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RESUMO



A Hipomineralizagdo Molar Incisivo (HMI) € uma alteragdo da estrutura do esmalte
de origem sistémica, que envolve os primeiros molares permanentes (PMPs) e/ou
incisivos permanentes (IPs). A susceptibilidade ao desenvolvimento de céarie nos dentes
afetados por HMI, devido ao acumulo de biofilme nas areas fraturadas deve ser mais
bem compreendida, visto que a carie pode acelerar a progressao desta para estagios
mais avangados. Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar o biofilme supragengival
de dentes afetados ou nao por HMI. Uma analise laboratorial de amostras coletadas de
biofiime de PMPs de 60 criangas entre 7-8 anos de idade, de escolas publicas da
Regido Administrativa do Paranoa-DF foi conduzida. As amostras foram divididas em
trés grupos — biofilme de dentes sem HMI, com HMI sem fratura pés-eruptiva e com HMI
com fratura pds-eruptiva e subdivididas em dois grupos quanto ao tipo de biofilme — fino
(B1) e espesso (B2). As amostras foram submetidas a extragdo, quantificacédo e
digestdo de proteinas, que por sua vez foram identificadas por meio da espectrometria
de massas. Analises descritivas foram realizadas para caracterizar as amostras e para
analise protebmica e identificagcdo das proteinas foi utilizado o software ProteinLynx
Global Server.196 molares foram avaliados, dos quais 60 incluidos no estudo. Ao final
foram avaliados biofilme de 25 (69,5%) dentes com HMI e 11 (30,6%) dentes sem HMI.
Com relagao ao tipo de biofilme, 15 (41,7%) eram do tipo B1 e 21 (58,3%) do tipo B2.
Quanto a presengca de carie, 41,68% dos dentes apresentaram carie. Foram
identificadas proteinas do tipo estruturais, de transporte e metabdlicas em B1 e B2 e de
processos celulares (respostas imunes) apenas em B2. Concluiu-se que a presenca
dessas proteinas no biofiime espesso pode estar relacionada ao mecanismo de
respostas do organismo, frente a mudancas do pH e do equilibrio bioquimico nao
identificadas no biofilme fino, uma vez que essas proteinas tém funcéo de reparo e acao
antibacteriana.

Palavras-chave: Biofilme; Proteoma; Hipomineralizagao molar-incisivo.
ABSTRACT

Molar incisor Hipomineralization (MIH) is an enamel structural alteration of systemic
origin, which affects the first permanent molars (FPMs) and/or permanent
incisors (PlIs). The susceptibility to caries development in affected teeth is
increased due to the accumulation of biofilm in the fractured areas. This topic



should be better understood, since the presence of carious lesions can
accelerate the progression of MIH to more advanced stages. The aim of this
study was to characterize the supragingival biofilm of MIH affected and non-
affected teeth. A laboratorial analysis of biofilm samples of FPMs collected from
60 schoolchildren aged 7-8 years from Paranoa-DF was conducted. The
samples were divided into three groups - biofilm of teeth nonaffected by MIH,
MIH-affected teeth without post-eruptive breakdown and MIH-affected teeth with
post-eruptive breakdown. Regarding the type of biofilm, they were divided into
two groups: - thin (B1) and thick (B2). The samples were submitted to the
extraction, quantification and digestion of the protein, which were identified by
means of mass spectrometry. Descriptive analysis was Gcarried out to
characterize the sample. For proteomic analysis and protein identification, the
ProteinLynx Global Server Software was used. 196 molars were evaluated, 60 of
which were included in this study. Biofilms of 25 (69.5%) teeth with MIH and 11
teeth without MIH (30.6%) were evaluated. Regarding the type of biofilm, 15
(41.7%) were classified as type B1 and 21 (58.3%) as type B2. Concerning the
presence of caries, 55.6% of the included teeth were caries-free. Structural,
transport and metabolic proteins were identified in B1 and B2 cases. Cellular
process (immune response) was identified only in B2 cases. It was possible to
conclude that the presence of these protein in thick biofilm, could be related to
the mechanism of responses of the organism to pH changes and biochemical
imbalance that were not identified in the thin biofilms. since these proteins have
function of repair and antibacterial action.

Keywords: Biofilm; Proteomic; Molar Incisor Hypomineralization.
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1. INTRODUGAO

A Hipomineralizagao Molar-Incisivo (HMI) € uma alteracéo da estrutura do
esmalte que afeta os primeiros molares permanentes (PMPs) e/ou incisivos
permanentes (IPs) [1]. Todos os aspectos que envolvem esse disturbio, como
etiologia, consequéncias clinicas e tratamento, sdo desafiadores. Até a presente data,
a literatura disponivel nao é suficiente para esclarecer totalmente os fatores etiolégicos
associados a HMI. Devido a falta de padronizagao das metodologias e a auséncia de
estudos prospectivos, os dados s&o ainda inconclusivos [2]. Apesar disso, sugere-se
que problemas durante os periodos pré-natal, natal e, principalmente, doengas da
primeira infancia, as quais em determinadas condigcbes ambientais/sistémicas,
interferem na fase de maturacado do esmalte, tendo em vista que a amelogénese é
influenciada por desordens sistémicas, podem estar associadas ao desenvolvimento

da HMI [3].

Interferéncias na fase de maturacao do esmalte resultardao em um defeito
qualitativo do esmalte, caracterizado por opacidades demarcadas, de aspecto poroso
hipomineralizado. As consequéncias clinicas sao as possiveis fraturas pds-eruptivas,

sensibilidade dentinaria, desenvolvimento de lesdo de carie, restauragdes atipicas,



extragdes dos PMPs, que ocorre devido a grande perda das estruturas dentarias que
inviabiliza o tratamento endoddntico e reconstrugao coronaria, e por fim,

comprometimento estético nos IPs [4].

E de grande relevancia o olhar cauteloso para a ocorréncia desta patologia. Ao
considerar os aspectos clinicos citados acima, e outros fatores como: aspectos
socioecondmico, condigdes gerais de saude, habitos de higiene, consumo de agucar
e época de erupgao dos PMPs na cavidade bucal, periodo em que a crianga nao
possui controle motor suficiente para realizar uma boa remocéao do biofilme, o controle

de lesGes de carie torna-se fundamental para impedir o agravamento da HMI.

A susceptibilidade ao desenvolvimento de lesdes de carie em PMPs afetados
por HMI é maior que em PMPs nao afetados. Estudos mostram que a HMI é um fator
de risco para a instalagdo do processo cariogénico em criangas de baixo risco para
carie dentaria [,5,6,7,8]. Considerando, ainda, que a cor das opacidades, branca ou
amarela esta associada a niveis diferentes de porosidade, sendo maior o grau de

desmineralizacdo e menor as propriedades mecanicas nas opacidades amarelas, a
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incidéncia de carie nestas € ainda maior [5,7]. No entanto, € importante ressaltar que
o diagndstico da prevaléncia de lesdo de carie associada a HMI exige uma avaliagao
criteriosa, visto que pacientes com alta atividade carie podem apresentam outros

fatores de risco de carie associados [8].

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) reconhece que a carie dentaria € uma
das doencgas nao transmissiveis mais prevalentes no mundo [9]. Ela esta associada a
alta ingestao de alimentos e bebidas ricas em acgucares livres [9,10]. Estudos

confirmam que a carie € uma doenga modulada pela dieta [10] e esta nova concepgéo,



de que a carie ndo é mais considerada uma doenca transmissivel e provocada por um
microrganismo especifico, implica em um novo entendimento no processo do
desenvolvimento da lesdo, que requer novas abordagens quanto ao diagndstico, a

prevencgao e o tratamento [11].

A carie é uma doencga complexa que depende da relagao entre o biofiime e a
estrutura mineralizada da superficie do esmalte [11]. E imprescindivel compreender
que o processo dindmico de Desmineralizagdo e Remineralizagdo (DES/RE) do
esmalte € um mecanismo bioquimico fisiolégico de perda e reposigdo de mineral que
ocorre pela alternancia de um pH neutro para um pH mais baixo, devido a fermentacao
de carboidratos pelas bactérias presentes no biofilme dental [11,12]. O desequilibrio
neste processo acarreta uma perda mineral maior sem uma reposi¢cao, ocasionando

areas de desmineralizagdo visiveis ao exame clinico [12].

Novas abordagens de pesquisas laboratoriais trazem uma outra percepgéo
para as condi¢gdes de normalidade e anormalidade do organismo humano. O estudo
da prote6mica abre uma perspectiva na analise do conjunto de proteinas que modulam

as respostas celulares e caracterizam uma situagao clinica patolégica ou nao [13].

A cavidade bucal € um meio rico em proteinas salivares que desempenham
papéis importantes e especificos, como os de protegdo aos desgastes erosivos,
respostas imunolégicas, agdo antimicrobiana, formagao da Pelicula Adquirida (PA),
agregacao microbiana na PA e proteinas transportadoras de ions [14]. E fundamental,
para ampliar o conhecimento sobre os mecanismos moleculares bucais, a
identificacdo das proteinas que estido inseridas na matriz extracelular do biofilme

dentario.
29



A odontologia avanga como ciéncia, langando mé&o de ferramentas de alta
tecnologia, buscando a aplicabilidade na pratica clinica, como um diagndstico precoce
sub-clinico, prevengao de doengas e o mais importante, a melhoria na qualidade de
vida do individuo. Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar o biofilme

supragengival de dentes afetados ou ndo afetados por HMI.

