de proteinas
identificadas envolvidas nos processos de crescimento celular, metabolismo de
proteinas, transporte, resposta imune, assim como proteinas envolvidas na
comunicacao, sinal de transducéo e adesao celular. Além de proteinas envolvidas no
stress celular, reparo, replicacéo e regulacdo de DNA, proteinas ligadas ao ion calcio,
proteinas relacionadas a constituicdo estrutural do citoesqueleto, proteinas de
regulacéo da proliferacao celular e autofagia, além de proteinas relacionadas a matriz
extracelular se encontravam mais presentes (Figura 7). Diferentemente, foi observado

que as proteinas relacionadas ao metabolismo e vias de energia, regulacdo de
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nucleobases, nucleosideo e nucleotideos, proteinas com atividade de remodelacéo
tecidual e/ou formacgdo de tecido 6sseo, proteinas envolvidas na diferenciacdo de
células nervosas e reparo, além de proteinas envolvidas no processo de apoptose,
apresentaram menor namero de identificacbes comparando-se com o grupo de
proteinas identificadas exclusivamente no diagndstico de pulpite irreversivel (Figura
7). Partindo-se do quadro clinico de pulpite irreversivel para o de necrose pulpar com
les@o periradicular visivel radiograficamente, observou-se que ocorreu um aumento
nas identificacéo de proteinas localizadas no citoplasma, espaco extracelular, nucleo,
membrana plasmética, e ribossomos. Ja proteinas encontradas em ribossomos foram

menos identificadas (Figura 7).
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Normal Pulpite Necrose
metabolismo e vias de energia crescimento celular
apoptose metabolismo de proteinas
resposta imune e reparo transporte

replicagéo e regulagao de DNA

metabolismo e vias de energia

crescimento celular atividade de remodelagéo tecidual
~ metabolismo de proteinas apoptose e proteinas envolvidas na
atividade de remodelagao tecidual diferenciagao de células nervosas

Figura 7 — Representacdo demonstrando as mudancgas funcionais com o avanco da patologia pulpar. Identificacdes relacionadas ao
aumento e diminui¢do das proteinas identificadas exclusivamente em cada diagnostico. As setas indicam as fungdes em aumento e

diminuicdo com o avanco da patologia — da normalidade a pulpite irreversivel e da pulpite irreversivel para a necrose.
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5.2 PROTEINAS COMUNS A MAIS DE UM DIAGNOSTICO CLINICO

5.2.1 Proteinas comuns entre polpa normal e pulpite irreversivel identificadas

Em relacdo as 72 proteinas comuns encontradas entre polpa normal e pulpite
irreversivel, observou-se que 10% corresponde a funcdo de metabolismo e vias de
energia, 1% ao crescimento, proliferacdo e manutencéo celular, 3% estavam
relacionados ao metabolismo de proteinas, 8% ao transporte, 5% foram relacionadas
ao processo de apoptose, 10% com a resposta imune, 8% com a comunicacéo celular,
sinal de transducédo e adesao celular. Também observou-se a presenca de 10% das
proteinas relacionadas ao stress, 3% envolvidas na diferenciagdo de células nervosas,
3% no reparo, replicacdo e regulacdo de DNA, 10% estavam ligadas ao ion calcio,
25% eram constituintes estruturais do citoesqueleto, 3% estavam envolvidas na
constituicdo estrutural da matriz extracelular e 1% estava caracterizada como
desconhecida. Nesse grupo, nota-se a auséncia de proteinas relacionadas a
regulacdo de nucleobases, nucleosideo, nucleotideos e metabolismo de &cido
nucleico. Também observou-se a auséncia de proteinas envolvidas na atividade de
remodelacdo tecidual e/ou formacédo de tecido 6sseo e proteinas envolvidas na

regulacéo de proliferacéao celular e autofagia (Figura 8A) e (Tabela 5).

A maioria das proteinas encontradas de forma comum nos grupos de polpa
normal e pulpite irreversivel corresponderam a proteinas de constituintes estruturais
do citoesqueleto. Seguindo uma ordem de média de cobertura, as proteinas
vimentina, tubulina alfa 1A, tubulina beta 2A, actina citoplasmaética e filamina A foram

algumas das proteinas identificadas nesse grupo (Tabela 5).

Levando em consideracao a localizacao celular dessas proteinas, observou-se
gue 48% estdo dispostas no citoplasma, 28% no meio extracelular, 15% no ndcleo,
8% na membrana plasmatica e 1% categorizadas como desconhecidas. Ndo foram
observadas, nesse grupo, a presenca de proteinas localizadas no reticulo

endoplasmatico, mitocondrias e ribossomos (Figura 9A).
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5.2.2 Proteinas comuns entre polpa normal e necrose pulpar identificadas

Dentre as 37 proteinas identificadas de forma comum nos grupos de polpa
normal e necrosada, 3% estavam relacionadas ao metabolismo de proteinas, 3% ao
transporte, 16% a resposta imune, 5% a comunicacéao celular, sinal de transducéo e
adeséo celular, 11% a resposta ao stress, 11% ao reparo, regulacéo e replicacao de
DNA, 13% a ligagdo ao ion calcio, 16% a estrutura do citoesqueleto, 11% a
constituicdo estrutural da matriz extracelular e 11% n&o apresentaram funcéo
conhecida. Nao foram identificadas proteinas envolvidas no metabolismo e vias de
energia, crescimento, proliferacdo e/ou manutencdo, regulacdo de nucleobases,
nucleosideo, nucleotideos e metabolismo do acido nucleico, atividade de remodelacéo
tecidual e/ou formacao de tecido 6sseo, proteinas relacionadas a apoptose, proteinas
envolvidas na diferenciacéo de células nervosas e proteinas envolvidas na regulacéo

de proliferacao celular e de autofagia (Figura 8B) e (Tabela 6).

Proteinas relacionadas ao stress foram identificadas em ambos grupos, normal
e pulpite, observou-se que das 4 proteinas identificadas, 3 eram proteinas
relacionadas a proteina heat shock 71 kDa. Proteinas do sistema imune também
foram identificadas, sendo que em sua totalidade eram proteinas relacionadas a
diversas isoformas de imunoglobulinas. Das proteinas relacionadas ao ion célcio,
destaca-se a presenca de anexina Al, fragmento polipeptidio de miosina 6, fibrilina e
versican. O maior grupo de proteinas identificados nesta andlise foi referente a
proteinas relacionadas a estrutura do citoesquelento, representadas pela proteina

ribossomal &cida 60S, fragmento Moesin, tubulina alfa 1A e desmina.

Quanto a localizacdo dessas proteinas, 30% se encontravam no citoplasma,
23% no meio extracelular, 14% no nucleo, 23% na membrana plasmatica, 2% no
reticulo endoplasmatico, 2% em mitocondrias, 2% nos ribossomos e 4% consideradas

desconhecidas (Figura 9B).
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5.2.3 Proteinas comuns entre pulpite irreversivel e necrose pulpar identificadas

Foram identificadas 36 proteinas comuns entre as amostras de polpas com
diagndstico de pulpite e necrose pulpar. Dessas proteinas, 5% estavam relacionadas
ao metabolismo e vias de energia da célula, 3% ao transporte, 5% aos processo de
apoptose, 28% a resposta imune, 3% a comunicacédo celular, sinal de transducéo e
adesdo celular, 8% a resposta ao stress celular, 3% ao reparo, replicacao e regulacéo
de DNA, 14% a ligacdo ao ion calcio, 25% ao citoesqueleto e 6% a constituicdo
estrutural do citoesqueleto. Nao foram observadas nesse grupo, proteinas envolvidas
no crescimento, proliferacdo e/ou manutencdo celular, proteinas envolvidas no
metabolismo de proteinas, regulacdo de nucleobases, nucleosideo, nucleotideos e
metabolismo do acido nucleico. Também nado foram identificadas proteinas que
desempenham atividade de remodelacao tecidual e/ou formacdo de tecido Gsseo,
nem proteinas envolvidas na diferenciacdo de células nervosas e proteinas com
caracteristicas de regulacdo da proliferacdo celular e de autofagia. Neste grupo,
nenhuma proteina foi caracterizada como desconhecida (Figura 8C e Tabela 7).

Dentre as proteinas comuns entre os diagnodsticos de pulpite irreversivel e
necrose pulpar observou-se que a maioria destas eram relacionadas a resposta
imune, destacando-se a presenca, a partir da média de cobertura, de fragmento Ig
lambda 2 regido C, além de vérias isoformas de fibrinogénio, proteinas relacionadas
aos neutrofilos, como: dois tipos de defensina neutrofilicas. Outra funcdo biol6gica
com grande numero de identificac6es proteicas foi a relacionada a constituicao
estrutural do citoesqueleto, representadas principalmente pelas proteinas vimentina,
tubulina alfa 3E, proteina zeta delta 14 3 3 e polipeptideo de neurofilamento.

Quanto a localizacéo celular, 41% estavam dispostas no citoplasma, 25% no
meio extracelular, 11% no nudcleo, 17% na membrana plasmatica e 6% em
mitocondrias. N&o foram encontradas proteinas no reticulo endoplasmatico,

ribossomos e nenhuma foi caracterizada como desconhecida (Figura 9C).



76

5.2.4 Proteinas comuns entre polpa normal, pulpite irreversivel e necrose pulpar

identificadas

Esse é quadro com maior numero de proteinas comuns, no total 109 proteinas
estavam presentes de forma semelhante nos trés diagndsticos clinicos. Nesse grupo
observou-se que 2% das proteinas desempenhavam funcdo na regulacdo de
nucleobases, nucleosideo, nucleotideos e/ou no metabolismo do &cido nucleico.
Outras 8% podem ser citadas atuando no metabolismo e vias de energia. Também
foram observadas que 14% das proteinas identificadas desempenham funcdo de
transporte, 2% de apoptose, 16% de resposta imune, 4% de comunicacédo celular,
sinal de transducé&o e adesao celular. Proteinas envolvidas ao stress contam com 5%
das identificagOes, 6% estdo envolvidas no reparo, replicacdo e regulagdo de DNA,
16% estdo ligadas ao ion calcio, 24% desempenham funcdo estrutural no
citoesqueleto e 3% constituem a estrutura da matriz extracelular. Nao foram
identificadas proteinas relacionadas ao crescimento, proliferacdo e/ou manutencao,
nem proteinas do metabolismo proteico. Também ndo houve identificacdo de
proteinas envolvidas na atividade de remodelacgéo tecidual e/ou formacéo de tecido
0sseo e proteinas envolvidas na diferenciacdo de células nervosas. Proteinas que
regulam a proliferacdo celular e a autofagia também nédo foram encontradas. Nao
houve ocorréncia de proteina desconhecida (Figura 8D e Tabela 8).

A maioria das proteinas encontradas foram proteinas relacionadas a
estruturacdo do citoesqueleto, destacando-se de acordo com a média de cobertura a
presenca de fragmento cofilina 1, varias isoformas de tubulina, actina citoplasmatica
e filamina A. Também observou-se grande variedade de proteinas relacionadas a
resposta imune, entre elas, estavam em sua maioria isoformas de imunoglobulinas e
peroxidorredoxina. Por fim, em relacdo as proteinas identificadas do ion calcio,
observou a presenca de varias isoformas da proteina anexina A2 e A5.

Quanto a localizacdo espacial celular destas proteinas identificadas, 44% se
apresentavam no citoplasma, 33% no meio extracelular, 8% no nucleo, 13% na

membrana plasmatica e 2% em mitocondrias (Figura 9D).
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Figura 8 - Relacdo das proteinas comuns entre 0s grupos. Separadas por suas respectivas funcdes celular, correspondendo em
polpa normal e pulpite (A), polpa normal e necrose (B), pulpite irreversivel e necrose (C), normal, pulpite e necrose (D).
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Figura 9 - Relacao das proteinas comuns entre 0s grupos. Separadas por suas respectivas localizacdes celular, correspondendo em
polpa normal e pulpite (A), polpa normal e necrose (B), pulpite irreversivel e necrose (C), normal, pulpite e necrose (D).
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6 DISCUSSAO

As ferramentas protedmicas podem auxiliar a odontologia na compreensao de
varios eventos, incluindo a identificacdo de fatores de risco, diagndstico precoce,
prevencao e controle sistematico (95). Com esta compreenséao, o estabelecimento de
alvos para tratamento vem sendo almejado, o que vem permitindo evolucdo em todas
as especialidades odontologicas (96). Na endodontia, a protedmica da polpa dentaria
humana com pulpite irreversivel e necrose pode contribuir para a compreensédo da
patogénese da doenca pulpar (12). Além disso, anéalise das proteinas presentes na
polpa humana normal pode contribuir para avancos na area de regeneracéo tecidual,
pulpar e dentinarias (11). Porém, nota-se um numero discreto de estudos que
descrevem o proteoma pulpar, tanto em situacéo de normalidade, quanto em quadros
patolégicos. Desta forma, apdés andlise da literatura, observou-se que esse
provavelmente corresponde ao primeiro estudo a realizar um mapa protedmico
englobando condi¢des clinicas de polpa normal, seguindo para presenca de pulpite
irreversivel e um quadro de necrose pulpar. Além disso, ndo se observou a presenca
de estudos que relacionam e comparam a analise funcional das proteinas

identificadas em cada diagndstico.

Devido a presenca de um numero reduzido de pesquisas sobre o assunto,
alguns testes prévios foram realizados. Inicialmente, definiu-se sobre o melhor método
de extracdo proteica e a melhor forma de obtencao das amostras pulpares. Dentre as
duas formas de obtencao do tecido pulpar, testou-se a utilizacao de polpas individuais
retiradas apds a realizacdo de acesso coronario e em outra situacao, utilizou-se
polpas individuais removidas ap0s a extracdo dentaria. Para os testes de extracao
proteica, inicialmente o conteddo pulpar foi liofilizado e pesado em balanca de
precisdo. Apds, foram utilizados os seguintes protocolos: 1. solucéo de lise (20 mM
Tris—HCI pH 8,3, 1,5 mM KCI, 10 mM DTT, 1 mM PMSF 0,1%), por 30 min foi
empregado (15); 2. maceracao do contetdo pulpar em nitrogénio liquido e deposi¢édo
do conteudo em solucao de lise anteriormente relatada (140); 3. sonica¢do da amostra
em solucdo tampao Tris-HCL ph 8,3 (141); e 4. utilizacdo de bicarbonato de aménio
50 mM com choque térmico e a utlizagdo de acido cacodilico 10mM (142). Em

seguida, todas as amostras testes foram quantificadas pelo método de Bradford (136).
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Apés a realizacdo dos testes, optou-se pela técnica de extragdo com adicdo de
solucéo de lise e sonicag&o durante 10 min, realizada em 10 ciclos, de 1 min, alternada
com repouso de 1 minuto (15). Essa técnica foi escolhida uma vez que permitiu a
extracdo de uma maior quantidade de proteinas, tanto em amostras derivadas de
acesso corondrio endodontico, quanto de dentes extraidos. Apds a quantificacéo,
observou-se que amostras pulpares obtidas ap6s acesso endodéntico, apresentavam
uma quantificacao proteica muito pequena, tanto para analise em LC-MS/MS, quanto
nanoUPLC-MSE. Assim, todas as amostras de polpa foram derivadas de dentes

extraidos.

ApOs a extracao proteica, as mesmas foram encaminhadas para identificacéo
proteica por LC-MS/MS. No entanto, devido a quantidade de proteinas identificadas
ser muito pequena, este método foi descartado, fazendo-se necessario a utilizacao da
metodologia nanoUPLC-MSE. Esta Ultima, requer uma menor concentracdo de
amostra para permitir suas identificacdes proteicas (15). Em adicdo, esta técnica
permite a quantificacao, identificacao e caracterizacéo de proteinas e peptideos pouco
abundantes (15). No entanto, mesmo com a utilizacdo desse equipamento a
identificacdo de proteinas utilizando uma Unica polpa dentéria, ndo foi suficiente para
identificagc&o proteica satisfatéria. Desta forma, a realizacdo de um pool foi necessaria,

assim como relatado em estudos prévios de protebmica pulpar (11, 12, 14, 77).

Afim de identificar as proteinas de maneira mais fiel possivel foram utilizados 3
pools para cada diagnéstico pulpar, contendo 5 dentes em cada, totalizando 15 dentes
para cada tipo amostral. No entanto, a aquisicdo das amostras de dentes com pulpite
pode ser algo bastante dificil, uma vez que a maior parte dos dentes com esse
diagndstico ainda h& possibilidade de reabilitacdo, nao justificando sua extracao
dentaria. Em adicdo, apés a analise em nanoUPLC-MSE, verificou-se que um dos
pools com diagndéstico de pulpite irreversivel ndo apresentou o0 mesmo padréo das
outras duas réplicas. Desta forma, essa réplica foi excluida e a analise deste
diagnéstico clinico foi realizada com apenas duas réplicas biologicas, totalizando um

numero final de 10 dentes.

