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RESUMO

O sistema mastigatério € uma das partes mais complexas do
organismo humano. O aperfeicoamento deste sistema ocorreu de forma gradual
durante a evolucio dos vertebrados por aproximadamente 450 milhdes de anos. As
alteragcdes na forma e numero de dentes foram fatores cruciais que contribuiram
para ao desenvolvimento da mastigagcao, tendo em vista que o ajuste entre maxila e
mandibula durante a mastigagcado é regulado principalmente por contatos oclusais
das cuspides dentais. O esmalte e dentina sdo os principais tecidos que formam os
elementos dentarios. Enquanto que as caracteristicas microscopicas da dentina séo
extremamente conservadas nos vertebrados, o esmalte dentario exibe uma ampla
gama de variagdes microestruturais. Desta maneira, o objetivo do presente projeto é
comparar a variagdo de caracteristicas associadas a eficiéncia da transcricao e
tradugdo e de caracteristicas estruturais de proteinas de genes relacionados a

formacgao do esmalte e dentina em vertebrados.

Palavras-chave: amelogénese; dentinogénese; vertebrados; splicing alternativo



ABSTRACT

Masticatory system is one of the most complex parts of the human
organism. The enhancement of this system occured gradually during vertebrates
evolution by approximately 450 millions of years. Changes in form and number of
teeth were crucial factors that contributed to develop mastication, considering that
adjustments between upper and lower jaws are regulated primarily by occlusal
contacts of the dental cusps. Enamel and dentin are extremely conserved in
vertebrates. Tooth enamel exhibits a wide set of micro structural variations. Thereby,
the aim of this project is to compare the variation of characteristics associated to
transcription and translation efficiencies, and structural characteristics of proteins

from genes related to enamel and dentin formation in vertebrates.

Keywords: amelogenesis; dentinogenesis; vertebrates; alternative splicing
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1 INTRODUGAO

Todas as caracteristicas bioldgicas de um organismo vivo sdo, em ultima
analise, determinadas pela expressao genética de suas células. O controle da
expressao genética € um dos mais importantes processos bioldgicos, que pode ser
regulado em diferentes etapas. A expressao genética € o processo energeticamente
mais caro dentro de uma célula e um uso eficiente da maquinaria de expressao do
gene é de fundamental importancia para o funcionamento adequado das células. As
taxas de expressado do gene sdo principalmente determinadas pelas sequéncias de
DNA que modulam a transcricao e a traducado, e a selegcado para o uso eficiente do
ribossomo eficiente parece ser uma importante forca que molda a evolugdo das
sequéncias de genes no sentido de melhorar a expressao do gene (Line et al. 2013).
A expressao otimizada pode ser entendida como a razdo maxima entre o beneficio
devido a expressao do gene e os custos da sua produgao. A expressao otima requer
uma contribuicdo equilibrada dos diversos processos que participam da maquinaria
da expressao. Assim, um gene que é transcrito a taxas elevadas, deve também ser
traduzido de forma eficaz. Portanto, espera-se que as caracteristicas genéticas de
sequéncia que participam dos diferentes aspectos da expressdo do gene irdo
trabalhar de forma integrada e co-evoluir no sentido de lidar com as demandas para
o uso do ideal dos ribossomos celulares (Stark et al. 2005). Desta maneira,
caracteristicas especificas ou assinaturas genéticas das sequéncias que regulam a
transcrigdo e tradugdo como o tamanho do gene, tamanho da sequéncia codificante,
estrutura secundaria do RNA, frequéncia de cédons, tamanho da regido 3’'UTR e
numero de exons podem servir como parametros para estimagcédo da capacidade de

expressao de um gene.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Esmalte

O esmalte dentario € o tecido mais duro e calcificado dos vertebrados,
contendo aproximadamente 95% de conteudo mineral, constituido principalmente
por cristais de hidroxiapatita de calcio. A superficie externa do esmalte é formada por
uma camada fina e homogénea onde os cristais de hidroxiapatita sdo paralelos entre
si. Esta camada é dita aprismatica (sem prismas). A maior parte do esmalte é
formada por prismas ou bastdes. Cada prisma se origina na jungao entre a dentina e
o esmalte (juncdo amelodentaria) e segue até a regido proxima a superficie do
esmalte. Os prismas sédo formados devido a variagdo na orientagdo dos cristais de
hidroxoapatita. A diferenca de orientacao dos cristais entre dois prismas vizinhos faz
com que o limite entre estes seja visivel (Nanci, 2008).