1.1. JUSTIFICATIVA

A HMI é considerada um problema de dificil manejo clinico que foi descrito na
literatura pela primeira vez apenas em 2001 [16]. Ja se sabe que areas afetadas séo
mais propensas ao desenvolvimento de lesdes de carie, no entanto, nenhum estudo
avaliou caracteristicas do biofilme presente nestas areas.

O estudo da protebmica é uma ferramenta de alta tecnologia que langa mao da
qualificagdo e da quantificagdo das proteinas expressas no biofilme que compdem o
meio bucal. Tanto a presenga como a auséncia de determinadas proteinas estao
condicionadas a situacdes clinicas diversas, o que pode resultar em diferentes
respostas celulares, visto que as proteinas exercem fungées importantes e especificas
nos processos moleculares [13,14].

Com o intuito de melhor compreender os mecanismos moleculares bioquimicos
do biofilme dos dentes afetados e n&o afetados por HMI foi realizado a analise do perfil

proteico desses.

1.2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o proteoma do biofilme supragengival de dentes afetados e nao



afetados por Hipomineralizagao Molar Incisivo.

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
30

* Identificar o perfil proteico do biofilme de dentes nao afetados por HMI, com

HMI sem quebra pds-eruptiva e com HMI apresentando quebra pdseruptiva;

» Comparar o perfil proteico dos biofilmes finos e espessos coletados de dentes

com e sem HMI.
31

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIPOMINERALIZACAO MOLAR INCISIVO

O esmalte é um tecido dentario mineralizado originario do ectoderma. O
processo de formagao do esmalte € dividido em alguns estagios, os quais podem
sofrer alteragdes por diversos fatores, que por sua vez podem desencadear diferentes

tipos de anomalias de desenvolvimento [1,3,17,18].

A HMI é um tipo de defeito de desenvolvimento do esmalte, definida como uma
patologia de origem sistémica [1,3]. Esta condi¢gdo ocorre em consequéncia da

deficiéncia da deposicdo de mineral sobre a matriz do esmalte na fase de maturagao



da amelogénese [3]. Como consequéncia o esmalte formado apresentara um defeito
qualitativo, cuja estrutura é hipomineralizada, porosa, apesar da matriz ter-se
desenvolvido normalmente. Esse € um aspecto importante quanto a diferenciacao da
HMI e da hipoplasia, na qual o defeito & quantitativo, pois o disturbio acontece na fase

de secrecado da matriz do esmalte, alterando a morfologia do tecido [3,17,18].

A HMI é tratada como um fendmeno complexo que afeta necessariamente um
ou mais PMPs, podendo acometer ou ndo os IPs. Sugere-se que quanto mais dentes

afetados mais grave pode-se considerar a HMI [15].

Os fatores etioldgicos associados a HMI permanecem incertos. A maioria dos
estudos que aborda o assunto sdo baseados em questionarios e sem padronizacao
metodoldgica, o que limita a consisténcia das informagdes coletados, visto que, sdo
baseadas em memodrias de fatos vivenciados em épocas bem anteriores e muitas

variaveis associadas.

Adicionalmente, o diagndstico é realizado tardiamente com a erupgéao dos PMPs e IPs,
havendo um intervalo consideravel entre o periodo das injurias sofridas e a deteccao
dos seus efeitos. Os principais fatores descritos na literatura associados ao

desenvolvimento da HMI estdo apresentados no quadro 1 [2,3,17,19,20].
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William et al (2006)

Revisao

sistematica

Doengas sistémicas nos trés primeiros anos de vida.



Crombie et al (2009)
Revisao
sistematica
Fatores natais, neonatais, nutricionais, doengas crénicas e agudas da infancia e
exposicao a bifendis e didxidos. Silva et al
(2016)
Revisao de
literatura
Fatores pré-natais: doengas maternas, medicagédo no periodo gestacional; fatores
natais: complicagbes no parto e prematuridade, doencas da infancia: febre, asma,
pneumonia. Giuca et al,
2018
Transversal Disturbios de garganta, ouvido e nariz nos primeiros anos de vida e uso de
antibiéticos no periodo gestacional.
Koruyucu et al,
2018
Transversal Complicagdes na gestacao e no parto e doencas da infancia nos primeiros

anos de vida.,
Quadro 1 —Fatores associados a etiologia da HMI segundo diferentes autores.
Quanto a prevaléncia da HMI, apesar da variagéo nos valores reportados, esta

pode ser considerada alta. Os primeiros relatos sobre HMI se deram por meio de casos
discutidos no Congresso da EAPD (European Academy of Paeditric Dentistry) no ano
2000, evento no qual diferentes pesquisadores perceberam a semelhanga entre os
casos clinicos apresentados [4,15,16]. A partir disso, o fendmeno foi reconhecido
como uma patologia e pesquisas foram iniciadas em busca de evidéncias para elucidar
os fatores etioldgicos, a prevaléncia e definir a melhor forma de diagnéstico.
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Um estudo mais recente de maior abrangéncia analisou a prevaléncia da HMI
e estimou uma alta prevaléncia global 14,2% [21]. Shwendicke et al (2017) [22]
também evidenciaram uma alta prevaléncia da HMI 13,1% e uma alta incidéncia com
17,5 milhdes de novos casos em 2016. Apesar disso, os estudos de prevaléncia
podem ser considerados limitados devido a divergéncia na forma de classificar o
problema. Fatores como perda dentaria, restauragdes atipicas e carie associada as

quebras pdés-eruptivas séo, por vezes, sub-diagnosticados ou n&o incluidos como



agravamento da HMI. Outro ponto a ser ressaltado refere-se a uma variagéo que pode
ocorrer dependendo de onde o estudo foi realizado, uma vez que o nivel
socioeconO6mico e cultural, bem como o acesso a saude podem influenciar nos

resultados [21,22].

Clinicamente, as areas afetadas do esmalte pela HMI apresentam espessura
normal, com alteragao na translucidez, o que confere areas com opacidades
demarcadas hipomineralizadas de aspecto poroso, que sao circundadas por um
esmalte de aspecto normal, com uma borda bem definida separando o esmalte
afetado do normal [1,3,18]. A coloragao varia conforme a gravidade das opacidades,
que se manifestam do branco-creme para o amarelo-marrom, sendo que quanto mais
escuro, mais poroso e fragil € o esmalte. E em relagdo ao tamanho das areas afetadas,

estas devem ser registradas quando = 1 mm [6].

A analise morfolégica de 73 PMPs extraidos em decorréncia de lesdes de
esmalte hipomineralizado indicou que as areas hipomineralizadas apresentaram graus
variados de porosidade, sendo as lesdes de coloracao amarelo-marrom mais porosas
que as branco-creme, estendendo se por toda a camada do esmalte, enquanto as

branco-creme estavam restritas as camadas mais internas [18].

No que se refere a classificacdo da HMI, esta pode ser feita considerando a
gravidade do problema, em grau leve (opacidades demarcadas sem fratura e leve
sensibilidade) e grau severo (opacidades demarcadas com quebras pds-eruptivas,
grande sensibilidade dentinaria, presenca de lesdes de carie e restauracdes atipicas)
[15]. Porém, essa caracterizagéo nao é consenso, uma vez que, foi sugerido classificar

o problema em leve, moderado e severo [8].

Quanto ao diagnéstico da condigao, € essencial estabelecer um critério que



abranja um amplo espectro da HMI. Um novo sistema para diagnéstico da HMI
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denominado MIH-SSS (Molar incisor hypomineralization severety scoring system), o
qual abrangeu todos os estagios do defeito foi testado e validado [23]. Os cdédigos
foram propostos de acordo com o agravamento da condigdo. Um aspecto importante
foi a inclusao de cddigos distintos para dentes com quebras pds-eruptivas, acometidos
ou nao por carie, fato que fez este sistema ter sido escolhido como critério de

diagnostico da HMI neste estudo.

A discussao mais relevante relacionada a HMI refere-se ao risco das quebras
poOs-eruptivas, e, por conseguinte, o controle da progressao para os estagios mais
graves, pois ha uma rapida evolugéo para a perda dos dentes afetados. Estudos
observaram que criangas portadoras de HMI tendem a sofrer mais tratamentos
restauradores que criangas sem HMI [6,8]. A quebra das areas porosas do esmalte
ocorre em fungao da diminuicdo das propriedades mecénicas destas regides, devido
ao maior conteudo de carbonato, como consequéncia, diminuindo a resisténcia do
esmalte aos esforgos mastigatérios [18]. Além disso, as porosidades tornam o esmalte
mais permeavel, o que facilita a penetragao de bactérias na subsuperficie do esmalte
provocando uma inflamagéao crénica e hipersensibilidade dentinaria [15]. Tanto as
quebras pés-eruptivas quanto a sensibilidade dentinaria facilitam o acumulo de

biofilme sobre a superficie do dente e contribuem para o desenvolvimento de lesdes

cariosas. Quanto & carie dentéaria, estudos relatam uma associagéo entre carie e HMI
[5,6,7,8, 24]. Ja foi demonstrado que o tipo de opacidade e a gravidade da HMI estao
associados ao risco de desenvolvimento a carie em criangas afetadas [4,5,6,8].

