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Resumo

A obesidade € uma condicdo cronica relacionada a mdultiplas comorbidades,
como diabetes tipo 2, sindrome metabdlica, doencas periodontais e
cardiovasculares. O objetivo do presente estudo foi analisar os potenciais
biomarcadores para comorbidades associadas a obesidade: Gengivite, Diabetes
Mellitus 2 e Sindrome Metabdlica. Foram analisados os proteomas de amostras
de saliva e/ou sangue de um total de 121 voluntarios, assim como parametros
clinicos e demograficos. Todas as proteinas extraidas foram caracterizadas por
cromatografia liquida vinculada a espectrometria de massas (LC-ESI-MS/TOF),
com estratégia independente de gel e de marcacao, seguida de identificacédo e
analise quantitativa das proteinas com softwares Progenesis e MetaboAnalyst.
Inicialmente, realizamos a comparacdo de componentes da saliva entre
individuos com gengivite e um grupo saudavel, sem gengivite, com 18
voluntarios, alunos e/ou funcionarios da Unigranrio. Foram identificadas 71
proteinas humanas e 116 bacterianas nas amostras salivares, muitas
apresentando alteracdo na abundancia relativa, em resposta a condicéo
gengivite, como Anexina Al, Histatina e Anidrase Carbdnica humanas, além das
bacterianas, como a proteina carreadora de acila, MurQ e GrpE. Na segunda
parte do projeto, tivemos por objetivo comparar individuos saudaveis com peso
normal, sobrepeso e obesidade, com outro grupo de individuos doentes, com
Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) e Sindrome Metabdlica (SM). A segunda
populacdo de estudo foi constituida por 103 voluntarios adultos, moradores no
Estado do RJ. Os resultados mostraram o impacto da DMT2 e SM, também o
aumento de peso, na alteracdo em diversos parametros antropomeétricos e
sanguineos. A analise protebmica permitiu a identificacdo de 203 proteinas
plasmaticas e 64 salivares, sendo determinadas proteinas que com alteracdo na
abundéancia relativa de acordo com o ganho de peso corporal e com o
desenvolvimento de SM e DMT2, como por exemplo as proteinas: S100-A8,
Profilina 1, WRS e APOC3. As alteracdes nessas proteinas sugerem 0 seu uso
como potenciais biomarcadores, podendo auxiliar futuramente no diagndstico de

SM e DMT2, junto a outros parametros clinicos ja usados atualmente.

Palavras-Chave: Protedmica, Saliva, Sangue, Obesidade, Gengivite, Diabetes

Mellitus, Sindrome Metabdlica.



Abstract

Obesity is a chronic condition related to multiple comorbidities, such as type 2
diabetes, metabolic syndrome, periodontal and cardiovascular diseases. The aim
of the present study is to analyze the potential biomarkers for comorbidities
associated with obesity: Gingivitis, Diabetes Mellitus 2 and Metabolic Syndrome.
Proteomes of saliva and/or blood samples from a total of 121 volunteers were
analyzed, as well as clinical and demographic parameters. All extracted proteins
were characterized by liquid chromatography linked to mass spectrometry (LC-
ESI-MS/TOF), with a gel-independent and unmarked strategy, followed by
identification and quantitative analysis of proteins with Progenesis and
MetaboAnalyst software. Initially, we compared saliva components between
individuals with gingivitis and a healthy group, a population of 18 volunteers,
students and/or employees of Unigranrio. 71 human proteins and 116 bacterial
ones were identified in salivary samples, many showing alteration in relative
abundance in response to the gingivitis condition, such as human Annexin Al,
Histatin and Carbonic Anhydrase, in addition to bacterial proteins, such as the
transcriptional regulator WhiB1, MurQ and GrpE. In the second part of the project,
we aimed to compare healthy individuals with normal weight, overweight and
obesity, with another group of sick individuals, with Type 2 Diabetes Mellitus
(DMT2) and Metabolic Syndrome (SM). The second study population consists of
103 adult volunteers, living in the State of RJ. The results showed the impact of
DMT2 and MS, as well as weight gain, on changes in several anthropometric and
blood parameters. The proteomic analysis identified 203 plasmatic and 64
salivary proteins, with some that changed in relative abundance according to
body weight gain and the development of MS and DMT2, such as proteins: S100-
A8, Profilin 1, Cytoplasmic tryptophan-tRNA ligase and APOC3. Changes in
these proteins suggest their use as potential biomarkers, which may help in the
future in the diagnosis of MS and DMT2, along with other clinical parameters

already used today.

Keywords: Proteomics, Saliva, Blood, Obesity, Gingivitis, Diabetes Mellitus,

Metabolic Syndrome.
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1- INTRODUCAO

A obesidade é definida segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como um acumulo de gordura de forma anormal ou excessiva e que pode
prejudicar a saude do individuo (WHO, 2021a). Evidéncias apontam que na
obesidade e em suas comorbidades ha troca de informagfes entre o sistema
imune e o sistema metabdlico, com os adipécitos exercendo fungdes
imunoldgicas (KAU et al., 2011). A obesidade influencia o aumento do infiltrado
de macréfagos no tecido adiposo branco em camundongos e humanos, criando
uma inflamagéo local e sistémica, e assim, levando ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e resisténcia a insulina, dentre outras doencas
associadas (WEISBERG et al., 2003; CANCELLO et al., 2005).

Estudos epidemiolégicos demonstram que a prevaléncia de sobrepeso e
obesidade em adultos com idade a partir de 18 anos tem dobrado nas ultimas 4
décadas. Em 2016, foram constatados cerca de 39% da populagdo com
sobrepeso e 13% com obesidade (WHO, 2021a). Este cenario dramético pode
representar um impacto importante na saude publica devido as comorbidades
associadas. As consequéncias comuns da obesidade sdo doencas
cardiovasculares, Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), desordens
musculoesqueléticas e alguns canceres (BERG et al., 2005; YUSUF et al., 2005
et al.,, 2022). O aumento de peso pode levar a alteracbes metabdlicas
significativas, as quais podem servir como biomarcadores para doencas
associadas a obesidade (BULLO et al., 2007; SHAH et al., 2008; DE
SPIEGELEER et al., 2021).

Biomarcadores sdo definidos como substancias que podem ser medidas e
avaliadas experimentalmente e indicam uma condi¢cdo normal ou patolégica de
um organismo ou de respostas farmacolégicas a intervencfes terapéuticas
(STRIMBU & TAVEL., 2011). Os biomarcadores podem ser usados na area
clinica para diagnostico ou para identificar riscos para a ocorréncia de doencas
(BUYSE et al.,, 2011; FOROUTAN., 2015). Os biomarcadores podem ser de
diversos tipos, como enzimas, proteinas, genes e células especificas.

Os biomarcadores proteicos vém sendo utilizados para o estudo de diversas

doencas, tais como a doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, assim como
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doencas cardiovasculares, DMT2, Sindrome Metabdlica (SM) e doencas
periodontais, as quais sdo comorbidades relacionadas a obesidade (PINHO et
al., 2014; YOSHIZAWA et al., 2013; MCGHEE et al., 2014; CHAHINE et al.,
2014; HUYNH and MOHAN., 2017; CHIEN et al., 2017). Nesse sentido, estudos
protedmicos, em particular com aplicagdo da espectrometria de massas (MS),
facilitam as descobertas de novos biomarcadores, uma vez que geram um
grande numero de proteinas identificadas (ZOU et al., 2013; WHITE et al., 2014).

Em estudos anteriores do nosso grupo, a protedmica foi utilizada como
método de busca por potenciais biomarcadores precoces para doenca
periodontal e risco cardiovascular, utilizando a saliva e o sangue de jovens
adultos voluntarios como fonte de proteinas para a pesquisa. Durante minha
dissertacdo de mestrado (SILVA, 2019), confirmamos que os proteomas de
ambos os fluidos eram modulados em resposta a variagdo no indice de Massa
Corporal (IMC), além de detectar algumas proteinas com potencial para
biomarcador por estarem associadas a comorbidades relativas ao ganho de
peso (Apéndice 3), o que abriu novas perspectivas para trabalhos futuros com
outras doencas. Além disso, a saude bucal dos voluntarios foi avaliada no
mestrado, o que levou a observacao de gengivite em 1/3 da populacdo do estudo
(6 em 18 individuos). Agora, como objetivo deste projeto doutorado realizamos
uma analise comparativa das proteinas humanas e bacterianas presentes na
saliva dos individuos com e sem gengivite, cujos resultados e discussao estao
descritos em no primeiro Capitulo desta Tese.

Em paralelo, iniciamos a captacdo de novos voluntarios, em busca do
aumento no numero amostral e da abtencédo de amostras de individuos com as
doencas com Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) e Sindrome Metabdlica,
conseguindo 103 voluntarios saudaveis e com as doencas citadas, com
diferentes faixas de IMC. Todos os resultados obtidos a partir desta segunda

populacao de estudo, estdo descritos no Capitulo 2 deste texto.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Obesidade e sobrepeso

A obesidade e o sobrepeso sdo definidos pelo acimulo excessivo ou
anormal de gordura, representando um risco a saude (SUVAN et al., 2011). O
sobrepeso e a obesidade estdo relacionados a multiplas comorbidades como
doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, doenca periodontal,
hipertenséo, diabetes tipo 2, levando a uma diminuicdo da saude e perda da
longevidade (SAITO & SHIMAZAKI, 2007; CHAFFEE et al., 2010; BORGES et
al., 2013; CARLUCCI et, al 2013; DHANDA & TAHERI, 2017).

O numero de pessoas obesas no mundo teve um aumento significativo
desde 1980, mais do que dobrando seu nimero. Em 2016 a estimativa era que
1,9 bilhdées de adultos, acima de 18 anos, tinham sobrepeso (39%), sendo 600
milhdes de adultos obesos (13%) (WHO, 2021a). Em torno de 41 milhdes de
criancas na faixa de 5 anos tinham sobrepeso ou eram obesos. Segundo a OMS,
caso esse aumento expressivo ndo se altere, em 2025 havera cerca de 2,3
bilhGes de pessoas com sobrepeso, sendo 700 milhées de adultos e 75 milhdes
de criancas com obesidade (ABESO, 2022).

O aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade nos paises em
desenvolvimento e desenvolvidos tem se agravado com o passar dos anos,
tornando-se um dos mais graves problemas de saude publica do século 21
(BARNES et al, 2007; STEVENS et al, 2012; POPKIN et al, 2012). Em 2010, a
obesidade e o0 sobrepeso foram responsaveis por cerca de 3,4 milhdes de
mortes, estando ligados a mais mortes que o baixo peso (LIM et al., 2012; WHO,
2021a).

No Brasil, segundo dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), em 2020 a taxa de
sobrepeso nos adultos atingiu 57,5%, com maior prevaléncia nos homens
(58,9%) do que nas mulheres (56,2%). A obesidade teve uma frequéncia de
21,5% nos adultos, sendo semelhante entre homens e mulheres. A pesquisa foi
realizada nas 26 capitais da federacédo e no Distrito Federal, usando como base
de dados de beneficiarios de planos de saude (VIGITEL, 2020).
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A constatacdo da condicdo de obesidade é realizada através do calculo do
IMC (indice de Massa Corporal), avaliando a relacdo entre o peso e a altura
elevada ao quadrado (Kg/m?). Adultos com IMC menor que 18,5 estéo abaixo do
peso; 0 peso normal situa-se na faixa entre 18,5 e 24,9; o sobrepeso, entre 25 e
29,9; e a obesidade, igual ou maior que 30 (HOSPITAL ISRELITA ALBERT
EINSTEIN, 2016).

Apesar de comumente utilizado, o IMC ndo consegue distinguir massa
gordurosa de massa magra, causando dados conflitantes, pois ha uma
superestimagdo em pessoas musculosas e imprecisdo em idosos, devido a
perda de massa magra. Além disso, o IMC néo traduz como a gordura corporal
esta distribuida, sendo este fator de extrema importancia na avaliagdo de
sobrepeso e obesidade (ABESO, 2016). Outro método utilizado em combinacéo
com o IMC, e que pode verificar as condicdes de salde de uma pessoa e o grau
de risco de desenvolvimento de problemas a saude, € a mensuracdo de
Circunferéncia de Cintura e de Quadril (CCQ). Estas medidas sao utilizadas para
verificar o nivel de gordura visceral. A partir destes dados, € possivel obter a
relagéo cintura-quadril (ABESO, 2009).

A obesidade é uma doenca complexa, porém comumente relacionada ao
aumento anormal de gordura no tecido adiposo, denominado adiposidade (WHO
2021a), podendo influenciar no desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2
(DMT2), acidente vascular cerebral (AVC) e apneia do sono. O aumento da
gordura corporal tem influéncia na producdo de adipocinas, que apresentam um
papel importante nas complicacdes cardiometabdlicas (KAHN & FLIER, 1993;
OGLESBY et al., 2006).

O tecido adiposo apesar de apresentar em grande parte a funcdo de
estocar energia, também é responsavel por diversas fun¢des, como secrecdo de
proteinas e peptideos pelos adipdcitos, sendo um érgdo metabolicamente ativo
e de grande importancia para o organismo (SANTOS & TORRENT, 2010;
SIPPEL et al., 2014). Este tecido pode ser dividido de acordo com sua
localizagdo em tecido adiposo visceral (TAV) e tecido adiposo subcutaneo (TAS),
0S quais apresentam caracteristicas metabdlicas diferentes. O TAS é encontrado
no abdémen, nas regides gluteas e femoral e embaixo da pele, produzindo

adipocinas pro-inflamatorias, como leptina e Proteina Estimulante de Acilagao
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(ASP). O TAV encontrado principalmente na area abdominal, secreta maior
guantidade de adipocinas pro-inflamatorias, como: i) TNF-a, citocina com
caracteristicas pro-inflamatorias sintetizadas por neutrofilos, macréfagos e
adipOcitos que atua em processos de apoptose, citotoxicidade, inflamacéo,
ativacao da lipdlise e inibicdo da lipogénese; ii) IL-6, uma citocina produzida por
diversas células do sistema imune como macréfagos e mondcitos, além de
adipdcitos e fibroblastos, tendo a capacidade de induzir a producédo de PCR e
aumentar a producao de VLDL (Very Low Density Lipoprotein); e iii) resistina,
produzida por macréfagos e adipécitos, esta relacionada a resisténcia a insulina,
realizando maior liberacdo de &cido graxo e lipdlise (FONSECA-ALANIZ et al.,
2007; ALANIZ et al., 2007; KONRAD et al., 2007; GUIMARAES et al, 2007;
PORTER et al, 2009; MOULIN et al, 2009; AL-MANSOORI et al., 2021).

Na década de 90, foi mostrado que a obesidade € uma doenca inflamatoria,
observando maior expressdo do gene responsavel pela producdo da adipocina
TNF-a no tecido adiposo de ratos (HOTAMISLIGIL et al., 1993). Novos estudos
relacionaram a obesidade com alteracdes nas fun¢des enddcrinas e metabdlicas
do tecido adiposo, mostrando um aumento na sintese de adipocinas pro-
inflamatorias como o TNF-q, interleucina e outros (BULLO et al., 2007; SHAH et
al., 2008; KAWAI et al., 2021).