Acredita-se que a estrutura prismatica foi uma aquisicdo importante
para o desenvolvimento da mastigagdo nos mamiferos que apareceram ha
aproximadamente 250 milhdes de anos. Os dentes dos répteis, dos quais o0s
mamiferos originaram, sdo pouco exigidos. Os répteis trocam a denticdo muitas
vezes durante sua vida (polifiodontes) e ndo mastigam, usam os dentes apenas para
aprisionar e engolir os alimentos. Ja os dentes dos mamiferos sdo muito exigidos,
pois estes animais possuem um estilo de vida bastante ativo. O processamento dos
nutrientes pela mastigacdo € uma etapa importante para o seu aproveitamento
eficiente. Os mamiferos precisam alimentar-se com frequéncia e maximizar o
aproveitamento da energia e nutrientes contidos nos alimentos. Como consequéncia
os dentes sdo frequentemente submetidos a forcas de impacto e abrasdo pelo
contato oclusal entre os dentes opostos durante a mastigagdo. Além disso, os
dentes dos mamiferos sdo usados durante longos periodos, pois estes possuem
somente uma (monofiodontes) ou duas (difiodontes) dentigdes durante toda a vida
(os humanos possuem duas dentigbes enquanto que os roedores possuem apenas
uma). O desenvolvimento da mastigacdo sé foi possivel gracas a adaptacgdes
evolutivas na estrutura do esmalte. A variagcdo da orientacdo dos cristais de
hidroxiapatita ajuda a distribuir as forgas mastigatorias que incidem sobre o esmalte,
melhorando as propriedades fisicas desta estrutura. Nos mamiferos primitivos os
prismas eram paralelos entre si e seguiam retos da jungdo amelodentaria até a

superficie do esmalte. Na maioria dos mamiferos modernos o esmalte possui uma
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estrutura mais complexa, onde os prismas seguem um trajeto tortuoso, além disto,
grupos de prismas seguem dire¢cdes distintas formando as bandas de Hunter-
Schreger. Evidéncias experimentais mostram que as bandas de Hunter-Shreger
melhoram as propriedades fisicas do esmalte dentario, tornando-o mais resistente a
fraturas e abrasdo. Estas bandas apareceram pela primeira vez ha
aproximadamente 60 milhdes de anos, num periodo que coincide com a
diversificacao das espécies de mamiferos (Line e Novaes 2005). Até este periodo os
mamiferos eram seres pequenos e despreziveis que se alimentavam de insetos e
viviam a sombra dos grandes dinossauros, que dominavam o nosso planeta. A
extincdo dos dinossauros ha 65 milhdes de anos permitiu aos mamiferos ocupar os
territérios deixados pelos antigos donos do planeta. Novas espécies surgiram,
animais maiores e com novos tipos de dietas apareceram em um periodo
relativamente curto. O aumento do tamanho causou um consequente aumento na
forga mastigatdria (animal maior possui maior forga mastigatoria). Associado a este
fator, dietas baseadas em fibras vegetais nos animais herbivoros ou a necessidade
de ftriturar ossos nos animais carnivoros aumentaram o esforco sobre o esmalte
dentario aumentando a possibilidade de fratura neste tecido. Desta maneira, as
bandas de Hunter-Schreger conferiram uma importante vantagem seletiva. Dentes
com estas estruturas puderam permanecer funcionais por mais tempo, melhorando
as chances de sobrevivéncia das espécies na qual estavam presentes (Line e
Bergquist, 2005)