Porém, é necessario considerar os fatores de risco e fatores determinantes para o



desenvolvimento de carie em dentes afetados ou nao pela HMI [7,8,20].

O quadro clinico mais frequentemente observado sao os defeitos leves sem
quebras pés-eruptivas [6], porém quando ocorrem sao a principal causa do aumento
da gravidade da HMI em PMPs [5]. Observa-se um indice de CPOD maior em dentes
com HMI [6,5] o que pode também contribuir para o agravamento do defeito. A
progressédo da HMI ao longo tempo esta relacionada ao tipo de opacidade, a
susceptibilidade das quebras pds-eruptivas, a presenca da carie, e as caracteristicas

individuais de cada dente, como localizacdo no arco dentario e localizagao da
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opacidade no dente — regides oclusais apresentam maior risco a fratura, devido as

forgas mastigatorias [5].

Grossi et al (2017) [7] compararam a presenga de carie em criangas afetadas
pela HMI com criangas nao afetadas. Um estudo de caso/controle foi realizado em 260
criangas com idades de 7 a 13 anos de uma regiédo do Distrito Federal (DF), as quais
foram alocadas em dois grupos afetados e ndo afetados pareadas por sexo, idade e
escola. Os resultados mostraram que nao houve diferenga na prevaléncia de carie de
esmalte entre os dois grupos, mas para carie em dentina, que foi significantemente
maior em criangas com HMI em comparacao as nao afetadas. Observou-se também,
que o aumento da gravidade resultou em um numero maior de presencga de carie em
dentina. O estudo concluiu que a carie esta mais presente em dentes afetados do os

que nao afetados e a HMI é fator de risco para o desenvolvimento da carie.

Costa Silva et al (2017) [24] analisaram a influéncia da HMI, bem como os
fatores de risco que determinam a incidéncia de carie nos PMPs em uma coorte de

dois anos (2010 a 2012) em 142 criangas em idades de 5 e 6 anos. Os resultados



mostraram uma diferenga significante nas taxas de sobrevida de dentes com e sem
HMI. Criangas com placa visivel nos dentes anteriores apresentaram maior risco de
desenvolver carie nos PMPs durante os dois anos de acompanhamento. A HMI e a
presenca de placa foram considerados fatores de risco para o desenvolvimento de
carie.

Ebel et al (2018) [25] ao investigar a relagao entre a gravidade da HMI, o
acumulo de biofilme, a hipersensibilidade, a associagao do risco de carie e a qualidade
de vida relacionada a saude bucal de 250 criancas com idade média de 9 anos
afetadas por HMI observaram que o acumulo de biofilme esta significantemente
associado a gravidade do problema. Observaram também que a higiene bucal é

comprometida em fungdo do grau de hipersensibilidade nos dentes afetados.

Raposo et al (2019) [26] ao avaliar a prevaléncia e a intensidade da
hipersensibilidade dentaria em dentes com HMI encontraram uma diferenca
estatisticamente significante entre molares afetados e n&o afetados pela HMI. A
hipersensibilidade esteve associada a presenca de opacidades demarcadas e a

presenca de quebras pés-eruptivas restritas ao esmalte.
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2.2 PROTEOMICA DO BIOFILME DENTARIO

Conforme descrito anteriormente, acredita-se que existe uma predisposicéo ao
acumulo de biofilme em dentes afetados por HMI em especial nos casos graves. Sobre
isso, € importante ressaltar alguns aspectos relacionados a formagao dos biofilmes
bacterianos. As células bacterianas que compdem o biofilme interagem entre si e

coordenam a expressao de um amplo numero de genes em resposta as condigdes



ambientais, incluindo PH, oxigénio, fontes de carbono e a disponibilidade de
nutrientes, densidade celular e a presenga de uma superficie sélida. Uma série de
fungdes fisioldgicas e bioquimicas altamente coordenadas sdo necessarias para que
as bactérias formem biofilmes maduros [27-30]. O biofilme dentario acumulado a longo
prazo pode estar mais condensado e expressar diferencas no processo metabdlico
bacteriano [31,32]. A adaptacédo de microrganismos no biofilme envolve regulagao de

genes, de modo a otimizar as propriedades fenotipicas de um ambiente em particular.

Sabe-se da importancia dos SM em relagao a carie dentaria humana, uma vez
que sao frequentemente isolados nas cavidades de lesdes cariosas, induzem o
desenvolvimento da carie em animais alimentados com uma dieta rica em sacarose,
sdo altamente acidogénicos e aciduricos e sdo capazes de produzir glucanos
insoluveis em agua, os quais promovem aderéncia bacteriana na superficie dentaria
e em outras bactérias [33]. Sua habilidade para formar biofilmes, captar e catabolizar
uma variedade de carboidratos, e tolerar flutuagdes na disponibilidade de nutrientes e
PH sao considerados cruciais para sua sobrevivéncia, persisténcia e capacidade de

desenvolver lesdes de carie.

A manutengao de niveis baixos de pH na matriz do biofilme cariogénico diminui
a concentragao de ions calcio , fésforo e fluor no biofilme [34]. Umas das hipdteses,
que explica a baixa concentracao desses ions, € a composi¢ao proteica do biofilme,
uma vez que estudos mostram diferengas evidentes do perfil proteico extraido de trés
condigdes distintas de biofilme — presenca da sacarose, auséncia da sacarose € a

presenga da frutose e da glicose [35].

O total de ions calcio presente no biofilme pode estar 33% livres no fluido da

matriz extracelular, 17% ligados a fosfatos e 50% a outras espécies como as
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proteinas, fato esse que demonstra a relevancia da presenga de proteinas ligadoras
de calcio no biofilme para a manuten¢ao da concentracdo desses ions no mesmo [36].
E, portanto, a auséncia dessas proteinas mediadas por alteragcdes bioquimicas do

biofilme, influenciam a concentracéo de ions calcio na matriz do biofilme [35,37,38].

As proteinas ligadoras de calcio sdo identificadas na saliva, pelicula adquirida
e nos fluidos creviculares [39-41]. Por apresentarem baixo peso molecular séo
propensas a manter o equilibrio nos fluidos do biofilme e podem participar dos
processos de Des/Re, como também no metabolismo do biofilme na interface
dente/saliva [42perynpanayagan 1995]. Porém, todas as fun¢des dessas proteinas

nao foram ainda relatadas [34].

Além disso, bactérias orais também expressao proteinas sob diferentes
condic¢des no biofilme. As alteragdes metabdlicas provocadas pela colonizagéo de
novas bactérias ao biofilme representam a transigdo de um biofilme nao cariogénico
para um biofilme patolégico [34]. A identificagdo do perfil proteico dos
microorganismos orais auxiliam na compreensao da patogenicidade do biofilme, visto
que a regulagéo positiva de determinadas proteinas, como as enzimas glicoiticas ou
as proteinas EF TU e a TUF determinam a patonenicidade desse biofilme

representado pela regulagdo génica desses microorganismos [34,4308].

Portanto, seria interessante, caracterizar o perfil proteico do biofilme
supragengival de criangas com e sem a presenca de HMI associando com a atividade
de carie, com um estudo in vivo, uma vez que, os estudos para elucidar a influéncia
das condi¢cbdes do meio na composi¢gao da matriz extracelular foram em sua maioria

conduzidos in vitro.



3.1.

3.2.
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3. METODOLOGIA

ASPECTOS ETICOS
Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade

de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia e aprovada com o parecer

nUmero 2 041,846 02/05/2017 (Apéndice 1).

A autorizagao prévia dos responsaveis legais para o exame clinico e
participagédo da pesquisa foi firmada pelo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice 2) associado ao Termo de Assentimento concedido pela
crianga (Apéndice 3).

O termo de liberagao ao acesso das escolas foi concedido pela Secretaria de
Educacéo do Distrito Federal (Apéndice 4).

As criangas examinadas que apresentavam necessidade de atendimento
clinico odontoldgico foram submetidas ao tratamento na propria unidade escolar,
sendo encaminhadas ao Hospital Universitario de Brasilia os casos graves de leséo

de carie em dentina que precisavam de tratamento endodéntico.

SELECAO DOS PARTICIPANTES

A amostra que compds esta pesquisa derivou-se de um estudo mais amplo, de
cunho epidemioldgico, desenvolvido em seis escolas publicas no Paranoa-DF, onde
410 criancas foram avaliadas em relagao a presenca de HMI. Para a presente
pesquisa foram selecionados 60 dentes de criangas de 7 a 8 anos de idade, que

gozavam de boa saude sem comprometimento sistémico, motor ou psicoldgico e que



apresentavam os quatro primeiros molares permanentes irrompidos com ao menos
um deles acometidos por Hipomineralizagdo Molar-Incisivo. E necessario ressaltar
que a amostra foi selecionada por conveniéncia, conforme as condi¢des estabelecidas
para o estudo eram observadas ao exame clinico, as coletas foram realizadas até se

obter o numero estabelecido de amostras para o estudo.