A adipocina leptina € uma proteina produzida principalmente pelo Tecido
Adiposo Branco (TAB), tendo a fungéo de ativar células do sistema imune como
células natural killer e macréfagos/mondécitos, além de regular a quimiotaxia,
proliferacéo e liberacdo de radicais de oxigénio por neutrofilos. A producao da
leptina depende da quantidade de TAB e o tamanho dos adipdcitos (HSU et al.,
2015). A leptina € considerada um potencial biomarcador para doencas
cardiovasculares, sendo associado a marcadores de hipercoagulabilidade,
hiperatividade plaquetaria e hipofibrindlise (CSONGRADI et al., 2017).

A adiponectina uma adipocina anti-inflamatoria, possui uma capacidade
antiaterogénica, através da inibicAo de mondcitos nas células endoteliais,
diminuindo a producdo de moléculas de adesdo e da transformacdo de
macrofagos em células espumosas, macrofagos carregados de lipideos, estando
relacionadas a aterosclerose (MIHALOPOULOS et al., 2020). Além disso a

adiponectina também mostrou aumentar a sintese de IL-10, uma citocina anti-

21



inflamatéria e diminuir a producéo de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e
TNFa (KUMADA et al., 2004).

Devido ao aumento no acumulo de gordura, o sobrepeso e a obesidade
representam um grave risco a saude (SUVAN et al., 2011), influenciando no
desenvolvimento de doencas, cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2,
hiperlipidemia, periodontite e hipertensdo (SAITO & SHIMAZAKI., 2007,
MORITA et al., 2011). A hiperplasia dos adipdcitos ocasionada em condicfes de
sobrepeso e obesidade, aumenta a quantidade de adipocinas pro-inflamatérias,
como a IL-6 e TNFa, (KARMIRIS et al., 2006; SATPATHY et al, 2015), podendo
levar ao desenvolvimento ou agravamento de doencas periodontais, como a
periodontite, e de doencas cardiovasculares, como a aterosclerose (VERHAGEN
& VISSEREN, 2011; GOCKE et al., 2014).

2.2 - Doencgas periodontais

As doengas periodontais sdo doencas inflamatérias que acometem o
periodonto, denominadas gengivite e periodontite (ARMITAGE, 1999). O fator
etiologico destas doencas € o biofilme bacteriano dental (SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2005). Dentre as doencas infecto-inflamatérias, a doenca
periodontal ganha destaque, sendo uma das mais comuns (HUANG & GIBSON
[, 2015).

A gengivite se caracteriza por ser uma inflamacéo dos tecidos marginais,
reversivel e ndo destrutiva (EBERHARD et al., 2013). Na gengivite, ocorre o
acumulo de placa bacteriana, apresentando edema gengival, eritema e
sangramento a sondagem (ARMITAGE, 2004; KIM et al., 2013), enquanto a
periodontite € caracterizada por uma inflamacao destrutiva, na qual ha perda
irreversivel de osso alveolar e ligamento periodontal (ARMITAGE, 1999;
EBERHARD et al., 2013). A demora no tratamento da periodontite pode levar a
perda dentaria, alteracdes na mastigacao, aumento da mobilidade dentéria e dor
(PIHLSTROM et al., 2005). A periodontite € modulada e ligada a resposta
inflamatéria do individuo, evoluindo de uma condicao de gengivite em individuos
susceptiveis (KIM et al., 2013; KAYAL, 2013).
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Em 1997, Perlstein e colaboradores realizaram um estudo em ratos
Zucker obesos com o0 objetivo de verificar se a obesidade poderia levar a
alteracOes na histologia do periodonto na auséncia de irritacdo e a alteracdes na
resposta do periodonto na presenca de irritacao, através do contato de um fio de
aco em torno do segundo molar superior. Durante o estudo, foi observado que
em ratos obesos a inflamacdo e destruicdo do periodonto eram mais graves,
tendo a obesidade contribuido para a maior gravidade da periodontite
(PERLSTEIN et al., 1997).

Em 2005, Genco e colaboradores analisaram os dados do levantamento
epidemioldgico nacional dos Estados Unidos (Third National Health and Nutrition
Examination Survey), incluindo 12.367 individuos ndo-diabéticos. Na avaliagéo,
o IMC foi utilizado para mensurar a obesidade e o nivel clinico de insercao foi
utilizado para avaliar o perfil periodontal dos individuos. Quando os dados foram
cruzados, foi observado que a obesidade poderia ser um fator de risco para a
periodontite. Além disso, verificou-se um aumento dos niveis plasméaticos de
TNF-a, podendo ocasionar um estado hiperinflamatério, aumentando os riscos
para a doenca periodontal. Os dados da analise logistica indicaram que esta
associacdo entre IMC e periodontite talvez seja modulada pela resisténcia a
insulina (GENCO et al., 2005).

Ha estudos sendo realizados com enfoque na relacdo da periodontite e
obesidade em criancas, demonstrando um aumento no indice de placa
bacteriana e gengivite, conforme o do IMC (FRANCHINI et al., 2011,
SFASCIOTTI et al., 2016). Tem sido demonstrado que a obesidade esta
relacionada ao aumento na producao de citocinas pro-inflamatérias como a TNF-
a e adipocinas como a leptina, envolvida no gasto energético, na regulagado da
ingestao alimentar e funcées neuroenddcrinas. Estes mediadores inflamatérios
levam a aumento da inflamacgéo gengival e doencas periodontais. Essa alteracao
é influenciada pelo aumento do tecido adiposo encontrado na obesidade e no
sobrepeso e, consequente, aumento na producdo de adipocinas pro-
inflamatérias (SAITO et al., 2008; MARTINEZHERRERA et al., 2017).

As doencas periodontais também apresentam associacdo com outras
doencas abordadas no estudo, DMT2 e SM. A Diabetes pode aumentar o risco
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de doencas periodontais de forma direta, através da resposta inflamatéria
gengival ou indiretamente pela diminuicdo na producédo de saliva e uso de
medicamentos. Aproximandamente um ter¢co das pessoas com DMT2 possuli
doenca periodontal grave, podendo levar eventualmente a perda de um ou mais
dentes (HASTINGS and VASQUEZ., 2017; VIDONE., 2018). Em relacdo a SM,
estudos observaram que a presenca da doenca periodontal pode influenciar no
desenvolvimento ou agravamento da SM. O aumento da proteina C-reativa na
doenca periodontal pode influenciar no aumento da inflamagdo sistémica,
impacatando na SM. Também foi observado que o aumento na profundidade das
bolsas periodontais esta relacionado a uma maior producdo de mediadores
inflamatérios (SAITO et al., 2003; SAITO et al., 2006; MORITA et al., 2010;
LOPEZ et al., 2012)

2.3 - Diabetes mellitus tipo 2

A Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) é uma doenca definida pelo desequilibrio
do metabolismo de lipidios, proteinas e carboidratos, resultando assim na
secrecao deficitaria de insulina pelas células 3 pancreaticas, além de resisténcia
a insulina ou a combinacdo de ambos (DEFRONZO, 2009). A complexidade
desta doenca leva a necessidade de cuidados médicos constantes (INZUCCHI,
2012).

A DMT2 tornou-se um grande motivo de preocupacao para a saude, tanto
em nivel local quanto mundial (Figura 1). Segundo a International Diabetes
Federation (IFD), o nimero de adultos com idade entre 20 e 70 anos com DMT2
em 2013 foi 382 milhdes em todo o mundo, com estimativa de aumentar para
592 milhdes em 2035 (IDF, 2013). De acordo com a OMS, o numero de pessoas
com DMT2 vem aumentando ao longo dos anos, tendo, em 1980, 108 milhdes
de pessoas doentes e 422 milhdes em 2013. A prevaléncia mundial em adultos
com mais de 18 anos quase que dobrou, de 4,7% para 8,5% entre o periodo de
1980 e 2014. A mortalidade prematura ocasionada pela diabetes aumentou em

5% entre 2000 e 2016. Cerca de 2,2 milhdes de mortes foram atreladas ao
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aumento de glicose sanguinea. Em 2016 a diabetes causou diretamente a morte
de 1,6 milhdes de pessoas (WHO, 2020).

Figura 1. Prevaléncia mundial da Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2).
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Os valores superiores nas caixas azuis indicam o nimero de pessoas com DMT2, em milhdes;
0s numeros do meio sao estimativas esperadas para 2035; o valor inferior € 0 aumento estimado
entre o periodo de 2013 a 2035. Adaptado de DeFronzo, 2015.

Segundo dados da VIGITEL, no Brasil a frequéncia de diabetes em nivel
nacional, em 2019, foi de 8,2%, sendo as mulheres com 9,0% e os homens 7,3%.
Um dos agravantes encontrados no estudo para o desenvolvimento da doenca
foi a idade, influenciando ambos os sexos de maneira semelhante (VIGITEL.,
2020).

A intolerancia a glicose e a DMT2 ocorrem sempre que 0 controle
homeostético das concentragBes de glicose no plasma é prejudicado devido a
uma diminuicdo na sensibilidade a insulina que nao é totalmente compensada
por um aumento na quantidade de insulina produzida pela célula 3 pancreatica
(KAHN, 2006).

A inflamacado sistémica € um fator j& bem estudado para a resisténcia a
insulina. Em pacientes com resisténcia a insulina, ja foi constatado aumento nos
niveis de células inflamatdrias, como os macréfagos M1, assim como de
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citocinas proé-inflamatérias no figado, soro e tecido adiposo (ROMEO, 2012). A
infiltracdo de macréfagos M1, macrofagos pro-inflamatérios, no tecido adiposo €
um fator crucial para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, assim como a
diminuicdo de macrofagos anti-inflamatorios do tipo M2 (NISHIMURA, 2009;
LUMENG, 2011).

O processo inflamatério encontrado em individuos obesos pode vir a ser um
dos gatilhos necessarios para o desenvolvimento da DMT2 (AL-GOBLAN et al.,
2014). O fato de a obesidade desequilibrar as fun¢cdes metabdlicas e enddcrinas,
acaba por levar ao aumento dos niveis de citocinas e proteinas pré-infamatorias
e diminuir os niveis de proteinas e citocinas anti-inflamatoérias (BULLO et al,
2007). Citocinas inflamatérios como a IL-6, proteina quimioatrativa de mondcitos-
1 (MCP-1) e TNF-a sao proteinas ligadas a obesidade em especial a obesidade
abdominal. A TNF-a e IL-6 possuem a capacidade de desencadear a Resisténcia
a Insulina (RI), através da inibicdo de vias de sinalizacdo de insulina, causando
a diminuicdo da expressdo de GLUT4 e Substrato 1 do receptor de insulina
(IRS1). Em adicéo, elevados niveis de TNF-a e IL-6 estdo relacionados a niveis
aumentados de proteina C-reativa (PCR), um conhecido marcador inflamatério
agudo (AL-MANSOORI et al.,, 2022). Dessa forma a busca por proteinas
relacionadas e alteradas em DMT2 pode vir a ser usadas como potenciais

biomarcadores da doenga.

2.4 - Sindrome Metabélica

A Sindrome Metabdlica (SM) é definida pela reunido de fatores de risco que
contribuem para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e DMT?2,
sendo caracterizada pela hipertrigliceridemia, baixa de HDL, circunferéncia de
cintura e hipertensdo (GRUNDY et al. 2005). Reaven foi o primeiro a discutir
sobre esse grupo de fatores de risco. Esta sindrome, também conhecida como
Sindrome da resisténcia a insulina (DEFRONZO & FERRANNINI, 1991) ou
Sindrome X (REAVEN, 1988), esta associada a resisténcia a insulina, risco de
doencas cardiovasculares, estresse oxidativo e inflamacao (FESTA et al. 2000,
ONAT et al. 2006, LANN & LEROITH 2007, HAJER et al. 2007). Um dos fatores

gue contribuem para seu desenvolvimento € o consumo excessivo de alimentos
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ricos em lipideos e carboidratos, podendo ainda ser incluido o modo de vida
sedentario (ROBBERECHT, 2018).

A SM acabou por se tornar um problema de saude global. Segundo a IFD, a
prevaléncia de SM na Europa varia de 18-30% e nos Estados Unidos de 33-39%
(O'NEIL & O'DRISCOL, 2018; AGUIAR et al., 2015). Sua prevaléncia varia
conforme a regido ou pais de estudo, sexo, idade, etnia e gendtipo, além das
diversas metodologias de diagnéstico que influenciam na variacdo da SM no
mundo (PUCCI et al., 2018). No Brasil, de acordo com De Siqueira Valadares e
colaboradores 2022 a prevaléncia de SM nos ultimos 10 anos, 2011 a 2021, foi
de 26% no sexo masculino e 38 no feminino. Quando analisado pelos diferentes
critérios, a prevaléncia foi de 25% no JIS, 33% no IDF e 31% no NCEP ATP IIl.

Apo6s os fatores de risco terem sido agrupados e caracterizados, varias
tentativas para estabelecer os critérios para diagnéstico de SM foram realizadas
(WEN et al., 2015). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) foi a primeira a
criar uma definicdo de SM internacionalmente reconhecida. Os critérios usados
pela OMS foram editados pelo Grupo Europeu para o Estudo da Resisténcia a
Insulina (EGSIR) em 1999. Em 2001 outro critério para SM foi empregado pelo
Painel de Tratamento de Adultos do Programa Nacional de Educacdo sobre
Colesterol (NCEP / ATPIII), atualizando as diretrizes para a sindrome. Em 2003
a American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) elaborou sua prépria
definicdo, seguido pela IDF, em 2005 (FORD, 2005; ALBERTI et al., 2009).
Essas variacbes nos critérios ocorrem devido a alguns diferentes sintomas
encontrados nas populacdes, o que impacta na susceptibilidade a DMT2 e
doencas cardiovasculares (FORD, 2005; WEN., 2015). Com isso, o diagndstico
de SM vai depender da regido e quais critérios sdo utilizados pelas Instituic6es
de referéncia (Tabela 1).

Segundo o estudo de Ramires e colaboradores de 2018, a prevaléncia de
SM no Brasil em 2013 foi de 8,9%, sendo maior em mulheres que em homens.
Dentre os homens, 7,5%, apresentavam a doenca, enquanto nas mulheres,
10,4% foram diagnosticadas com SM (Tabela 2). Os critérios seguiram o
consenso internacional de cardiologia com 3 ou mais dos seguintes
componentes: diabetes autorreferido, hipercolesterolemia, pressédo alta e

circunferéncia da cintura alta. Este estudo mostrou que somente 23,8% dos
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participantes ndo possuiam nenhum dos componentes da SM e 67,3% possuiam
até dois fatores para o desenvolvimento da doenca, o que indica o elevado
numero de brasileiros com risco de desenvolver a SM.