A formacgao do esmalte € um processo complexo que envolve eventos
bioldgicos importantes. O esmalte é formado pelos ameloblastos que se originam a
partir das células do epitélio interno do 6rgao dentario. A diferenciacdo das células
do epitélio interno ocorre devido a influéncia das células da papila dentaria
subjacentes. Esta diferenciacdo é regulada pela expressdo de fatores como Shh,
Smo, além da interacado das células com proteinas da matriz extracelular. A matriz
extracelular que origina o esmalte é sintetizada, secretada e organizada por células
especializadas do 6rgao dentario, os ameloblastos. O desenvolvimento do esmalte é
caracterizado por interagdes complexas entre componentes desta matriz extracelular
em fase organica, fase mineral e fase aquosa. Estas interagdes ocorrem em trés
estagios: o secretério com deposi¢ao de uma matriz predominantemente organica
pelos ameloblastos; o de transicdo, em que se inicia a degradagédo protéica e

aumenta muito a fase aquosa da matriz; o de maturagcdo, em que ha extensa
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degradagdo da matriz organica e substituicdo por componente mineral. No final
desse processo o esmalte torna-se o material mais duro do organismo. Enquanto os
outros tecidos mineralizados como 0sso, dentina e cemento, possuem em torno de
20% de material organico, o esmalte possui menos de 1% de constituicdo organica
Nanci 2008).

As principais proteinas envolvidas na formagdo do esmalte s&o a
amelogenina, meloblastina e enamelina. As amelogeninas sao um grupo
heterogéneo de proteinas que constituem 90% do total de proteinas da matriz no
estagio secretorio. As amelogeninas sao altamente hidrofobicas, e em solucéo,
formam agregados conhecidos como “nanosferas”. As nanosferas interagem com os
cristais extremamente finos dos estagios precoces da formagao do esmalte modulam
seu crescimento. O papel fundamental das amelogeninas na mineralizagdo do
esmalte pode ainda ser verificado: 1) pelo fato do gene da amelogenina estar
alterado nos casos de amelogénese imperfeita ligada ao cromossomo X, doenga em
que ha formacao de esmalte pouco mineralizado e bastante desorganizado; 2) por
resultados in vitro mostrando que inibidores da degradagdo da amelogenina
promovem mineralizacdo deficiente no esmalte dentario. A remocido das
amelogeninas durante a maturagéo parece um passo critico para a mineralizagao do
esmalte e parece ser dependente de proteinases presentes ma matriz organica do
mesmo. Durante o desenvolvimento dentario, proteinases s&do secretadas pelos
ameloblastos e clivam as proteinas do esmalte. Diferentes proteinases séao
expressas durante os estagios de formagao do esmalte exercendo fungdes distintas.
Essas enzimas parecem ter papel essencial na formagcdo do esmalte modificando
e/ou degradando proteinas da matriz e consequientemente afetando a interagao
entres as proteinas e o desenvolvimento dos cristais de hidroxiapatita. A
metaloproteinase da matriz-20 (MMP-20) é também conhecida como enamelisina. A
funcdo da MMP-20 parece ser a remogao gradual da amelogenina na fase
secretoria, alterando o comportamento fisico quimico da molécula. O gene da MMP-
20 humano localiza-se no brago longo do cromossomo 11 (11922.3) e possui 9
exons. Outra enzima que participa no processamento da matriz do esmalte € uma
serino-proteinase, conhecida como calicreina-4 ou KLK-4. Ela é secretada como
uma pré-enzima (zimogeno) com 230 aminoacidos que é entdo ativada por clivagem
proteolitica, sendo encontrada no tecido em duas formas com massas moleculares

de 30 e 34 kDa. A KLK-4 ¢é expressa no final do estagio de transigdo e durante todo
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o estagio de maturacdo. Ela parece ter uma fungdo digestiva, clivando a
amelogenina e as outras proteinas da matriz do esmalte durante o inicio da fase de
maturagcao. A degradagao e remogao da matriz protéica do esmalte dentario permite
um rapido crescimento dos cristais de hidroxiapatita durante esta fase. O gene KLK-

4 localiza-se no brago longo do cromossomo 19 (19913.41) e possui 6 exons.