Todas as criangas foram avaliadas por uma unica examinadora treinada e
calibrada para a caracterizagdo do biofilme, diagndstico de carie e diagnostico da HMI
utilizando o critério adaptado de Ribeiro et al — 2002 (Anexo 1) [44] e Nyvad et al —

2003 (Anexo 2) [45] para biofilme e carie respectivamente. Para HMI foi utilizado o
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MIH-SSS (Anexo 3) [23]. Para carie e HMI, o valor de kappa para o biofilme foi = 0,90,
para HMI > e para carie > . Os exames clinicos foram realizados na propria escola,
com a crianga deitada numa maca utilizando-se sonda OMS, espelho clinico, gaze e
jato de ar. Uma assistente, também treinada e calibrada, fez o registrado das

informagdes em uma ficha clinica elaborada para este estudo (Anexo 4).

A avaliagao do biofilme supragengival considerou a quantidade do mesmo. Se,
somente apds uma secagem suave com uma gaze na superficie do dente, o biofilme
foi visualizado, este foi considerado fino (B1) e espesso (B2) quando visualizado sem

a secagem (Figura 1).



Figura 1 — Classificagdo e caracteristicas clinicas quanto ao tipo de biofilme avaliado no estudo: a) dente
apresentando opacidade demarcada brancas em biofilme; b) biofiime fino (B1) localizado na regido
cervical de um apresentando opacidade amarela; c) biofilme espesso (B2) em um dente acometido por
HMI com quebra pdés-eruptiva com dentina amolecida.

3.3. COLETA DO BIOFILME

As amostras foram coletadas apds o exame clinico e classificagao do
biofilme supragengival, por uma pesquisadora treinada para isso. O biofilme
supragengival foi removido da superficie dentaria da face vestibular na regiao

cervical, independentemente da face da fratura pds-eruptiva, com o auxilio de

curetas dentinarias n° 19 (Duflex®) estéreis. Em seguida armazenado em tubos
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eppendorffs estéreis e secos e acondicionados em recipiente resfriado até o

deslocamento da escola para o Laboratoério de Patologia Odontoldgica da UNB,



onde ficaram armazenados sob uma temperatura de — 800C até serem
transportados para o Laboratério de Bioquimica da FOB/USP para as analises

laboratoriais.

3.4. FORMAGCAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Biofilmes coletados de 60 dentes foram alocados nos seguintes grupos: Grupo
Controle (GC) (n=20); Grupo HMI sem Fratura pos-eruptiva (GSF) (n=20); Grupo HMI
com fratura pés-eruptiva (GCF) (n=20), que por sua vez foram subdivididos em dois
subgrupos: biofilme fino (n=10) e biofilme espesso (n=10). As amostras do biofilme do
grupo controle foram obtidas de molares nao acometidos por HMI, porém da boca de
uma crianga que apresentasse ao menos um molar afetado. Para o grupo HMI sem
fratura pos-eruptiva foram incluidos biofilme de dentes apresentando opacidades
brancas (MIH-SSS cdédigo 1) ou amarelas (MIH-SSS cédigo 2).

Finalmente, para o grupo HMI com fraturas pés-eruptivas onde foram
coletados biofilme de dentes apresentando fratura restrita ao esmalte em opacidades
brancas (MIH-SSS cdédigo 3), fratura restrita ao esmalte em opacidades amarelas
(MIH-SSS cédigo 4), fraturas em dentina endurecida (MIH-SSS cédigo 5) e fraturas

em dentina amolecida (MIH-SSS cédigo 6) (Figura 2).
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Figura 2 — Fluxograma da distribuicdo dos dentes e do tipo de biofilme estudado.

3.5 ANALISE LABORATORIAL — PREPARO DAS AMOSTRAS

3.5.1 EXTRAGAO DAS PROTEINAS

Para a extracao das proteinas do biofilme foi estabelecido o protocolo de
extracao de proteinas utilizado pelo préprio LB-FOB/U SP. Para isso, foram
adicionados nas amostras uma solugao tampao de lise de ureia 7 M e tiouréia 2 M.

Para a obtencao da solugéo tampao foram pesados 10,5 g de ureia e 3,8 g de tiouréia



acrescentados de agua pura (deionizada). Para as amostras que continham biofilme
do tipo fino foram diluidos 50 ul de solugédo tampao de lise e para as amostras
contendo biofilme espesso foram diluidos 100 ul do tampao. Em seguida as amostras
foram armazenadas no gelo e agitadas por 5 s de 10/10min durante 1h no vortex para
auxiliar na homogeneizagao da solugéo. Apds este periodo as amostras foram levadas

a sonificagao (Ultra Cleaner — Unique — 1600 A) por 5 min e depois por mais 5 min —
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este processo € necessario para a desativagao de materiais orgéanicos. Em seguida
as amostras foram centrifugadas a 1400 x g por 10 min a uma temperatura de 4°C.
Apos este processo foram coletados o sobrenadante e transferidos para novos tubos

eppendorffs, e o pellets armazenados a — 80 C (Figura 3a).

Apods a extracdo uma aliquota de cada amostra foi separada para a
quantificagcao proteica no método Micro BCA e o restante foi preparado para a digestao

em tripsina e analisado no nanoLC-ESI-MSMS.

3.5.2 QUANTIFICAGAO DAS PROTEINAS POR MEIO DO METODO MICRO BCA
(METODO BRADFORD)

A tabela 1, demonstra os valores quantitativos das proteinas extraidas para a

identificacéo no espectrémetro de massas (Figura 3b).
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Tabela 1- Quantificagdo das amostras de biofilme das criangas avaliadas no estudo.



Amostra
ais

Volume

3 346,16 144,44

4 448,58 11,46

6 862,70 57,96

7 576,23 86,77

8 525,76 95,10

9 647,47 77,22

10 313,50 159,49
11 188,82 264,80
16 699,96 71,49
17 553,96 90,26
22.1109,10 45,08
23 236,32 211,58
26 374,36 133,56
27 389,20 128,47
29 797,39 62,70

32 743,96 67,21

microlitro/50
microgramas de
proteinas
Volume
microlitro/50
microgramas de
proteinas



33 372,87 134,09

35 512,40 97,58

36 1560,33 32,04

37 246,29 203,01

38 578,44 86,44
41 921,30 54,27
42 1181,13 42,33
43 921,30 54,27
44 1228,00 40,72
45 228,88 218,46
46 179,32 278,83
48 196,73 254,15
49 539,60 92,66
50 117,71 424,76
51 239,90 214,69
52 231,56 215,93
54 376,20 132,91

56 598,53 83,54
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59 303,88 164,54

60 376,20 132,91
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3.5.3 DIGESTAO DAS PROTEINAS

As amostras foram separadas em aliquotas de 50uL e acrescentado 50uM de
bicabornato de aménio (Ambic) para aumentar o volume final para 60uL. Em seguida
foi acrescentado nas amostras 25 ul de RapiGest SF 0,2%, agitado em vortex e

aquecido por 60 minutos na temperatura de 37°C (Figura 3c).

Posteriormente foram adicionados na amostra 2,5 pL ditiotreitol (DTT) 100 uM
diluidos em 100 yL de Ambic 50 uM e aquecido por 40 min a uma temperatura de
37°C. Foi realizado o resfriamento em temperatura ambiente por 2 min e centrifugado.
Entdo, foram adicionados 2,5 pL de iodoacetamida (IAA) 300 uM, agitado em vortex,
e as amostras incubadas por 30 min em temperatura ambiente. Por fim, foram
acrescentados 10 yL de solugdo de Tripsina e agitado com movimentos de up and
down com a prépria pipeta, deixado em “overnight” para a digestdo em uma

temperatura de 37°C.

Apos a digestao, foram entdo adicionados 10 pL de acido fluoaracético (TAF)
5 % e agitado em vértex. As amostras foram novamente incubadas em 370 C por 90
min, centrifugadas a 14000 rpm a 6o C por 30 min e transferidas com o sobrenadante
para um novo tubo sem tocar no pellet. A partir desse ponto as amostras passaram
pelas colunas C18 para a purificagdo dos peptideos antes de serem analisados no

nanoLC-ESI-MSMS (Figura 3c).



3.5.4. PREPARAGAO PARA A ANALISE PROTEOMICA

Para a analise proteOmica das amostras foi realizada previamente a preparagao
das colunas C18, para a purificagdo da amostra. Antes de iniciar o preparo das
colunas, foram misturados 3 partes de cada amostra com a solugao S1. Apds este
processo, as colunas foram posicionadas em um tubo de 2,0 mL e lavadas as paredes
com a mistura da amostra e solugdo S1. Em seguida adicionou-se 200 uL de solu¢ao
S2 a coluna, lavando-se as paredes da coluna para umedecer as mesmas. As
amostras foram centrifugadas a 1500 xg por 1 min. Repetiu-se entdo o processo com
S2, S3 e S4 até a remogao da coluna e submissdo da amostra para secagem em

concentrador até aproximadamente 1 yL (Figura 3c,d).
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Apos a limpeza as amostras foram ressuspendidas em 108 uL em uma solugao
de acido férmico (AF) 0,1% em acetonitrila (ACN) 3% (AF/ACN). Na sequéncia foram
adicionados 12 pL de 1 pmol/ pL de padréao (ADH, Enolase ou Albumina) a amostra
purificada e agitada em vortex, para entdo, as amostras serem transferidas para os

frascos de analise (Total Recovery Vial, Waters Part #186000385c).