A obesidade, em especifico a obesidade abdominal € um dos fatores para
o diagnoéstico da SM. Foi observado que individuos com SM possuem alteragdes
nos niveis de proteinas como IL-1RA, TNF-a, fator derivado do péancreas
(PANDER), e interleucina (IL-)-37. A IL-1RA j& foi associado a todos os cinco
componentes da SM, hiperglicemia, baixo de HDL, obesidade abdominal,
hipertenséo, altos niveis de triglicerideos. As TNF-a e PANDER se mostraram
elevadas em individuos com SM e a IL-37 diminuida na doenca (CHIELLE et al.,
2018; LIND et al., 2021; ABDEL-MONEIM et al., 2022). Essas alteracdes
ocasionadas pela SM podem ser detectadas, analisadas e usadas como
possiveis biomarcadores para a doenca.
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Tabela 1. Fatores de Risco da Sindrome Metabdlica, de acordo com as Organizacdes de Saude.

Organizacéao WHO EGIR NCEP/ATPIII AACE AHA/NHLBI/ADA IDF Definicéo
- Atualizagéao Combinadat*
NCEP/ATPIII
Ano 1999 1999 2001 2003 2004 2005 2009
Fatores de IG/DMT2/ ou Resisténcia a 3 ou mais Intoleréncia a 3 ou mais fatores Obesidade + 2 3 ou mais fatores
Risco Resisténcia a Insulina + 3 fatores glicose + fatores
Insulina + 2 fatores = fatores ou mais qualquer um
dos fatores
Obesidade Relacdo Circunferéncia  Circunferéncia IMC >25 Circunferéncia Circunferéncia Varia de acordo
Cintura/Quadril da Cintura da Cintura da Cintura da Cintura com a etnia
2
(>0,9cmH ‘)3 >0,85 (294 cmHe (2102 cmHe Kg/m (2102 cm H e >88 (294 cm H;
cmM
ou >80 cm M) >88 cm M) cm M) >90 cm H
IMC .30,0 Kg/m? asiaticos e >80
cmM
Dislipidemia HDL HDL HDL HDL HDL HDL HDL
<0,91 mmol/L H <1.0 mmol/L <1.0 mmol/LM = <1.0 mmol/L M <1.0 mmol/L M <1.0 mmol/L M <1.0 mmol/L M
(35 mg/dL) (39 mg/dL) (40 mg/dL) (40 mg/dL) (40 mg/dL) (40 mg/dL) (40 mg/dL)
<1,0 mmol/L F TG <1.3mmol/lLF <1.3 mmol/L F <1.3 mmol/L F <1.3 mmol/L F <1.3 mmol/L F
(<39 mg/dL) 2.0 mmol/L (50 mg/dL) (50 mg/dL) (50 mg/dL) (50 mg/dL) (50 mg/dL)
TG (177 mg/dL) TG TG TG TG TG
1,7 mmol / L ou em 1.69 mmol/L 1.69 mmol/L 1.69 mmol/L 1.7 mmol/L 1.7 mmol/L
(150 mg / dL) tratamento (150 mg/dL) (150 mg/dL) (150 mg/dL) (150 mg/dL) (150 mg/dL)
ou em ou em ou em tratamento
tratamento tratamento
Glicemia DMT2 Sem DMT2 DMT2 Sem DMT2 DMT2 DMT2 Glicose em jejum
Glicose em jejum Glicose em Glicose em Glicose em Glicose em jejum Glicose em 5.6 mmol/L
jejum
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Presséao

Arterial

Fatores

Adicionais

>6.1 mmol/L
(110 mg/dL)

PAS 140
PAD 90

Microalbuminuria

20 mg/min

Albumina/creatinina

30 mg/g

jejum >6.1
mmol/L
(120 mg/dL)

PAS 140
PAD 90
ou em
tratamento
X

jejum 6.1
mmol/L
(110 mg/dL)

PAS 130
PAD 85

jejum 6.1
mmol/L
(120 mg/dL)

PAS 130
PAD 85

Resistencia a
insulina
(histérico
familiar
DMT2, ldade,
etnia,
estilo de vida,
SOP)

5.6 mmol/L
(200 mg/dL)

PAS 130
PAD 85
ouem
tratamento
X

5.6 mmol/L
(100 mg/dL)

PAS 130
PAD 85
ouem
tratamento
X

(100 mg/dL)
ou em tratameto

PAS 130
PAD 85
ou em tratamento

X

Legenda: World Health Organization (WHO); European Group for Study of Insulin Resistance (EGIR); National Cholesterol Education Program's
Adul Treatmen Panel Il (NCEP/ATPIII); American Association of Clinical Endocrinology (AACE); American Heart Association (AHA); National
Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI); American Diabetes Association (ADA); International Diabetes Federation (IDF); intolerancia a glicose(IG);

Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2); Homem (H); Mulher (M); Triglicerideos (TG); Presséo Arterial Sistolica (PAS) sistélica; Pressao arterial diastélica

(PAD); Sindrome do Ovario Policistico (SOP). * Definigdo conjunta elaborada pelos 6rgaos AHA/NHBI, IDF, World Heart Federation, International
Atherosclerosis Society e International Association for the Study of Obesity. Adaptado de SAMSON & GARBER (2014).
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Tabela 2: Prevaléncia da Sindrome Metabodlica no Brasil.

Fatores da SM Total Masculino Feminino
N=59.402 N = 25.920 N =33.482
% % 1C 99% % % IC 99% % % 1C 99%
Presséo 40,7 39,6 —41,7 46,9 455-483 349 33,7-36,3
Arterial

Circunferéncia 65,2 64,4—-65,9 55,6 54,0-571 739 72,7-75,0
de Cintura

Diabetes 7,1 6,6 -7,6 6,3 56-7,2 7,8 7,1-85
Dislipidemia 14,7 14,0-15,5 11,9 109-131 169 16,0-17,9
Quantidade de

Fatores

0 23,8 229-247 280 26,7-294 199 188-21,1
1 38,1 37,2-39,0 348 335-36,2 41,0 39,8-423
2 29,2 28,3-30,1 29,7 284-31,0 28,7 27,6-299
3 7,5 7,1-8,1 6,5 58-73 8,5 7,8-9,3

4 1,4 0,9-1,2 1,0 0,7-1,3 1,8 15-22
Legenda: N, nimero de voluntarios que apresentam o fator de risco associado a
Sindrome Metabdlica; IC 99%, intervalo de confianca de 99%. Adaptado de RAMIREZ
et al (2018).

2.5 - Biomarcadores sanguineos e salivares

Marcadores biolégicos ou biomarcadores referem-se a moléculas marcadoras que
podem ser mensurados e relacionados a alguma condicao ou estado biologico. Os
biomarcadores incluem proteinas, genes, diferencas na expressdo metabdlica e
mudancas genéticas, encontrados em diferentes fontes como tecidos e fluidos
corporais (FOROUTAN.,, 2015).

Os biomarcadores podem ser divididos em quatro grupos, de acordo com suas
caracteristicas e varia¢des: diagnostico, prognéstico e preditivo (ZIEGLER et al., 2012;
HE., 2015). O biomarcador preventivo auxilia na prevencéo de uma doenca. Este tipo

de biomarcador é muito utilizado na prevencéo de cancer (HE., 2015). Por exemplo,
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mutagdes no gene BRAC 1 e BRAC 2 tém maiores riscos para desenvolver cancer,
aumentando as chances em cerca de 56 e 87% (SRIVASTAVA et al., 2001).

Os biomarcadores diagnosticos servem como indicativos clinicos para detectar e
predeterminar uma doenca, prevendo a severidade e o possivel curso de uma doenca
em uma populacdo especifica. Moléculas presentes em urina, sangue, liquido
cefalorraquidiano, saliva, tecidos tumorais, fluidos pleural e sinovial podem ser usados
como fonte para a deteccdo de biomarcadores (TOPALIAN et al., 2012; JOANNA et
al., 2015). Um exemplo de biomarcadores diagndsticos sdo os anticorpos anti-
peptideos citrulinados ciclicos (CCP), que sao usados como diagndsticos de artrite
reumatoide (SOUSLOVA et al., 2013; HE., 2015).

Os biomarcadores prognosticos e preditivos sdo comumente determinados em
projetos de ensaios farmacoldgicos. Estdo ligados a resposta ao tratamento com
farmacos especificos (BUYSE et al., 2010). Os biomarcadores preditivos e de
diagnésticos estdo relacionados a tracos moleculares, celulares e genéticos de uma
populacdo. Dentre os biomarcadores de prognostico, 0 Mamma Print € um teste que
observa a atividade de 70 diferentes genes relacionados ao cancer de mama,
detectando possiveis riscos de metastases (SLODKOWSKA & ROSS., 2009). Os
biomarcadores preditivos também sdo importantes na escolha dos tratamentos
especificos para o cancer. O gene HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor-
type 2) é usado como um marcador preditivo, tendo um papel importante na selecéo
da modalidade de um tratamento para o cancer de mama (DAVOLI et al., 2010).

O sangue é conhecido por ter um papel central na fisiologia humana, refletindo
o estado do individuo. A parte liquida do sangue é o plasma que contém proteinas
funcionais, apolipoproteinas, proteinas imunoldgicas, proteinas de coagulacao,
proteinas de sinalizacao e proteinas de extravasamento tecidual, tornando o plasma
uma boa fonte para a busca de biomarcadores (GEYER et al., 2017). Seus
componentes celulares sao eritrécitos, trombdécitos e linfécitos. A parte liquida é
chamada de plasma, quando todos os componentes estéo retidos, e soro, quando a
cascata de coagulacao foi ativada (coagulacéo do sangue). Para simplificar, usaremos

o termo “plasma” em vez de “soro”, pois a maioria das conclusdes se aplica a ambos.
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O plasma sanguineo é um bom candidato para busca de biomarcadores proteicos,
pois apresentam proteinas que circulam pelo corpo todo, refletindo o metabolismo
sistémico e o estado inflamatério (VAN DIJK et al., 2010). No plasma sanguineo, a
interleucina 10 foi relacionada com o desenvolvimento da Sindrome Metabdlica (IYER
et al., 2012; AROOR et al., 2013). Os niveis de interleucina-10 foram identificados de
forma diminuida em adolescentes e criancas com sobrepeso e obesidade, sendo um
marcador de risco metabdlico (CHANG et al., 2014). Segundo o estudo de Weiss e
colaboradores, a IL-6 esta relacionada a hipertensdo, hipertrigliceridemia e
hiperglicemia, além de ter sido encontrado niveis aumentados dessa proteina em
mulheres com obesidade (CHEDRAUI et al.,, 2014). A IL-6 também tem sido
observada de forma elevada em pacientes com DMT2, estando envolvida em acdes
imunorreguladoras e no metabolismo e homeostase da glicose (REHMAN et al.,
2017).

A saliva é fluido versatil e de facil coleta, além de ndo invasivo. A saliva € um fluido
composto por 98% de agua e 2% de outros componentes como, muco, Compostos
antibacterianos e eletrolitos. Diversas proteinas salivares tém sido associadas a
doencas orais quanto sistémicas na saliva, podendo estar relacionadas a cancer oral,
doenca cardiovascular e HIV, bem como complementar achados clinicos e também
ser usadas como uma fonte de biomarcadores (RATHNAYAKE et al., 2013). A saliva
€ um bom fluido corporal para ser explorado como biomarcador proteico, tendo a
vantagem de ser de facil acesso, ndo demandando técnicas invasivas de coleta, o que
geralmente é bem aceito pelo paciente. E um componente importante do sistema
imune e pode ser uma fonte importante de biomarcadores, refletindo mudancas tanto
na cavidade oral quanto na saude geral (Wu et al., 2009).

A elevacao dos niveis de metaloproteinase de matriz-8 (MMP-8) em doencas
periodontais, principalmente a periodontite, € um biomarcador bem conhecido da
atividade da doenca. A MMP-8 degrada os componentes da matriz extracelular e o
aumento de sua atividade pode levar a perda de tecido periodontal; além disso, seus
niveis diminuem apods o tratamento da periodontite, tornando-se uma proteina ideal
para ser utilizada em point-of-care diagnostics (PoCT), que séo testes rapidos de
diagnostico realizados em pontos de atendimento, como consultérios médicos e

farmacias. Estudos também observaram que as bactérias orais tém a capacidade de
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converter proMMP-8 em sua forma ativada, levando a um aumento no nivel de MMP-
8 em doencas periodontais, confirmando seu valor como biomarcador de degradacéo
periodontal (SORSA et al., 2016; PARNANEN et al., 2020; PARNANEN et al., 2021).

A visfatina, por sua vez, é uma proteina produzida pelo tecido adiposo e por
macréfagos, que possui a capacidade de estimulagdo de mediadores pro-
inflamatérios (MOSCHEN et al.,, 2010). Valores elevados de visfatina foram
observados em doencas inflamatoérias, como DMT2, aterosclerose, artrite e obesidade
(CHANG et al., 2011). A visfatina também pode ser encontrada no fluido gengival (FG),
se encontrando elevada em casos de gengivite e periodontite. Devido ao fato dos
niveis de visfatina estarem aumentados na obesidade, estudos comecaram a
correlacionar essa adipocina com o aumento do risco de inflamacéo periodontal ou o
comprometimento da saude do periodontal de pacientes obesos (PRADEEP et al.,
2011).

A proteina alfa-2 macroglobulina tem sido detectada de forma elevada na saliva
de pacientes com DMT2 (AITKEN et al., 2015). No estudo de Dezayee e Al-Nimer de
2016, foi observado que a proteina C reativa, uma proteina relacionada ao risco de
doencas coronarianas, estava alterada tanto em pacientes com Diabetes Mellitus tipo
1 quanto no tipo 2. No estudo de Kim e colaboradores em 2021 foi observado que 7
proteinas  (Alfa-1-antiquimotripsina, Alfa-1-antitripsina,  Apolipoproteina  A-l,
haptoglobina, proteina de ligacdo ao retinol 4, transtirretina e zinco-alfa2-
glicoproteina) apresentavam diferencas significativas quando se comparava
individuos saudaveis com pessoas com pré-diabetes e DMT?2.

Ostrowska e colaboradores em 2020 analisaram a concentracdo de proteinas
(fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-8 (IL-8), molécula de adesao
intercelular solavel 1 (sICAM1), calprotectina, matriz metaloproteinase-9 (MMP-9),
matriz metaloproteinase-2 (MMP-2) para verificar a existéncia de biomarcadores
relacionados a obesidade metabdlica. A obesidade metabdlica ou visceral esti
positivamente relacionada a concentracbes elevadas de glicose em jejum,
hipertensdo, dislipidemia e doencas cardiacas, sendo um dos fatores para o
desenvolvimento da SM. No estudo de Ostrowska e colaboradores em 2020 foi
observado correlag@es positivas entre o IMC e as proteinas salivares de TNF-a, MMP-
2 e IL-8.
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O constante aumento da obesidade no mundo e no Brasil junto aos problemas
gue essa doenca e suas comorbidades, gengivite, DMT2 e SM, trazem a populacéo
torna necessario o desenvolvimento de métodos mais precisos, baratos e de facil
acesso de diagnostico. Além disso, é crucial a padronizagcdo de metodologias de
diagnostico precoce, analisando o risco de desenvolver estas doengcas metabdlicas,
podendo assim diminuir os gastos com o tratamento e melhor a qualidade de vida da

populacao.