Desta forma, ap6s andlise qualitativa em nanoUPLC-MSE, das proteinas
presente no pool de cada condicdo clinica, um total de 508 proteinas foram
identificadas em todos os quadros clinicos. Destas proteinas, 293 foram encontradas

nos casos de diagnostico de normalidade pulpar, englobando-se as proteinas
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exclusivas a este quadro e as comuns aos demais diagnosticos. Resultados
guantitativos semelhantes a estes foram encontrados por Eckhardt et al. (11).
Também foram encontradas 302 proteinas humanas no diagndstico clinico de
necrose, resultado superior ao encontrado por Provenzano et al. (12) utilizando
nanoUPLC-MS/MS, que observaram apenas 139 proteinas humanas presentes em
casos de dentes com periodontite apical assintomatica, essas encontradas antes da
realizacdo do tratamento quimico-mecanico do sistema de canais radiculares (SCR).
Neste estudo Provenzano et al. (12) observaram que dentre as proteinas identificadas,
as proteinas relacionadas ao sistema imune estavam em destaque, assim como
demonstrado em nosso estudo, onde 14% das proteinas identificadas exclusivamente
no quadro de necrose apresentavam funcdo na resposta imune. Em relacéo as 276
proteinas encontradas no diagnostico de pulpite irreversivel, ainda ndo ha estudos
relatados sobre uma andlise protedbmica do tecido pulpar inflamado. Desta forma, o
estudo em questdo corresponde ao primeiro a demonstrar 0 mapa proted6mico da

polpa dentaria humana com diagndstico clinico de pulpite irreversivel.

Em relagédo ao tecido pulpar normal, nota-se que uma vez completada a
formacao do dente, a polpa esta totalmente rodeada por um ambiente mineralizado,
com secrecdo continua e lenta de dentina secundaria fisioldgica. Desta forma, o
espaco ocupado pela polpa pode ser gradualmente reduzido ao longo dos anos. No
entanto, uma comunicacdo através do forame apical entre a polpa e os tecidos
periapicais continua sendo observada (17). Em nosso estudo, foram incluidos apenas
dentes de pacientes adultos, com idade de 18 a 40 anos, para assegurar o fechamento

do apice radicular.

O tecido pulpar normal parece ser constituido por um tecido conjuntivo frouxo
ricamente vascularizado e inervado (16, 17). Seus principais componentes
correspondem aos odontoblastos e fibroblastos do estroma (18). Células
mesenquimais indiferenciadas também podem ser encontradas, além de células
relacionadas a resposta imune (19). Em adicdo, células como neutrdfilos, células
dendriticas e macréfagos podem ser encontradas (20). Com essa constituicdo, a polpa
possui as fungdes formadora, nutritiva, defensiva e sensorial (2, 17, 27). De acordo
com essas funcgdes, clinicamente os cinco dentes utilizados em cada pool, no grupo
de dentes normais (correspondendo no total de 3) apresentavam-se assintomaticos.

Porém, com necessidade de exodontia, por indica¢des ortoddnticas, traumatismos de
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tecido mole ou auséncia de antagonista (131, 133). Observou-se que dentes com
polpas normais, costumam reagir a estimulos com resposta dolorosa de intensidade
compativel com a excitacdo provocada (3). Assim, no teste de sensibilidade ao frio
realizados anteriormente a exodontia, observou-se uma resposta de fraca a
moderada, cessando quase imediatamente quando o estimulo foi removido, assim
como relatado por estudos prévios (1, 3, 33). Os testes de palpacao e percussédo nédo
causaram respostas dolorosas. E radiograficamente, observou-se uma cavidade
pulpar normal e uma lamina dura intacta, também como relatado em estudo prévio
(33).

Um total de 75 proteinas foram observadas de forma exclusiva na polpa em
condicbes de normalidade, desta forma, algumas proteinas foram destacadas de
acordo com a sua funcdo pulpar. Proteinas que constituem a estrutura do
citoesqueleto, foram observadas, destacando-se as isoformas tubulina cadeia alfa 1B
e fragmento tubulina cadeia beta 4A, além das proteinas cofilina e filamina. As
tubulinas constituem o microtubulo celular, que podem ser essenciais no transporte
de componentes intracelulares e na prépria divisao celular (143). A unido da unidade
de a-tubulina e outra unidade de B-tubulina formam um heterodimero. Os dimeros de
tubulina, através da hidrélise de moléculas de guanosina trifosfato (GTP), se
polimerizam formando os microtubulos (144). A presenca de tubulina no tecido pulpar
pode estar relacionada a manutencéo da estrutura celular, assim como na renovagao
celular, observado a partir da funcdo dos microtubulos na divisdo celular. Outra
proteina também identificada, correspondeu a filamina A, essa proteina contribui para
organizacao, funcéo, estabilidade e sinalizacdo da actina no citoesqueleto (145). Na
polpa dentaria, além de desempenhar tais funcdes, a filamina A também pode estar
envolvida com a caracterizacdo da forma dos fibroblastos (146).

Em relacdo as proteinas encontradas com funcao de transporte, destaca-se a
presenca da proteina e fragmento de ligacao da vitamina D. Estudo realizado por Woo
et al. (147) demonstram que essa proteina pode ser um fator importante na formacéao
da dentina, visto que corresponde a uma proteina relacionada a deposi¢do e
mobilizacdo de calcio em tecidos mineralizados (147). A deficiéncia desse mineral
pode gerar hipocalcificacbes dentinarias, erupcdes tardias e em casos mais graves
dentinogénese imperfeita (147, 148). Além da funcdo de homeostase mineral, a

vitamina D também estd sendo avaliada como um agente anti-inflamatério, com a
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capacidade de estimular a presenca de peptideos antimicrobianos (149, 150). Desta
forma, a presenca da proteina encontrada pode contribuir para mineralizagdo
dentinaria, podendo ser avaliada como um possivel biomarcador de regeneragao

dentinaria, ou também atuando como proteina de defesa no tecido pulpar.

De acordo com as funcdes pulpares apresentadas, a vascularizagdo da polpa
dentaria acontece atraves da microcirculacdo, essa possui a funcdo de suprir as
células de oxigénio e nutrientes, bem como promover uma via de excrecdo de restos
metabolicos teciduais (1, 3). No tecido pulpar, observou-se que a presenca da proteina
fator de crescimento de transformacao induzida por proteina beta Ig h3, além de estar
relacionada com as funcBes de crescimento, proliferagcdo e/ou manutencéo celular,
também podem estar relacionado ao processo de angiogénese, possuindo um papel
importante na formacdo do lumem dos vasos sanguineos e capilares (151), fator
importante para suprimento de oxigénio e nutriente celular (3). Em relag&o a inervagéo
desse tecido, a proteina gama enolase, além de desempenhar funcédo no metabolismo
e vias de energia, também parece ser uma proteina expressa predominantemente em
neurbnios e células nervosas, podendo ser uma proteina envolvida na funcdo de
sensibilidade da polpa normal. Estudo envolvendo polpa de dentes natais também
encontram a proteina gama enolase, relacionando a marcadores de células nervosas
(152). Além dessa proteina, o fragmento SLIT ROBO Rho GTPase ativando proteina
2 e fragmento dominio 4 LIM da proteina 1 possuem fun¢bes na diferenciacdo de
células nervosas, colaborando para a fungéo sensitiva pulpar (153).

Para manutencédo dos quadros de normalidade pulpar, proteinas relativas ao
metabolismo e vias de energia devem estar em equilibrio (2, 154). Na polpa normal, o
processo metabdlico e vias de energia podem ser importantes para manutencao
celular, assim como no suprimento energético na divisdo para renovagado celular.
Desta forma, observou-se a presenca de varias proteinas relativas a essa funcdo no
tecido pulpar normal. Dentre elas, a proteina frutose bisfosfato aldolase C que
corresponde a uma enzima chave no quarto passo da glicolise, bem como na via
reversa da gliconeogénese (154). Também foram identificados o fragmento da
proteina gama enolase e o piruvato kinase que participam do processo da glicélise e
atuam na biossintese de ATP (154, 155).

Como relatado, a polpa também possui funcdes defensivas, desta forma a

presenca de células do sistema imune podem ser observadas, principalmente células
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dendriticas e macrofagos, mesmo em quadros de normalidade pulpar (23). Em nosso
estudo, no tecido pulpar normal foram identificadas vérias isoformas de imunoglulinas
e proteinas referente ao fator complemento B. E provavel que estas proteinas
participem na vigilancia do tecido pulpar e contribuam para resposta imune frente a
presenca de microrganismos (11). Da mesma forma, Eckhardt et al. (11) relatam a
presenca dessas proteinas relacionadas a resposta imune em seu estudo e também

relacionam essas proteinas como uma possivel vigilancia do tecido pulpar.

A divisao celular dentro da coroa da polpa adulta parece ser limitada, embora
a renovacao celular apés a apoptose, provavelmente ocorra (17, 18). Com a finalidade
de renovacao celular, no tecido pulpar normal, foram identificadas as proteinas
tetraspanina, fragmento de fator de crescimento de transformacdo induzida por
proteina beta Ig h3 e fragmento de fibronectina. A proteina tetraspanina esta presente
amplamente em células epiteliais endoteliais e células fibroblasticas. Ela também
regulamenta a migracéo celular, eventos de fuséo e sinalizacao, assim como organiza
membranas multimoleculares (156). Outra proteina identificada foi a fibronectina, que
esta envolvida na proliferacao de fibroblastos e se liga a superficie celular de vérios
compostos, tais como colageno, fibrina, heparina e actina (157). Além de sua funcdo
na proliferacéo celular, também esta relacionada a eventos de adesdo e manutencao
da forma celular (157). Estudo utilizando polpa dentaria de ratos em desenvolvimento
demonstra que essa proteina esta envolvida em diferentes estagios da formacao
dentaria e que a sua integragdo com a proteina integrina B1 esta relacionada na
diferenciacdo de ameloblastos para formacdo do esmalte (158). Para que ocorram
renovacdes celulares, o processo de apoptose na polpa normal deve ocorrer, assim,
proteinas ligadas a esse processo foram encontradas em nosso estudo,
correspondendo ao fragmento da subunidade do complexo ativador do proteasoma 3,
ubiquitina carboxil terminal hidrolase 17 like proteina 1 e 3, fator 1 de alongamento
alfa 2. A ultima proteina citada esta relacionada a regulacdo do processo de apoptose

através de stress celular (159).

Outras proteinas encontradas parecem estar relacionadas a ligagdo do ion
calcio. Alguns estudos demonstram a importancia de proteinas relacionadas ao ion
calcio em possiveis participacoes relacionadas a regeneracédo do complexo dentinario
(11, 14, 126). Proteinas identificadas em nosso estudo, como anexina, pertencem a

familia de fosfolipidios dependentes da ligacdo de calcio na membrana (11). Essas
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parecem desempenhar papel na sinalizagdo de calcio, trafico de vesiculas, divisdo
celular, regulacdo do processo celular e apoptose (160). Eckhardt et al. (11), relatam
gue a anexina 1, 2 e 5 podem ser observadas na polpa e dentina saudaveis, mas néo
no plasma, reforcando a possibilidade do envolvimento dessas proteinas em possiveis
processos regenerativos envolvidos no complexo dentino-pulpar. Outra proteina
identificada foi a calnexina, que promove a ligacdo ao célcio, interagindo com
glicoproteinas recentemente sintetizadas no reticulo endoplasmatico (161). A
calnexina pode atuar de forma auxiliar na montagem de proteinas e/ou na retencao
dentro de subunidades do reticulo endoplamatico (161). O fragmento caderina like da
proteina 26A também identificado, corresponde a glicoproteina transmembranar que
medeia a adesdo célula-célula dependente de célcio (162). A integracdo da
informacé&o recebida da sinalizacao célula-célula, pode determinar 0 comportamento
celular final, podendo ocasionar a liberacdo de célcio (162). Desta forma, essas
proteinas possuem importante papel relacionado a calcificacao tecidual, que na polpa

normal, pode ser correlacionada a formacgao dentinaria.

O presente estudo identificou a presenca de 4 proteinas envolvidas na atividade
de remodelacdo tecidual e/ou formacdo de tecido ésseo. Correspondendo as
proteinas fragmento de biglican, periostina, glicoproteina alfa 2 e fibrilina 2. A
glicoproteina alfa 2 corresponde a uma proteina plasmatica relatada para
desempenhar papéis na mineralizacdo 6ssea e na resposta imune (163). Além disso,
a glicoproteina alfa 2 estd relacionada a processos patologicos de calcificacédo
vascular (164). Estudo realizado demonstra que a biglicana esta diretamente ligada a
mineralizacdo Ossea, através da sua interagdo com minerais de fosfato de célcio
(165). Além de sua funcdo na mineralizagdo 0ssea, também promove, controla e
regula o crescimento e mineralizacdo durante a dentinogénese (124). Outro estudo
demonstrou a necessidade da presenca de biglican para a formacao adequada de
vasos sanguineos durante cicatrizacdo de fraturas (166). Por ultimo, a proteina
periostina também foi identificada; ela possui a capacidade de acelerar a cicatrizagao
0ssea (167). As proteinas glicoproteina alfa 2 e periostina ainda nao foram observadas
em estudos prévios de protebmica pulpar. Observando a funcdo das mesmas
relatadas no banco de dados, acredita-se que estas proteinas podem estar

relacionadas a regido do apice na polpa normal, podendo contribuir para possiveis
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quadros de remodelacao na porcao éssea. O envolvimento de algumas proteinas que
desempenham func¢des na polpa normal pode ser avaliadas na figura 10.

Quando ocorre um processo de agressdo pulpar, ocasionada principalmente
por bactérias da cérie, alguns eventos imuno-inflamatdérios podem acontecer (6). Tais
eventos correspondem inicialmente ao aumento da vasculatura, permitindo uma maior
migracéo de células de defesa para o local da invaséo (168, 169). Concomitante, uma
resposta reparadora simultaneamente podera ser iniciada, com a presenca de
angiogénese na implantagdo de componentes da matriz dentinaria (169). No entanto,
caso o estimulo agressor persista, a resposta reparadora pode ser cessada pela morte
dos odontoblastos e aumento das células de defesa para o local, gerando um
processo inflamatério intenso delineado pela resposta imune adaptativa (6, 40). Tais
eventos ocorrem no quadro de pulpite irreversivel. Neste quadro clinico, pode-se
observar a presenca de dor exacerbada intermitente ou continua e em testes de
sensibilidade ao frio, percebe-se dor intensa. Tais caracteristicas foram observadas
nos dentes selecionados para o diagndstico de pulpite irreversivel utilizados neste

estudo.

No quadro clinico de pulpite irreversivel, observou-se a presenca de duas
proteinas relacionadas a diferenciacdo de células nervosas. Estudos demonstram que
aumentos significativos da inervacéo e liberacdo de neuropeptideos pulpar ocorrem
apos danos teciduais (29, 30). Desta forma, o sintoma de dor aguda, pode-se dar em
consequéncia aos maiores niveis de proteinas e biomoléculas responsaveis na
diferenciacéo de células nervosas, podendo ser relacionadas a proteina 14 3 3 gama

e proteina relacionada a di-hidropirimidase 2.

Acompanhada ao processo de dor, percebe-se que a reparacao pode ser um
evento dindmico, no qual ocorre uma tentativa de regeneracdo dentinaria em dada
localidade, porém em outra, essa possibilidade pode ter cessado, devido a
degradacéo dos odontoblastos e aumento da inflamacao (2). Desta forma, proteinas
relacionadas ao ion célcio ainda foram encontradas, como a subunidade soluvel alfa
3 da guanilato ciclase e o fragmento de subunidade da anexina. Além dessas, a
proteina asporina pode desempenhar papel na mineralizacdo de varios tecidos.
Quando expressa no ligamento periodontal, a proteina asporina se liga ao calcio e
promove a mineralizacdo do coladgeno osteoblastico (165). No entanto, asporina

também pode ser uma proteina avaliada na polpa e na dentina, podendo ser
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relacionada com a diferenciacdo de odontoblastos e mineralizacdo da pré-dentina,
como demonstrado por Lee et al. (170).

A atividade antimicrobiana pulpar pode resultar na liberacdo de moléculas que,
além de tentar combater a infeccdo bacteriana podem, causar danos colaterais
significativos ao tecido do hospedeiro (2). Como observado no estudo, o aumento da
colonizacdo bacteriana na porcéo pulpar, pode desencadear a presenca de varias
proteinas relacionadas ao stress celular, no quadro de pulpite irreversivel. Proteinas
como, fragmento da proteina 3 contendo dominio de tiorredoxin, tioredoxina
dependente peréxido redutase mitocondrial e dominio 3 da tioredoxina. Acompanhada
ao stress celular, o processo apoptotico também foi observado. Proteinas como alfa
actinina 3, fragmento de clusterina, proteina fosfatase 1 contendo repeticdo rica em
leucina de dominio PH e fragmento da proteina Ras relacionada a Rab 2A foram
proteinas identificadas, que podem estar relacionadas ao processo de apoptose.
Estudo demonstra que a glicoproteina clusterina medeia a apoptose através da

interacdo com Bcl-XL terminal C (171).