3.5.5. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A identificacdo dos peptideos foi realizada no sistema nanoACQUITY
UPLCXevo QTof MS System (WATERS). O nanoACQUITY UPLC® esta equipado

com uma coluna analitica de fase reversa nanoACQUITY HSS T3 (75 pm X 150 mm,



tamanho de particula de 1,8 ym, Waters). A coluna foi equilibrada com 93% da fase
movel A (acido férmico 0,1% em agua) e 7% da fase mével B (100% ACN + 0,1%

acido formico). Em seguida, os peptideos foram separados com um gradiente linear
da fase movel de 7-85 % (acido férmico 0,1 % em ACN 100%) por 70 min num fluxo

de 0,35 yL/min a 35°C.

O espectrometro de massas Xevo® G2 Q-TOF foi operado em modo ibnico
positivo de nanoeletrospray e os dados coletados usando o método MSE em elevada
energia (19-45 V). As condi¢des de fonte usadas foram: voltagem do capilar 2,5 kV,
cone de amostra 30 V, cone de extracao 5,0 V e temperatura da fonte 80°C. Os dados
foram adquiridos em triplicatas, durante 70 min, com varredura na faixa de 50-2000
Da. O lockspray, usado para garantir acuracia e reprodutibilidade, foi operado com
uma solucgéao de [Glu1] fibrinopeptideo (1 pmol/pL), com fluxo de 1 yL/min. A
identificacdo das proteinas foi obtida utilizando-se o software ProteinLynx Global
Server (PLGS) verséo 3,0, por meio do algoritmo de contagem de ions incorporado ao
software. A diferenga de expressao entre os grupos foi obtida empregando-se o
mesmo software, considerando-se p<0,05 para as proteinas subreguladas e 1-p>0,95

para as proteinas suprareguladas (Figura 3d).



d)
c)
b)
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Figura 3: Preparagédo das amostras para analise protedmica: a) extragdo de proteinas — reagente
(ureia 7M); b) quantificagcao de proteinas; c) digestéo - Tripsina e preparagao das amostras para
identificacao de proteinas — colunas c¢18; d) identificagdo no MS - Espectrometro.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para a caracterizagdo da amostra, foram realizadas analises descritivas.

Todos os molares analisados foram caracterizados quanto a presenca de



biofilme, HMI e carie dentaria. Para a classificagao das criangas em relacéo a atividade
de carie foi considerado a presencga de qualquer dente, independentemente do molar
de estudo de acordo com o critério Nyvad — cédigos 1,2,3 .

Para a analise protedmica e identificacdo das proteinas humanas foi utilizado

software ProteinLynx Global Server (PLGS) versao 3,0 e o banco de dados UNIPROT.
49

4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZAGAO DAS CRIANCAS AVALIADOS DURANTE O ESTUDO

Foram avaliadas 410 criangas, das quais 49 apresentavam HMI, resultando em
uma prevaléncia de 11,95%. Quanto ao numero de dentes, foram examinados 196
primeiros molares permanentes dos pacientes portadores, dos quais 120 estavam
afetados. Nem todas as criangas que foram incluidas apresentavam os quatro
primeiros molares permanentes irrompidos. A figura 4 representa esquematicamente

os achados do levantamento epidemiologico.

afetadas
nao afetadas n
Criancas = 361
n =49
n=410

Figura 4 — Distribuigdo de todas as criangas avaliadas



Para os 196 molares avaliados no presente trabalho, observa-se as
caracteristicas em relacao ao biofilme, presenca ou nao de HMI e atividade de carie

foram avaliadas. Os resultados estao apresentados na figura 5.
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Figura 5. Caracteristicas dos molares avaliados.

Foram detectados 16 molares sem a presenca de biofilme. Destes, 9
pertencentes ao grupo controle e 7 ao grupo HMI. Como esperado, na maioria desses
dentes nao foi detectada lesbes de carie dentaria (n=13). Observou-se uma frequéncia

de biofilme fino maior que o de biofilme espesso nos molares sem HMI e com HMI



sem fratura pés-eruptiva, e para os molares com HMI com fratura pds-eruptiva

observou-se uma frequéncia maior de biofilme espesso.

Foram observados um percentual maior da presencga de carie nos dentes com
HMI, 59,09% para dentes com HMI sem fratura pds-eruptiva e 65,62% para dentes
com HMI com fratura pos-eruptiva. E em relagao a atividade de carie na crianga,
apenas 5 criangas nao apresentaram qualquer carie na boca independentemente da

condicdo do dente.

4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
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Foram avaliados biofilme de 60 dentes distribuidos igualmente em trés grupos,
20 GC, 20 GSF, 20 GCF. No entanto, 24 amostras do biofilme apresentaram baixa
quantificacao proteica, o que resultou em 36 amostras de biofilme para analise

protedmica conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Distribuicdo dos tipos de biofilme analisados de acordo com a caracteristica do dente
avaliado

A figura 7 apresenta a descrigdo das caracteristicas dos molares nos quais

foram coletadas amostras de biofilme.

Figura 7. Caracterizagdao dos molares nos quais foram coletadas amostras de biofilme.
n=11
30
GC
6%
Amostras de biofilm
n
n=14
38
=36
GSF
9%
e
n=11
30
GCF
6%
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4.3. ANALISE PROTEOMICA

Foram identificadas diversas proteinas, as quais, estdo envolvidas em
processos celulares, de estrutura do citoesqueleto, metabolismo energético e
transporte, conforme descrito nas tabelas 2 a 4. Na figura 8, observa-se as proteinas
de fungao de processos celulares, essas foram identificadas no biofilme espesso das
amostras de dentes com HMI e sem HMI e que nao foram identificadas no biofilme

fino.

Lactotransferrin

Neutrophil Immunoglobulin

defensin 1 heavy constant

. gamma 1
Processos Neutrophil sg|lares defensin 3

Figura 8 — Proteinas de Processos Celulares

As proteinas, Actin, cytoplasmic 1, Actin, cytoplasmic 1, A,ctin, gamma-enteric
smooth muscle, Actin, gamma-enteric smooth muscle C, POTE ankyrin domain family

member F, POTE ankyrin domain family member E, POTE ankyrin domain family



member J, POTE ankyrin domain family member I, Actin, alpha skeletal muscle, Actin,

aortic smooth muscle, Actin, alpha cardiac muscle 1, foram identificadas em todoas os
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grupos, GC, GSF,GCF. Estas sao proteinas de fungdo de metabolismo, de processos

celulares, de estrutura e de transporte.

Foram observadas também proteinas ligadoras de calcio, ligadoras de outras
proteinas, e ligadoras de enzima - Keratin, type Il cytoskeletal 79, Serum albumin,

Albumin_Isoform CRA, essas proteinas foram identificadas nos GC e GCF.

As proteinas de fungao metabdlica - Actin, cytoplasmic 2, Actin, alpha skeletal
muscle, Keratin, type | cytoskeletal 15 e suas isoformas, Putative beta-actin-like protein
3, Beta-actin-like protein 2 - identificadas nos trés grupos, podem estar associadas ao

metabolismo energético das bactérias presentes no biofilme.

As identificagdes das proteinas presentes de acordo com a caracteristicas do

dente e o tipo de biofilme estdo apresentados nas tabelas 5a 7.

Exemplo de identificagdes de proteinas individuais para cada tipo de amostra
com as caracteristicas do dente, tipo de biofilme, cérie e atividade de carie estao

apresentados nas tabelas de 8 a11.

Tabela 2: Distribuicdo das proteinas identificadas no GC de acordo com o processo e
funcao bioldgica

Processo

Proteina *espécie homo sapiens Score ID Uniprot

Biologico

Funcéao Bioldgica

Actin, cytoplasmic 1 87,29 C9JTXS5 Estrutural Composicao celular
Actin, cytoplasmic 2 130,83 P63261
Estrutural

e transporte

Citoesqueleto e



Transporte de ATP

Actin, gamma-enteric smooth muscle 87,29 B8ZZJ2 Metabolismo Enzimatico
Actin, gamma-enteric smooth muscle C 87,29 F8BWB63 Metabolismo Enzimatica
POTE ankyrin domain family member F 87,29 ASA3EO0 Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member E 87,29 Q6S8J3 Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member J 87,29 POCG39 Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member | 87,29 POCG38 Metabolismo Enziméatico
Actin, alpha skeletal muscle 87,29 P68133

Transporte e processos celulares

Transporte de ATP e

Respostas a hormdnios esteroidais

Actin, aortic smooth muscle 87,29 F6QUT6 Metabolismo Enzimatico

Keratin, type | cytoskeletal 13 124,48 P13646 Estrtural Or92Mnizagéo do

citoesqueleto
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Keratin, type | cytoskeletal 10 32,58 P13645