3- JUSTIFICATIVA

O aumento no numero de individuos com doengas ndo transmissiveis como a
obesidade, doenca periodontal, SM e DMT2, esté elevando o gasto dos paises com
0s seus sistemas de saude. Paises como o Brasil, apresentam dificuldades para
conseguir direcionar seus recursos financeiros para o tratamento dessas doencas. A
utilizacdo da espectrometria de massas para a descoberta de biomarcadores de
diagnéstico, através do proteoma salivar e plasmatico, pode ajudar tanto no combate
dessas doencas como no diagndéstico precoce, melhorando a qualidade de vida da

populacao.

4 -OBJETIVOS

4.1 — Objetivo principal

O objetivo deste estudo € determinar fatores clinicos, demogréficos e proteicos
diferenciais entre individuos adultos com gengivite, Sindrome Metabdlica e Diabetes
Mellitus tipo 2, contra individuos saudaveis, a fim de determinar potenciais

biomarcadores para tais comorbidades associadas a obesidade.
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4.2 - Objetivos especificos

Capitulo 1:

Comparar os proteomas salivares de individuos com gengivite e individuos
periodonto saudaveis, do grupo de estudo piloto com 18 voluntarios;

Determinar proteinas humanas e bacterianas com expressdes distintas entre
os dois grupos de estudo para propor possiveis biomarcadores salivares novos

para gengivite.

Capitulo 2:

Estudar uma nova populagdo com maior namero amostral, incluindo 103
voluntarios moradores do Rio de Janeiro que sejam saudaveis ou que
apresentem diagnésticos para DMT2 e SM.

Realizar exames demograficos, antropométricos e sanguineos nesta nova
populacado de estudo e classificar os individuos entre as trés categorias de IMC
(magros, com sobrepeso e obesos).

Determinar dentre os voluntarios a presenca de Sindrome Metabdlica e
confirmar, pelo indicativo de glicemia, quais voluntarios previamente
diagnosticados com DMT2 estavam decompensados;

Detectar proteinas com expressao diferencial entre os proteomas da saliva e
plasma sanguineo de adultos com peso normal, sobrepeso e obesidade, com
ou sem SM e DMT?2;

5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 — Casuistica

A casuistica inclui amostras constituidas por individuos adultos residentes no

Estado do Rio de Janeiro que foram em categorizados trés faixas de acordo com o

indice de massa corporal (IMC), como sobrepeso (SP), obesidade (OB) e com peso
normal (GC). Os valores determinantes de IMC foram: IMC 218,5 kg/m2 e < 24,9
kg/m2 para GC; IMC = 25 kg/m2 e < 29,9 kg/m2 para SP; e IMC = 30 kg/m2 para OB.
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Todos os participantes foram informados sobre os detalhes do projeto e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2), concordando com a avaliacéo
demografica, clinica, laboratorial e molecular. Foram registrados em questionario
anamnésico o0 género, a racga, a renda familiar e dados de saude geral. O projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Unigranrio No: 3.402.791
(Anexo 3).

Em um estudo inicial, piloto, foi selecionado um grupo com dezoito (18) adultos
jovens, de 18 a 35 anos. Avaliacbes da saude bucal, realizadas na clinica de
odontologia da Unigranrio por técnicos qualificados, mostraram alguns individuos com

gengivite (1/3 da populagao estudada).

Neste trabalho, um segundo grupo amostral foi montado, com 103 voluntarios
com idade a partir de 18 anos, com peso normal, sobrepeso e obesos, sendo alguns
apresentando-se saudaveis e outros com Diabetes Mellitus tipo 2 e Sindrome
metabolica. Os individuos foram distribuidos em cinco grupos, de acordo com o IMC
e a presenca das doencas: peso normal (PN), sobrepeso (SB), obeso (OB), com
Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) previamente diagnosticados e com Sindrome
Metabdlica (SM).

Os critérios de exclusdo do primeiro grupo de estudo foram: presenca de
hepatopatia, nefropatia, endocrinopatias, neoplasias e doencas cardiovasculares,
autoimune, hematoldgica, psiquiatrica e inflamatoria intestinal; gestacao e lactagao,
tabagismo, uso de farmacos que interferem com o peso corporal, metabolismo de
carboidratos e lipidios e hipotensores. Uso de quimioprofilaxia para o atendimento
odontoldgico, uso de antibidtico nos ultimos 6 meses e serem alunos do curso de

odontologia.

Os critérios de exclusdo do segundo grupo de estudo foram: presenca de
hepatopatia, nefropatia, endocrinopatias (com excecdo da DMT2), neoplasias e
doencas cardiovasculares, autoimune, hematoldgica, psiquiatrica e inflamatoria
intestinal; gestacdo e lactagdo, tabagismo, uso de farmacos que interferem com o
peso corporal, uso de antibiético nos ultimos 6 meses, metabolismo de carboidratos e

lipidios e hipotensores.
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5.2 - Avaliacao clinica
5.2.1 - Exame intra-oral

Os exames da saude bucal foram realizados por examinadores qualificados do
Clinica de odontologia da Unigranrio, e incluem registros dicotomizados da presencga
de biofilme dental supragengival, sangramento gengival, sangramento e/ou supuracao
a sondagem (SS) e medida da profundidade de sondagem (PS) e do nivel clinico de
insercao (NCI), em mm. A presenca de biofilme dental foi confirmada por visualizagédo
das superficies dentarias apds secas com jato de ar em campo sob isolamento
relativo. A sondagem periodontal foi feita em seis sitios, por elemento dentario com
sonda periodontal milimetrada da Carolina do Norte (Hu-Friedy; Chicago). Os
segundos sitios foram examinados: angulo disto-vestibular, face vestibular, angulo
mésiovestibular, &ngulo mésio-palatino ou mésio-lingual, face palatina ou lingual e
angulo disto-palatino ou disto-lingual. Durante a sondagem periodontal foram
registrados a PS e o NCI simultaneamente. Os terceiros molares ndo foram incluidos
na avaliacao clinica.

Todos os voluntarios foram submetidos a avaliacdo clinica de seu estado
periodontal de acordo com o0s seguintes critérios: saude periodontal (PH), <10% dos
locais com SS, sem PS ou NCI >3 mm, embora PS ou NCI =4 mm em até 5% de sites
sem ss foi permitido; e gengivite (G), >10% dos locais com SS, sem PS ou NCI| >3
mm, embora PS ou NCI = 4 mm em até 5% dos locais sem SS fosse permitido (DA
SILVA-BOGHOSSIAN et al., 2011).

5.2.2 - Exame antropométrico

Para medir o indice de Massa Corporal (IMC), os individuos foram pesados e
medidos em uma mesma balanca com estadibmetro (balanca antropométrica
mecanica, Mod. 104A — Balmak). Esta balanca é capaz de mensurar até 300 Kg e seu
estadibmetro possui régua antropométrica retratil, medindo até 2 m com graduacéo

de 0,5 cm. Portanto, o peso foi registrado em quilogramas e a altura em cm. Para a
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realizacdo destas avaliacbes, os participantes estavam trajando roupas leves,
descalgos, sem acessorios ou bolsas e com os bolsos vazios. Ao subir na balanca, o
individuo distribuiu 0 peso em ambos os pés, olhando para a linha do horizonte. O
IMC foi calculado dividindo-se o peso (em kg) pela altura ao quadrado (em m?).

As circunferéncias da cintura (CC) e do quadril (CQ) foram mensuradas com
fita métrica metalica, graduada em centimetros, com o paciente em pé. CC e CQ foram
medidas, respectivamente, no ponto meédio entre a crista iliaca e o ultimo arco costal
e na maior circunferéncia posterior das naddegas. A relacéo cintura-quadril (RCQ) foi
obtida com a diviséo da CC pela CQ.

5.2.3 - Afericdo da pressao arterial

A pressdao arterial (PA) foi aferida por método oscilométrico, utilizando-se um
monitor automatico da marca OMRON. Os manguitos possuem tamanho apropriado
ao braco dos patrticipantes e os registros foram feitos com o individuo sentado. Apés
5 min de repouso, foram realizadas trés medidas sequenciais, com intervalos de 3
min, com vistas ao célculo da média dos niveis pressoricos. Foram descartados
valores que apresentarem diferencas acima de 10 mmHg na PA sistdlica e 5 mmHg
na PA diastdlica (MALACHIAS., et al 2016; LIU et al., 2022).

5.3 - Andlises laboratoriais

Amostras de sangue foram coletadas apés 12 h de jejum e aliquotas de plasma
foram estocadas a -20°C ou -80°C, conforme apropriado ao método. Foram avaliados
0S seguintes componentes sanguineos:

a) Glicemia de jejum — Método enzimatico (hexoquinase). Foram utilizados tubos sem
anticoagulantes, com as amostras centrifugadas imediatamente apds a coleta. Os
valores sao expressos em mg/dl.

b) Insulina — Determinada por ELISA (Enzo Life Sciences). Os valores sao expressos
em pU/ml.

c) Resisténcia a insulina — aplicacdo da férmula do HOMA-IR (homeostasis model

assessment — insulin resistance), o indice que avalia 0 grau de resisténcia a insulina
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possuindo ou ndo DMT2, em que a resisténcia € determinada pelo produto da
insulinemia (pU/ml) e glicemia de jejum (mmol/l), dividido por 22,5. Esse indice possui
alta correlacdo com o clamp euglicémico/ hiperinsulinémico. A resisténcia insulinica
utilizada no estudo foi de HOMA-IR = 2,3 (GELONEZE et al., 2009).

d) Funcionalidade das células beta (HOMA-B)- método usado para avaliar a liberagcéo
de insulina, através de valores de insulina e da glicemia em jejum, refletindo o balanco
entre a producédo hepéatica de glicose e secrecao de insulina, utilizando a formula:
insulina em jejum (uU/mL) X 20 / (Glicose em jejum (mg/dL) X 0,0555) - 3,5 (GONG et
al., 2022).

e) Perfil lipidico — Colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-C), e triglicerideos (TG)
foram determinados por método enzimatico-colorimétrico. O LDL-C foi estimado pela
férmula de Friedwald para valores de TG inferiores a 400 mg/dl: (CT— HDL-C + TG/
5). Os valores séo expressos em mg/dl.

5.4 Diagnostico de DMT2 e SM

Os voluntarios incluidos no estudo com DMT2 ja possuiam um diagnostico
prévio da doenca, ndo sendo realizado nenhum tipo de diagnostico com relacédo a
essa doenca no estudo, além da avaliacdo de glicemia, cujos dados foram usados
para verificar se tais pacientes estariam descompensados. A SM foi determinada
segundo o protocolo da NCEP/ATPIII (descrito na Tabela 1) modificado. A
modificacdo ocorreu dentro do fator de glicemia, de acordo com Geloneze e
colaboradores, 2009, que passou a incorporar a resisténcia a insulina (HOMA-IR =
2,3) como o fator de risco essencial para o desenvolvimento de SM, assim como
proposto por Reaven (Reaven, 1988; Geloneze et al., 2009).

5.5 - Anélise protebmica

5.5.1 - Extracao das proteinas da saliva
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As amostras de saliva foram coletadas como descrito por Gongalves e
colaboradores (2010), com algumas modificacdes. As coletas foram realizadas no
periodo da manha com o voluntario em jejum de 12 horas e com uma hora sem ingerir
agua. Cinco mililitros (mL) de &gua Milli-Q foram ofertados ao voluntério para
bochechar por 5 minutos, sendo a mistura, contendo saliva, recolhida em tubo estéril
e homogeneizada com 1 mM de Phenylmethylsulfonyl fluoride (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) e 1 mM de Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; Sigma-Aldrich).
As amostras foram mantidas em gelo e rapidamente centrifugadas a 13.500 rpm por
10 minutos (min). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e misturado com
1 mM de Protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). Foi realizada uma centrifugagao

a 17,146 g, 10°C, por 10 minutos para coleta do sobrenadante.

O sobrenadante da saliva foi diretamente submetido a precipitacdo com TCA
20% (concentracao final). As proteinas finalmente foram recuperadas pela adicdo de
300 pL de Bicarbonato de Amoénia (50mM). Esse processo foi repetido 3 vezes,
segundo Santos e colaboradores em 2011. Todo o material biolégico foi armazenado
a-80°C.

5.5.2 - Extracédo das proteinas do plasma

As amostras de sangue (5 ml) foram coletadas por via intravenosa e
armazenadas em tubos contendo EDTA com anticoagulante. O plasma foi separado
por centrifugacdo a 3,1754 g por 10 min a 25°C, e, apos, transferido para tubos
estéreis de 1,5 ml e homogeneizados com 1 mM Protease inhibitor cocktail, sendo
preservados a -80°C até o processamento. Os proteomas de plasma foram
submetidos a deplecao de albumina, com o uso de colunas ProteoPrep Blue Albumin
& 1gG Depletion Kit (Sigma-Aldrich), de acordo com o fabricante, sendo utilizados 50

Ml de cada amostra de plasma no inicio do processo de deplegao.

5.5.3 — Espectrometria de massas
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Os proteomas totais da saliva e do plasma foram submetidos a digestdo com
tripsina (método shotgun). Cinquenta microgramas de cada amostra foram tratados
com ureia 8 M (1:1), seguido por reducao de proteina com ditiotreitol (DTT) 5 mM por
25 min., a 56° C, e alquilagdo com iodoacetamida (IAA) 14 mM por 30 min em
temperatura ambiente, no escuro. Para a digestao da proteina, a ureia foi diluida para
uma concentracao final de 1,6 M com bicarbonato de amoénio 50 mM e cloreto de
célcio 1 mM foi adicionado as amostras. Tripsina modificada para sequenciamento
(Promega, Madison, WI, EUA) foi utilizada na digestéo proteica, sendo adicionada na
proporcédo de 1:50 (enzima: substrato) e a reacéo foi incubada por 16 h a 37° C. A
reacdo foi paralisada com &cido formico a 0,4% (CARNIELLI et al., 2018). As amostras
digeridas foram filtradas usando colunas Oasis HLB 1lcc (Waters Corporation, Milford,

MA, EUA) para remover a ureia da amostra.

No estudo piloto, dois conjuntos com os proteomas individuais de saliva foram
preparados, relativos ao grupo saudavel (periodonto saudavel) (n=12 voluntarios) e o
grupo com gengivite (n=6).