Como relatado anteriormente, para que as células do sistema imune
desempenhem seu papel no local acometido, uma acdo de quimiotaxia e de
diapedese ocorrem (2). Relacionada a atividade de quimiotaxia, observou-se as
presenca da proteina secretogranina 2, que atua através da via de transducéao de sinal
especifica de ativacao de fosfolipase D e fosfatidilinositol-3-quinase (172). Além disso,
a secretogranina pode estar envolvida diretamente na angiogénese (92), fator
importante relacionado a tentativa de reparo (169). Outra proteina importante na
migracao leucocitaria, corresponde a proteina identificada no tecido pulpar com pulpite
irreversivel, peptidil prolil cis trans isomerase. Essa proteina esta presente no
citoplasma de neutrofilos e pode orientar e iniciar a atividade de TNF-a na resposta
inflamatoria (173). Em resposta a invasao bactéria, o processo imune envolvido para
eliminacdo do patdégeno pode ser considerado complexo, pois durante a invasdo
bacteriana, respostas imune inata e adaptativa podem acontecer de forma
concomitante (6). A proteina S100B por exemplo, mesmo sendo uma proteina mais
relatada em casos de resposta imune inata, também foi identificada no tecido com
pulpite irreversivel, o qual pode ser mediada predominantemente por uma resposta
imune adaptativa. No entanto, ainda ndo se observa a presenca de relatos da

presenca da proteina S100B na resposta inata do tecido pulpar. Estudo relatando a
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super-expressao da proteina em infeccbes em células epiteliais da cérnea,
demonstrando seu envolvimento na resposta inata (174). Ainda em relagéo a polpa
inflamada, também se identificou a proteina S100B que esta relacionada as células
nervosas. Assim, investiga-se a possibilidade da expressdo dessa proteina estar

relacionada com a sensibilidade dolorosa (175).

Com a continua progresséo das bactérias para interior pulpar e 0 aumento de
células de defesa, a resposta imune adaptativa humoral e celular podem ser
observadas (6). As principais células encontradas envolvidas na resposta adaptativa
correspondem aos linfocitos, que sofrem influéncia da proteina fosfatase 1 contendo
repeticao rica em leucina de dominio PH (176). Esta proteina apesar de desenvolver
funcdes relacionadas a apoptose celular, também parece ser importante no
desenvolvimento e funcdes de células Treg (176). Nota-se que apesar da proteina
anexina desempenhar funcao no reparo, replicacao e regulacdo de DNA, ela também
desenvolve funcbes na resposta imune (177). Uma série de funcdes podem ser
atribuidas a essa proteina, tanto na resposta imune inata, quanto adaptativa. A
anexina pode contribuir para a resposta imune adaptativa através do aumento das
cascatas de sinalizacdo que podem ser desencadeadas pela ativacao de células T,
além de regular a diferenciacéo e proliferacdo de células T ativadas (177). Além disso,
anexina também promove a diferenciacdo de células Thl e regula negativamente a

diferenciagdo em células Th2 (177).

Assim como em outros quadros inflamatérios do corpo humano, ap6s um
quadro inflamatério, um processo de reparo pode ser iniciado (2). Mesmo néo
ocorrendo um reparo eficiente na pulpite irreversivel, percebe-se que proteinas com
essa funcdo foram identificadas. Como exemplo a proteina zeta delta 14 3 3, pode
estar associada a ativagdo plaquetaria. A presenca de fibrinogénio gama encontrado
nesse grupo, pode ser o principal local de interagdo com o receptor plaquetario,
colaborando para a coagulagéo sanguinea (178). Outra proteina também identificada
nesse processo foi a vitronectina, que através de sua ligacdo a integrina, promove

ativacao plaguetaria (179). Reacdo que pode propiciar uma hemostasia tecidual.

Observou-se que partindo do quadro de polpa normal para o quadro de pulpite
irreversivel, um aumento na identificacéo de proteinas relacionadas ao metabolismo
e vias de energia, apoptose, reparo, replicacao e regulacdo de DNA foi identificado.

Outro ponto observado nesta transicdo de quadros pulpares foi o aumento na
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diversidade de proteinas relacionadas a resposta imune. Fato, provavelmente
relacionado ao processo patogénico da doenca (33). Nesta resposta, as células
requerem uma maior carga energética para as tentativas de destruicdo do patégeno
(180), o que pode ter levado a observacdo do aumento no numero de identificacdes
das proteinas relacionadas ao metabolismo e vias de energia. Durante a tentativa de
exterminagdo dos patdégenos, além das mortes microbianas, muitas células do
hospedeiro também acabam sofrendo apoptose (55). Fato também observado neste
trabalho, com aumento na identificacdo de proteinas com esta funcéo, neste quadro
clinico. Com o desenvolvimento de uma resposta adaptativa na pulpite irreversivel,
varias vias podem ser ativadas, necessitando dessa forma, de uma maior gama de
biomoléculas relacionadas a resposta imune (6). Fato que motivou o aumento na
diversidade proteica relacionada a resposta imune nesse diagnostico. As proteinas
descritas com fun¢des relativas ao quadro de pulpite irreversivel podem ser avaliadas
na figura 10.

Em relacéo as proteinas encontradas de forma semelhante no quadro de polpa
normal e pulpite irreversivel, percebe-se que a maior identificagdo conta com a
presenca de proteinas relacionadas a constituicdo estrutural do citoesqueleto. Entre
elas, trés subtipos de filaminas foram encontradas estando relacionadas a unido da
actina (outra proteina identificada no grupo) e microfilamentos, além de regular a
reorganizacao do citoesqueleto (181). Também observou-se a identificacdo de um tipo
de tubulina, representada pelo subtipo 2A. Estas promovem a unido das tubulina alfa
e beta para formar os protofilamentos e posteriormente, formar os microtibulos do

citoesqueleto (11).

Devido a persisténcia e proliferacdo dos microrganismos na cavidade pulpar,
produtos gerados por bactérias podem estimular as células imunes a produzir uma
resposta inflamatéria intensa (53). As proteinas responsaveis pelo metabolismo e vias
de energia sofrem degradacéo, podendo levar a um desequilibrio celular, ocasionando
a ativacao de lisossomos celulares ocasionando um processo de autélise (180). Desta
forma, o processo de necrose pulpar parece ser instalado. Esse processo tem sua
migrac&o no sentido apical, podendo gradualmente atingir integralmente a polpa (48).
ApOs a necrose pulpar, a infeccao pode evoluir para regido periapical. No inicio, esse
processo pode desencadear uma reacao inflamatdria ndo especifica seguida por uma

resposta imunite especifica, bem como destruicdo 6ssea na area periapical (33).
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Assim, nos dentes com diagndstico de necrose pulpar, percebe-se no estudo a
identificacdo de proteinas envolvidas com o processo de apoptose. Nesse processo,
a morte celular pode ser caracterizada pelo encolhimento celular, picnose,
condensacdo da cromatina e fragmentacdo gendmica (182). Observou-se nessa
condicdo que as células em processo de apoptose para evitar a fuga de enzimas
proteoliticas, DNA e lipidios oxidados condensam a cromatina, diminuem seu tamanho
e 0s conteudos celulares podem ser selados dentro da célula através da reticulacdo
de proteinas da membrana (182). Proteinas como o fragmento da familia pleckstrina
com dominio B membro 3, o fragmento de ATPase transicional do reticulo
endoplasmatico e o fator de alongacdo alfa 1 foram proteinas identificadas no
presente estudo, e previamente relacionadas ao processo de apoptose (159, 183).
Sendo a ultima, relacionada a regulacdo da apoptose, induzida pelo stress celular
(159). O processo de necrose pode ser caracterizado pela presenca de alteragcdes na
membrana plasmatica, com presenca de poros, alterac6es mitocondriais e alteracfes
nucleares (180). Neste processo, 0s produtos toxicos liberados pelas células podem
ocasionar lesbes de organelas citoplasmaticas, incluindo as mitocondrias e um
colapso na homeostase celular é desenvolvido (180). Desta forma, ocorre a lise celular
e liberacdo do seu conteudo, podendo atingir outras células, levando a stress celular

e envolvimento de células vizinhas no processo de necrose (182).

Proteinas relacionadas ao stress celular foram fortemente identificadas nesse
diagnéstico, como a proteina heat shock 70 kDa e 71 kDa, caracterizadas por atuarem
como proteinas chaperona, faciltando a dobragem adequada de proteinas
recentemente traduzidas e mal dobradas, assim como estabilizando ou degradando
as proteinas mutantes (89). Além disso, tal proteina também pode se ligar ao LPS e
mediar a resposta inflamatoéria induzida pelo LPS, incluindo a secrecao de TNF pelos
mondcitos (65). Em adigéo, elas também podem participar na via de controle de
gualidade associada a ER-associada, em conjunto com co-chaperonas contendo
dominio J e a ligase E3, sendo que a ultima proteina citada também foi identificada no
estudo (184).

Apesar do quadro de apoptose ser um evento encontrado no quadro de
necrose, essa condigéo clinica demonstrou um maior niumero de proteinas envolvidas
com eventos de autofagia. O processo de autofagia corresponde ao evento catabolico

celular que dé origem a degradacédo de componentes da prépria célula, através dos
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seus lisossomos (185). Com esta funcao bioldgica, este estudo identificou o fragmento
decorin. Esta proteina se liga a multiplos receptores de superficie celular, direcionando
seu papel na supresséo tumoral, induzindo um efeito estimulador na autofagia (186).
Além disso, decorin também promove um efeito inibidor na angiogénese (186). Outra
proteina identificada em nosso estudo foi a translocon associada a subunidade alfa,
proteina que esta envolvida na degradacdo do reticulo endoplasmatico (187).
Proteinas como: alfa actinina 2, receptor de quinase de proteina 1 C ativada,
transcetolase e fragmento do receptor de ativacdo da proteina quinase 1C, também,
foram observadas neste estudo, relacionadas ao processo de autofagia, como
descrito em estudos prévios (187-189).

O segundo maior percentual de proteinas identificadas no quadro clinico de
necrose correspondeu a fungéo relacionada a resposta imune. Neste sentido, em
detrimento a uma maior colonizagdo microbiana nos SCR, produtos bacterianos como
LPS induzem a quimiotaxia (34). A persisténcia da agressao bacteriana néo eliminada
por mecanismos de defesa inata, induzird um processo de cronificacédo (55). Produtos
bacterianos podem ser transferidos para os tecidos perirradiculares e atuar
estimulando o desenvolvimento de reacdes imunes do hospedeiro (8, 33). Esta
reacdo, no entanto, apesar de ter a intencdo de defesa do hospedeiro contra a

infeccdo, também causa grave destruicdo tecidual (50).

Dentre varios mediadores inflamatérios, a citocina IL-3 pode atuar na
hematopoese controlando a diferenciacdo, producdo e funcdo de granulécitos e
macrofagos (190). Desta forma, o fragmento do receptor interleucina 3 alfa identificado
no presente estudo possuem caracteristicas relacionadas as funcdes de células do
sistema imune. Devido a presenca de células de defesa no SCR, proteinas
relacionadas a apresentacdo de antigeno para células do sistema imune também
foram identificadas neste estudo, como o fragmento de HLA classe | antigeno de
histocompatibilidade B 46 cadeia alfa e a proteina HLA classe | antigeno de
histocompatibilidade B 13 cadeia alfa. Uma ampla gama de imunoglobulinas também
foram identificadas no presente estudo, correspondendo a Ig gama cadeia 3 regido C,
Ig cadeia V lll regido TEI, Ig lambda cadeia V, fragmento Ig alfa 2, Ig lambda cadeia
V e Ig cadeia V, resultados semelhantes ao encontrado por Provenzano et al. (12).
Essas glicoproteinas atuam na fase de reconhecimento da imunidade humoral,

podendo estar ligadas a membrana celular ou liberadas por linfécitos (191). As
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imunoglobulinas ligadas & membrana servem como receptores que, apos ligacao de
um antigeno especifico, desencadeiam a expansdo clonal e a diferenciacdo dos
linfocitos B em células plasmaticas secretoras de imunoglobulinas (192). As
imunoglobulinas segregadas medeiam a fase efetora da imunidade humoral, o que
pode resultar na eliminacdo de antigenos ligados (191). As proteinas restritas aos
linfécitos também foram identificadas no presente estudo, tal como o fragmento de
proteina de membrana restrita linféide e a propria proteina de membrana restrita
linfoide. Estas também foram avaliadas no estudo de Tedoldi et al. (193), que
observaram a presenca destas proteinas principalmente em linfocitos B, estando em
baixos niveis em células T. Provavelmente relacionada a tentativa de eliminagéo
bacteriana, foi identificado neste estudo a proteina de reconhecimento de
peptidoglicano 1. Esta proteina possui atividade bactericida em direcdo as bactérias
Gram-positivas, provocando a lise dessas bactérias através da intervencdo na
biossintese do peptidoglicano (194). No entanto, a proteina de reconhecimento de
peptidoglicano 1 também pode-se ligar a bactérias Gram-negativas e atuar na
atividade bacteriostatica (194). Outra proteina identificada em nosso estudo foi o
fragmento de molécula 1 de adeséo celular. Esta proteina pode mediar a adeséo
célula-célula, interagir com a molécula CRTAM e promover a citotoxidade das células
NK e na secrecao de IFN-y por células CD8" (195, 196). Nos quadros de necrose
pulpar, uma maior quantidade de células de defesa ja foi observada em varios
trabalhos (6, 8). Desta forma, provavelmente as proteinas identificadas neste estudo
relacionadas ao crescimento, proliferagdo e/ou manutencdo celular podem estar
relacionadas as células do sistema imune, que nesse quadro se encontram em

maioria.

Devido ao desequilibrio metabdlico celular, danos as membranas mitocondriais
podem ocorrer e em consequéncia, processos relacionados a sintese energética ficam
prejudicados, levando a perda de funcdes celulares dependentes de energia (197). E
provavel que este fato seja a justificativa para a diminuicdo do numero de
identificacbes proteicas relacionadas ao metabolismo e vias de energia, quando
comparado com o quadro clinico de pulpite irreversivel. Ainda comparando-se o
guadro de necrose com o quadro de pulpite irreversivel, percebeu-se uma maior
identificacdo proteica relacionada a resposta ao stress. Fato este que pode estar

relacionado ao quadro de apoptose, assim como os quadros de regulacdo da
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proliferacéo e da autofagia (63). Percebe-se com esses resultados que no quadro de
necrose pulpar ndo sdo observadas apenas paredes dentinarias repletas de biofilme
e uma resposta imune tentando a eliminacdo microbiana (50). Este estudo pode
reafirmar o que Ricucci e Siqueira (48) observaram, a presenca de tecido inflamado
em quadros de necrose pulpar (48). Em adicao, estudos em modelos animais também
relataram que a periodontite apical pode se desenvolver mesmo antes do tecido pulpar
se tornar completamente necrético (49). Esses estudos podem auxiliar na
compreensao da razdo para identificacdo de proteinas relacionadas ao metabolismo
de proteinas, transporte, comunicacao celular, reparo de DNA e proteinas estruturais
do citoesqueleto, nos processos de necrose.

No diagnéstico clinico de necrose pulpar jA ndo foram observadas proteinas
envolvidas na diferenciacdo de células nervosas e remodelacdo tecidual e/ou
formacao de tecido 6sseo. Este fato pode ser facilmente compreensivel uma vez que
durante a selecéo dos elementos dentais para compor este grupo, apenas dentes com
necrose pulpar e lesdo periapical visivel radiograficamente foram inclusos. Neste
quadro clinico, foram incluidos apenas os dentes com auséncia de sintomatologia
dolorosa em resposta aos testes de sensibilidade pulpar, como descrito em estudos
prévios (1, 27, 134, 198).

Com o processo de reabsorcao 6ssea periapical, observou-se o recrutamento
de células multinucleadas pela acéo das citocinas CSF-1 e pelo RANKL (61). Neste
processo de reabsorcdo d6ssea, células da resposta imune como linfécitos T, B e
macrofagos constituem a maior parte do infiltrado inflamatorio. Desta forma, linfécitos
T parecem estar em maior nimero, na fase crénica da doenca (62), processo pelo
qual novamente as proteinas relacionadas a resposta imune aqui identificadas, podem
estar envolvidas. Proteinas relacionadas ao processo de necrose podem ser

visualizadas na figura 10.

Em relagcdo as proteinas encontradas de forma comum nos diagnosticos de
polpa normal e necrose, apenas 37 proteinas foram encontradas, podendo
demonstrar a heterogeneidade dos tecidos avaliados. Estas foram representados em
sua maioria por imunoglobulinas. Porém, pode-se perceber que essas proteinas
podem possuir diferentes funcdes nas duas situac¢des clinicas. Na polpa normal, as
imunoglobulinas atuam na vigilancia do tecido (11), enquanto na polpa necrotica,

atuam ativamente contra patdgenos invasores do tecido pulpar (12, 35). Proteinas
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relacionadas a constituicdo estrutural do citoesqueleto também foram identificadas,
podendo estar relacionadas a constituicdo normal das células pulpares (11).