2.2 Dentina

A dentina é o tecido mineralizado de natureza conjuntiva que constitui a

maior parte da estrutura do dente, sendo recoberto pelo esmalte na porgao coronaria
e pelo cemento na porcéo radicular. A dentina suporta o esmalte, amortecendo as
forcas da mastigagdo. Sem o apropriado suporte da dentina, o esmalte tende a
fraturar e facilmente soltar-se da dentina. Embora a dentina tenha conteudo orgéanico
e propriedades mecanicas similares ao 0sso, a matriz dentinaria tem uma
microestrutura unica considerando os longos processos odontoblasticos.
A dentina, secretada pelos odontoblastos, tem sua matriz organica composta em
parte por proteinas colagénicas e parte ndo-colagénicas. A principal proteina nao-
colagénica secretada pelos odontoblastos para formagdo da dentina é a
sialofosfoproteina da dentina (DSPP, 8).

ApoOs a secrecdo da proteina DSPP pelos odontoblastos, esta é clivada
em trés proteinas menores por multiplas proteases extracelulares: sialoproteina da
dentina (DSP), glicoproteina da dentina (DGP) e fosfoproteina da dentina (DPP).
DSP e DPP sé&o as duas principais proteinas ndo-colagénicas da matriz dentinaria,
mas que tém papéis distintos na dentinogénese. DSP é um proteoglicano que forma
dimeros covalentes ligados por pontes dissulfeto, DGP €& uma glicoproteina
fosforilada e a DPP (também conhecida como fosforina) € uma proteina altamente
fosforilada (acida). Por ser altamente hidrofilica, a proteina DPP expressa pelos
odontoblastos interage com as fibrilas do colageno da matriz dentinaria e contribui
para a nucleacao de cristalitos minerais. Tem sido sugerido que a DPP atua como
um iniciador da mineralizagdo da pré-dentina, bem como no controle da
mineralizagdo da dentina. Contudo, estudos recentes tém mostrado que DSP é
suficiente para iniciar a mineralizacdo, enquanto que DPP é importante para
maturacao da dentina. Os principais tipos de alteragdes genéticas que acometem a
dentina sdo as Dentinogénese Imperfeitas e as Displasias Dentinarias, que



14

apresentam heranca autossOmica dominante e afetam as denticbes deciduas e

permanentes (Nanci 2008).

2.3 Hidrofobicidade das proteinas da matriz do esmalte

Delgado et al. (2005) realizaram uma analise evolutiva da amelogenina
em mamiferos. A amelogenina € uma proteina importante na formagéao do esmalte e
o estudo demonstrou que a regiao hidrofobica central, em sua maioria a regidao do
exon 6, € mais variavel, no entanto, conservaram grande quantidade de prolina e
glutamina, mostrando que esses aminoacidos desempenham papéis importantes
nessa regido. As proteinas ancestrais analisadas continham as mesmas
caracteristicas das sequéncias modernas. A amelogenina possui residuos de
aminoacidos muito conservados nas suas extremidades amino e carboxi-terminal.
As regides altamente conservadas estdo sujeitas a fortes pressdes seletivas, no
entanto, a regido hidrofébica central € menos restrita e, consequentemente, evolui
mais rapidamente.

Jin et al. (2009) mostram que a variagdo do numero de residuos prolina
hidrofébicos na porgcdo carboxi-terminal parece estar correlacionada com o
alongamento dos cristais de hidroxiapatita e também se relaciona com a
complexidade e espessura do esmalte em vertebrados.

Kyte et al. (1982) sugerem um método de avaliagdo das estruturas
proteicas através de um programa que avalia progressivamente a hidrofilicidade e

hidrofobicidade das proteinas ao longo de sua cadeia de aminoacidos.

2.4 Regiao 3’'UTR e micro RNA’s

Lai (2002) sugeriu uma fungao mais geral dos micro RNAs na regulagao
do gene. Os micro RNAs se demonstraram complementares a da regido 3'UTR, que
medeiam a regulagédo negative pos traducional.