Na segunda parte do estudo, também foram preparados conjuntos protedmicos
salivares e plasmaticos dos voluntarios, correspondendo a: peso normal (n=29),
sobrepeso (n=25), obeso (n=15), DMT2 (n=11) e SM (n=23). Para uma melhor
representacdo total dos voluntarios e devido a limitacdo do tempo de uso do
equipamento, os cinco grupos foram subdivididos em: peso normal 1 (n=13), peso
normal 2 (n=13) e peso normal 3 (n=13); sobrepeso 1 (n=12), sobrepeso 2 (n=12) e
sobrepeso 3 (n=11); obeso 1 (n=5), obeso 2 (n=5) e obeso 3 (n=5); DM 1 (n=3); DM 2
(n=3), DM 3 (n=3) e DM 4 (n=2); SM 1 (n=11), SM 2 (n=11) e SM 3 (n=11). O grupo
DM foi subdividido em 4 devido presenca de dois voluntarios que apesar de possuirem
DMT2 estavam com sua glicemia controlada e podiam produzir um viés nos dados,
em relacdo ao restante do grupo. Cada subgrupo originou 1 conjunto proteémico,
dessa forma, analisamos 16 conjuntos de saliva e plasma. Todos 0s conjuntos foram
formados por concentragdes equimolares das amostras de proteinas coletadas de
cada individuo do mesmo grupo. Tais sets de amostras foram submetidos a digestao

com tripsina, como descrito acima, gerando os respectivos peptidomas (16 conjuntos
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de amostras salivares e plasmaticas), que foram analisados no espectrémetro de

massas em triplicata, criando 3 réplicas analiticas para cada set.

As andlises de MS foram realizadas em um nanoUPLC seguido por um
espectrometro de massa (MS), Synapt HDMS G1 (Waters Corporation), tipo
Electrospray-Quadrupolo com Tempo de voo (ESI-Q-TOF), no INMETRO, Rio de
Janeiro, Brasil. A fase movel cromatografica A consistiu em acido formico 0,1% em
agua (v/v) e a fase mével B foi de acido formico 0,1% em acetonitrila (v/v). A
dessalinizacdo da amostra foi realizada com um nanoACQUITY UPLC Symmetry C18
Trap Column (5 um, 20 mm x 180 um), usando uma taxa de fluxo de 5 pL / min por 3
minutos. A separacdo cromatogréfica foi obtida com uma coluna de fase reversa
nanoACQUITY UPLC HSS T3 (1,8 um, 100 mm x 100 pum). Foi utilizada uma taxa de
fluxo constante de 0,6 uL / min e o seguinte gradiente linear foi aplicado: 7-40% B de
0-19,9 min, 40-85% B de 19,9-23,9 min, constante de 85% B por mais 4 min e entdo
a coluna foi reequilibrada as condicdes iniciais de 27,9-29,9 min e enxaguada por mais
7 minutos. O ensaio de espectrometria de massa foi realizado usando uma fonte de
ionizacdo nanoeletrospray (nanoESI +) positiva. O modo de aquisi¢do foi MSe, com
aquisicao independente de dados (DIA) e fragmentacédo paralela de todos os ions
parentais, com aquisicdo alternada em baixa e alta energia. Em baixa energia,
espectros continuos de 50 a 2000 Da foram adquiridos com tempo de varredura de
0,8s, temperatura da fonte de 80 °C, temperatura de dessolvatacdo de 100 °C, cone
de amostragem de 35 V, capilar de 3,0 kV e energia de colisdo constante de 6V. Em
alta energia, todos os parametros eram oS mesmos, mas a energia de colisao foi
reduzida de 15-55 V durante o tempo de varredura. O espectrometro de massa foi
previamente calibrado usando uma solucdo de 300 fmol / pL de fibrinopeptideo B
humano (Glul) (Waters Corporation). Esta solucao foi usada no spray de referéncia
durante as andlises e varrida a cada 30s a uma taxa de fluxo de 0,2 pL / min. Os dados
adquiridos foram corrigidos em massa considerando o ion precursor duplamente
carregado de (Glul) -fibrinopeptideo B (785,8426 Da).

Nas analises de MS, todos os conjuntos de peptideos foram inicialmente
analisados em sequéncia por injecdo direta no espectrobmetro de massa para
normalizacdo e, em seguida, foram submetidos a avaliagdes em triplicatas analiticas

para uma avaliacdo quantitativa que levou em consideragdo as meédias das
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abundancias relativas de cada peptideo das triplicatas, usando a contagem de ions

relativos (Total lon Account-TIC).

5.6 - Andlise dos dados

As diferencgas entre 0s grupos quanto aos parametros demograficos e clinicos
foram avaliadas por meio dos testes T e Anova em um programa estatistico (SPSS
Statistics 20, IBM Brasil, S&do Paulo, Brasil). O teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov foi realizado no conjunto amostral da pesquisa para determinar a distribuicéo
normal das amostras do estudo. Apoés verificar quais variaveis possuiam distribuicdo
normal ou nao, foram aplicados os testes ndo paramétricos e paramétricos de acordo
com cada variavel. Por se tratar de uma analise univariada com mais de dois fatores,
foi realizado um teste Post Hoc de comparagbes pareadas com correcdo de
Bonferroni. O ajuste de Bonferroni (Anexo 4) foi feito com a comparacao de pares para
confirmar a existéncia de resultados significativos dentro das comparacdes realizadas

guando essa correcdao foi aplicada.

Para a identificacdo das proteinas foi utilizado o banco de dados de proteinas
humanas do UNIPROT (https://www.uniprot.org/), sendo o mesmo realizado para 0s
8 filos bacterianos, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Chlamydiae,
Fusobacterium, Firmicutes, Synergistetes e Spirochaetes, usando a ferramenta

Progenesis (Waters).

A analise foi realizada com base nos requisitos de correspondéncia de ions:
correspondéncias de ions de fragmentos minimas por peptideos, 3; correspondéncias
de ions de fragmentos minimos por proteina, 7; correspondéncias peptidicas minimas
por proteina, 1; clivagens perdidas de tripsina, 1; carbamidometilacdo de cisteinas
como modificacdo fixa e oxidacdo de metionina como modificacdo variavel. Os
polipeptideos foram identificados se correspondessem a pelo menos um peptideo
unico e especifico de dados experimentais. Qualquer peptideo néo triptico passando
do critério de filtro foi descartado. A identificagéo foi classificada como real quando
detectada em pelo menos duas réplicas analiticas. A taxa de falsa descoberta em

todos os dados foi inferior a 1%. Os valores de abundéncia de proteinas foram
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estimados pela média das abundancias dos trés primeiros peptideos

correspondentes.

A comparacédo entre os grupos foi realizada através do programa Progenesis
(Waters) na primeira parte do estudo e com MetaboAnalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca/home.xhtml) na segunda parte do estudo. Neste
ultimo, as diferencas entre os grupos foram observadas por meio da realizacdo de
Heatmap, Test T, Volcano Plot, Partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA)
e Pattern Hunter. Foram realizas e formas de comparagdo para as amostras
plasméticas e salivares: i) comparacdo entre o grupo controle e gengivite; ii)
comparagao entre os cinco grupos individualmente; iii) comparagao entre 0 grupo
controle (peso normal, sobrepeso e obeso) contra SM; iv) comparagao entre 0 grupo
controle (peso normal, sobrepeso e obeso) contra DMT2. As 3 formas de analise
usadas na segunda parte do estudo foram realizadas para melhor verificar o impacto
do IMC na SM e DMT?2.

Capitulo 1 — Estudo piloto

6 - RESULTADOS

6.1 Dados demograficos

Foram coletados os dados demograéficos e clinicos dos voluntérios (Tabela 3).
Com excecdo da doencga periodontal e triglicerideos, nenhum dos dados clinicos
mostrou diferengas significativas entre os grupos estudados. O grupo controle
apresentou maior nivel de triglicerideos, o que discordou da literatura e pode ser
explicado pela presenca de outliers no grupo controle (KIM et al., 2020). Como era
esperado, a avaliacdo periodontal de PS, BS, NCI, sangramento gengival e SS revelou
diferencas significativas entre os grupos. Os niveis de PS, NCI e SS foram maiores
no grupo caso, enquanto o BS diminuiu no grupo gengivite. Apesar desses dados
inesperados do SB, as avaliacOes periodontais restantes foram capazes de

diagnosticar nossos voluntarios quanto a presenca ou auséncia de gengivite.
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Tabela 3. Dados demograficos e clinicos do grupo de periodonto saudavel x gengivite (n=18).

% Homem @ % Mulher Valor de
p
Género Controle
16.6 83.3 NS*
Caso 25 75
Média DP
Idade média (+ DP) Controle 26 5,5 NSt
Caso 24 3,6
Peso Controle 68 13,8 NSt
Caso 77 24,4
Altura Controle 157 54 NSt
Caso 166 9,7
IM [
C Controle 28 3,5 NSt
Caso 28 7.6
CcC Controle 87 10,5
NST
Caso 82 16,6
CQ Controle 102 57
Caso NST
101 13,8
RC C
Q ontrole 1 0,1 NSt
Caso 1 0,1
Colesterol Total (mg/dl) = Controle 182 33,1 :
Caso 171 34,3 NS
HDL (mg/dl) Controle 53 11,7 NSt
Caso 53 10,8
Glicose (mg/dl) Controle 94 11,9 NSt
Caso 88 7
Triglicerideos (mg/dl) Controle 129 82,9 N
Caso 89 48.9 0.0105
LDL (mg/dl) Controle 104 28,3 NSt
Caso 100 31,6
Insulina (mcUl/ml) Controle 13 6,7 NSt
Caso 9 4.6
HOMA-IR Controle
3 1,6 NSt
Caso 2 1,1
Pressao sistoélica Controle 113 12,9 NST
Caso 114 13,5
Presséo diastolica Controle 75 9,5 NST
Caso 73 9
0S Controle 1.8 0.4 0.0251
Caso 2.4 0.51
NCI Controle 2 0.0001 0.0001f
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Caso 2.4 0.5

BS (% de sitios) Controle 20.5 19.6 0.0041
Caso 10.6 7.7

SS (% de sitios) Controle 4.6 2.5 0.048f
Caso 35.7 19.4

* Teste qui-quadrado; 1t Teste T Independente; NS: Nao significativo; DP:
desvio padrdo; HDL: Lipoproteina de Alta Densidade; LDL: Lipoproteina de
Baixa Densidade; HOMA-IR: Avaliacdo do Modelo Homeostatico-Resisténcia
a Insulina; BS: Biofilme supragengival; SS Sangramento a sondagem; NCI:
Nivel clinico de inser¢éo e PS: profundidade de sondagem.

6.2 - Identificacédo de proteinas salivares humanas no estudo piloto

Na Tabela 4 estdo apresentadas todas as 71 proteinas salivares humanas
identificadas nas amostras da primeira populacdo estudada. A maior parte das
identificacdes foi relacionada com resposta imune (30 proteinas), seguida pela funcéo
de transporte (8 proteinas) e inibidores de protease (4 proteinas). Das 47 proteinas
diferencialmente expressas, 22 estdo induzidas e 25 apresentaram expressao
diminuida nos individuos com gengivite em relacao aos saudaveis. A maior parte das
proteinas identificadas sao relacionadas com resposta imune (22 proteinas), seguidas

pelo transporte (6 proteinas) e inibidor de protease (5 proteinas).

Tabela 4: Proteinas salivares humanas identificadas em individuos com gengivite e controle

Acesso Proteina Razao Valor de P
(caso/controle)

Processo metabdlico de proteinas celulares

P02768 Albumina -1,2 0,0001
Processo metabdlico de carboidratos

P04745 Alfa-amilase 1 +1,6 0,00038014
P19961 Alfa-amilase 2B NS NS

P04746 Alfa-amilase pancreética NS NS
Resposta imune

P01877 Imunoglobulina pesada constante alfa 2 +1,2 0,00021694
P01833 Receptor de imunoglobulina polimérica +1,4 0,00003
P01876 Imunoglobulina pesada constante alfa 1 NS NS
Q8TAX7 Mucina-7 NS NS

P01591 cadeia J de imunoglobulina +1,4 0,0066502
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AOAOC4DH6  Imunoglobulina kappa variavel 1-9

9

PODMS9 Proteina contendo dominio
transmembranar TMIGD3

Q8N4F0 Membro 2 da familia B contendo dobra
BPI

P01857 Imunoglobulina pesada constante gama 1

P05109 Proteina S100-A8

P22079 Lactoperoxidase

P06702 Proteina S100-A9

P01834 Constante kappa de imunoglobulina

PODOY2 Imunoglobulina lambda constante 2

P61626 Lisozima C

P04083 Anexina Al

B9A064 Polipeptideo tipo 5 de imunoglobulina
lambda

P01859 Imunoglobulina gama constante pesada 4

QINUQ9 Proteina FAM49B

Q5VY80 Proteina de ligagcao UL16 6

Q9BXJ3 Proteina 4 relacionada ao fator de
necrose tumoral C1q do complemento

P02788 Lactotransferrina

P02808 Statherin

P06733 alfa-enolase

P04406 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

P02808 Statherin

Q14508 WAP proteina de dominio central de
quatro dissulfeto 2

P15515 Histatina-1

P27544 Ceramida sintase 1

Q9HOF6 Sharpin

Inibidor de protease

P01036 Cistatina-S

P01037 Cistatina-SN

P09228 Cistatina-AS

P28325 Cistatina-D

Transporte

pP25311 Zinco-alfa-2-glicoproteina

P12273 Proteina induzida por prolactina

P02787 Serotransferrina

P31025 Lipocalina-1

Q14012 Proteina quinase tipo 1 dependente de
célcio/calmodulina

P68871 Subunidade beta da hemoglobina

P23280 Anidrase carb6nica 6

075674 Proteina tipo TOM1 1

+2,4

+1,5

+1,2
NS
NS
+1,1
+1,2
-1,2
NS
-15
NS

+1,9
-1,3
-1,2
-1,5

+1,6
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS

-1,6
NS

+1,6
+1,6

+1,4
+1,4
-1,3
-1,3
-1,3

NS
NS
NS

0,00007
0,00004
0,00004

0,0096204
NS

NS
0,0017612
0,026989
0,024191
NS
0,00097668
NS

0,0085286
0,01255
0,010985
0,026115

0,00002
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS
NS

0,001

NS
0,00001
0,031199

0,00034386
0,0011004
0,0036109
0,0071376
0,017365

NS
NS
NS
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Regulacédo da percepcao sensorial dador

P02814 Proteina 3B regulada por andrégenos da
glandula submandibular
Processo apoptético

P82970 Proteina 5 contendo o dominio de ligagédo
ao nucleossomo do grupo de alta
mobilidade

Homeostase daretina

Q96DA0 Proteina de granulo de zimogénio 16
homologo B

Angiogénese

P63261 Actina__ citoplasmatica 2

Processamento de mRNA

Q8WXA9 Glutamina reguladora de Splicing

Modificagéo de Proteina

Q9UBF6 RING-box proteina 2

Estabilizacdo de proteinas

P0O7737 Profilina-1

Processo catabdlico lipidico

P0O7098 Lipase de triacilglicerol gastrica

Desconhecido

Q6PL24 Proteina TMED8

A6BNLU5S V-set e proteina contendo dominio
transmembranar 2B

Outros

043760 Sinaptogirina-2

P02812 Proteina 2 rica em prolina salivar basica

POCG38 membro da familia de dominio de
anquirina POTE |

P18615 Fator de alongamento negativo E

Q9BURA4 Telomerase Cajal proteina corporal 1

Q6P5S2 Proteina homéloga LEG1

P02810 Fosfoproteina rica em prolina acida
salivar 1/2

Q5VSP4 Proteina 1 semelhante a lipocalina 1
putativa

Q96KC9 Proteina 1 de ligacdo ao célcio e
especifica da espermatide

P56159 receptor alfa-1 da familia GDNF

Q96A83 Cadeia de colageno alfa-1 (XXVI)

Q9UPV7 Proteina de dedo PHD 24

Q8N983 Proteina ribossomal 39S L43
mitocondrial

P28562 Proteina fosfatase 1 de dupla
especificidade

Q07654 Trefoil fator 3

Q6PCT2 Proteina F-box/repeticdo LRR 19

NS

+1,3

+1,3

+1,3

NS

+1,3

NS

NS

NS
NS
NS

NS
+1,5
NS

-1,8
+3,2

-2,2
-15
+2
NS

NS

NS

NS

0,001391

0,00022757

0,0017054

0,010846

NS

0,0007055

NS

0,0010495
NS

NS
NS
NS

0,00078695
NS
0,00087526
NS

7,3827e-06
0,00017193

0,0001837
0,0070707
0,00042488
NS

NS

NS
NS
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P05976 Cadeia leve de miosina 1/3_ isoforma do = NS NS
musculo esquelético
P54725 Proteina de reparo por excisao UV NS NS
RAD23 homdlogo A
Razdo (caso/controle): razéo dos valores médios de abundancia, sendo (-) e (+) mostrando,

respectivamente, diminuicdo e aumento na abundancia relativa nos individuos doentes em
relacdo aos saudaveis; *: valor de p quando <0,05 no teste t independente; NS: Valores
estatisticamente n&o significativos. Funcdes celulares obtidas do banco de dados Uniprot,
onde OTHER indica as fung¢@es: traducao; contracao muscular; desmetilagéo de proteinas;
exocitose regulada; homeostase retiniana; regulacdo negativa da poliadenilacdo do mRNA;
organizacao corporal cajal; desenvolvimento de organismo multicelular; espermatogénese;

regulagéo positiva da adeséo célula-substrato; Organizacdo de Golgi.