Quando avaliou-se as proteinas identificadas em comum entre os quadros de
pulpite irreversivel e necrose, observou-se a presenca de 36 proteinas, sendo a
maioria relacionadas a resposta imune. Percebe-se vérias isoformas de fibrinogénio,
proteina clivada pela trombina para produzir monémeros que, juntamente com o
fibrinogénio beta e fibrinogénio gama, polimerizam para formar uma matriz de fibrina
insolavel (199) A fibrina apresenta funcdo importante na hemostasia como um dos
componentes primarios do coagulo sanguineo (199). Observou-se que o fibrinogénio
pode atuar no quadro de pulpite tentando recuperar o tecido e do mesmo modo, pode
atuar em restos de tecido inflamado, no quadro de necrose (48). Duas isoformas de
defensinas neutrofilicas também foram identificadas tanto nos quadros de pulpite,
quanto nos quadros de necrose. Esta proteina desempenha papel na lise bacteriana,

através da permeabilizacdo da membrana plasmatica (200, 201).

Em relacdo as proteinas identificadas em comum a todos os diagndsticos,
observou-se uma variada identificacdo de proteinas relacionadas a constituicdo
estrutural do citoesqueleto, representadas por varias isoformas de tubulinas, filaminas
e actinas citoplasmaticas. Também foram identificadas proteinas relacionadas a
ligacdo do ion célcio, que podem participar de diferentes modos em cada diagnéstico
pulpar, como a anexina que pode desempenhar papel na sinalizagéo de célcio, trafico
de vesiculas, divisédo celular, regulacdo do processo celular e apoptose (160). Outro
ponto presente, nos 3 diagnosticos analisados, consistiu na presenca de proteinas
relacionadas a resposta imune, observando-se principalmente a presenca de algum

tipo de imunoglobulina (11, 12).

Observando-se as proteinas identificadas e func¢des atribuidas, percebe-se que
a analise do mapa proteico pulpar em polpa normal, pulpite e necrose pode ser um
instrumento valioso em estudos futuros relacionados a regeneracdo e engenharia
tecidual pulpar. Proteinas identificadas em nosso estudo podem colaborar para o
avancgo de técnicas e tecnologias odontoldgicas. Além disso, nosso estudo pode
fornecer informacdes a respeito da patogénese pulpar, importante para o
desenvolvimento de novas terapias endodonticas. Podendo assim, levar informacdes
para o desenvolvimento de procedimentos menos invasivos e com maior envolvimento

de terapias bioldgicas.
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Figura 10 — Representacéo de proteinas envolvidas em eventos caracteristicos da polpa normal, pulpite irreversivel e necrose com

les&o periapical visivel radiograficamente.



96

7 CONCLUSOES

e Uma mudanca no perfil de proteinas relacionadas ao processo imune foi
observada, conforme ocorre o agravamento da doenga.

e Proteinas identificadas relacionadas a resposta imune no diagndstico de pulpite
irreversivel podem ser importantes na compreensdo do processo inflamatorio
pulpar. Proteinas como: zeta delta 14 3 3, secretogranina 2, proteina S100 B,
fibrinogénio gama e vitronectina podem ser importantes proteinas na
compressao da patologia de pulpite irreversivel.

e Proteinas relacionadas ao transporte, constituicdo estrutural do citoesqueleto,
metabolismo e vias de energias foram as mais identificadas em polpas normais.

e Proteinas relacionadas a resposta imune, apoptose e metabolismo de
proteinas foram as mais identificadas em pulpite irreversivel.

e Proteinas relacionadas as func¢des de constituicdo estrutural do citoesqueleto,
resposta imune, transporte, resposta ao stress, regulacédo de proliferacado
celular e autofagia foram as mais identificadas em necrose pulpar.

e Proteinas relacionadas a resposta imune no quadro de necrose pulpar pode
levar a compreensao dos eventos observados na destruicdo tecidual. Proteinas
como: receptor interleucina 3 alfa, proteina HLA classe | antigeno de
histocompatibilidade B 13 cadeia alfa e proteina de membrana restrita linfoide
podem estar envolvidas no processo de lesdes periapicais.

e A maior parte das proteinas identificadas de forma comum aos diferentes
quadros clinicos analisados foram relacionadas a constituicdo estrutural do

citoesqueleto.
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9 ANEXOS

9.1 PARECER DE APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FACULDADE DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE DE ‘€ Qgracar orma
BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise protedmica de infeccdes endoddnticas em diferentes condigdes clinicas
Pesquisador: Poliana Amanda Oliveira Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 42846015.2.0000.0030

Instituicio Proponente: FACULDADE DE SAUDE - FS

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.217.069

Apresentagio do Projeto:

A Analise proteomica das infeccoes endodonticas pode fornecer informacoes globais sobre mecanismos de
patogenicidade e interacoes multifatoriais existentes entre as bacterias do canal radicular e o inicio e
progressao da periodontite apical. Identificar as proteinas das diferentes condicoes pulpares e crucial para a
compreensac dos mecanismos de revascularizacao, calcificacao dos tecidos, os processos de defesa e
reparacao de dentina da polpa dental, assim o objetivo do estudo sera analisar de forma quantitativa e
gualitativa proteinas presentes nas condicoes clinicas de polpa viva inflamada, necrose pulpar sem presenca
de lesao perirradicular visivel radiograficamente e necrose pulpar com presenca de lesao perirradicular
visivel radiograficamente. Serao selecionados pacientes atendidos na clinica integrada de odontologia da
Universidade Catolica de Brasilia e Universidade de Brasilia, encaminhados para tratamento endodontico
com diagnostico de pulpite e necrose pulpar e como grupo controle polpa higida de terceiro molar e pre
molar, com indicacao para exodontia. Apos a remocao do conteudo pulpar, este sera transferido para um
tubo contendo coquetel inibidor de proteinase (PIC) 0,1 % (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e imediatamente
congelado a -800C. A extracao proteica sera pelo metodo de rompimento mecanico utilizando ultrassom e a
identificacao por cromatografia acoplada ao espectrometro de massa (LC/MS), utilizando-se bancos de
dados de proteinas humanas e de microrganismos do software Proteome Discoverer 1.3. Ressalta-se a
importancia da realizacao da



FACULDADE DE CIENCIAS DA

SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W

BRASILIA - CEP/FS-UNB

Coninuagho do Farecer: 1.217.065

pesquisa afim de detalhar a presenca de proteinas em diferentes condicoes clinicas. Os resultados da
pesquisa serao divulgados atraves de artigos cienfificos e em apresentacoes em congressos nacionais e
internacionais.

Objetive da Pesguisa:

"Objetive Primario:

Analisar de forma guantitativa & gualitativa proteinas presentes nas condicoes clinicas de polpa viva
inflamnada, necrose pulpar sem presenca de lesao perirmadicular visivel radiograficamente & necrose pulpar
com presenca de lesao perimadicular visivel radiograficaments.

Objetivo Secundana:

Realizar proteomica por cromatografia liguida acoplada a um espectrometro de massa microToF-QIII;
|dentificar proteinas de microrganismos e proteinas humanas, presente nas diversas condicoes clinicas
atraves do banco de dados SwissProt @ TrEMEL usando o algoritmo SEQUEST em software Proteome
Discowverer 1.3; Separar & comparar as proteinas encontradas nas situacoes clinicas de polpa viva
inflamnada, necrose pulpar sem presenca de lesao perirradicular visivel radiograficaments & necrose pulpar

com presenca de lesac perimadicular visivel radiograficaments”

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios, segundo o pesguisadorn

"Riscos:

O projeto nag oferece risco dirsto ao pacients, pois a amostra sera recolhida no momento da realizacac do
tratamento endodontico, que se faz necessario, a fim de permitir a permanencia do elemento dentario na
cavidade bucal exercendo sua funcao. Existem riscos inerentes ao procedimento do fratamento endodontico
ou do procedimento cirurgico, porem, esta naos & parie integrante da pesgquisa e sim, dos procedimentos
necessanos para a saude bucal do paciente. A participacao dos pacientes esta restrita a doacao do
conteudo pulpar & de dentes apos o procedimento cirurgico.

Beneficios:

2 beneficio do trabalho esta na identificacao & crnacao de um protocolo de proteinas, o que pode ocasionar
em avancos no entendimento dos mecanismos de revascularizacao, calcificacae dos tecidos e nos
processos de defesa e reparacao de dentina da polpa dental. Todo este conhecimento & necessario para o
desenvolviments de novas terapias endodonticas, pessikilitando um maior percentual de sucesso pos

tratamento endodontico.”

Enderego:  Facuidade de Clénslas da Sande - Campus Darcy Rbako

BallTo: A53 NOMe CEP: 70.50-904
UF: OF Municiplo: BRASILIA
Talafone: (5113107-1247 E-mall: ceplsuno@gmall.com
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto de Mestrado executado sob a orientacao da Professora Taia Maria Berto Resende, Area de
concentracao: Saude bucal. Limha de Pesguisa: Prevalencia e diagnostico, prevencao e tratamento das
glteracoes do Complexs Buco-Maxilo-Facial. Faltam documentes comprobatorios do vinculo com a
instituicas proponente.

Cronograma de execucao preve etapa de "Coleta das Amostras” entre 01/08/2015 & 28001/2016.
Orcamento no valor iotal de RS 4.130,80, consistindo de reagentes e outros materias de consumao gue seraoc
custeados pela propria pesguisadora.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram analisados os seguintes documentios como resposta ao parecer no. 1.022 308
F'B_IhlFCIngéES_B.iSICﬁS_D-D_F‘HOJEFO_#EEE—DQ.pdfde 18/08/2015
CanaRespostaPendencias. pdf de 18/08/2015

Termo HRT.pdf de 12/08/2015

Taia - Alo de credenciamento (1).pdf de 12008/2015

PROJETO MESTRADO CEP (final-PB).docx de 12/08/2015

TCLE - .I'-"|.I'I.E.i|iEE- proteomica NOVO! . docx de 12/08/2015

Recomendagies:
Mao se aplica.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Analise das respostas as pendéncias do parecer no. 1.022.208:

1. Embora seja informado em cara de encaminhaments que trata-se de projeto de mestrado, nao esta clam
o vinculo da pesguisadora responsavel com a instituicao proponente. Solicita-se informar a gue programa de
pos-graduacao esta vinculado, bem come a apresentacac de documentos comprobatorios do vinculo com a
instituicao & com a professora onentadora, Taia Mana Berto Rezende, mencionada no projeto detalhado. Faoi
aprentado o ato de credenciamento da Porfa. Taia no programa de Mestrado da FS. PENDENCIA
ATENDIDA.

2. Quanto a0 TCLE, solicita-se:

2.a) Incluir contato telefonico e endereco profissional do pesquisador no TCLE, bem como do professor

orientador. Foram acrescidas as info rrnai_;El-EE. solicitadas. PENDENCIA ATENDIDA.

Enderego:  Facuidade de Clénclas da Sande - Campus Darcy Ribekmn

Balrme:  Asa More CEP: 70.910-300
UF: OF Municiplo: BRASILIA
Talelona: (61j3107-1947 E-mall: cepfsunod@gmall.com
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2.b} Revisar a linguagem de forma a tomar mais clare os procedimentos que serao realizados na pesguisa.
Por exemplo: como os contewdos pulpares serao analisades, o que e e qual a utilidade de uma lista proteica

das diferentes condicoes pulpares. Os rermas foram esclarecidos. PE NDENCI& ATENDIDA.
2_c) Substituir o terma "sujeito de pesquisa® por "participante de pesquisa®. PENDEMNCIA ATENDIDA.

2.d} Contemplar a garantia de ressarcimento & indenizacac conforme tens V.3, subitens g & h, = item V.4,
subitem ¢, da Resolucao CNS 486/2012. Foi colocado o item de forma adequada mo TCLE. PENDENCIA
ATEMDIDA.

2.e) Os termos "doacac”, "doader”, "doar” devem ser substituidos pelos termo “ceder o usa”, "cessaon”,
"cedente”, visto que a propriedade do matenal biclegico & SEMPRE do participante de pesquisa. Solicita-se
adeq uacao. PEMDENCIA ATENDIDA.

2.f) Retirar o campo para preenchimento do nome do paricipante de pesguisa no primeiro paragrafo. O

nome e a assinatura do participante de pesguisa ao final do documento e suficiente para a concordancia em
participar do estudo. PENDENCLA ATENDIDA.

2.g} Informar o gue e e qual o papel do CEP. PENDENCIA ATENDIDA.

2.h} Atualizar os dados de contato do CEP/FS: telefone (81) 3107-1847, e-mail cepfsi@unb.br ou
cepfsunbigmail.com, horaric de atendimento ao publico de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs,
de segunda a sexta-feira.PEM DENCIA ATENDIDA.

3. Solicita-se inserir na Plataforma Brasil. por meio de CHPJ, a Universidade Catolica de Brasilia comao

instituicao coparicipante vinculando-a ag CEP-UCB. Foi acrescido ao projeto da plataforma o Hospital
Regiomal de Taguatinga ligado a FEPECS como co-participanie. PENDENCIA ATENDIDA.

COMNCLUSAQ: Todas as pendéncias foram sanadas.

Consideragoes Finais a critéerio do CEP:

A realizagdo das atividades do projeto na instituigho co-participante esta condicionada &

Endersgo:  Facuidade ge Clinclas da Salde - Campus Darcy Roein

Balrro: Asa Maore CEP: 70D.910-900
UF: DF Munlcipla: BRASILIA
Talefone: (61)3107-1947 E-mall: cegfsund@gmallcom
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aprovagdo pelo CEP responsavel, o CEP-FEPECS.

De acordo com a Resolugéo 488/12 CNS, itens X.1.- 3.b. e X1.2.d, o5 pesquisadores responsaveis deverdo
apresentar relatorios parcial semestral e final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de
aprovac3o do protocolo de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situac3o
Outros encaminhamento unb.pdf 05/03/2015 Aceito
10:13:42
Outros termo de respons. do pesq.pdf 05/03/2015 Aceito
10:14:13
Folha de Rosto folha de rosto_pdf 05/03/2015 Aceito
10:08:19
Declarag3o de termo copartic. uch cdonto._pdf 05/03/2015 Aceito
Instituicdo e 10:18:34
Infraestrutura
Declaracdo de TERMO DE CONCORDA;NCIA DE 05/03/2015 Aceito
Instituicdo e INSTITUIA;ALO 10:18:49
| Infraestrutura COPARTICIPANTE . pdf
Declarac3o de termo de concordancia de inst. cop 05/03/2015 Aceito
Instituigdo unb.pdf 10:20:2¢
| Infraestrutura
Declaracdo de termo de ciencia copart unb.pdf 05/03/2015 Aceito
Instituicdo 10:20:54
lnfraestruturg
Outros Curriculo do Sistema de Curriculos 05/03/2015 Aceito
Lattes (Poliana Amanda Oliveira 10:23:31
Silva).pdf
Qutros CURRICULO LATES TAIA 05/03/2015 Aceito
ATUALIZADO pdf 10:23:57
Declarac3o de termo de inst proponente. pdf 10/03/2015 Aceito
Instituicdo 18:40:37
| Infraestrutura
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 10/03/2015 Aceito
do Projeto ROJETO_455888.pdf 18:47:35
Outros PB_XML_INTERFACE_REBEC.xml 10/03/2015 |Poliana Amanda Aceito
18:47:35 | Oliveira Silva
QOutros PB_XML_INTERFACE_REBEC.xmi 10/03/2015 |Poliana Amanda Acsito
18:47:52 | Oliveira Silva
Outros PB_XML_INTERFACE_REBEC.xmi 30/04/2015 |Poliana Amanda Acsito
21:18:14 | Ofliveira Silva

Enderego: Facudade o2 Cléncias da Salde - Campus Darcy Ribelo

Balrro: Asa Norte CEP- 70.910-300
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telsfons: (61)3107-1947 E-mall: cepfsund@gmail.com
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Qutros PB_XML_INTERFACE_REBEC.xml 30/04/2015 |Poliana Amanda Aceito
21:18:15 | Oliveira Silva

Outros PB_XML_INTERFACE_REBEC.xml! 30/04/2015 |Poliana Amanda Aceito
21:20:05 | Oliveira Silva

TCLE/Termos de | TCLE - AnAjlise proteomica 12/08/2015 Aceito

Assentimento / NOVO!.docx 18:47:47

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado/ | PROJETO MESTRADO CEP (final- 12/08/2015 Aceito

Brochura PB).docx 18:49:43

Investigador

Qutros Taia - Ato de credenciamento (1).pdf 12/08/2015 Aceito
19:08:00

Outros Termo HRT.pdf 12/08/2015 Aceito
18:07:41

Informacdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/08/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 455698 .pdf 19:08:41

Qutros PB_XML_INTERFACE_REBEC.xml 12/08/2015 |Poliana Amanda Aceito
19:08:46 | Oliveira Silva

Qutros CartaRespostaPendencias.pdf 18/08/2015 |Poliana Amanda Aceito
20:50:45 | Oliveira Silva

Informacoes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/08/2015 Aceito

do Projeto ROJETO 455699.pdf 20:51:22

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nio

BRASILIA, 07 de Setembro de 2015

Assinado por:

Keila Elizabeth Fontana
(Coordenador)
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9.2 ANEXO B — TABELAS DE IDENTIFICACOES PROTEICA

Tabela 2 — Relacéo de proteinas identificadas exclusivamente no grupo com diagndstico de polpa normal, separadas pelo codigo de
cada proteina no banco de dados Uniprot, média do score no software ProteinLynx Global Server (PLGS), média de cobertura,
funcao e localizacao celular.