Liu et al. (2012) realizaram uma analise comparativa em diferentes
espécies de eucariotos das regides nao traduzidas (UTR) 5 e 3’ analisando
caracteristicas basicas de trés reinos: Plantae, Fungi e Protista. Os resultados do
estudo sugere que a evolugdo das espécies acompanha o aumento da
complexidade regulatéria das regides UTR.

Stark et al. (2005) sugerem que uma gama de genes relacionados aos

processos celulares basicos ndo realizam a regulacdo de microRNAs devido a
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regides 3'UTR curtas. O mesmo acontece aos microRNAs individuais quando sao

expressos em tecidos vizinhos, o que confere exatidao a expresséo genetica.
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3 PROPOSICAO

Haja vista a grande variabilidade dos padrdes microestruturais do
esmalte dentario, o objetivo do presente projeto é comparar a variagdo de
assinaturas genéticas associadas a eficiéncia de tradugdo e de comparar a
hidrofobicidade de proteinas presentes na matriz do esmalte e dentina em

vertebrados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao de assinaturas genéticas relacionadas a formag¢ao do esmalte e
dentina
Os genes relacionados a formagao do esmalte e dentina foram obtidos no

site http://bite-it.helsinki.fi/ da base de dados Genecards (www.genecards.org)e

foram divididos em dois grupos:

Esmalte: Foram considerados genes relacionados a formacédo do esmalte dentario
aqueles que foram expressos por ameloblastos e/ou presentes na matriz do esmalte
dentario. Foram excluidos desta lista genes expressos por odontoblastos,
cementoblastos e cuja proteina estiver presente na dentina, pré-dentina ou cemento.
Dentina: Foram considerados genes relacionados a formagédo da dentina genes
expressos por odontoblastos ou presentes na dentina ou pré-dentina.

As sequéncias codificantes e de proteinas, assim como o tamanho das sequencias
dos genes e da regido 3’'UTRdestes genes e numero de exons, foram obtidas do site
“Biomart” (www.biomart.org) em todas as espécies de vertebrados disponiveis no
site. Os passos para obtencédo foram: “Biomart” (Esembl) — “Choose database” —
“‘Ensembl Genes 75" — “Choose Dataset” — “Homo sapiens Genes”. Entrando na
opgao “Filters”: Selecionar a opgao “Wikigene Name” e colar os nomes dos genes
em “+ gene”. Na opcgao “Attributes”: Com a opcao “Features” selecionada, selecionar
também, a partir dai, “Ensembl Transcript ID” e “Associated Transcript Name”.

Assim, obtém-se os resultados.

4.2 Comparacao do numero de sequéncias codificantes

a) Comparagao esmalte e dentina: Haja vista que um gene pode ter mais de uma
sequéncia codificante devido ao “splicing” alternativo, o numero de sequéncias
codificantes para cada gene (com sequéncias dos genes de todas as espécies) dos
grupos dentina e esmalte foram comparados pelo teste “Mann-Whitney”. Isto indicou
se o fendmeno de “splicing” alternativo pode estar associado com a variabilidade
fenotipica. Além do esmalte e dentina foram coletados também genes expressos no
cemento dentario (cementoblastos) e osso (ostedcitos e osteoblastos).

b) Comparagao esmaltes prismatico e aprismatico.


http://bite-it.helsinki.fi/
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Nesta comparagéo os animais foram divididos em dois grupos, sendo animais que
possuem esmalte prismatico e animais com esmalte aprismatico. O numero de
sequencias codificantes entre os grupos foram comparadas pelo teste de Mann-
Whitney. Foram feitas analises separadas para os genes do esmalte e dentina, para
verificar se as possiveis diferengas encontradas com genes de esmalte sdo somente
associadas as caracteristicas fenotipicas ou devido a “bias” filogenético, pois a
maioria dos animais com esmalte aprismatico sdo nao mamiferos.

Os animais usados na comparagao foram:

Mustela putorius furo (Furdo), Loxodonta africana (Elefante), Ailuropoda
melanoleuca (Panda), Sarcophilus harrisii (Diabo da Tasmania), Felis catus (Gato),
Xenopus tropicalis (R&), Anolis carolinensis (Calango), Tursiops truncates (Golfinho),

Dasypus novemcinctus (Tatu) e Ornithorhynchus anatinus (Ornitorrinco).