6.3 - Identificacdo de proteinas bacterianas da saliva no estudo piloto

Para determinacdo das proteinas bacterianas secretadas na saliva dos
voluntarios do primeiro estudo, os dados de MS foram utilizados em buscas contra
bancos de dados do Uniprot contendo proteinas de oito filos bacterianos. Um total de
116 proteinas foram identificadas, sendo elas oriundas dos seguintes Filos
bacterianos: Actinobacteria (13); Bacteroidetes (12); Chlamydiae (17); Cloroflexi (10);
Firmicutes (9); Fusobacteria (39); Spirochaetes (13) e Synergiteste (3). Na tabela 5
estdo apresentadas todas as identificacbes de proteinas expressas microbiotas
salivares de individuos com e sem gengivite, onde observamos uma dominancia de

proteinas de Fusobactérias.

Tabela 4. Proteinas bacterianas identificadas na saliva de voluntarias com gengivite e controle

Acesso Proteina Razao Valor de P

Caso/controle

Actinobacteria

Q49642 Proteina de membrana néo caracterizada +1,6 0,00001
ML0467

A1KNT4 Nucleosideo trifosfato pirofosfatase +2,3 0,00006

Q47KHA4 Fosforribosilaminoimidazol- +1,2 0,0063378
succinocarboxamida sintase

Q1AXT1 Aspartil/glutamil-tRNA(Asn/GIn) subunidade C ~ -1,3 0,031281
da amidotransferase

Q82J11 Proteina H do sistema de clivagem de glicina +1,2 0,10772
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ALUHU3
Q8RQM6
POWLG?
Q82EES
QSNQE4

C5BVB1

ATP fosforibosiltransferase
Diaminopimelato descarboxilase
Proteina nado caracterizada Rv2240c
GTP ciclohidrolase 1

Proteina de translocase independente de sec
TatA

L-cisteina:1D-mio-inositol 2-amino-2-desoxi-
alfa-D-glucopiranésido ligase

Bacteroidetes

Q2S580

AOM3Z1
Q2S6G3
Q5LJ28

A5F1J2
Q11s31
Q2S214
Q2S3M6
Q11WK5
AOM587
A6LHA9
Q11YV5
B2RJ75
Chlamydiea
Q9PLJO
Q6MAFS8
Q25425
Q5L6Z2
Q9PJE1
084620
Q9PKB5

084839
084048
Q9Z7U6
Q255X6
BOB7Z0
Q822F3

BOB8Q5
Q824H2
Q6ME55
D6YXES8
Chloroflexi
Q32969
Q3z7U5

Enzima de reparo de NAD(P)H-hidrato
bifuncional Nnr
Proteina ribossémica 50S L10

acido N-acetilmuramico 6-fosfato eterase

S-adenosilmetionina:tRNA ribosiltransferase-
isomerase
Proteina ribossémica 50S L7/L12

Provavel transaldolase

Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD(P)+] 1
Nucleosideo difosfato quinase
5'-nucleotidase SurkE

Proteina ribossémica 50S L24

Acetato quinase

Fator de maturacdo do ribossomo RimM
6_7-dimetil-8-ribitilumazina sintase

UPF0098 proteina TC_0109
Proteina carreadora de acil
Ribose-5-fosfato isomerase A
Nucleosideo difosfato quinase
Proteina TolB homdloga

Provavel dihidroneopterina aldolase

Na(+)-translocando NADH-quinona redutase
subunidade C
Proteina antiterminagéo da transcricdo NusB

Proteina de ligacdo ao DNA de fita simples
Orotato fosforibosiltransferase
Alanina-tRNA ligase

Proteina ribossémica 50S L21

Arginina descarboxilase dependente de piruvoll

AaxB
Fator de alongamento Ts

Citidilato quinase
Proteina ribossémica 50S L29
Proteina A da membrana de inclusao

Proteina ribossémica 50S L5
tRNA pseudouridina sintase B

NS
NS
NS
NS
NS

NS

-1,6
+1,2
-1,6

+1,4
+1,3
+1,8
-1,2
-1,2
NS
NS
NS
NS

+11,2
+1,5
-2,4
+2
+2,7

+3,1

+3
-1,2
-1,9
-1,2
-1,9
NS

NS
NS
NS
NS

-2,3
+1,6

NS
NS
NS
NS
NS

NS

0,000006

0,00002
0,00007
0,0015376

0,0026031
0,0041093
0,0042322
0,0045368
0,037076
NS

NS

NS

NS

0,000004
0,00001
0,00006
0,0001
0,00011452
0,00043129
0,0012787

0,002815
0,0041304
0,0046645
0,0089208
0,010364
NS

NS
NS
NS
NS

0,0001
0,00018321
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A5UV64
BOLDT2
BIL2JO
Q3Z6W1
A9AXCE
Q3ZZK6

Q3ZX82

A5FSN9
Firmicutes
P35151
P00268
Q5L046
Q8NZJO
QO3MI2
P43683
Q4L6S0
AOR899
P85110

2-tiouridilase MnmA especifica de tRNA
Proteina antiterminacéo da transcricdo NusB
4-hidroxi-2-oxovalerato aldolase

Proteina ribossémica 50S L31

glutamato racemase

Jungéo Holliday ADN helicase dependente de
ATP RuvA

Subunidade proteolitica de protease Clp
dependente de ATP

D-aminoacil-tRNA desacilase

Proteina nao caracterizada YpuB
Rubredoxina

UPF0145 proteina GK1405

Proteina 2 de ligacdo ao DNA de fita simples
UPF0398 proteina STER_0279

Lantibiético mersacidina

Endoribonuclease YbeY

Proteina de recombinagéo RecR

Proteina 2 da camada S

Fusobacteria

QSRIEO

QS8RIA5
Q8RED1
Q8RFZ9

Q8RHO7
Q8RDP7
Q8RDV6
Q8RG87
Q8RFP5
Q8REV6

Q8RFVO

Q8RE26
Q8RI76
Q8RF94
Q8RHX8
E3HIT2
Q8RI63
Q8RGHS
Q8RDX7
Q8RHJ9

Q8RII2
E3HDJS

Provavel proteina reguladora transcricional
FN1661
ADP-L-glicero-D-mano-heptose-6-epimerase
Endonuclease Casl associada a CRISPR

Provavel metiltransferase de RNA de dupla
especificidade RImN
Proteina GrpE

Piridoxal 5'-fosfato sintase subunidade PdxS
Proteina UPF0122 FN1394
Carbamoil-fosfato sintase de cadeia pequena
Porfobilinogénio desaminase

Proteina de biossintese de purina bifuncional
PurH

Sistema liberador de lipoproteina Proteina de
ligagédo de ATP LolD

Proteina de ligacdo ao DNA de fita simples

Subunidade F da ATP sintase tipo V
Shiquimato quinase

Subunidade beta da lisina 5_6-aminomutase
Proteina tipo mini-ribonuclease 3

tiazole sintase

cadeia beta triptofano sintase

Triosefosfato isomerase

Protease Clp dependente de ATP Subunidade
de ligacdo a ATP ClpX
Bomba de efluxo de manganés putativa MntP

Homoserina O-acetiltransferase 2

+1,8
-1,3
+1,4
+1,2
+1,2
-1,4

NS

NS

+1,6
-1,2
+1,2
NS
NS
NS
NS
NS
NS

+4,3

1,4
+1,.2
+1,2

+1,6
+1,8
+1,6
+1,4
+1,2
+2

-1,6

+1,7
+1,1
+1,3
+1,3
1,30
-1,4
-1,2
+1,4
-1,6

-1,7
-11

0,00044909
0,0043884
0,010049
0,01313
0,013952
0,018275

NS

NS

0,00001
0,003397
0,012544
NS

NS

NS

NS

NS

NS

0,00000001

0,00007
0,00007
0,0001

0,00011301
0,00012683
0,00021444
0,00031355
0,0003616
0,0004384

0,00064171

0,00087671
0,0013041
0,0022665
0,0026685
0,0036464
0,0045462
0,0057217
0,005771
0,0077166

0,00887
0,014072
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Q8RI74 ATP sintase tipo V subunidade E +1,3 0,01442

Q8R6B1 Subunidade pequena do RNA ribossémico +1,3 0,017068
metiltransferase A
P58884 Diidroorotato desidrogenase B (NAD(+))_ -1,3 0,01959
subunidade de transferéncia de elétrons
Q8REFO Peptideo deformilase +1,5 0,023111
P29709 ATP sintase cadeia épsilon_ ion sédio +1,5 0,024249
especifico
Q8RDM9 Adenina fosforibosiltransferase -1,5 0,033195
Q8RF18 Glicerol-3-fosfato desidrogenase [NAD(P)+] -1,3 0,034971
Q8R5X4 Endoribonuclease YbeY +1,2 0,045395
Q8R622 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato redutoisomerase NS NS
Q8REE®6 glutamato racemase NS NS
Q8RG65 Glutamina-frutose-6-fosfato aminotransferase NS NS
[isomerizando]
Q8RHZ9 glicerol quinase NS NS
Q8KRV2 Subunidade da ATP sintase b_ especifica do NS NS
jon sédio
Q8RG55 Subunidade grande do RNA ribossémico NS NS
metiltransferase H
Q8RHI5 Proteina riboss6mica 50S L7/L12 NS NS
Q8RDM4 FolD de proteina bifuncional NS NS
Q8REA43 Proteina ribossomal 30S S4 NS NS
Spirochaetes
083172 Lipoproteina ndo caracterizada TP_0136 +2,7 0,00005
Q72NQ9 Gama-glutamil fosfato redutase +1,2 0,00007
083780 Proteina ndo caracterizada TP_0802 -2,2 0,00017721
QOSNQ3 Undecaprenil-difosfatase +1,3 0,00029897
Q08137 Proteina C da superficie externa +1,5 0,00034443
B0SS41 histidinol desidrogenase -1,6 0,0011854
BOSES83 Tiamina-fosfato sintase -1,5 0,0030247
Q73Q17 Proteina GrpE +1,2 0,0057811
BOSDC5 biotina sintase -14 0,0065939
P61656 2-desidro-3-desoxifosfooctonato aldolase -11 0,014386
Q44845 Proteina de membrana externa putativa BBA52  +1,7 0,02295
P70844 Proteina ndo caracterizada BBD22 +1,2 0,046046
QO04NG3 Adenina fosforibosiltransferase NS NS
QOSN15 Proteina riboss6mica 30S S8 NS NS
Sinergistetes
D1BAAS Enzima de reparo de NAD(P)H-hidrato +1,5 0,0012962
bifuncional Nnr
D5ECWS5 subunidade A da DNA girase NS NS
D1B5U2 Proteina transmembranar transportadora de NS NS

fator de acoplamento de energia EcfT

Razao (caso/controle): razdo dos valores médios de abundancia, sendo (-) e (+) mostrando,

respectivamente, diminuicdo e aumento na abundancia relativa nos individuos doentes em
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relagdo aos saudaveis; *: valor de p, quando <0,05 no teste T; NS: Valores estatisticamente

nao significativos.

6.4- Analise estatistica dos dados protedmicos

A PCA de proteomas humanos e bacterianos mostrou que 0S grupos caso e
controle se comportaram de maneira diferente, como observado no artigo publicado
(Apéndice 1). O VIP score (importancia variavel na proje¢céo) de proteomas humanos
e bacterianos foi realizado para detectar as 15 principais proteinas que afetaram as
variagbes do grupo, tais como Cistatina-S, Alfa amilase, Lactotransferrina,
Pseudoridina tRNA, Rubredoxina e Unidade Ribossomal 50S. (Figura 4 - Apéndice 1).
7 — DISCUSSAO

7.1- Proteinas salivares humanas moduladas em resposta a gengivite

Nesta primeira etapa do estudo, foi possivel detectar uma variedade de
proteinas salivares humanas envolvidos com diversas funcdes bioldgicas, sendo a
resposta imune a funcdo mais expressiva. Grande parte destas identificacdes
apresentou mudanca em sua abundancia relativa em resposta a gengivite. Destas, a
maioria estava relacionada as funcdes imunolégicas e de transporte, apresentando
aumentado ou diminuicdo significativos em relacéo a gengivite, tais como as cadeias
kappa e gama 2 pesada da imunoglobulina, Histatina-1, Anidrase carbonica 6 e
Proteina 1 semelhante a TOML1. Proteinas com fun¢des no metabolismo de
carboidratos (alfa amilases), processo apoptotico (Proteina 5 contendo dominio de
ligacdo ao nucleossomo) e que promovem a protecdo da integridade dental
(Fosfoproteina rica em prolina 1/2 &cida salivar) foram significativamente induzidas na
saliva de individuos com gengivite, enquanto proteinas atuantes como inibidores de

proteases foram igualmente expressas.