Estrutural

Transporte

Componente celular e Transporte de proteinas

Keratin, type | cytoskeletal 15 27,45 P19012

Estrutural

Transporte

Organizagéo do citoesqueleto e Transporte de proteina

Keratin, type Il cytoskeletal 6A 779,29 P02538 Estrutural Componente celular
Keratin, type | cytoskeletal 12 44,95 Q99456 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 73 108,94 Q86Y46 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 6B 771,49 P04259 Estrutural Desenvolvimento

ectoderma

Keratin, type Il cytoskeletal 78 24,89 Q8N1N4 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 4 102,57

P19013

Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 5 585,66 HOYIN9 Estrutural Organizagao

citoesqueleto

Keratin, type Il cytoskeletal 2 541,81 P35908
Organizagéao Estrutural

citoesqueleto

Transporte

Transporte de

proteinas Keratin, type Il cytoskeletal 74 24,89 F8W1S1 Estrutural Organizaggo

citoesqueleto
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Keratin, type Il cytoskeletal 75 523,29 095678 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 13 72,24 K7TEMD9



Organizagéao
citoesqueleto
Transporte de
proteinas
Keratin, type Il cytoskeletal 6C 771,49 P48668 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 79 498,40 Q5XKE5
Estrutural
Transporte
Estrutural
Transporte
Componente celular e Transporte de enzimas Keratin, type |l cytoskeletal 2 oral 43,4 Q01546 Estrutural
Componente do

citoesqueleto

Serum albumin 121,24 P02768 Transporte Transporte de metais
Albumin_isoform CRA 121,4 C9JKR2 Organizagao Organizagéo celular
Neurofilament heavy polypeotide 24,89 P12036

Estrutural

Transporte

Componente celular e Transporte de proteinas

Tabela 3: Distribuicao das proteinas identificadas no GSF de acordo com o processo e
funcao bioldgica

. - . . Processo
Proteina *espécie homo sapiens Score ID Uniprot

Biolégico Funcao Biolégica
Actin, cytoplasmic 1 105 01 c9JTX5 Estrutural Composico celular
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Actin, cytoplasmic 2

258,53 J3KT65

Estrutural

Transporte

Citoesqueleto e

Transporte de ATP

Actin, gamma-enteric smooth muscle 102,01 C9JFL5 Metabolismo Enzimatica
Actin, gamma-enteric smooth muscle C 102,01 F8WB63 Metabolismo Enzimatica
POTE ankyrin domain family member F 102,01 ASA3EO Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member E 102,01 Q6S8J3 Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member J 102,01 POCG39 Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member | 102,01 POCG38 Metabolismo Enzimatico
Actin, alpha skeletal muscle 102,01 P68133

Transporte

Processos celulares

Transporte de ATP

Respostas a hormdnios

esteroidais

Actin, aortic smooth muscle 102,01 P62736

Processos celulares

E



Transporte

Resposta viral

Transporte de ATP

Actin, alpha cardiac muscle 1 102,01 P68032
Atividade ATPase Metabolismo

E

Transporte de ATP Transporte
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Tabela 4: Distribuicdo das proteinas identificadas no GCF de acordo com o processo e
funcao bioldgica

. - . . Processo
Proteina *espécie homo sapiens Score ID Uniprot

Biolégico Funcao Biologica
Actin, cytoplasmic 1 102,01 C9JTX5 Estrutural Composigéo celular

Actin, cytoplasmic 2 208,53 P63261

Estrutural

Transporte

Citoesqueleto e Transporte de ATP

Actin, gamma-enteric smooth muscle 102,01 B8ZZJ2 Metabolismo Enzimatico
Actin, gamma-enteric smooth muscle C 102,01 F8WB63 Metabolismo Enzimatica
POTE ankyrin domain family member F 102,01 ASA3EQ Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member E 102,01 Q6S8J3 Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member J 102,01 POCG39 Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member | 102,01 POCG38 Metabolismo Enzimatico
Actin, alpha skeletal muscle 102,01 P68133

Transporte de ATP

Respostas a

horménios esteroidais

Keratin, type | cytoskeletal 10 32,58 P13645

Transporte

Processos

Estrutural

Componente celular

Transporte

Transporte de

proteinas
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Keratin, type | cytoskeletal 15 27,45 P19012

Organizagéao Estrutural

citoesqueleto

Transporte

Transporte de

proteina

Keratin, type Il cytoskeletal 6A 779,29 P02538 Estrutural Componente celular
Keratin, type | cytoskeletal 12 44,95 Q99456 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 73 108,94 Q86Y46 Estrutural Componente celular



Keratin, type Il cytoskeletal 6B 771,49 P04259 Estrutural Desenvolvimento

ectoderma

Keratin, type Il cytoskeletal 78 24,89 Q8N1N4 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral 43,4 Q01546 Estrutural

Organizagao

citoesqueleto

Transporte de

proteinas

Keratin, type Il cytoskeletal 4 102,57 P19013 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 5 610,56 P13647 Estrutural Organizagao

citoesqueleto

Keratin, type Il cytoskeletal 74 24,89 F8W1S1 Estrutural Organizagao

citoesqueleto
Keratin, type Il cytoskeletal 13 72,24 K7TEMD9
Organizagéo Estrutural
citoesqueleto
Transporte
Transporte de
proteinas
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Keratin, type Il cytoskeletal 75 523,29 095678 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 6C 771,49 P48668 Estrutural Componente celular
Keratin, type |l cytoskeletal 79 498,40 Q5XKES
Componente celular
Transporte de
enzimas
Actin, aortic smooth muscle 102,01 P62736
Estrutural
Transporte
Processos
Transporte
Resposta viral e Transporte de ATP
Actin, alpha cardiac muscle 1 102,01 P68032
Metabolismo
Transporte
Atividade ATPase
Transporte de ATP
Beta-actin-like protein 2 752,70 Q562R1 Transporte Transporte de ATP
Putative beta-actin-like protein 3 412,41 Q9BY X7
Transporte de ATP
Degradagéao
plaquetaria Transporte Transporte de metais Serum albumin 121,24 P02768
Estrutural Componente celular
Albumin_isoform CRA 121,4 C9JKR2 Organizagdo Organizagéo celular



Immunoglobulin heavy constant gamma1 105,08 AOAOAOMS08
Transpo rte
Metabolismo
Transporte
Processos
Transporte de
receptor imunoldgico
Immunoglobulin heavy constant gamma 78,74 AOAOAOMSQ7 Transporte
Transporte de
receptor imunoldgico
61 Processos
a bactérias Gram +/-

Neutrophil defensin 3 453,97 P59666
Respostas de defesa

Neutrophil defensin 1 453,97 P59665 Processos Respostas de defesa
Processos
antifungicas antibacterianas.

Neurofilament heavy polypeotide 24,89 P12036
Componente celular

Metabolismo

Transporte de Inibidor de endopeptidase

proteinas

Lactotransferrin 44,33 ETEQB2
Estrutural

Transporte

Respostas

Tabela 5: Proteinas identificadas no

Transporte GC de acordo com o tipo de biofilme

Transporte de metais
Transporte de metais

Proteina *espécie homo sapiens Score ID Uniprot B1 B2

62



Actin, cytoplasmic 1 g7 59 c9JTX5 Nao Sim

Actin, cytoplasmic 2 130 83 p3261 N3o Sim

Actin, gamma-enteric smooth muscle g7 o9 B8Z7J2 Nio Sim

Actin, gamma-enteric smooth muscle C 87 29 FSWB63 N3o Sim

POTE ankyrin domain family member F g7 59 A5A3E0 N&o Sim

POTE ankyrin domain family member E g7 59 qgs843 Nao Sim

POTE ankyrin domain family member J g7 o9 pocG39 Nao Sim

POTE ankyrin domain family member | g7 59 pocG38 Nzo Sim

Actin, alpha skeletal muscle 87.29 P68133 Nao Sim

Actin, aortic smooth muscle 87.29 F6QUT6 N3o Sim

Keratin, type | cytoskeletal 13 154 48 P13646 N&o Sim

Keratin, type | cytoskeletal 10 35 55 p13645 N&o Sim
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Keratin, type | cytoskeletal 15 27,45 P19012 Nao Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 6A 779,29 P02538 Nao Sim



Keratin, type | cytoskeletal 12 44,95 Q99456 Nao Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 73 108,94 Q86Y46 N&o Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 6B 771,49 P04259 Nao Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 78 24,89 Q8N1N4 Nao Sim

P19013
Nao Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 4 102,57

Keratin, type Il cytoskeletal 5 585,66 HOYIN9 N&o Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 2 541,81 P35908 Nao Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 74 24,89 FBW1S1 Nao Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 75 523,29 095678 Nao Sim

Keratin, type |l cytoskeletal 6C 771,49 P48668 N&o Sim

Keratin, type Il cytoskeletal 79 498,40 Q5XKES5 N&o Sim
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Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral 43,4 Q01546 N&o Sim

Serum albumin 121,24 B7WNRO N&o Sim

Albumin_isoform CRA 121,4 C9JKR2 Nao Sim
P12036

] ) P12036

Neurofilament heavy polypeotide N

24 a0
Nao

) Nao

;39 Nao

89 Nao

89 Sim
Sim

P12036 .
Sim

P12036



Sim Sim
Sim
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Tabela 6: Proteinas identificadas no GSF de com o tipo de biofilme