4.3 Comparacao das assinaturas genéticas

a) Comparagao esmalte e dentina: Neste caso foram feitas analises de regressao
logistica das assinaturas genéticas dos transcritos dos genes dos grupos esmalte e
dentina usando os seguintes parametros: Tamanho do transcrito, tamanho do gene,

numero de éxons e tamanho da regido 3'UTR (Stark et al. 2005, Liu et al. 2012).

b) Comparagdo esmaltes prismatico e aprismatico: Nesta comparagao os animais
foram divididos em 2 grupos, sendo animais que possuem esmalte prismatico e
animais com esmalte aprismatico. As comparag¢des foram feitas analises por de
regressao logistica das assinaturas genéticas dos transcritos dos genes dos grupos
prismatico e aprismatico usando os seguintes parametros: Tamanho do transcrito,
tamanho do gene, numero de éxons e tamanho da regido 3’ UTR. Foram feitas
andlises separadas para os genes do esmalte e dentina, para verificar se as
possiveis diferengas encontradas com genes de esmalte sdo somente associadas as
caracteristicas fenotipicas ou devido a “bias” filogenético, pois a maioria dos animais
com esmalte aprismatico sdo mamiferos inferiores (i.e. répteis e anfibios). A
discriminagdo das regressdes dos grupos esmalte e dentina foram comparadas

usando-se curvas ROC.

4.4 Comparagao da hidrofobicidade protéica

a) Comparacéao entre esmalte e dentina:



19

Os valores de hidrofobicidade (Kyte et al. 1982) para cada gene (com sequéncias
dos genes de todas as espécies) dos grupos dentina e esmalte foram comparado
pelo teste “Mann-Whitney”.

b) Comparacgao entre esmaltes prismatico e aprismatico.

Nesta comparagdo os animais foram divididos em 2 grupos, sendo animais que
possuem esmalte aprismatico e animais com esmalte prismatico. Os valores de
hidrofobicidade dos dominios das proteinas foram também comparados pelo teste
de Mann-Whitney. Foram feitas analises separadas para os genes do esmalte e
dentina, para verificar se as possiveis diferengas encontradas com genes de esmalte
prismatico e aprismatico sdo somente associadas as caracteristicas fenotipicas ou
devido a “bias” filogenético, pois a maioria dos animais com esmalte aprismatico séo

nao-mamiferos.
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Na comparagao entre esmalte e dentina, como o valor de p > 0,05,

conclui-se que a diferenga entre os pontos médios é devido ao acaso, de acordo

com a figura 1
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Figura 1. Numero de sequéncias codificantes para genes expressos no esmalte,

dentina, osso e cemento humano
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Quando os genes expressos no esmalte dentario foram comparados nao se

obteve uma diferenca significante entre o numero de sequencias codificantes

presentes nos animais com esmalte prismatico e animais com esmalte aprismatico

(p > 0.08, Fig. 2, “Enamel genes”). Da mesma forma, quando 0s genes expressos

na dentina foram comparados ndo se obteve uma diferenca significante entre o

numero de sequencias codificantes presentes nos animais com esmalte prismatico e

animais com esmalte aprismatico (p > 0.24, Fig. 2, “Dentin genes”). Como pode ser

observado na figura 2 a grande maioria dos genes possuia apenas 1 sequéncia

codificante, o que diferiu dos genes humanos (Figura 1), que possuiam em sua

maioria mais de uma sequéncia codificante. Acreditamos que isto nao reflete uma

verdade biolégica e possivelmente reflete a maior cobertura de sequenciamento
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para os genes humanos. Assim sendo analises comparativas entre mamiferos

devem ser interpretadas com cautela.