7.1.1 Anexina Al
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Anexinas sdo proteinas de ligacdo ao Ca?', desempenhando um papel
importante no processo inflamatério. A anexina A1 possui a capacidade de inibir a
fosfolipase, dessa forma inibindo a producao de mediadores inflamatérios (FLOWER,
1988; RAYNAL & POLLARD, 1994). Nossos resultados indicam que anexina Al
diminuiu no grupo dos doentes em comparagdo ao saudavel. Bostanci e
colaboradores (2011) observaram niveis mais elevados de anexinas no fluido gengival
crevicular (FGC) saudavel quando comparado ao FGC com periodontite. Esse dado
reafirma a funcdo protetora da proteina Anexina Al, que estaria sendo depletada
durante o quadro de gengivite no nosso estudo.

7.1.2 Fator de alongamento negativo E

O Fator de alongamento negativo E (NELF) € um complexo que tem como
funcao regular negativamente o alongamento da transcricdo pela RNA polimerase |l
(YU et al., 2020). No estudo de Yu e colaboradores (2020) foi realizada a mutacao da
NELF em macréfagos, resultando no aumento da IL-10. O aumento da IL-10, uma
proteina anti-inflamatéria, amenizou a producéo de proteinas pro-inflamatorias. Assim
0 estudo concluiu que a NELF possui a capacidade de restringir a transcricdo de
inibidores de inflamag&o. Em nosso estudo a NELF diminuiu em abundéncia em 2
vezes no grupo da gengivite, o efeito dessa diminuicdo pode estar promovendo um

maior aspecto inflamatdério na regido bucal, provavelmente mediado por IL-10.

7.1.3 Proteina 5 contendo dominio de ligacdo de nucleossomo

A proteina 5 contendo dominio de ligacdo de nucleossomo de grupo de alta
mobilidade (HMGN5), identificada em nosso estudo, é pertencente a uma familia de
proteinas que se ligam aos nucleossomos para formacéo da cromatina (GONZALEZ-
ROMERO et al., 2015). No estudo de Li e colaboradores, uma proteina da mesma
familia, com dominio de ligagdo nucleossbmica 2 do grupo de alta mobilidade
(HMGN2), foi estudada e apresentou fungdo contra bactérias Gram-negativas, como
a Escherichia coli. Em nosso estudo a HMGN5 apresentou um aumento nos

voluntarios com gengivite. Devido as proteinas serem da mesma familia, talvez
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possam possuir fungdes similares, indicando que HMGNS possa estar sendo induzida
em resposta ao aumento na concentracdo de bactérias devido ao biofilme dentario
caracteristico da gengivite (ARMITAGE, 2004; KIM et al., 2013).

7.1.4 Cistatina

As cistatinas fazem parte de uma grande familia de proteinas que séao
produzidas principalmente pela glandula sublingual e possuem efeitos
antimicrobianos e antivirais (PUNK et al., 2016). Aqui, a cistatina S diminuiu 1,6 vezes
no grupo com gengivite. Por outro lado, as cistatinas D e SA aumentaram 1,6 vezes
no grupo caso, enquanto a cistatina SN n&o apresentou diferenca significativa.
Estudos anteriores ndo foram claros quanto a variacdo dos niveis de cistatina na saliva
em casos de doencas periodontais. No entanto, independentemente dos niveis de
cistatinas estarem aumentados, causando uma melhora na resisténcia aos danos
presentes na gengivite e na periodontite, ou diminuidos, tornando a a¢édo das doencas
mais nociva, essas proteinas desempenham um papel importante no diagndstico e
prognostico das doencas periodontais (GONCALVES et al., 2010; ZEMOURI et al.,
2019).

7.1.5 Amilase

A alfa amilase desempenha um papel na manutencdo da imunidade oral,
atuando contra a adeséo e proliferacdo bacteriana. Neste estudo, foi observado
aumento da alfa amilase 1 no grupo gengivite. Segundo Saberi e colaboradores em
2020, a alfa amilase tem um papel protetor, aumentando em resposta a infeccéo.
Outro estudo também relatou que um nivel diminuido de alfa amilase foi positivamente
correlacionado com diminuigdes na profundidade da bolsa periodontal (SANCHES et
al.,, 2013). Assim, quantidades elevadas de alfa-amilase na saliva podem ser

indicativas da presenca de doencas periodontais.

7.1.6 Lactotransferrina

56



A lactotransferrina € uma glicoproteina globular que é liberada em resposta a
infeccdo bacteriana e esta fortemente associada a doenca periodontal. Devido a sua
atividade antibacteriana, uma diminuicdo da lactotransferrina pode promover o
crescimento bacteriano (RAMENZONI et al., 2021a; RAMENZONI et al., 2021b). Aqui,
0s niveis de lactotransferrina exibiram um aumento de 1,6 vezes no grupo caso,
provavelmente representando uma resposta a maior formacéo de placa bacteriana na

gengivite.

7.2 - Proteinas bacterianas secretadas diferencialmente na saliva em resposta a

gengivite

Para a identificacdo das proteinas bacterianas, foram utilizados os bancos de
dados dos seguintes filos bacterianos: Actinobateria; Bacteroidetes; Chlamydia;
Chhoroflexi; Firmicutes; Fusobacteria; Spirochaetes e Sinergiteste. O filo Fusobacteria
gerou maior quantidade de proteinas identificadas (n=29), seguido da Chlamydia
(n=18) e Spirochaetes (n=13), sendo o filo Sinergiteste 0 menos abundante em nosso
trabalho. Identificamos proteinas de diversas ordens bacterianas, dentre elas algumas
estdo relacionadas a doencas periodontais: Bacteroidales; Flavobacteriales;
Bacillales; Clostridiales; Fusobacteriales e Spirochaetales (CHEN et al., 2018).

Das 115 proteinas bacterianas identificadas 40 ndo apresentaram mudancas
significativas. As demais mostraram alteracdo na abundéancia, sendo 50 proteinas
aumentadas e 46 diminuidas na condicao de gengivite. Dessa forma mais de 70% das
proteinas bacterianas sofreram algum tipo de modulacéo, mostrando que a gengivite
pode influenciar ndo sé na mudanca da microbiota oral, mas também na expresséo
bacteriana, o que também pode ser usado como indicador para avaliar a saude bucal
ou o desenvolvimento de doencas periodontais.

Algumas das proteinas aqui identificadas pertencem a bactérias previamente
relatadas como envolvidas em doencas periodontais. Socransky (2005) mostrou que
alguns complexos bacterianos sdo responsaveis, inclusive, pelo desenvolvimento da
doenca, bem como pela protecdo contra ela. Em nossos dados, uma proteina do
complexo vermelho Porphyromonas gingivalis (6_7-dimetil-8-ribityllumazine sintase)

foi identificada, e 39 eram do Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, que é do
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complexo laranja. Os complexos vermelho e laranja estdo intimamente associados a

ocorréncia de doencas periodontais (HAFFAJEE et al., 1998).

7.2.1 Proteinas de Actinobateria

A maior parte das proteinas de actinobactérias que foram identificadas séo de
membros da ordem Corynebacteriales, mais especificamente de micobactérias. Duas
proteinas deste grupo foram significativamente aumentadas na saliva de individuos
com gengivite, a proteina de membrana nado caracterizada ML0467 e a nucleosideo
trifosfato pirofosfatase, o que pode indicar um aumento de espécies deste grupo na
gengivite. No entanto, as identificagbes com base em dados de espectrometria de
massas nao permitem que conclusdes mais profundas em termos de espécie, ou
mesmo género, sejam fidedignas, devido a baixa cobertura de peptideos
sequenciados, ambiguidade das identificacdes principalmente em regiées homologas
das proteinas e possibilidade de auséncia de dados proteicos no banco utilizado.

7.2.2 N-acetilmuramico 6-fosfato de Bacterioidetes

O N-acetilmuramico 6-fosfato eterase ou MurQ é uma enzima que recicla a
camada de peptidoglicano bacteriana, convertendo o MurNAc 6-fosfato em GIcNAc 6-
fosfato e acido lactico (BORISOVA et al., 2017). O PGN é frequentemente recuperado
e reciclado pela bactéria. Essa reciclagem acontece por duas vias, sendo uma delas
realizada pela N-acetilmuramico 6-fosfato eterase (JIANG et al., 2006). Em nosso
estudo a MurQ de Bacterioidetes apresentou um aumento no grupo dos doentes, esse
aumento pode indicar uma maior reciclagem e consequente estabilidade da parede

bacteriana, além de um aumento na multiplicacéo celular.

7.2.3 Proteinas de Chlamydiae

A proteina TC_0109 UPF0098 € uma proteina ainda nao caracterizada, porém
revisada, encontrada em nosso estudo na ordem Chlamydiales com um aumento de

mais de 11 vezes, despertando interesse para estudos futuros quanto a sua funcéo.
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De fato, dentro do filo Chlamydiae, todas as identificacdes foram relativas a proteinas
de Chlamydiales, com excec¢éo de duas da ordem Parachlamydiales.

A proteina carreadora de acila (ACP) de Protochlamydia amoebophila
(Parachlamydiales), identificada com um aumento na expressédo de quase 50% no
grupo gengivite, € uma proteina de transporte altamente conservada. Esta presente
em mamiferos, fungos e bactérias. A ACP € uma proteina monomérica, sendo
necessaria para a producdo de diversos produtos, como endotoxinas, além de
lactonas de homosserina aciladas as quais estdo envolvidas no quorum sensing.
Esses processos tornam a ACP uma proteina essencial para a patogénese e
colonizagéo bacteriana (BYERS & GONG, 2007; HUANG et al., 2017).

7.2.4 Proteinas de Fusobacteria

A proteina GrpE, detectada como aumentada em Fusobacteria na condicao
gengivite, atua na resposta ao choque térmico e ao choque osmotico. GrpE é
considerada uma proteina constitutiva, evitando que proteinas desnaturadas pelo
estresse consigam se agregar (HARRISON, 2003; BRACHER & VERGHESE., 2015).
O aumento da GrpE na gengivite pode ser uma resposta bacteriana as condi¢des
adversas encontradas na regido bucal em estado inflamatério anormal que pode
prejudicar a sobrevivéncia bacteriana.

A endonuclease Casl associada a CRISPR também apresentou um aumento
no grupo da gengivite, 0 que pode permitir que a bactéria resista de forma mais
apropriada a uma infeccdo viral. O sistema CRISPR-Cas é um mecanismo da
imunidade bacteriana adaptativa. O CRISPR-Cas atua integrando as sequéncias de
virus no lécus CRISPR da célula, conseguindo com que a bactéria possa reconhecer
e eliminar as infecc6es com mais eficacia (RATH et al., 2015; CHEN & OLSEN et al.,
2019). Chen e Olsen, em 2019, sugerem que o CRISPR-Cas pode desempenhar um
papel imunolégico na modulacao bacteriana na periodontite. Segundo o estudo, P.
gingivalis (filo Bacteroidetes), uma bactéria fundamental para a disbiose bucal, pode
usar esse mecanismo para se proteger de possiveis infec¢des virais, principalmente
dentro das bolsas periodontais, onde a presenca de virus € maior. Em nosso estudo

0 aumento desta proteina em Fusobacteriales pode estar sinalizando que as bactérias

59



ativam este mecanismo de imunidade em resposta as condi¢cdes adversas durante a
0 processo de gengivite.

Ainda no filo Fusobacteria, a subunidade PdxS da piridoxal 5'-fosfato sintase
apresentou um aumento significativo nos voluntarios com gengivite. Ela catalisa a
formacéao do piridoxal 5’-fosfato (PLP), estando relacionada com as fungdes exercidas
pela PLP, como a resisténcia ao estresse e a viruléncia (XIE et al., 2017). PLP é a
forma ativada da vitamina B6, sendo necessaria para o funcionamento de mais de 160
enzimas. A vitamina B6 é importante para viabilidade dos organismos vivos, sendo
absorvido por animais, porém as plantas, fungos e bactérias conseguem sintetizar a
PLP. PLP também foi observado como sendo importante para a tolerancia ao
estresse, além do aspecto da viruléncia bacteriana como visto na A.
pleuropneumoniae (XIE et al., 2017). O aumento de PdxS em condi¢cbes bucais de
gengivite pode indicar a indugdo nas bactérias bucais de um mecanismo de protecao
ou da viruléncia durante o desenvolvimento desta doenca periodontal.

Outra proteina de Fusobacteriales identificada foi a MntP, uma bomba de efluxo
de manganés. O manganés é um nutriente de suma importancia, sendo cofator de
enzimas, além de fornecer protecdo contra espeécies reativas de oxigénio (ROS).
Muitas bactérias necessitam do manganés para realizar interacdes de simbiose e de
patogenia em células eucaritticas. (ZEINERT et al., 2018). No estudo de Waters e
colaboradores 2011, foi observado que a delecdo da MntP leva a um aumento da
sensibilidade ao manganés e um aumento do manganés intracelular. Zeinet e
colaboradores 2018, observaram que a MntP consegue alterar a resisténcia celular as
ROS, aumentando a resisténcia bacteriana contra um ambiente mais severo. O
manganés possui a capacidade de desintoxicar RPS, através da estimulacdo de
enzimas antioxidantes como catalases e peroxidases (WATERS et al., 2011). A
diminuicdo da MntP observada em resposta a gengivite pode levar a um aumento do
manganés intracelular, elevando na resisténcia aos ROS, tornando as bactérias mais
resistentes ao ambiente desfavoravel.

A proteina de ligacdo ao DNA de fita simples da Fusobacteria foi detectada
guase duas vezes maior no grupo de gengivite. A proteina pode estar ligada a um
provavel aumento na abundancia de Fusobactérias na patologia da gengivite. Este filo
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faz parte do complexo laranja, que, juntamente com o complexo vermelho, causa

doencas periodontais.

Capitulo 2 — Segundo grupo de estudo

8 - RESULTADOS

8.1 — Dados demogréficos

ApOs o estudo piloto iniciado durante minha Dissertagdo de mestrado,
buscamos recrutar mais voluntarios. Tinhamos o objetivo de realizar novas analises
para duas novas doencas fortemente relacionadas a obesidade, DMT2 e SM, para
compreender como o ganho de peso corporal influenciaria no desenvolvimento destas
patologias.

Nesta segunda fase do projeto, portanto, realizamos a avaliagdo de dados
antropomeétricos, clinicos e a coleta de amostras de saliva e sangue de 103
voluntarios, os quais foram divididos segundo o seu IMC em peso normal (n=29
individuos), sobrepeso (n=25) e obeso (n=15). Além disso, alguns ja apresentavam
diagnostico prévio de DMT2 (11 individuos) e 23 individuos foram posteriormente
determinados com SM, apos os resultados de exame de sangue, com base nos fatores
de risco determinados pela NCEP/ATPIIl. O grupo SM nao possui nenhum voluntario

com DMT2 diagnosticada, tendo 8 voluntarios com sobrepeso e 15 com obesidade
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(Figura 2). O grupo da DMT2, possui 5 voluntarios obesos, 5 com sobrepeso e 1 com
peso normal.