Média de

cobertura
(%)

Cédigo Uniprot

Descricdo da proteina Localizag&o

Funcdo bioldgica: Metabolismo e vias de energia

F6XY72_HUMAN HCG2001850 isoforma CRA ¢ 809,18 26,83 Citoplasma
ALDOC_HUMAN Frutose bisfosfato aldolase C 532,96 16,76 Citoplasma e extracelular
AT1B1_HUMAN ATPase de transporte de potassio de sddio subunidade 449,89 17,16 Citoplasma
beta 1
U3KQP4_HUMAN Fragmento de gama enolase 360,35 27,4 Citoplasma e membrana
celular
H3BT25_HUMAN Fragmento de piruvato kinase 1640,97 27,15 Citoplasma e nucleo

Funcdo bioldgica: Crescimento, proliferagcdo e/ou manutencéao

AG6NNI4_HUMAN Tetraspanina 1154,04 25,79 Membrana celular

S4R3C6_HUMAN Fragmento de fator de crescimento de transformacéo 4278,56 33,79 Extracelular
induzida por proteina beta Ig h3

B5MCB5_HUMAN Fragmento de proteina 1 de ligagdo ao acido retindico 508,69 19,47 Citoplasma
celular

TSN1_HUMAN Tetraspanina 1 257,81 7,47 Membrana celular

HOY4K8_HUMAN Fragmento de fibronectina GN FN1 PE 1 SV 1 252,15 7,88 Extracelular

Funcéo biologica: Metabolismo de proteinas

AACT_HUMAN Antiquimotripsina Alfa 1 332,5 21,04 Extracelular e nacleo

HOYD35_HUMAN Transporte de colina como fragmento de proteina 3 387,49 26,61 Membrana celular

DS13B_HUMAN Proteina de fosfatase 13 isoforma B de dupla 306,77 4,55 Citoplasma
especificidade

E9PQ34_HUMAN Fragmento de serpina H1 481,94 15,49 Reticulo endoplasmético

AOAO87WTE1_HUMAN

Inibidor da cadeia pesada H2 de tripsina inter alfa 630,06 11,64

Extracelular



G3V595_HUMAN

ERN1_HUMAN
LRRF2_HUMAN
E9PONS_HUMAN

CAJV77_HUMAN
C9JIKG1_HUMAN
FBN2_HUMAN

B1ALD9_HUMAN

D6RF35_HUMAN
APOA2_HUMAN
HOYDI7_HUMAN
S35F1_HUMAN
D6RF20_HUMAN
VOGYG9_HUMAN
FSWEA3_HUMAN
VOGYR2_HUMAN
E9PFZ2_HUMAN
H7C5R1_HUMAN
K7EKR3_HUMAN
Ul7L1_HUMAN
Ul7L3_HUMAN

EF1A2_HUMAN

Fragmento de antiquimotripsina 199,84

17,7

116

Extracelular

Funcéo biolégica: Regulacao de nucleobases, nucleosideo e nucleotideos. Metabolismo do acido nucleico

Proteina serina treonina quinase endoribonuclease 17,04
Rica repeticdo de leucina da proteina 2 17,04
Fragmento de proteina serina treonina fosfatase 2A 56 276,72

kDa subunidade reguladora beta

Funcao bioldgica: Atividade de remodelagao tecidual e/ou formacgao de tecido 6sseo

Glicoproteina alfa 2 HS GN PE 1 SV1 438,84
Fragmento de biglican 412,33
Fibrilina 2 GN FBN2 PE 1 SV 3 1416,14
Periostina 255,92
Funcéo bioloégica: Transporte
Proteina de ligacédo da vitamina D 1116,08
Apolipoproteina A Il 505,37
Fragmento da familia anquirina contendo proteina 36C 344,22
Membro F1 da familia portadora de soluto 35 434,4
Fragmento proteina de ligacédo da vitamina D 330,77
Fragmento Apolipoproteina A Il 2932,76
Proteina relacionada a miotubularina 14 492,88
Fragmento subunidade ATPase transportadora de 419,48
potassio de sddio beta
Ceruloplasmina 274,87
Fragmento ceruloplasmina 292,52

Funcao bioldgica: Processo de apoptose

Fragmento subunidade do complexo ativador do 340,07
proteasoma 3

Ubiquitina carboxil terminal hidrolase 17 like proteina 1 333,21
Ubiquitina carboxil terminal hidrolase 17 like proteina 3 333,21
Fator 1 de alongamento alfa 2 881,47

Funcéo biolégica: Resposte imune

12,7
15,08
9,91

11,41
19,75
15,01
17,57

20,38
20
27,87
10,78
24,14
31,58
46,48
30
17,97
21,24
46,22
6,98
6,98

11,23

Reticulo endoplasmatico
Citoplasma

Membrana do reticulo
endoplasmatico

Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular

Extracelular

Extracelular

Citoplasma e membrana
celular

Membrana celular
Extracelular

Extracelular

Citoplasma e membrana
celular

Membrana

Citoplasma
Citoplasma

Nicleo e citoplasma

Reticulo endoplasmaético e
nacleo

Nucleo e reticulo
endoplasmatico

Nucleo



H7C526_HUMAN
CFAB_HUMAN
C9JRT3 _HUMAN
AOA0G2JINK4_HUMAN
AOA0G2JH38 HUMAN
H7C5H1_HUMAN
AOA075B6L1_HUMAN
KV101_HUMAN

AOAOAOMT20_HUMAN
AOAOC4DFX3_HUMAN
EMIL1_HUMAN

DUOX1_HUMAN

C9J3N8_HUMAN
FSWE04_HUMAN
V9GZ37_HUMAN

AOAO075B7E9_HUMAN
AOAODY9SG53 _HUMAN

H3BSZ6_HUMAN
H2B1L_HUMAN
H2B10_HUMAN
H2BFS_HUMAN

D6RHJ3_HUMAN
GELS_HUMAN
QIONTY2_HUMAN

HOYN52_HUMAN

Fragmento do fator complemento B
Fator complemento B

Fragmento do fator complemento B
Ig gama 1 regido C

Fragmento do fator complemento B
Fragmento do fator complemento B
Fragmento Ig lambda 7 regido C

Ig kappa cadeia V regido | PE 1 SV 1

Funcéo biolégica: Comunicacdo celular, sinal de transducéo e adesao celular

Fragmento EMILIN 1
EMILIN 1
EMILIN 1

Funcdo bioldgica: Resposta ao stress

Oxidase dupla 1

Proteina heat shock beta 1
Proteina heat shock beta 1
Proteina heat shock 70 kDa 1A GN HSPA1IAPE 1SV 1

Funcéo biologica: Diferenciacédo de células nervosas

Fragmento SLIT ROBO Rho GTPase ativando proteina 2
Fragmento dominio 4 LIM da proteina 1

Funcéo bioldgica: Reparo, replicacdo e regulacao de DNA

Enonuclease de jun¢éo cruzada provavel EME2
Histona H2B tipo 1 L
Histona H2B tipo 1 O
Histona H2B tipo F S

Funcéo bioldgica: Ligado ao ion calcio

Fragmento Calnexina

Gelsolin GSN PE1 SV 1

Fragmento caderina like da proteina 26 GN CDH26 PE 4
SV 2

Fragmento Anexina

Funcéo bioldgica: Constituinte estrutural do citoesqueleto

747,77 25

1166,22 11,65
281,98 35,42
31687,68 60,13
459,02 9,85
1043,65 16,72
16090,21 32,08
342,72 37,04
231,3 14,7
385,18 13,19
385,18 13,19
458,89 7,54
2586,68 45,95
257,58 20,97
123,73 6,72
381,45 30,27
360,18 12,31
347,17 32,17
5487,03 15,08
6966,89 7,14
4503,21 26,19
1212,07 20,25
1405,28 21,1
322,31 33,75
26416,74 47,46
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Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular e membrana

Extracelular
Extracelular
Extracelular

Citoplasma e membrana
celular

Citoplasma e nudcleo
Citoplasma e nucleo
Citoplasma

Citoplasma
Nucleo

Nucleo
Nucleo
Nucleo
Citoplasma, extracelular e
nucleo

Reticulo endoplasmético
Citoplasma
Membrana celular

Citoplasma e extracelular



TBB1_HUMAN
TBB3_HUMAN

F8VX09_HUMAN
MOQY85 HUMAN
E9PK25_HUMAN
D6RJE7_HUMAN

E9PQB7_HUMAN
AOA087WWY3_HUMAN
K2C7_HUMAN

D6RHW8_HUMAN
HO9KVB3_HUMAN
RANDOM18790
RANDOM14045

Tubulina cadeia beta 1 327,47
Tubulina cadeia beta 3 2275,66
Fragmento tubulina cadeia alfa 1B 45787,86
Fragmento tubulina cadeia beta 4A 1972,45
Cofilina 1 3575,19
Fragmento do ligante de calcio de dominio em dupla 676,35
espiral contendo proteina 2
Fragmento Cofilina 1 3177,92
Filamina A 666,58
Queratina tipo Il citoesqueletal 7GN KRT7 PE 1 SV 5 455,4
Funcéo biolégica: Desconhecidas
Proteina RING finger 44 465,3
Otogelina 17,04
Sequencia Random 18790 17,04

Sequencia Random 14045 433,82

4,66
7,78
74,67
44,86
37,25
22,02

40,98
24,28
11,51

54,35
10,2
17,7
17,2

Citoplasma
Citoplasma e nudcleo
Citoplasma e nucleo
Citoplasma e nudcleo
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
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Tabela 3 — Relacdo de proteinas identificadas exclusivamente no grupo com diagnéstico de pulpite irreversivel, separadas pelo
codigo de cada proteina no banco de dados Uniprot, média do score no software ProteinLynx Global Server (PLGS), média de

cobertura, funcao e localizacéo celular.

Cdbdigo Uniprot Descricao da proteina Média de Localizacéo

cobertura (%)
Funcéo biologica: Metabolismo e Vias de energia

AL1A1 HUMAN Desidrogenase retinol 1 1254,37 22,75 Citoplasma
KI20A_HUMAN Proteina like kinesina KIF20A 367,43 5,51 Citoplasma
PGK2_HUMAN Fosfoglicerato kinase 2 76,08 5,04 Citoplasma
Q5SYQ7_HUMAN Fragmento de Desidrogenase retinol 1 460,33 18,72 Citoplasma
F5GYU2_HUMAN Fragmento L lactato desidrogenase cadeia A 328,13 15,97 Citoplasma
F8W079_HUMAN Fragmento ATP sintase subiunidade beta mitocondrial 96,08 10,21 Citoplasma
MDHM_HUMAN Malato desidrogenase mitocondrial 379,48 17,46 Mitocéndria

Funcéo bioldgica: Crescimento, proliferagcdo e/ou manutencao celular

H7C293_HUMAN Fragmento do fuso mit6tico 2B 237,6 42,5 Citoplasma
Funcéo biologica: Metabolismo de proteinas

LGUL_HUMAN Lactoglutationa liase 438,48 13,59 Citoplasma e extracelular

Funcéo biologica: Regulagdo de nucleobases, nucleosideo e nucleotideos. Metabolismo do &cido nucleico

HOYDV1 _HUMAN Fragmento da proteina dedo de zinco 195 389,47 30,77 Nucleo
AOA087WUI2_HUMAN Ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas A2 B1 363,44 12,64 Nucleo
HOYIB4_HUMAN Fragmento de fator de unido rico em serina arginina 9 509,25 35,45 Nucleo

Funcéo biologica: Atividade de remodelacéo tecidual e/ou formacéo de tecido 6sseo e/ou dentinario
Q5TBF2_HUMAN Asporina 306,83 15,64 Extracelular

Funcéo bioldgica: Transporte

H7BY35_HUMAN Receptor rianodina 2 0,23 4,14 Membrana celular
CAH2_HUMAN Anidrase carbonica 2 264,7 24,23 Citoplasma e membrana
E5RHP7_HUMAN Fragmento anidrase carbénica 1 27941,15 39,84 Citoplasma

AOA0C4DGB6_HUMAN  Albumina sérica 53507,49 63,74 Extracelular



F5H481_HUMAN

D6RBI1_HUMAN

ACTN3_HUMAN
E7ERK6_HUMAN

PHLP1_HUMAN

G3V2W4_HUMAN
E7ERK6_HUMAN

HOYDL5 HUMAN

B7Z2E6_HUMAN
SCG2_HUMAN
S100B_HUMAN
C9J5S7_HUMAN
AOA075B6K2_HUMAN
FIBG_HUMAN
VTNC_HUMAN
J9JIE0_ HUMAN

Q5TI178_HUMAN

C9JITO_HUMAN

PRDX3_HUMAN
TXND3_HUMAN

1433G_HUMAN

Fragmento da transferéncia de elétrons da flavoproteina 743,67
lisina metiltransferase subunidade beta
Proteina de triagem vacular SNF8 427,73

Funcéo biolégica: Apoptose

Alfa actinina 3 182,45
Fragmento de clusterina 73,47
Proteina fosfatase 1 contendo repeticéo rica em leucinade 327,51
dominio PH

Fragmento alfa actinina 1 3257
Fragmento clusterina 73,47
Fragmento da proteina Ras relacionada a Rab 2A 339,09

Funcéo biolégica: Resposta Imune

Proteina zeta delta 14 3 3 834,91
Secretogranina 2 282,56
Proteina S100 B 744,64
Peptidil prolil cis trans isomerase 326,22
Fragmento HCG2041210 490,42
Fibrinogénio gama 305,27
Vitronectina 223,06
Familia C do receptor acoplado a proteina G grupo 5 500,48

membro C

Funcéo biolégica: Comunicacéo celular e sinal de transducéo

Fragmento homdlogo da proteina de histidina
metiltransferase 1

1840,33

Funcéo bioldgica: Stress

Fragmento da proteina 3 contendo dominio de tiorredoxin 194,17
Tioredoxina dependente perdxido redutase mitocondrial 462,25
Dominio 3 da tioredoxina 208,64

Funcéo bioldgica: Diferenciacéo de células nervosas

Proteina 14 3 3 gama 512,58

87,8

9,84

10,21
5,88

5,42

18,07
5,88

15,94

15,2
10,86
23,91
22,31
25,64
11,26

8,58
22,22

18,48

8,62

16,41
5,61

21,46

Citoplasma e mitocéndria

Citoplasma, nucleo e
membrana

Citoplasma e extracelular
Citoplasma, nucleo e
extracelular

Citoplasma, nucleo e
membrana

Citoplasma e extracelular
Citoplasma, nucleo e
extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Extracelular

Citoplasma e nucleo
Citoplasma

Extracelular e membrana
Extracelular

Extracelular

Citoplasma e membrana

Citoplasma e nucleo

Citoplasma, nucleo e
extracelular
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma
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DPYL2_HUMAN

J3QS39_HUMAN
B2R4S9_HUMAN

U3KQKO_HUMAN

K7EPO1_HUMAN
AOA0G2J150_HUMAN

J3KPQ8_HUMAN
HOYKS4_HUMAN

C9J7Y4_HUMAN
G3V1A4_HUMAN
K7ESM5_HUMAN
ARP3_HUMAN
FSWE98_HUMAN
U3KPR1_HUMAN
AOA087X106_HUMAN

K7EMB1_HUMAN
RANDOM34765
RANDOM8432
RANDOM62619
AOAOAOMS97_HUMAN
POTEI_HUMAN

Proteina relacionada a di-hidropirimidase 2 258,92
Funcéo biologica: Reparo, replicacéo e regulacédo de DNA

Fragmento poliubiquitina B 1682,89
Histona H2B 4735,59
Histona H2B 5098
Histona H3 3 201,5
Fragmento fator de alongamento negativo E 220,13

Funcéo bioldgica: Ligado ao ion célcio

Subunidade soltvel alfa 3 da guanilato ciclase 274,05
Fragmento anexina 95324,8
Funcéo bioldgica: Constituinte estrutural do citoesqueleto

Fragmento de proteina 2 associado ao citoesqueleto 335,35
Cofilina 1 ndo muscular isoforma CRAa 1963,26
Fragmento da tubulina cadeia beta 6 73,91

Proteina relacionada a actina 3 307,76
Fragmento de filamina A 101,91
Queratina tipo Il Hb6 1402,24
Queratina tipo Il Hbl 114,31

Funcéo bioldgica: Desconhecido

Proteina homologa RING 619,63
Sequéncia Random 34765 32,42
Sequéncia Random 8432 316,34
Sequéncia Random 62619 32,42
Proteina 178 contendo dominio da espiral 259,19
Dominio anykin membro da familia POTE 11832,19

20,98

47,31
15,08

5,42

14,16
27,92

13,66
52,84

23,71
33,56
4,14
17,94
5,79
9,79
1,45

87,8
0,36
0,28
0,39
19,24
54
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Citoplasma e membrana

Citoplasma e nucleo
Citoplasma, nucleo e
extracelular

Citoplasma, extracelular e
nucleo

Nucleo

Nucleo

Citoplasma e membrana
Citoplasma e extracelular

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Extracelular



122

Tabela 4 — Relacdo de proteinas identificadas exclusivamente no grupo com diagnéstico de polpa necrosada, separadas pelo codigo
de cada proteina no banco de dados Uniprot, média do score no software ProteinLynx Global Server (PLGS), média de cobertura,

funcao e localizacao celular.