Enamel genes Dentin genes
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p = 0.0864395712286209 p = 0.247803438386321

Figura 2. Sequéncias codificantes nos esmaltes prismatico (prismatic) e aprismatico
(aprismatic) expressas no esmalte (Enamel genes) e dentina (Dentin genes)

Na comparacgao entre os tamanhos dos genes, sequéncias codificantes, tamanho da
regidao 3'UTR e numero de exons em genes relacionados a sintese do esmalte
dentario e dentina em animais com esmalte prismatico e esmalte aprismatico. Nao
foram encontradas diferencas nestes parametros nos genes expressos na dentina
(Figura 3A). No entanto, foi encontrada uma diferenca estatisticamente significante
(p = 0.0001, Teste de Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni) quando se
comparou o tamanho da regido 3' nao traduzida (3' UTR) nos genes expressos no
esmalte dentario de animais com esmalte prismatico e esmalte aprismatico. Sendo
que o tamanho da regido 3'UTR foi maior nos genes dos animais com esmalte

prismatico (Figura 3B). Esta diferenga parece ter ocorrido devido ao fato de que
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muitos genes dos animais, com esmalte aprismatico, ndo possuiam regido 3'UTR
(tamanho = 0). Esta tendéncia pode ter ocorrido devido ao fato de que este grupo
incluia ndo mamiferos, o que nao ocorreu no grupo prismatico, que era constituido
somente por mamiferos. No entanto, o fato de que nao existiu diferenga neste
parametro, quando foram comparados os genes da dentina, sugere que a diferenca
no tamanho da regido 3'UTR nos genes do esmalte, ndo ocorreu devido a presenga

de ndo mamiferos.
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Figura 3A -. Medianas e intervalos inter quartilicos do numero de pares de bases (BP) (gene
size) e sequéncias codificantes (coding sequences) do numero de exons (number of exons)
e numero de pares de bases das regides 3’'UTR dos genes da dentina (l,e. Expressos em
odontoblastos) em animais com esmalte prismatico e aprismatico. As diferengas entre os
grupos foram consideradas nao significantes (p> 0.05, Teste de “Mann-Whitney”)
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Figura 3B. Medianas e intervalos inter quartilicos do niumero de pares de bases (BP)
(gene size) e sequéncias codificantes (coding sequences) do numero de exons
(number of exons) e numero de pares de bases das regides 3’'UTR dos genes de
esmalte (l,e. Expressos em ameloblastos) em animais com esmalte prismatico e
aprismatico. As diferengas entre os trés primeiros grupos foram considerados nao
significantes (p> 0.05, Teste de “Mann Whitney”). Existiu diferencga significativa entre
o tamanho das regidées 3’'UTR entre os dois grupos analisados.

As sequéncias codificantes obtidas do site Biomart passaram por processo de
fitragem onde foram removidas as sequéncias que possuiam sequéncias nao
definidas (N), sequéncias que nao eram iniciadas pelo cédon de ATG (metionina) e
sem codons de parada (TAA, TAG, TGA). Os genes que possuiam mais de uma
sequéncia codificante foram filtrados de maneira que somente a sequéncia de maior
tamanho foi mantida. As sequéncias de DNA foram transformadas em sequéncias de
peptideos e a média da hidrofobicidade foi calculada segundo Kyte e Doolittle
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(1982). A figura 4A compara as médias da hidrofibicidades dos polipeptideos do
esmalte e dentina de genes humanos. As diferengas entre os grupos foram
consideradas nao significantes (p = 0.1129, Teste de Mann-Whitney). Estes
resultados sugerem que nao existem diferencas significantes de hidrofobicidade

entre as proteinas do esmalte dentario e dentina.
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Figura 4A. Comparagcdo das médias da hidrofobicidade dos polipeptideos do
esmalte e dentina de genes humanos. As diferencas entre os grupos foram
consideradas néo significantes (p = 0.1129, Teste de “Mann-Whitney).