Proteina *espécie homo sapiens Score ID Uniprot B1 B2

Actin, cytoplasmic 1 102,01 C9JTX5 Sim N&o

Actin, cytoplasmic 2 558 53 J3KT65 Sim Nao

Actin, gamma-enteric smooth muscle 192 901 C9JFL5 Sim Nzo

Actin, gamma-enteric smooth muscle C 192 01 ESWB63 Sim N3o

POTE ankyrin domain family member F 192 01 A5A3E0 Sim N3o

POTE ankyrin domain family member E 405 91 Q65843 Sim Nao

POTE ankyrin domain family member J 102 01 POCG39 Sim Nao

POTE ankyrin domain family member | 102 01 P0CG38 Sim Nao

Actin, alpha skeletal muscle 102.01 P68133 Sim N3o

Actin, aortic smooth muscle 102.01 P62736 Sim N3o
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Actin, alpha cardiac muscle 1 102 01 P68032 Sim N3o



Tabela 7: Proteinas identificadas no GCF de acordo com o tipo de biofilme

Proteina *espécie homo sapiens Score ID Uniprot B1 B2

Actin cytoplasmic 2 2186,4 P63261 Nao Sim

095678
Keratin type Il cytosqueletal 75 502,4 Sim Sim
Immunoglobulin heavy constant gama OS 105,08 P01857 N&o Sim
Immunoglobulin heavy constant gama (fragment) 105,08 AOAOAOMS08 Nao Sim
Keratin type | cytosqueletal 13 191,41 K7ERE3 Nao Sm
Keratin type Il cytosqueletal 79 488,27 Q5XKE5 Sim Sim
Keratin type Il cytosqueletal 5 914,19 P13647 Sim Sim
Keratin type | cytosqueletal 10 14,41 P13645 Nao Sim

Keratin type Il cytosqueletal 73 58,47 HOYIC5 N&o Sim

Neutrophil defensin 3 453,97 P59666 N&o Sim
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Neutrophil defensin 1 453,97 P59665 Nao Sim

Putative beta actin like protein 3 412,41 Q9BYX7 Nao Sim

Keratin type Il cytosqueletall 6B 665,51 P04259 sim Sim

Actin aortic smooth muscle 2340,5 P62736 Nao Sim



Keratin type Il cytosqueletal 2 epidermal 523,35 P35908 Sim Sim

POTE ankyrin domain family member J 359,1 POCG39 n&o SIim

POTE ankyrin domain family member | 696,35 POCG38 ndo Sim

Keratin type Il cytosqueletal 6C 725,8 P48668 sim Sim

Keratin type Il cytosqueletal 74 14,2 F8W1S1 ndo Sim

Neurofilament heavy polipeptide 14,2 P12036 ndo Sim

Keratin type Il cytosqueletal 2 oral 35,08 Q01546 n&o Sim

Keratin type Il cytosqueletal 6a 725,8 P02538 sim Sim

POTE ankyrin domain family member E 1108,76 Q6S8J3 ndo Sim

Lactotransferrin 44,33 P02788 ndo Sim
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Keratin type Il cytosqueletal 78 14,2 Q8N1N4 ndo Sim

Actin alpha skeletal muscle 2462,07 P68133 nao sim

Actin alpha cardiac muscle 1 2340,5 P68032 nao sim

Actin cytoplasmic 1 2186,46 P60709 n&o sim

Albumin isoform CRA 481,26 C9JKR2 n&o sim

Keratin type | cytosqueletal 12 40,31 Q99456 N&o sim

POTE ankyrin domain family member F 1108,76 ASA3E0 N&o sim



Beta-actin-like protein 2 752,7 Q562R1 Nao sim

Actin gamma-enteric smooth muscle 1128,89 C9JFL5 Nao sim
Serum albumin 527,39 P02768 N&o sim

Keratin type Il cytosqueletal 5 75,94 F8VUG9 Nao sim

Keratin type Il cytosqueletal 4 65,14 P19013 Nao sim

Keratin type | cytosqueletal 15 57,15 P19012 Nao sim
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Tabela 8: Identificacdo individual da amostra 7 pertencente ao GSF — Biofilme espesso

- escore carie 1 — atividade de carie presente

Processo Biolégico

Proteina *espécie homo sapiens ID Uniprot Funcgido Bioldgica

Keratin, type Il cytoskeletal 6C P48668 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 6 B P04259 Estrutural Desenvolvimento do

ectoderma

Keratin, type Il cytoskeletal 6 A P02538 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 2 P35908

Estrutural

Transporte

Organizagéo citoesqueleto

Transporte de proteinas

Keratin, type Il cytoskeletal 79 Q5XKE5

Estrutural

Transporte

Componente celular

Transporte de proteinas

Keratin, type Il cytoskeletal 75 095678 Estrutural Componente celular
Keratin, type Il cytoskeletal 5 P13647 Estrutural Organizacao citoesqueleto
Keratin, type | cytoskeletal 13 P13646

Estrutural

Transporte

Organizagéo citoesqueleto

Transporte de proteinas

Keratin, type | cytoskeletal 12 Q99456 Estrutural Componente celular
70

Keratin, type | cytoskeletal 15 P19012



Estrutural Estrutural
Organizacéo citoesqueleto

Transporte
Transporte de proteinas

Componente

Transporte
Keratin, type | cytoskeletal 10 P13645 Estrutural
Componente celular
transporte de proteinas

celular

Keratin, type Il cytoskeletal 2 Oral Q01546

Keratin, type Il cytoskeletal 4 P19013 Componente

Estrutural
Estrutural

celular

Keratin, type Il cytoskeletal 6A P02538 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 6C P48668 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 6B P04259 Estrutural Desenvolvimento ectoderma

Keratin, type Il cytoskeletal 5 P13647 Estrutural Organizagao citoesqueleto

Keratin, type Il cytoskeletal 2 P35908
Estrutural Organizacéo citoesqueleto

Transporte Transporte de proteinas

Keratin, type Il cytoskeletal 75 095678 Estrutural Componente celular
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Transporte
Transporte de proteinas

Keratin, type | cytoskeletal 13 P13646

Keratin, type Il cytoskeletal 79 Q5XKE5 Estrutural

Estrutural
Componente celular



Transporte Transporte de proteinas
Organizagao citoesqueleto

Keratin, type | cytoskeletal 12 Q99456 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 4 P19013 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 2 Oral Q01546 Estrutural Organizagao citoesqueleto

Keratin, type | cytoskeletal 15 P19012
Estrutural Componente celular

Transporte Transporte de proteinas

Keratin, type Il cytoskeletal 74 Q7RTS57 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 78 Q8N1N4 Estrutural Componente celular

Neurofilament heavy polypeotide P12036

Estrutural Componente celular
Transporte Transporte de proteinas
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Tabela 9: Identificagao individual da amostra 16 pertencente ao GSF — Biofilme fino -
escore carie 0 — sem atividade de cérie

. L , . Processo
Proteina *espécie homo sapiens ID Uniprot

Biolégico Funcgao Biolbégica
Actyn cytoplasmatic 1 P60709 Estrutural Componente celular

Actyn cytoplasmatic 2 P63261 Estrutural Componente celular

POTE ankyrin domain family member E Q6S8j3 Metabolismo Enzimatico
POTE ankyrin domain family member j POCG39 Metabolismo Enzimatico
Actin, aortic smooth muscle P62736

Metabolismo

Processos

celulares

Transporte

Enzimético

Resposta Viral

Transporte de ATP

Actin, gamma-enteric smooth muscle P63267 Metabolismo Enzimatico



Actin, alpha cardiac muscle P68032

Metabolismo

Transporte

Atividade ATPase

Transporte de ATP

Actin, alpha skeletal muscle P68133

Transporte

Processos

celulares

Transporte de ATP

Resposta viral

POTE ankyrin domain family member F A5A3EOQ Metabolismo Enzimatico
73

POTE ankyrin domain family member | POCG38 Metabolismo Enzimético
Tabela 10 : Identificacao individual da amostra 29 pertencente ao GC — Biofilme fino -

escore carie 0 - sem atividade de carie

. . . . Processo
Proteina *espécie homo sapiens ID Uniprot

Biolégico Funcéao Bioldgica
Keratin, type Il cytoskeletal 6C P48668 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 6B P04259 Estrutural Desenvolvimento do ectoderma
Keratin, type | cytoskeletal 6A P02538 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 2 P35908

Estrutural

Transporte

Organizagéao do citoesqueleto

Transporte proteinas

Keratin, type Il cytoskeletal 79 Q5XKES5

Estrutural transporte

Componente celular

Transporte proteina

Keratin, type Il cytoskeletal 75 095678 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 5 P13647 Estrutural Componente celular
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Tabela 11 : Identificacdo individual da amostra 32 pertencente ao GC — Biofilme
espesso 2 - escore carie 1 — com atividade de carie

Proteina *espécie homo sapiens ID Uniprot Processo Biolégico Fungao Bioldgica

Keratin, type Il cytoskeletal 6C P48668 Estrutural Componente celular



Keratin, type Il cytoskeletal 6B P04259 Estrutural Desenvolvimento do ectoderma

Keratin, type | cytoskeletal 6A P02538 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 2 P35908