Cdbdigo Uniprot Descricao da proteina Média de Localizacao

cobertura (%)
Funcéo biolégica: Metabolismo e vias de energia

H3BUH7_HUMAN Fragmento de Frutose bisfosfato aldolase A 332,99 9,03 Citoplasma
CTLFB_HUMAN Putativo centaurina gama como membro da familia 11P 361,04 6,86 Citoplasma
F5H6W8_HUMAN L lactato desidrogenase cadeia A 685,03 25,53 Citoplasma
E5RI09 _HUMAN Fragmento de beta enolase PE 1 SV 1 1878,72 33,78 Citoplasma
F5H6T1_HUMAN Actina ARP2 relacionada com a proteina 2 homdloga da 548,85 8,55 Citoplasma
isoforma de levedura CRA d
E5RGZ4 HUMAN Fragmento beta enolase PE 1 SV 1 32,11 2,12 Citoplasma
Crescimento, proliferacdo e manutencéao celular
HOYJD7_HUMAN Fragmento de proteina centrossomal de 128 kDa CEP128 423,95 16,55 Citoplasma e nucleo
PE1SV1
CE128 HUMAN Proteina centrossomal de 128 kDa CEP128 PE 1 SV 2 492,85 6,58 Citoplasma
X6RE90_HUMAN Fragmento de quinase dependente de ciclina 9 516,02 47,42 Citoplasma
Funcao bioldgica: Metabolismo de proteinas
E5RHN7_HUMAN Fragmento da lipoproteina lipase 417,96 28,3 Extracelular
RS18_HUMAN 40S proteina ribossomal S18 389,9 Ribossomos
Regulacédo de nucleobases, nucleosideo e nucleotideos. Metabolismo do &cido nucleico
KRBA1 HUMAN Proteina KRBA1 52,94 13,16 Nucleo
K7ER91_HUMAN Fragmento de dominio de repeticdo GAP Arf com GTPase 345,46 21,9 Citoplasma e nucleo

e PH da proteina 4
Funcdao bioldgica: Transporte

D6RBV2_HUMAN Proteina da membrana integral vesicular VIP36 359,45 34,15 Membrana

D6RDX1_HUMAN Fragmento da proteina da membrana integral vesicular 340,2 31,94 Membrana
VIP36

M0QZ52_HUMAN Calmodulina 810,89 48,19 Membrana

E9PBW4_HUMAN Subunidade de hemoglobina gama 2 PE 1 SV 1 25312,49 30,66 Citoplasma e extracelular



ABMUF7_HUMAN
FRIL_HUMAN

X6R2W0_HUMAN
D6RBG7_HUMAN

AOA087WV01_HUMAN
MOR3I7_HUMAN

C9JUP7_HUMAN

SDF2L_HUMAN

AOA140T9G0_HUMAN

AOA087WXL8_HUMAN
F8VRE4_HUMAN

1B13_HUMAN

1433B_HUMAN
HOYG94 HUMAN
HV316_HUMAN
E9PIM6_HUMAN
PGRP1_HUMAN
LV301_HUMAN
AOA075B6N7_HUMAN
J3JS34_HUMAN
LRMP_HUMAN
LV403_HUMAN
NGAL_HUMAN
HV318_HUMAN
PRDX1_HUMAN

Fragmento da subunidade hemoglobina epsilon
Ferritina

Sintaxina 10
Fragmento da subunidade beta de coatomer

Funcéo bioloégica: Processo de apoptose

Fator de alongacéo alfa 1

Fragmento da familia Pleckstrina com dominio B membro

3
Fragmento de ATPase transicional do reticulo
endoplasmatico

Proteinas semelhantes ao fator 2 derivadas de células

estromais

528,06
524,53

434
441,43
2054,46
187,68
113,33

170,86

Funcdo bioldgica: Respostaimune

Fragmento de HLA classe | antigeno de
histocompatibilidade B 46 cadeia alfa
Ig gama cadeia 3 regido C

Fragmento de proteina de membrana restrita linféide

HLA classe | antigeno de histocompatibilidade B 13 cadeia

alfa

Proteina 14 3 3 beta alfa

Fragmento de molécula 1 de adesao celular
Ig cadeia V lll regido TEI

Fragmento glicoproteina Thy 1 de membrana
Proteina de reconhecimento de peptidoglicano 1
Ig lambda cadeia V Il regido SH

Fragmento Ig alfa 2 regido C

Fragmento do receptor interleucina 3 alfa
Proteina de membrana restrita linfoide

Ig lambda cadeia V regido H

Lipocalina associada a gelatina neutrofilica
Ig cadeia V Il regido TUR

Peroxiredoxina 1

Funcéo biolégica: Comunicagdo celular, sinal de transducéo e adeséo celular

176,41

16039,78
487,61

80,93

615,01
445,12
8456,42
215,6
2169,51
1234,51
4281,18
132,93
509,87
832,62
861,2
1801,33
1054,85

13,14
28

15
23,6

39,44
26,36

12,17

15,84

19,5

31,91
30,51

3,59

18,7
17,46
47,06
18,95
39,29
16,67
27,06

12,2
17,84
17,76
30,81
20,69
36,18

Membrana e extracelular
Citoplasma, extracelular,
membrana
Membrana
Citoplasma

Citoplasma

Membrana, citoplasma e
extracelular

Citoplasma, reticulo
endoplasmatico e nucleo
Reticulo endoplasmatico

Membrana

Membrana e extracelular
Citoplasma, nucleo e
membrana do reticulo
endoplasmatico
Membrana

Citoplasma

Membrana de leucdcitos

Extracelular e membrana
Extracelular e membrana
Extracelular

Extracelular e membrana
Extracelular e membrana
Membrana

Membrana

Extracelular e membrana
Citoplasma e extracelular
Extracelular e membrana
Extracelular e membrana
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X6R3K3_HUMAN

H7C3B0_HUMAN
O11H7_HUMAN
E9PK71_HUMAN
E9PQ15_HUMAN
PKP3_HUMAN
PPIB_HUMAN

E9PKE3_HUMAN
HOYA63_HUMAN
DJC13_HUMAN

PERE_HUMAN
I3NI03_HUMAN
I3L312_HUMAN

KPYR_HUMAN
HSP77_HUMAN
I3L239_HUMAN
KPYM_HUMAN
F5H4Q8_HUMAN
ALDH2_HUMAN

H2B2D_HUMAN
H2AV_HUMAN
H2B1H_HUMAN
C9J0D1_HUMAN
H2B1B_HUMAN
BCOR_HUMAN
ABMYV2_HUMAN

D6RCA8_HUMAN

Subunidade reguladora de fosfoinositido 3 quinase 5 339,1
Fragmento calmodulina lisina N metiltransferase 1080,18
Receptor olfatério 11H7 147,37
Fragmento de placofilina 3 PE 1 SV 1 657,82
Fragmento de placofilina 3 PE 1 SV 2 570,36
Placofilina 3 634,87
Peptil polil cis trans isomerase B 412,29

Funcéo bioldgica: Resposta ao stress

Proteina cognata de choque térmico de 71 kDa 971,86
Fragmento homologo DnaJ subfamilia C membro 13 405,66
Homologo Dnaj subfamilia C membro 13 434,36
Peroxidase de eosindfilos 370,38
Fragmento de proteina isomerase dissulfeto PE 1 SV 1 346,74
Fragmento de proteina isomerase dissulfeto PE 1 SV 2 1735,07
Piruvato quinase PKLR 453,42
Putativo heat shock 70 kDa proteina 7 416,73
Fragmento da proteina heat shock de 75 kDa mitocondrial 504,86
Piruvato quinase PKM 377,1
E3 proteina ubiquitina ligase Mdm2 519,55
Aldeido desidrogenase mitocondrial 402,2

Funcéo biolégica: Reparo, replicacdo e regulacdo de DNA

Histona putativa H2B tipo 2 D 424,43
Histona H2A V 8581,86
Histona H2B tipo 1 H 13616,7
Histona H2A 10329,16
Histona H2B tipo 1 B 5108,24
BCL 6 correpressor 52,94
LUC? 495,95

Funcéo biolégica: Ligacédo do ion célcio

Fragmento de anexina ANXA3 PE1 SV 1 469,8

10,43

60,24
6,69
46,7

32,39

16,44

18,06

9,73
22,92
5,8

6,57
20,48
41,35

14,98
14,71
10761
23,35
34,12
6,96

20,12
23,44
15,08
10,25
15,08
0,23
1,84

23,88

Citoplasma, membrana e
nucleo

Citoplasma

Membrana

Nucleo e citoplasma
Nucleo e citoplasma
Ndcleo e membrana
Reticulo endoplasmatico,
membrana e nlcleo

Citoplasma, nucleo e
membrana

Citoplasma, membrana e
extracelular

Citoplasma, extracelular,
membrana

Citoplasma

Citoplasma

Reticulo endoplasmaético,
extracelular, membrana
Citoplasma e extracelular
Extracelular

Mitocondria

Citoplasma e nucleo
Ndcleo

Extracelular e mitocondria

Nucleo
Nucleo
Nucleo
Nucleo
Nucleo
Nucleo
Nucleo

Citoplasma
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HOYNP5_HUMAN Fragmento de anexina ANXA2 PE 1 SV 1 10162,56 31,43 Citoplasma
AXA2L_HUMAN Anexina putativa A2 7801,4 26,25 Extracelular
D6RFG5_HUMAN Fragmento de anexina ANXA3 PE 1 SV 2 307,61 27,92 Citoplasma
Funcdo biolégica: Constituinte estrutural do citoesqueleto
I3L3D5_HUMAN Fragmento de profilina PE 1 SV 1 720,47 16,97 Citoplasma
E9PN54 HUMAN Fragmento da proteina 2 banda 4 789,93 24,58 Citoplasma
ACTS_HUMAN Alfa actina do musculo esquelético 24326,49 28,78 Citoplasma
C9JDL2_HUMAN Fragmento de tubulina alfa 4A PE 1 SV 7 636,22 29,17 Citoplasma
C9JDS9 HUMAN Fragmento de tubulina alfa 4A PE 1 SV 1 657,85 42,31 Citoplasma
E9PHY5_HUMAN Proteina 2, banda 4 PE 1 SV 1 800,98 9,63 Citoplasma, nucleo,
membrana
E7EQR4_HUMAN Ezrina 47,44 1,54 Citoplasma e membrana
ACTH_HUMAN Actina gama musculo liso 5542,74 28,19 Citoplasma
C9JEV8 _HUMAN Fragmento de tubulina alfa 4A PE 1 SV 1 200,84 13,73 Citoplasma
TBAL3_HUMAN Tubulina alfa 3 PE 1 SV 2 14,99 1,57 Citoplasma
HOYJP2_HUMAN Fragmento Kinectina 484,07 7,97 Citoplasma
C9JTG5_HUMAN Fragmento da queratina citoesqueletal 15 tipo 1 271,98 21,36 Citoplasma
F5GWP8_HUMAN Fragmento da queratina citoesqueletal 17 tipo 1 391,58 12,32 Citoplasma
K1C19_HUMAN Fragmento da queratina citoesqueletal 19 tipo 1 893,13 20 Citoplasma
K1C9 HUMAN Fragmento da queratina citoesqueletal 9 tipo 1 721,65 7,38 Citoplasma
C9JM50_HUMAN Fragmento da queratina citoesqueletal 19 tipo 1 1216,13 8,16 Citoplasma
KRT86_HUMAN Queratina tipo 2 Hb6 394,07 3,91 Citoplasma
F8VS61_HUMAN Fragmento da queratina citoesqueletal 1B tipo 238,87 2,82 Citoplasma
KRT85_HUMAN Queratina tipo Il Hb5 PE 1 SV 1 421,19 14,79 Citoplasma
K22E_HUMAN Queratina tipo Il citoesqueletal 2 PE 1 SV 2 2000,15 18,62 Citoplasma
K7EPJ9_HUMAN Fragmento de queratina tipo | citoesqueletal 17 1848,4 9,96 Citoplasma
K2C71_HUMAN Queratina tipo Il citoesqueletal 71 PE 1 SV 2 238,87 1,34 Citoplasma
K2C79_HUMAN Queratina tipo Il citoesqueletal 79 PE 1 SV 2 1184,75 15,89 Citoplasma
HOYIN9_HUMAN Fragmento de queratina tipo Il citoesqueletal 5 PE1SV1 817,19 11,22 Citoplasma
Funcao bioldgica: Regulacao de proliferacdo celular e de autofagia
F8VX58 HUMAN Fragmento decorin 761,97 21,85 Citoplasma e extracelular
C9J3L8_HUMAN Proteina translocon associada a subunidade alfa 783,18 20,75 Reticulo endoplasmético
TERA_HUMAN ATPase de transi¢do de reticulo endoplasmatico PE 1 SV 218,86 15,14 Citoplasma, nucleo e retculo
4 endoplasmatico
HOYJW3_HUMAN Fragmento alfa actinina1 PE1 SV 1 552,83 9,56 Citoplasma e extracelular

ACTN2_HUMAN Alfa actinina2 PE1 SV 1 33,11 1,23 Citoplasma



F6THM6_HUMAN
K7EJH8_HUMAN
ACTN1_HUMAN
RACK1_HUMAN

TKT_HUMAN

H7C144_HUMAN
D6RFX4_HUMAN

F5GZK2_HUMAN
HOY4P7_HUMAN
HOYDH6_HUMAN

RANDOM17159
RANDOMA428
RANDOM17439
RANDOMA40232
F8VP51_HUMAN
RANDOM1846
AOA087X0P6_HUMAN
AOAO87WW89_HUMAN
F8VP50_HUMAN

Alfa actinina 2 PE4 SV 1

Fragmento alfa actinina4 PE1 SV 1

Alfa actinina 1 PE 1 SV 2

Receptor de quinase de proteina 1 C ativada

Transcetolase
Fragmento alfa actinina4 PE1 SV 1

Fragmento do receptor de ativacao da proteina quinase
1C

33,11

194,34
863,19
315,25

403,98

643,43
278,34

1,6
5,49
17,49
29,97

13,64

24,27
26,29

Funcéo bioldgica: Constituinte estrutural da matriz extracelular

Colageno alfa 1 cadeia XXI PE 1 SV 2
Fragmento colageno alfa 1 cadeia XII
Fragmento de colageno alfa 1 cadeia XXI

774,6
169,42
688,23

Funcéo biologica: Desconhecidas

Sequéncia random 17159

Sequéncia random 428

Sequéncia random 17439

Sequéncia random 40232

Proteina descaracterizada C140rf80

Sequéncia random 1846

Proteina IGKV2D 29

Proteina IGHV3 72

Fragmento de proteina descaracterizada PE 4 SV 3

227,47
227,47
52,94
52,94
739,68
52,94
369,45
11565,13
402,2

14,75
13,64
31,65

0,14
0,27
0,23
0,29
20,17
0,73
12,75
40,59
13,9

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana, citoplasma,
nuacleo

Citoplasma, nucleo e
extracelular

Citoplasma e nudcleo
Citoplasma, membrana e
nucleo

Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular

Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Citoplasma
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Tabela 5 — Relag&o de proteinas comuns identificadas nos grupos com diagnéstico de polpa normal e pulpite irreversivel, separadas
pelo codigo de cada proteina no banco de dados Uniprot, média do score no software ProteinLynx Global Server (PLGS), média de

cobertura, funcao e localizacéo celular.