Foram também comparadas os valores de hidrofobicidade das proteinas dos animais
que possuem esmalte prismatico (Humanos, Panda, Diabo da Tasmania, Gato,
Elefante) e animais que possuem esmalte aprismatico (Calando Anolis, Xenopus,

Golfinho, Tatu, Ornitorrinco). Como no experimento anterior, ndo foram encontradas
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diferengas significativas de hidrofobicidade das proteinas entre estes grupos (Figura
4B, p = 0.95, Teste de Mann-Whitney). Estes experimentos sugerem que a
existéncia de esmalte prismatico ndo ocorreu devido a uma alteragdo generalizada

da hidrofobicidade dos genes do esmalte dentario.
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Figura 4B. Comparagao das médias da hidrofibicidades dos polipeptideos
entre animais com esmalte prismatico e aprismatico. As diferencas entre os
grupos foram consideradas nao significantes (p = 0.95, Teste de Mann-
Whitney).
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6 CONCLUSAO

Ao comparar o numero de sequéncias codificantes entre esmalte e
dentina foi possivel concluir que o splicing alternativo ndo esta associado com a
variabilidade fenotipica, pois ndo varia entre os tecidos (Figura 1). A variabilidade da
plasticidade evolutiva e variabilidade fenotipica do esmalte ndo estdo associadas
com o numero de sequéncias codificantes para os genes deste tecido.

A regidao 3'UTR geralmente contém elementos envolvidos na
regulagédo poés transcricional da expressao genética. A ligagdo de proteinas e micro
RNAs (miRNAs) nessas regides, geralmente aumenta a degradacédo de moléculas
de RNA mensageiro. A regulacdo da expressao genética mediada por miRNAs
parece ser mediada pela diminuicdo do comprimento da porgcao 3'UTR (Stark et al.,
2005). Existe uma correlagdo significativa entre o tamanho da regido 3'UTR e
frequéncia de sequéncias microsatélites (r = 0,73, p = 0,0001) (Liu et al. 2012). As
regides 3'UTR sao ricas em sitios para ligacdo de micro RNAs, que se ligam nessas
sequéncias e induzem a degradagdo do mRNA (Lai, 2002). A variagao no tamanho
da regido 3'UTR é uma estratégia usada para a modulagédo da expressao genética
frente a pressdes seletivas. Variagdes na conformagéo e tamanho das regides UTR
humanas podem explicar até 14% de variagao da expressdo de mRNAs (Line et al.,
2013). Nossos resultados sustentam a importancia biolégica de regides 3' UTR para
a expressao eficiente de genes envolvidos com a sintese do esmalte dentario. O
aumento do tamanho destas regides, possivelmente, esta relacionado com um maior
controle e precisao da expressao genética.

Ja as proteinas da matriz extracelular, em geral, possuem carater
hidrofébico. As amelogeninas e o colageno que sao, respectivamente, as principais
proteinas do esmalte e dentina, sdo proteinas hidrofdbicas. Esta caracteristica se faz
necessaria para manter baixa a hidrossolubilidade dessas proteinas no meio
extracelular. A amelogenina possui residuos de aminoacidos muito conservados nas
suas extremidades amino e carboxi-terminal (Delgado et al., 2005). A variagdo do
numero de residuos prolina hidrofébicos na porgcdo carboxi-terminal parece estar
correlacionada com o alongamento dos cristais de hidroxiapatita e também se
relaciona com a complexidade e espessura do esmalte em vertebrados (Jin et al.,
2009). Apesar de nossos resultados sugerirem que a existéncia de esmalte

prismatico ndo ocorreu devido a uma alteragdo generalizada da hidrofobicidade dos
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genes do esmalte dentario, € possivel que variagdes na hidrofobicidade tenham
ocorrido em grupos especificos de genes, como genes da matriz extracelular.

Em suma, Foi encontrada uma diferengca estatisticamente
significante (p=0,001 teste de Mann-Whitney) apenas quando se comparou o
tamanho da regido 3’UTR (3’'UTR) entre esmalte prismatico e aprismatico, sendo
maior em animais com esmalte prismatico. Nossos resultados sustentam a
importancia biologica de regides 3' UTR para a expressado eficiente de genes
envolvidos com a sintese do esmalte dentario. O aumento do tamanho destas
regides, possivelmente, esta relacionado com um maior controle e precisdo da

expressao genética.
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