Estrutural

Keratin, type llcytoskeletal 79 Q5XKE5
Transporte Estrutural transporte
Organizacgéo do citoesqueleto Componente celular

Transporte proteinas

Transporte proteina

Keratin, type Il cytoskeletal 75 095678 Estrutural Componente celular

Keratin, type Il cytoskeletal 5 P13647 Estrutural Componente celular

Resposta Viral

. Resposta Viral
Actin aortc muscle P62736

Metabolismo
Transporte

Transporte de ATP
Processos celulares

Enzimatico

Actin gamma enteric muscle P3267 Metabolismo Enzimatico
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Actin citoplamatic 1 P60709 Estrutural Componente celular

Actin citoplamatic 2 P63261 Estrutural Componente celular

POTE ankyrin domain family member E Q6S8J3 Metabolismo Enzimatico

POTE ankyrin domain family member F A5A3EQ Metabolismo Enzimatico



POTE ankyrin domain family member | POCG38 Metabolismo Enzimatico

Serum Albumin P02768
Transporte

Organizagao

Transporte de metais

Organizagéo celular

Albumin_isoform C9JKR2 Organizagao Organizagao celular

POTE ankyrin domain family member J POCG39 Metabolismo Enzimatica

Beta actin like protein 2 Q562R1 Transporte Transporte de ATP

Keratin, type Il cytoskeletal 13 P13646
Estrutural

Transporte
Organizagéo citoesqueleto

Transporte de proteinas

Putative Beta actin like protein 3 Q9BYX7
Transporte

Metabolismo
Transporte de ATP
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Degradacao plaquetaria

Keratin, type | cytoskeletal 15 P19012
Transporte

Estrutural
Transporte de ATP

Organizagéo citoesqueleto

Keratin, type Il cytoskeletal 4 P19013 Estrutural Componente celular

Keratin, type | cytoskeletal 12 Q99456 Estrutural Componente celular

Keratin, type | cytoskeletal 2 Oral Q01546 Estrutural Componente celular

Keratin, type | cytoskeletal 10 P13645
Estrutural transporte

Componente celular

Transporte de proteinas



Keratin, type Il cytoskeletal 78 Q8N1N4 Estrutural Componente celular

Neurofilament heavy polypeptide P12036

Estrutural

Transporte
Componente celular

Transporte de proteinas

Actin, alpha cardiac muscle P68032
Metabolismo

Transporte
Atividade ATPase

Transporte de ATP

Actin alpha skeletal muscle P68133
Transporte

Processos celulares
Transporte de ATP

Resposta viral
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Putative Beta actin like protein 3 Q9BYX7
Transporte Metabolismo
Transporte de ATP

Degradacao plaquetaria

Serum Albumin P02768
Transporte
Transporte de Metais

Organizagao
Organizagao celular

Keratin, type Il cytoskeletal 2 P35908
Estrutural

Transporte
Organizagéo citoesqueleto

Transporte de proteinas

Albumin_isoform C9JKR2 Organizagéo Organizagao celular

POTE ankyrin domain family member J POCG39 Metabolismo Enzimatico

Keratin, type | cytoskeletal 15 P19012

Estrutural

Transporte

Componente celular

Transporte de proteinas

Keratin, type | cytoskeletal 12 Q99456 Estrutural Componente celular



Keratin, type Il cytoskeletal 74 Q7RT57 Estrutural Componente celular

Neutrophil defensin 1 P5966 Processos celulares Respostas de defesa a bactérias gram +/-

Neutrophil defensin 2 P5965 Processos celulares Respostas de defesa a bactérias

Immunoglobulin heavy constant gamma 1 P01857
Transporte Transporte de Proteinas

Processos celulares Receptor imunoldgico

Keratin, type Il cytoskeletal 73 Q86Y46 Estrutural Componente celular

Neurofilament heavy polypeotide P12036

Estrutural Transporte
Transporte Processos celulares
Componente celular

Metabolismo
Transporte de proteinas Transporte de metais

78
Respostas antibacteriana e antifingicas

Lactotranferrin P02788

Inibidor de endopeptidase
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5. DISCUSSAO

A HMI é uma alteracao de desenvolvimento do esmalte que foi descrita pela

primeira vez na literatura apenas em 2001 [4,15]. Porém, devido a significante



prevaléncia reportada [21,22], e ao impacto desta sob diferentes perspectivas na vida
da crianga [6,8,15,17,24,26], varios estudos vém sendo conduzidos para tentar
elucidar questdes referentes a sua etiologia, evolugao da condigao clinica,
suscetibilidade ao desenvolvimento de lesdes cariosas e o controle da progressao
desta para estagios mais avangados. Entretanto, esta pesquisa € a primeira que
buscou associar a analise protedémica do biofilme dos dentes afetados ou nao por HMI,
possibilitando uma investigagao mais acurada da condig&o bioquimica do biofilme de
dentes que apresentam diferentes situagdes clinicas num modelo in vivo. De maneira
geral, nossos resultados n&o sao conclusivos para afirmar se a presenga da HMI
influencia ou n&o na composigao do biofilme dentario. Embora, observou-se que o
biofilme espesso, tanto para dentes acometidos ou ndo pelo problema, expressam

proteinas diferentes daquelas observadas no biofilme fino.

O estudo bioquimico do biofilme geralmente é conduzido in vitro, o que confere
condigcbes controladas, isoladas de variaveis e fatores confundidores. O biofilme
analisado nesta pesquisa derivou de material coletado de dentes afetados ou n&o por
HMI, considerando as condi¢cdes reais nas quais as criangas se apresentaram para o
exame clinico. Sabe-se que a dieta e os habitos de higiene bucal sao fatores que
interferem na quantidade/qualidade do biofilme determinantes no processo de
desenvolvimento da carie [47], independente do dente estar ou nao afetado por

qualquer tipo de defeito de desenvolvimento do esmalte.

Em relagéo especificamente a dentes acometidos por HMI, ja foi demonstrado
que estes podem apresentar mais susceptibilidade ao desenvolvimento de carie
dentaria [8] e que a HMI pode ser considerada um fator de risco para a doenca [7]. Tal

fato pode ser explicado pela caracteristica do esmalte, ja que dentes afetados por HMI



apresentam um conteudo de mineral reduzido em relacdo ao esmalte sadio [17], o que
diminui a dureza e a elasticidade da estrutura do esmalte [25] facilitando sua
dissolucdo e o desgaste ou perda da estrutura do dente [47]. Este quadro pode levar
a ocorréncia de fraturas pds-eruptivas, acumulo de biofilme e por consequéncia, o

desenvolvimento da carie [5,6,8,17]. Entretanto, até a presente data, ndo se sabe se
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a qualidade do biofilme presente nessas regides € afetada de alguma forma pela
condicao em si, além de que nao se observou diferenca na expressao de proteinas

nos grupos com dentes afetados.

Assim, considerando que a carie dentaria € uma doenca biofilme dependente
(46), torna-se extremamente relevante o estudo deste quando se objetiva avaliar
fatores associados a ocorréncia da doenga. Na presente investigacéo, decidiu-se
categorizar o biofilme em fino e espesso, uma vez que o biofilme espesso, maduro na
superficie dental é responsavel pela transicao de um estado de saude para um estado
de doenga, pois possibilita a agregag¢ao de bactérias cariogénicas e
periodontopatégenicas, que serdo responsaveis pela dissolugdo do esmalte dental e

alteragdes gengivais, respectivamente [44].

Antes de discutir os achados referentes a analise protedmica é importante
ressaltar que a literatura tem mostrado que a sacarose € o mais importante dos
carboidratos fermentaveis, pois além de promover a queda do pH e selecéo
microbiana do biofilme dentario [48], € o substrato que promove a sintese de
polissacarideos extracelulares (PECs) [49,50]. Sabe-se que os PECs sao importantes

fatores de viruléncia dos principais microrganismos colonizadores da cavidade oral



[50], visto que evidéncias cientificas tém demonstrado que os PECs interferem
diretamente no processo de adesao e acumulo de microrganismos orais, na estrutura
do biofilme, maturacdo e no pH do biofilme dentario [51-54,37,38]. E importante
ressaltar que esses fatores promovem mudancgas na microbiota residente, mudancas
metabdlicas, fisioldgicas e bioquimicas provocando assim o0 aumento da
cariogenicidade do biofilme formado sobre as estruturas dentarias. Dentre as
mudangas bioquimicas favoraveis no biofilme dentario, a baixa concentragédo de ions
calcio, fosforo e fluoreto tem sido associada a presenca dos PECs [35,37,38,56-58].
Em adi¢do, a concentragao de ions no biofilme é considerada fator determinante na
saturagao da estrutura do biofilme, mantendo o equilibrio mineral entre o fluido do
biofilme e a superficie dentaria, e com isso atuando diretamente no processo de des

e remineralizacdo (DES-RE) dos substratos dentarios [57].

Na presente pesquisa foi observado a identificagao de proteinas ligadoras de
calcio nas amostras de biofilme dentes afetados e nao afetados, essas proteinas

foram também observadas em outros estudos de biofilme, os quais relatam que a