Cdédigo Uniprot Descricdo da proteina Média de Localizacéo

cobertura (%)

Funcéo biolégica: Metabolismo e vias de energia

TPIS_HUMAN Triosefosfato isomerase 2985,77 41,15 Citoplasma, nucleo,
extracelular

PGAM1 HUMAN Fosfoglicerato mutase 1 1553,32 23,52 Citoplasma, extracelular e
membrana

F5H793_HUMAN Fragmento L lactato desidrogenase B PE 1 SV 1 635,05 46,08 Citoplasma

PGK1_HUMAN Fosfoglicerato kinase 1 PE 1 SV 3 696,25 27,18 Citoplasma

F5HO0C8 HUMAN Gama enolase PE 1 SV 1 939,68 19,6 Citoplasma e membrana
celular

H3BQ34 _HUMAN Piruvato kinase PE 1 SV 1 2965,07 26,69 Citoplasma e nucleo

U3KQF3_HUMAN Fragmento triosefosfato isomerase 1691,95 47,95 Citoplasma e nucleo

Funcdo biolégica: Crescimento, proliferacdo e/ou manutencao celular

HOYAB8_HUMAN Fragmento fator de crescimento transformante beta 6446,96 36,86 Citoplasma e extracelular
induzida proteina ig h3
Funcéo biologica: Metabolismo de proteinas

AOAO0G2JRN3_HUMAN Alfa 1 antitripsina PE1 SV 1 3471,12 27,17 Extracelular e nicleo
G3V5R8_HUMAN Fragmento alfa 1 antitripsina 1840,75 21,19 Extracelular e nicleo
Funcéo biologica: Transporte

D6RBJ7_HUMAN Fragmento proteina de ligacdo da vitaminaD PE 1 SV 1 936,73 16,79 Espaco extracelular
C9JB55 HUMAN Fragmento serotransferrina PE 1 SV 7 22948,73 80,26 Espaco extracelular
VTDB_HUMAN Proteina de ligacéo da vitamina D 1138,78 22,80 Espaco extracelular
HEMO_HUMAN Hemopexina 1114,12 23,30 Espaco extracelular
HBD_HUMAN Subunidade hemoglobina delta PE 1 SV 2 25001,63 51,02 Citoplasma

Q9BS19 HUMAN HPX proteina 797,2 18,37 Extracelular

Funcéo biolégica: Processo de apoptose



HOYASS8 HUMAN
CLUS_HUMAN
HOYC35_HUMAN
FSWE65_HUMAN
LAC6_HUMAN
A1AG1 HUMAN
PARK7 HUMAN
J3QRN2_HUMAN

J3QSA3_HUMAN
MOR1V7_HUMAN

AOA075B6N3_HUMAN

F5H7V9_HUMAN
E9PC84 HUMAN
PEBP1_HUMAN
HOYGZ3_HUMAN
RABP1_HUMAN
H7C5W5_HUMAN

HSP72_HUMAN
E9PLF4_HUMAN
H7BYH4_HUMAN
HS71B_HUMAN
S10AA_HUMAN
HSPB1_HUMAN
SODC_HUMAN

MIME_HUMAN
MYPO_HUMAN

Fragmento clusterina PE 1 SV 1
Clusterina PE1 SV 1
Fragmento clusterina PE 1 SV 1

Peptidil prolil cis trans isomerase PE 1 SV 1

Funcéo biolégica: Respostaimune

Ig lambda 6 regido PE 4 SV 1
Acido glicoproteico alfa 1
Proteina deglicase DJ1 PE 1 SV 2

Fragmento Beta 2 glicoproteina 1

Fragmento Poliubiquitin B PE 1 SV 1

Fragmento Ubiquitina ribossomal 60S ribosomal da
proteina

Fragmento proteina TRBV24 1

Funcéo biolégica: Comunicacéo celular, sinal de transducéo e adeséo celular

Tenascina PE 1 SV 1

Tenascina PE 1 SV 1

Proteina de ligacéo a fosfatidiletanolamina 1

Fragmento tenascina PE 1 SV 1

Proteina 1 de ligacdo ao acido retindico celular PE 1 SV 2
Fragmento periferina

Funcéo biologica: Relacionado ao stress

Proteina 2 heat shock 70 kDa PE 1 SV 1
Fragmento heat shock 71 kDa PE 1 SV 1
Superoéxido dismutase Cu Zn PE 1 SV 1
Proteina 1B heat shock 70 kDa

Proteina S100 A10

Proteina beta 1 heat shock

Superoxido dismutase Cu Zn PE 1 SV 2

Funcéo bioldgica: Diferenciagcdo de células nervosas

Mimecan
Proteina mielina PO

976,21 21,02
1263,47 17,69
1141,06 19,76
982,63 37,5
15417,89 47,64
2520,91 24,32
2018,91 29,1
2178,89 9,39
3142,01 52,71
4413,64 39,68
591,68 14,78
4801,65 22,68
7724,1 31,9
615,64 34,75
3020,97 27,15
3953,16 37,59
5670,55 25,5
1006,91 10,95
1012,31 34,76
10677,31 63,53
11423 18,48
1872,7 23,45
477,75 20
8664,39 68,83
1765,55 34,16
897,77 13,57
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Extracelular, citoplasma e
nucleo

Extracelular, citoplasma e
nucleo

Extracelular, citoplasma e
nucleo

Citoplasma e nucleo

Extracelular
Extracelular
Citoplasma, nucleo,
membrana
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Membrana plasmatica

Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Citoplasma
Membrana

Citoplasma

Citoplasma e extracelular
Citoplasma

Citoplasma

Membrana e extracelular
Citoplasma e nucleo
Citoplasma

Extracelular
Membrana
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Funcao bioldgica: Reparo, Replicacéo e regulacdo de DNA

HOYFX9_HUMAN
SP30L_HUMAN

Fragmento histona H2A PE 1 SV 1 39946,66 36,23 Nucleo
Subunidade do complexo histona desacetilase SAP30L 574,95 Nucleo
Funcao bioldgica: Ligacdo ao ion célcio

Q5T987_HUMAN Fragmento Inibidor de inter tripsina alfa cadeia H2 PE 1 SV 324,04 9,84 Extracelular
2

K7EPV9_HUMAN Fragmento tropomiosina alfa 4 227,18 13,02 Citoplasma

D6RBL5 HUMAN Anexina ANXA5 PE 1SV 1 1219,11 31,54 Citoplasma

Q5T0I0_ HUMAN Fragmento gelsolina PE 1 SV 1 542,85 17,69 Citoplasma

Q57985 _HUMAN Fragmento inibidor de inter tripsina alfa cadeia H2PE 1 SV1 479,01 11,87 Citoplasma

TPM4_HUMAN Tropomiosina alfa 4 PE 1 SV 3 333,73 16,93 Citoplasma, extracelular e
membrana

AOAOAOMS51_HUMAN  GelsolinaPE1SV 1 2085,52 24,33 Citoplasma

Funcao biol6gica: Constituinte estrutural do citoesqueleto

Q5HY54 _HUMAN FilaminaAPE1SV 1 6025,7 21,55 Citoplasma

FLNB_HUMAN Filamina B PE 1 SV 2 7,71 4,57 Citoplasma

I3L310_HUMAN Fragmento actina citoplasmética 2 54545,93 35,28 Citoplasma

HOY5F3_HUMAN Fragmento filamina A PE 1 SV 1 4515,41 28,88 Citoplasma

K2C3_HUMAN Queratina tipo Il citoesqueletal 3 PE 1 SV 3 443,88 1,11 Citoplasma

K220_HUMAN Queratina tipo Il citoesqueletal 2 PE 1 SV 2 664,68 15,36 Citoplasma

TBB2A_HUMAN Tubulina beta 2A PE 1 SV 1 10591,31 40,9 Citoplasma

GFAP_HUMAN Proteina &cida fibrilar glial 3161,94 11,34 Citoplasma

H7C5L4_HUMAN Fragmento Filamina B PE 1SV 1 173,84 14,45 Citoplasma

TBB5_HUMAN Tubulina beta PE 1 SV 2 11505,74 37,97 Citoplasma

VIME_HUMAN Vimentina PE 1 SV 4 32724,61 57,92 Citoplasma

AOAO087WYG8_HUMAN Alfa internexina PE 1 SV 1 2787,94 12,37 Citoplasma, nucleo e
extracelular

Q5JVS8_HUMAN Fragmento vimentina PE 1 SV 1 22768,87 68,21 Citoplasma

F8VRzZ4 HUMAN Fragmento tubulina alfa 1A PE 3 SV 1 53384,97 66,96 Citoplasma

TBB4B_HUMAN Tubulina beta 4B PE 1SV 1 10877,86 17,00 Citoplasma, nucleo e
extracelular

FLNC_HUMAN Filamina C PE 1 SV 3 7,71 0,51 Citoplasma

K2C5 HUMAN Queratina tipo Il citoesqueletal 5 PE 1 SV 3 449,57 6,83 Citoplasma

K2C75_HUMAN Queratina tipo Il citoesqueletal 75 PE 1 SV 2 433,85 8,53 Citoplasma

Funcao bioldgica: Constituinte estrutural da matriz extracelular
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PGS1_HUMAN Biglicana PE 1 SV 2 643,18 14,47 Extracelular
CO1A1_HUMAN Colageno alfa 1 cadeia | PE 1 SV 5 512,16 9,05 Extracelular
Funcao biologica: Desconhecido

RANDOM19787 Sequéncia random 19787 81,16 0,14 Desconhecido
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Tabela 6 — Relacdo de proteinas comuns identificadas nos grupos com diagndéstico de polpa normal e necrosada, separadas pelo
codigo de cada proteina no banco de dados Uniprot, média do score no software ProteinLynx Global Server (PLGS), média de

cobertura, funcao e localizacéo celular.

Cdbdigo Uniprot Descricao da proteina Média de Localizacéo

cobertura (%)
Funcéo bioldgica: Metabolismo de proteinas

AOA087X243_HUMAN  Fragmento glutationa S transferase 2305,76 33,33 Citoplasma, nucleo e
mitocondria
Funcdo bioldgica: Transporte

HBAZ_HUMAN Hemoglobina zeta 5316,71 22,89 Citoplasma
Funcéo bioldgica: Resposta imune

AOA0G2JMB2_HUMAN Fragmento Ig alfa 2 regido C 5725,48 29,71 Extracelular

AOA0G2JPD4_HUMAN Fragmento Ilg gama 4 regido C 24971,5 46,60 Membrana e extracelular

LV302_HUMAN Ig lambda V 11l regido L 539,04 7,21 Membrana e extracelular

IGHA2_HUMAN Ig alfa 2 regido C 4518,21 32,35 Membrana e extracelular

KV304_HUMAN Igkapa V lll regido T 2977,04 16,51 Membrana e extracelular

IGHG3_HUMAN Ig gama 3 regido C 5355,37 35,54 Membrana e extracelular

Func¢do biolégica: Comunicacao celular, sinal de transducéo e adeséo celular
Q86W61_HUMAN Proteina VCAN 833,16 38,89 Membrana
1433E_HUMAN Proteina epsilon 14 3 3 556,64 3,14 Citoplasma e membrana
Funcéo biolégica: Relacionado ao stress

HSP7C_HUMAN Proteina heat shock 71 kDa PE 1 SV 1 274,34 18,11 Citoplasma, nacleo e
membrana

PDIA6_ HUMAN Proteina disulfeto isomerase A6 PE 1 SV 1 2421,82 10,91 Reticulo endoplasmaético e
membrana

E9PNE6_HUMAN Proteina heat shock cognate 71 kDa PE 1 SV 1 844,08 8,8 Citoplasma, nucleo e
membrana

E9PN25 HUMAN Fragmento heat shock 71 kDa PE 1 SV 1 842,49 26,13 Citoplasma, nucleo e
membrana

Funcéo biologica: Reparo, Replicagao e regulacdo de DNA



H2B1D_HUMAN
CENPF_HUMAN
H2B1K_HUMAN
H2B1IN_HUMAN

E9PF17_HUMAN
Q5T3NO_HUMAN
D6RGZ6_HUMAN
HOY143_HUMAN
F6U495 HUMAN

TBALA_HUMAN
V9GZ54_HUMAN
DESM_HUMAN
MOES_HUMAN
RLA1_HUMAN
CRCC2_HUMAN

HOY9D7_HUMAN

E7ENL6_HUMAN
CO6A3_HUMAN
CO6A2_HUMAN

RANDOM15108
AO0A0B4J269 HUMAN
POTEF_HUMAN
POTEE_HUMAN

Histona H2B tipo 1 D PE 1 SV 2 1860,36 15,08
Proteina centromérica F 52,94 0,12
Histona H2B tipo 1 K 15768,71 14,29
Histona H2B tipo 1 N 1783,77 26,98
Funcao bioldgica: Ligado ao ion calcio
Versican 859,26 14,19
Fragmento anexina A1 PE 1 SV 1 274,66 48,7
Fragmento versican PE 1 SV 1 855,19 14,12
Fragmento polipeptidio de miosina 6 1779,97 28,92
Fibriinal PE1 SV 1 641,57 27,48
Funcéo bioldgica: Constituinte estrutural do citoesqueleto
Tubulina alfa 1A 10204,83 34,86
Fragmento moesin 1551,17 35,92
Desmina 856,21 20,64
Moesin PE 1 SV 3 1614,22 7,97
Proteina ribossomal acida 60S PE 1 SV 1 872,87 44,73
Putativo ciliar radicular da proteina em dupla espiral 2 52,94 0,23
Funcéo bioldgica: Constituinte estrutural da matriz extracelular

Fragmento de fator de crescimento de transformacéo 458,81 31,44
induzida por proteina beta Ig h3

Colageno alfa 3 cadeia VI 617,32 17,82
Colageno alfa 3 cadeia VI 625,54 16,35
Colageno alfa 2 cadeia VI PE 1 SV 4 446,26 7,75

Funcéo bioldgica: Desconhecido

Sequéncia random 15108 52,94 0,08
Proteina descaracterizada PE 1 SV 1 639,91 9,53
Membro da familia POTE dominio F 21709,45 10,55
Membro da familia POTE dominio E 13452,67 12,7

Nucleo
Citoplasma e nucleo
Nucleo
Nuicleo

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma e membrana
Extracelular

Citoplasma
Citoplasma e membrana
Citoplasma
Citoplasma
Ribossomo
Citoplasma

Extracelular

Extracelular
Extracelular
Extracelular

Desconhecido
Desconhecido
Citoplasma e extracelular
Extracelular
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Tabela 7 — Relacao de proteinas comuns identificadas nos grupos com diagnaostico de pulpite irreversivel e necrose pulpar, separadas
pelo codigo de cada proteina no banco de dados Uniprot, média do score no software ProteinLynx Global Server (PLGS), média de

cobertura, funcao e localizacéo celular.

Cédigo Uniprot Descricao da proteina Média de Localizacéo

cobertura (%)

Funcéo biolégica: Metabolismo e vias de energia

G3XALO_HUMAN Malato desidrogenase MDH2 PE1 SV 1 386,12 10,39 Membrana, mitocondria e
nudcleo

AOAOB4J1R6_HUMAN  Transcetolase 138,91 18,71 Citoplasma, extracelular e
nucleo

Funcao bioldgica: Transporte

K7ERX7_HUMAN Fragmento mitocondrial da subunidade alfa da ATP 1552,56 27,07 Mitocondria
sintase
Funcéo bioldgica: Processo de apoptose

LDHA_HUMAN L lactato desidrogenase A PE 1 SV 2 332,36 15,51 Citoplasma
ACTN4_HUMAN Alfa actinina4 PE 1 SV 2 497,08 13,28 Citoplasma
Funcao bioldgica: Respostaimune
DEF3_HUMAN Defensina neutrofilica 3 24919,23 19,15 Extracelular
AOAO087WUAO_HUMAN  Fibrinogénio alfa PE 1 SV 1 4663,81 9,57 Extracelular
AOAOAOMS07_HUMAN Iggama 1lregido CPE1SV 1 10547,05 50,51 Membrana e extracelular
C9JPQ9_HUMAN Fragmento fibrinogénio gama PE 1 SV 1 8112,46 41,77 Extracelular
C9JEU5_HUMAN Fibrinogénio gama PE 1 SV 1 8409,27 21,93 Extracelular
D6REL8_HUMAN Fibrinogénio beta PE 1 SV 1 3360,12 24,52 Extracelular
DEF1_HUMAN Defensina neutrofilica 1 PE 1 SV 1 24919,23 19,15 Extracelular
FIBB_HUMAN Fibrinogénio beta PE 1 SV 2 3852,92 30,85 Extracelular
AOA075B6K9_HUMAN  Fragmento Ig lambda 2 regido CPE4 SV 1 16534,03 51,25 Membrana e extracelular
FIBA_HUMAN Fibrinogénio alfa PE 1 SV 2 4488,92 9,93 Extracelular

Funcéo bioldgica: Comunicacédo celular, sinal de transducéo e adeséo celular

F8W835_HUMAN Fragmento periferina PE 1 SV 2 232,38 20,29 Membrana
Funcéo biologica: Relacionado ao stress



HS71L_HUMAN
Q53FA3_HUMAN

K7EN27_HUMAN

H2B2F_HUMAN

HOYC77_HUMAN
HOYJ11 _HUMAN
GRP78_HUMAN

E5SRJF5_HUMAN
B726Z4 HUMAN

K2C6B_HUMAN
F8VUG2_HUMAN
K2C78_HUMAN
V9GZ17_HUMAN
1433Z_HUMAN
NFL_HUMAN
NFH_HUMAN
TBA3E_HUMAN
BOYJC4_HUMAN

PRDX4_HUMAN
H7C3T4_HUMAN

Heat shock 70 kDa like proteina 1 PE 1 SV 2
Fragmento Heat shock 70 kDa like protein 1 PE1 SV 1

Fragmento proteina deglicase DJ 1 PE1 SV 1

Funcéo bioloégica: Reparo, Replicacao e regulagao de DNA

Histona H2B tipo 2 F PE 1 SV 3

Funcéo bioldgica: Ligacéo ao ion calcio

Fragmento anexina ANXA6 PE 1 SV 1

Fragmento alfa actinina 1l PE1 SV 1

Proteina regulada pela glicose de 78 kDa PE 1 SV 2
Fragmento anexina ANXA6 PE 1 SV 7

Polipeptideo leve de miosina 6

Funcéo biologica: Constituinte estrutural do citoesqueleto

Queratina citoesqueletal tipo Il PE 1 SV 5

Queratina citoesqueletal 8 tipo Il PE 1 SV 1

Queratina citoesqueletal 78 tipo Il PE 2 SV 2

Fragmento tubulina alfa 8 PE 1 SV 1

Proteina zeta delta 14 33 PE1 SV 1

Polipeptideo de neurofilamento de cadeia leve PE 1 SV 3
Polipeptideo de neurofilamento pesado PE 1 SV 4
Tubulina alfa 3E PE 1 SV 2

Vimentina PE 1 SV 1

Funcdo bioldgica: Organizacdo da matriz extracelular

Peroxiredoxina 4 PE 1 SV 1
Fragmento Peroxiredoxina 4 PE 1 SV 1

765,45
293,21

1569,86

1940,16

443,98
740,86
2070,24
1481,88
1403,61

8,48
479,82
409,17
365,77
821,26
717,29
690,74
2282,73
14746,71

1835,81
7126,19

9,2
6,4

20,94

15,08

27,47
23,19
25,06
35,53
23,53

14,18
6,41
12,5

16,36

26,53

16,57
5,56

28,67

33,00

37,64
27,64

Citoplasma, nucleo e
membrana
Citoplasma, nudcleo e
membrana

Membrana, citoplasma,
nucleo e mitocondria

Nucleo

Citoplasma
Citoplasma e membrana
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma e membrana

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
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Tabela 8 — Relacao de proteinas comuns identificadas nos grupos dos 3 diferentes diagnosticos - polpa normal, pulpite irreversivel

e necrose pulpar, separadas pelo cédigo de cada proteina no banco de dados Uniprot, média do score no software ProteinLynx

Global Server (PLGS), média de cobertura, funcéo e localizacao celular.

Cédigo Uniprot

H3BU13_HUMAN
ENO1_YEAST
K7EM90_HUMAN
ENOB_HUMAN
F5H1C3_HUMAN

H3BR70_HUMAN
B4DNK4_HUMAN
ENOA_HUMAN

H3BTN5_HUMAN

Funcéo biologica: Regulagédo de nucleobases, nucleosideo e nucleotideos. Metabolismo do &cido

AG6NIW5_HUMAN
Q8IWY7_HUMAN

AOA087WWT3_HUMAN
H7C5E8_HUMAN
HBB_HUMAN
ALBU_HUMAN
TRFE_HUMAN
C9JVGO_HUMAN
G3VIN2_HUMAN
E9PEW8_HUMAN
F8W6P5_HUMAN
C9JKR2_HUMAN
HOYH81_HUMAN
HOYA55_HUMAN

Descricao da proteina

Funcéo biolégica: Metabolismo e vias de energia

Fragmento piruvato kinase PKM
Enolase 1 OSPE 1SV 3
Fragmento alfa enolase

Beta enolase PE 1 SV 5
Fragmento gama enolase

Piruvato kinase PE 1 SV 1

Piruvato kinase PKM PE 1 SV 1

Alfa enolase PE 1 SV 2

Fragmento piruvato kinase PKM PE 1 SV 1

Peroxirredoxina isoforma 2 PE 1 SV 2
Tau tubulina quinase PE 1 SV 1

Funcao bioldgica: Transporte

Albumina sérica PE 1 SV 1

Fragmento serotransferrina PE 1 SV 1
Hemoglobina beta PE 1 SV 2

Albumina sérica PE 1 SV 2
Serotransferrina PE 1 SV 3

Fragmento serotransferrina TF PE 1 SV 1
HCG1745306 isoforma CRAa PE 1 SV 1
Fragmento hemoglobina delta PE 1 SV 1
Fragmento hemoglobina beta PE 1 SV 1
Albumina isoforma CRAkK PE 1 SV 1
Fragmento da subunidade beta da ATP sintase
Fragmento da albumina sérica PE 1 SV 1

Média de

cobertura (%)

2096,83 18,29
2142,98 30,18
2090,27 29,06
32,11 10,75
1848,38 25,73
707,25 19,95
2706,82 16,90
2392,34 32,15
150,42 24,84
1169,24 38,97
62,3 4,74

32316,21 71,52
1207,48 34,49
90733,28 89,95
43939,69 74,38
2575,13 55,12
918,93 69,48
19489,65 64,24
8558,12 53,04
71640,49 75,93
5181,6 70,74
628,32 14,91
5459,57 75,77

Localizacao

Citoplasma e nucleo
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma e membrana
celular

Citoplasma e nucleo
Citoplasma e nucleo
Citoplasma
Citoplasma e nucleo
nucleico

Citoplasma e extracelular
Citoplasma

Extracelular
Extracelular
Citoplasma

Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Citoplasma

Citoplasma

Extracelular
Mitocondria
Extracelular



K7EQH4_HUMAN Fragmento mitocondrial da subunidade alfa da ATP 1233,98 33,33 Mitocondria
sintase
H7C013_HUMAN Fragmento abumina sérica PE 1 SV 1 24377,49 61,68 Extracelular
ATPA_HUMAN ATP sintase subunidade alfa mitocondrial PE 1 SV 1 2998,02 14,46 Mitocondria
Funcéo biologica: Processo de apoptose
A6NIW5_HUMAN Peroxirredoxina 2 isoforma CRAa PE 1 SV 2 1169,24 38,97 Citoplasma e extracelular
LEG1 HUMAN Galectinal PE1 SV 2 2398,34 39,42 Citoplasma, extracelular e
nacleo
Funcéo biolégica: Respostaimune
AOA075B6K8 HUMAN  Fragmento Ig lambda 1 regido C PE 4 SV 1 12948,84 38,30 Membrana e extracelular
KV302_HUMAN Ig kappa regido VIl PE1 SV 1 1281,45 16,51 Membrana e extracelular
IGHG2_HUMAN Ilg gamma 2 regido C PE 1 SV 2 20989,22 54,95 Membrana e extracelular
S4R460_HUMAN Proteina IGHV3OR16 9 8365,47 29,79 Membrana
LAC1_HUMAN Ig lambda 1 regido CPE1 SV 1 8095,02 31,13 Membrana e extracelular
IGHG1 _HUMAN Ilg gamma 1 regido CPE 1SV 1 31845,76 67,37 Membrana e extracelular
AOAO075B6N8_HUMAN  Fragmento Ig gama 3 regido CPE 1SV 1 17531,45 35,54 Membrana e extracelular
KV305_HUMAN Ig kappa VIII regido W PE 1 SV 1 1671,67 16,51 Membrana e extracelular
AOAOAOMRQ5_HUMAN Peroxirredoxinal PE1 SV 1 6209,41 55,37 Citoplasma
AOA0G2JN06_HUMAN  Fragmento Ig gamma 2 regido C PE 1 SV 2 20989,22 62,42 Membrana e extracelular
AOA075B6LO0_HUMAN  Fragmento Ig lambda 3 regido C PE 1 SV 2 5120,27 46,23 Membrana e extracelular
IGHA1_HUMAN Ig alfa 1 regido C PE 1 SV 2 5947,33 41,29 embrana e extracelular
IGHG4_HUMAN lggama 4 regido CPE1SV 1 8078,53 45,31 Membrana e extracelular
IGKC_HUMAN Ig kapa regido C PE1 SV 1 34642 80,19 Membrana e extracelular
LAC3_HUMAN Ig lambda 3 regido CPE1 SV 1 19949,05 39,15 Membrana e extracelular
AOAOAOMSIO_HUMAN  Fragmento peroxirredoxina 1 PE 1 SV 1 515,91 43,44 Citoplasma
KV307_HUMAN Ig kapa VIl regido G 2714,54 40,37 Membrana e extracelular
IGLL5_HUMAN Ig lambda like polipeptidio 5 PE 2 SV 2 5556,66 32,09 Membrana e extracelular
Funcao bioldgica: Comunicacdao celular, sinal de transducéo e adesao celular
BGH3 _HUMAN Fator transformador de crescimento beta proteina induzida 682,04 27,41 Extracelular
h3 ig
BOYJC5 HUMAN Vimentin OS Homo sapiens GN VIM PE 1 SV 1 11957,57 68,42 Citoplasma
FSWBR5 HUMAN Calmodulin OS Homo sapiens GN CALM2 PE1 SV 1 2139,27 36,92 Citoplasma
HOY8L3_HUMAN Fragmento fator transformador de crescimento beta 639,46 31,63 Extracelular

proteina induzida h3 ig
Funcéo biolégica: Resposta ao stress



HSP76_HUMAN
E9PI65_HUMAN
PRDX2_HUMAN
APOAl1 _HUMAN
HS71A_HUMAN

H4_HUMAN
H2A1J_HUMAN
AOA087WVQ9_HUMAN
H2B1C_HUMAN
K7EMV3_HUMAN
Q5TEC6_HUMAN
H2A1H_HUMAN

D6RCN3_HUMAN
Q5T3N1_HUMAN
HOYNDO_HUMAN
HOYLEZ2_HUMAN
ANXA6_HUMAN
E5RK69_HUMAN
ANXA2_HUMAN
AOAO087WV40_HUMAN
FBN1_HUMAN
HOYMD9_HUMAN
E7EMC6_HUMAN
ANXA1 _HUMAN
HOYMM1_HUMAN
AOA087WYV8_HUMAN
EOPHT9_HUMAN
ANXA5_HUMAN
F8VPF3_HUMAN
HOYKV8_HUMAN

F8WO0C6_HUMAN
F8VVB9_HUMAN
ACTB_HUMAN

Proteina 6 Heat shock 70 kDa PE 1 SV 2 803,18
Fragmento Heat shock 71 kDa PE 1 SV 1 958,23
Peroxirredoxina 2 PE 1 SV 5 1435,9
Apolipoproteina A | 389,16
Proteina 1A heat shock 70 kDa PE 1 SV 1 876,53

Funcéo biologica: Reparo, replicacéo e regulacdo de DNA

Histona H4 38858,35
Histona H2A tipo 1 J 2853,69
Fator de elongacédo 1 alfa 1 3199,43
Histona H2B tipo 1 C 2567,82
Histona H3 OS H3F3B PE 1SV 1 15678,23
Histona H3 HIST2H3PS2 PE 1 SV 1 11532,67
Histona H2A tipo 1 H 4208,27

Funcao bioldgica: Ligado ao ion célcio

Anexina A5 PE1SV 1 12902,91
Fragmento anexina PE 1 SV 1 11933,72
Fragmento fibrilina 1 PE 1 SV 1 288,13
Fragmento anexina A2 PE1 SV 1 9865,76
Anexina A6 2341,68
AnexinaPE 1SV 1 563,47
Anexina A2 PE 1 SV 2 12969,35
Fibriina2 PE1 SV 1 495,57
Fibrilina1 PE1 SV 3 882,03
Fragmento anexina A2 PE 1 SV 1 1461,49
Anexina A6 PE1 SV 1 833,08
Anexina A1 PE 1 SV 2 4630,34
Fragmento anexina PE 1 SV 1 12873,62
Fibriina2 PE1 SV 1 511,75
Anexina A5 PE1SV 1 16313,68
Anexina A5 PE 1 SV 2 16563,36
Fragmento miosina cadeia leve polipeptidio 6 PE 1 SV 1 1403,61
Fragmento anexina A2 PE 1 SV 1 1639,66

Funcéo biologica: Constituinte estrutural do citoesqueleto

Fragmento Queratina citoesqueletal 5 tipo |l 1063,65
Fragmento tubulina alfa 1B PE 1 SV 7 9625
Actina citoplasmatica 1 PE 1 SV 1 38573,19

12,05
28,92
39,22
56,84
17,68

33,33
31,64
13,94
20,10
21,37
32,35
34,22

37,62
39,21
23,56
38,03
23,25
22,39
39,26
20,96
20,35
78,46
28,94
33,52
64,76
10,17
34,63
28,96
28,65
76,95

18,44
40,57
37,95

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Extracelular
Citoplasma

Nucleo
Nucleo
Citoplasma e nucleo
Nucleo
Nucleo
Nucleo
Nucleo

Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Citoplasma

Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Extracelular

Extracelular

Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Extracelular

Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular
Citoplasma e extracelular

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma



K2C8_HUMAN
TBB4A_HUMAN
Q60FE5_HUMAN
Q5JP53_HUMAN
HOY5C6_HUMAN
G3P_HUMAN

TBB2B_HUMAN
H7C2E7_HUMAN
I3L1U9_HUMAN

G3V2A3_HUMAN
E7EUT5_HUMAN

PROF1_HUMAN
TBA1C_HUMAN
E7ESK7_HUMAN
E7EMV2_HUMAN
E9PLJ3_HUMAN
F8VRKO_HUMAN
ACTC_HUMAN
BOAZS6_HUMAN
TBA1B_HUMAN
G5E9RO_HUMAN
F8VQQ4_HUMAN
ACTG_HUMAN
Q5ST81_HUMAN

LUM_HUMAN

AOAO087X0S5_HUMAN
AOAO87WTA8_HUMAN

Queratina citoesqueletal 8 tipo Il
Tubulina beta 4A PE 1 SV 2

Filamina A

Tubulina beta PE 1 SV 1

Fragmento filamina A

Fosfato desidrogenase gliceraldeido 3

Tubulina beta 2B PE 1 SV 1
Fragmento Filamina APE 1 SV 1
Fragmento actina citoplasmética PE 1 SV 1

Fragmento tubulina beta 3PE 1 SV 1
Fosfato desidrogenase gliceraldeido 3 PE 1 SV 1

Profilina 1

Tubulina alfa1lC PE1SV 1

Fragmento 14 3 3 proteina zeta delta PE 1 SV 1
Polipeptideo médio de neurofilamento PE 1 SV 1
Fragmento cofilina 1 PE 1 SV 1

Fragmento tubulina alfa 1B PE 1 SV 1

Actina alfa do musculo cardiaco 1

14 3 3 proteina zeta delta PE 1 SV 1

Tubulina alfa 1B PE 1 SV 1

Actina citoplasmatica 1

Fragmento tubulina alfa 1A PE 1 SV 1

Actina citoplasmatica 2 PE 1 SV 1

Tubulina beta PE 1 SV 1

Funcao bioldgica: Constituinte da matriz extracelular

Lumican PE 1 SV 2
Colageno alfa 1 cadeia VI
Colageno alfa 2 cadeia | PE1 SV 1

368,19
558,09
2561,75
5328,85
318,85
3435,21

316,13
2060,3
40088,59

4277,13
3384,48

384,3
6474,7
2234,78
703,06
498,82
5214,4
7827,25
2605,47
10309,24
23528,18
9474,7
38573,19
5297,42

1115,53
534,01
722,11

7,45
26,35
29,35
32,45
22,77
35,82

28,42
40,24
32,4
13,68
32,47

34,40
38,88
23,36
5,73
52,84
52,85
32,76
41,27
33,04
48,62
31,33
30,62
22,58

32,18
20,12
6,01

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma, membrana e

nucleo

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma, membrana e

nudcleo

Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma
Citoplasma

Extracelular
Extracelular
Extracelular
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate the knowledge of diabetic patients towards the connection between diabetes mellitus (DM)
and oral diseases. Oral status was also assessed in order to evaluate the correlation among patients” perception and
their oral health.

Material and Methods: A sample of 132 diabetic subjects answered a questionnaire containing 12 questions
addressing their knowledge, attitudes and practices related to oral health. Oral examination accessed the presence of
cavity carious lesions, residual roots, dental biofilm, calculus, gingivitis, tooth mobility and gingival recession.

Results: Fifty-four percent of the sample had never been instructed by their health professionals that DM could
cause oral diseases. However, 66% presumed being more vulnerable to develop oral illnesses and 57.5% answered
that they assumed having no oral disturbances at that moment. In contrast, intraoral clinical examination showed that
99% presented at least one oral injury such as caries lesions, plaque/calculus, gingival inflammation, tooth mobility,
residual root and xerostomia.

Conclusions: Health care professionals usually neglect oral status in diabetic patients. Above all, there is a huge
gap between patients” perceptions towards oral health and their real oral status. This study highlights the need of
developing new models of prevention that properly address the important dinical relation between oral diseases and DM.

KEYWORDS: Diabetes mellitus, oral health, oral diseases, diabetes-related complications. R Periodontia 2016; 26:
07-13.

INTRODUCTION

The World Health Organization (WHO) and the
International Diabetes Federation (IDF) consider Diabetes
Mellitus (DM) as a global epidemic disease. Worldwide,
it is estimated that 382 million people have diabetes and
the current trend indicates that this number will reach 600
million by 2035(IDF, 2012). Moreover, a considerable number
of patients with type 2 diabetes remains undiagnosed for a
long period, being unaware of the long-term co-morbidities
related with the disease. Due to its chronic nature, several

An offidal publication of the Brazilian Society of Periodontology 1SSN-0103-9393

complications need specialized care Hence, DM represents a
relevant public health concern in many countries (IDE 2012).

DM is a heterogeneous group of metabolic disorders
with muiltiple etiologies. Not only total or relative insulin
deficiency are observed but also insulin resistance on
target tissues. Dysregulated immune system, followed by
abnormalities in the metabolism of glucose, carbohydrates,
lipids and proteins,usually associated with chronic
hyperglycemia, play a key role on the pathogenesis of
diabetes. In DM progression, the risk of systemic and oral
complications increases and is even higher in subjects
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