As caracteristicas demograficas da segunda populacédo estudada também foram
levantadas, incluindo idade, sexo e raca, sendo a variavel idade e escolaridade as
Unicas com diferenca significativa entre os grupos (Tabela 6). Todas as avaliagbes

seguiram as categorias de acordo com o IMC e presenca das doencas.

Figura 2. Distribuicdo dos voluntarios da segunda populacao estudada, de acordo com o IMC

e presenca de DMT2 e SM.
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Tabela 6. Dados demograficos dos 103 voluntarios estudados.

Variaveis Peso Sobrepeso  Obeso DMT2 SM Valor
normal (N=25) (N=15) (N=11) (N=23) dep
(N=29)
Idade Média (+dp) 35,5+13,2 35,8+16,8 37,3+13,7 61,4+15,6 44+16,4 0,0017
Sexo Masculino 8 10 7 2 9 NS*
Feminino 21 15 8 9 14 NS*
Raca (%)
Branca 13 4 3 5 6 NS*
Preta 3 4 5 3 9 NS*
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Pardo 13 16 7 3 8 NS*

Escolaridade (%)

Fundamental 1 1 2 5 5 0,001*
Médio 8 14 7 4 14 0,001*
Superior 20 10 6 2 4 0,001*

TAnova; *Teste Qui-quadrado. NS: Valores estatisticamente nao significantes

8.2.1 - Dados antropomeétricos do segundo grupo amostral

Os dados de IMC, altura, peso, circunferéncia de cintura, circunferéncia de
quadril e relacdo cintura-quadril dos novos voluntarios foram verificados e
relacionados para as cinco categorias estudo (Tabela 7). As variaveis analisadas sédo
importantes ndo s6 para qualificar nossos voluntarios segundo o IMC, mas também
avaliar o impacto desses parametros no desenvolvimento da DMT2 e SM. Todos as
variaveis, com excecdo da altura, apresentaram diferencas significativas entre as
categorias de IMC e presenca de DMT2 e SM, apos teste estatistico ANOVA. Como
foram analisados mais de 2 grupos, foi utilizado a correcdo de Bonferroni (Apéndice
3). Com isso, observamos um aumento gradual dos valores de IMC, peso,
circunferéncia de cintura e quadril e RCQ, do grupo de peso normal até obesos, sendo
gue os valores encontrados para individuos com SM e DMT2 s&o um pouco maiores
ou muito proximos aos valores do grupo de obesos. A analise Bonferroni nos mostrou
gue em relacao a idade, os grupos SM e DMT2 apresentaram diferenca significativa
com o0s grupos peso normal (PN), sobrepeso e obeso, e os 3 ultimos grupos nao
apresentaram diferencas significativas entre si. Em relacdo a massa, o grupo DMT2
apresentou diferenca significativa em relacdo ao PN e obeso, jA o grupo SM
apresentou diferenca significativa somente com o PN e sobrepeso, além disso ocorreu
um aumento significativo entre todos dos grupos do IMC. Na CC, CQ e RCQ néo

ocorreu diferenca significativa entre os grupos SM, DMT2 e obeso.

Tabela 7. Dados antropométricos do segundo grupo amostral (n=103)

Parametros Peso normal Sobrepeso Obeso DMT2 SM Valor
(N=29) (N=25) (N=15) (N=11) (N=23) de p*
IMC (Kg/m2) 21,9 27,4 32,9 30,6 315 0,001
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+1,7 +15 +4,2 +4,2 +4,7

Altura (m) 1,64 1,66 1,67 1,57 1,65 NS
+0,07 +0,09 +0,1 +0,1 +0,1

Peso (Kg) 58,8 75,3 92,2 76,7 86,4 0,001
+6,9 +9,6 +15,2 +17,2  +185

CC (cm) 74,5 87,7 98,8 100,4 100,6 0,001
+7,2 +8,3 +38,01 +8,8 +12

CQ (cm) 94,7 104,2 115,1 108,9 110,9 0,001
+5,6 + 4,4 +12,4 +9,6 +7,3

RCQ 0,7 0,8 0,8 0,9 0,9 0,001
+0,1 +0,1 +0,1 +0,03 +,08

*Valor de p quando <0,05 em teste Anova; NS: Diferenca estatistica ndo significante; CC:
circunferéncia de cintura; CQ: circunferéncia de quadril; RCQ: rela¢do cintura-quadril.

8.3 - Dados clinicos do segundo grupo amostral

Realizamos testes sanguineos e afericdo da pressao arterial em todos 0s novos
voluntarios, com o objetivo de verificar a condicdo clinica dos voluntarios e para
determinar quais individuos apresentavam SM, tendo trés de seus fatores avaliados
pelo teste sanguineo e um pela afericdo da pressao arterial. Além disso, foi possivel
confirmar a presenca de DMT2 em alguns voluntérios, a qual foi avaliada pela
glicemia, uma vez que nossos voluntarios diabéticos ja possuiam o diagndstico da
doenca. Todos os parametros analisados no estudo apresentaram diferencas
significativas, com excegao da creatina, ureia, LDL e colesterol. Os valores de presséo
sistélica e diastdlica também foram significativamente distintos entre os grupos
(Tabela 8).

A analise de Bonferroni (Apéndice 2), nos mostrou que a pressao arterial
sistdlica e diastélica ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos SM,
DMT?2 e obeso, ndo havendo diferenca da pressao entre esses grupos. Na glicemia,
nao houve alteracdo dentro dos grupos do IMC, Peso normal, sobrepeso e obeso, e
também do grupo SM em relacdo ao IMC e como ja era esperado o nivel de glicemia
da DMT2 ¢ significativamente diferente em relag@o a todos os grupos. Na insulina a
SM apresentou diferenca significativa com todos os grupos, com exce¢ao da DMT2 e
a ela ndo apresentou diferenca significativa com nenhum dos grupos. No HOMA-B a
SM sO mostrou significancia entre os grupos PNS e DMT2, ja o grupo DMT2

apresentou diferenca significativa somente com a SM, ndo havendo diferenca
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significativa entre os grupos do IMC. No HOMA-IR néo ocorreu diferenga dentro dos
grupos do IMC, ja a SM e DMT2 apresentaram diferenca significativa com todos os
grupos do IMC, porém nao apresentaram diferenca significativa entre si. Nos dados
do triglicerideo a DMT2 apresentou diferenca significativa com todos os grupos, com
excecao da Sindrome Metabdlica, a SM apresentou diferenca significativa com o PN
e 0 sobrepeso, os grupos do IMC nao apresentaram diferencas significantes entre si.
No HDL so foi observado diferencas significativas entre a SM e DMT2 com o PN, nédo

ocorrendo diferencga dentro do grupo do IMC.

Tabela 8. Dados clinicos do segundo grupo amostral categorizado de acordo com IMC

e doencgas (n=103)

Parametros Peso normal Sobrepeso  Obeso DMT2 SM Valor
(N=29) (N=25) (N=15) (N=11) (N=23) de p*
Glicemia 90+7,8 89+6 90+10  167+72  96%7,2 0,001
Insulina 7+3 10+5 10+6 12+3 18+8 0,001
HOMA-3 104+61 141+71 147+73  62+39 211+137 0,001
HOMA-IR 1+0,8 2+1 2+1 4+1 4+2 0,001
Creatina 0,8+1,5 0,9+0,1 0,8+0,1 0,8+0,1 0,8%#0,1 NS
Ureia 24+6 235 2316 277 28+6 NS
Colesterol 193+43 186+44 193+35 203174 217+41 NS
Triglicerideo 89+39 92+55 96+53  190+13 154+78 0,001
1
HDL 65+13 58+14 54+10 44+11 50+14 0,001
VLDL 18+8 18+11 19+10 38+26 31+15 0,001
LDL 109+38 110+40 120+£32 120458 135+37 NS
CT/HDL 3+0,7 3+1 4+1 5+4 4,5+1 0,001
VLDL/HDL 0,3+0,1 0,3+0,2 0,3+0,2 1,1+1,2 0,604 0,001
LDL/HDL 1,7+0,6 2+0,8 2,3+0,8 3,1+3 2,8+1,2 0,005
PS 112+9 118+14 125+13 139+13 129+16 0,001
PD 7216 758 81+7 81,348 83+6 0,001

*Valor de p quando <0,05 em teste ANOVA; NS: Diferenca estatistica ndo significante;
HDL (High Density Lipoproteins); VLDL (Very Low Density Lipoproteins); LDL (Low
Density Lipoproteins); CT (Colesterol Total); HOMA-IR (Homeostases Model
Assessment-Insulin Resistance); HOMA- 3 (Homeostases Model Assessment- 3); PS:
Presséo arterial sistélica; PD: Pressao arterial diastdlica.

8.4 Anélise comparativa dos grupos Controle x SM e Controle x DMT2
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Como forma de verificar a relacdo da Sindrome Metabodlica e da DMT2 nas
condicdes clinicas, antropométricas, sem a influéncia do ganho de massa corporal,
realizamos uma comparacao unindo os voluntarios dos grupos Normal, Sobrepeso e
Obeso dentro de um grupo Controle, contra o grupo SM (Tabela 9) ou DMT2 (Tabela
10). Verificamos que 15 variaveis apresentavam diferencas significativas entre os
grupos de estudo quando SM foi a doenca caso, sendo os valores de RCQ, presséo
sistélica, creatinina, ureia e HDL estatisticamente similares. As variaveis glicemia,
insulina, HOMA-IR, HOMA- e presséao diastolica apresentaram diferenga significativa
para ambas as comparacdes e pressdo sistolica apresentou diferenca significativa
somente na comparacao ControlexDMT2, enquanto o HDL n&o apresentou diferenca
significativa nas duas comparacdes. Na analise comparativa entre grupos Controle
x DMT2, 13 parametros foram estatisticamente diferentes, sendo excecdo a massa
corporal e os valores de creatinina, ureia, Colesterol total, HDL, LDL e LDL/HDL.

Tabela 9. Dados clinicos e antropométricos do grupo Controle e SM (n=92)

Parametros Controle SM Valor de p
Massa 72,1+16,4 86,4+18,5 0,001%
Cintura 84,5+12,2 100,6+12,1 <0,001%
Quadril 102,6+10,6 110,9+7,2 <0,001%
RCQ 0,8+0,08 0,9+0,08 NS*
PS 75,1+8,2 8316,4 NS*
PD 117,4+12,7 129,545,9 <0,001%
Creatina 0,8+0,1 0,8+0,1 NS*
Ureia 23,945,7 28,116,6 NS*
Glicemia 89,9+7,8 96,3+7,2 0,002¢
Insulina 9,1+5,1 18,1+8,8 <0,001%
HOMA-B 126,9+69,7 211,4+137,1 0,001%
HOMA-IR 2,1+1,2 4,2+1,9 <0,001%
HDL 60,5+£13,7 50,9+14,1 NS*
CT 190,8+41,8 217,2+41,2 0,004
Triglicerideos 91,7+48,1 154,5+78,3 <0,001%
VLDL 18,319,6 30,9+15,6 <0,001%
LDL 111,9+37,6 135,4+36,8 0,005
CT/HDL 3,310,9 45115 <0,001%
VLDL/HDL 0,3+0,2 0,6+0,4 <0,001%
LDL/HDL 1,9+0,8 2,8+1,2 <0,001%

*Valor de p quando em Teste T; ¢ Valor de p em Teste Anova; NS: Diferenca estatistica
nao significante; HDL (High Density Lipoproteins); VLDL (Very Low Density
Lipoproteins); LDL (Low Density Lipoproteins); CT (Colesterol Total); HOMA-IR
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(Homeostases Model Assessment-Insulin Resistance); HOMA- 8 (Homeostases Model
Assessment- B); PS: Presséao arterial sistélica; PD: Presséao arterial diastdlica.

Tabela 10. Dados clinicos e antropométricos do grupo Controle e DMT2 (n=80)

Parametros Controle DMT2 Valor de P
Massa 72,1+16,4 76,7+17,2 NS&
Cintura 84,5+12,3 100,4+8,8 <0,001%
Quadril 102,6+10,6 108,9+9,6 0,028%
RCQ 0,8+0,08 0,9+0,03 0,004~
Creatina 0,8+0,1 0,8+0,1 NS*
Ureia 23,945,7 27,7+7,1 NS*
PS 117,4+12,7 137,9+13,6 <0,001%
PD 75,148,2 81,248,5 0,025%
Glicemia 89,9+7,8 167,4+72,1 <0,001%
Insulina 9,1+5,1 12,4+3,7 0,011%
HOMA-B 126,9+69,7 62,4+39,6 0,003%
HOMA IR 2,1+1,2 4,8+1,5 <0,001%
CT 190,8+41,9 203,1+74,6 NS4
Triglicerideos 91,7+48,1 190,3+131,1 <0,001%
HDL 60,5+13,7 44,9+11,2 NS*
VLDL 18,3+9,6 38,1+26,2 <0,001%
LDL 111,9+37,6 120,1458,7 NS&
CT/HDL 3,310,9 5,1+4,1 0,005
VLDL/HDL 0,3+0,2 1,1+1,2 <0,001%
LDL/HDL 1,9+0,8 3,1£2,9 NS#

*Valor de p quando em Teste T; & Valor de p em Menn-Witney; NS: Diferenca estatistica
nao significante; HDL (High Density Lipoproteins); VLDL (Very Low Density Lipoproteins);
LDL (Low Density Lipoproteins); CT (Colesterol Total); HOMA-IR (Homeostases Model
Assessment-Insulin Resistance); HOMA- 3 (Homeostases Model Assessment- (B); PS:
Pressdao arterial sistélica; PD: Pressao arterial diastolica.

8.5 Analise comparativa dos grupos obeso, DMT2 e SM

Além de realizarmos a andlise conjunta dos grupos 5 grupos separados,

Controle x SM e Controle x DMT2, também foi realizada a comparacéo entre o grupo
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SMxDMT2, ObesoxSM e ObesoxDMT2, com a finalidade de analisar mudancas
clinicas e metabdlicas influenciadas pelo desenvolvimento das doencas, sem relacao
com o ganho de massa corporal. Nessa comparacao foram analisados somente as
seguintes variaveis: massa, cintura; quadril; RCQ; PA sistdlica; PA diastdlica; glicemia;
insulina; HOMA-B; HOMA-IR; creatina; ureia; colesterol total; triglicerideos; HDL;
VLDL; LDL; CTHDL; VLDLHDL e LDLHDL, variaveis impactadas pelo aumento da
massa corporal, SM e pela DMT2 (Ostrowska et al., 2020).

Quando realizamos a comparacao entre o grupo DMT2 e SM, somente 3 das
20 variaveis apresentaram diferenca significativa entre os grupos. Somente RCQ,

HOMA-B e glicemia apresentaram diferencga significativa (Tabela 11).

Ao realizarmos a comparacao entre o grupo Obeso e DMT2 observamos que
somente as variaveis glicemia, HOMA-B, triglicerideos, HDL, VLDL e VLDLHDL
apresentaram diferenca significativas (Tabela 12). Quando obesos foram comparados
com individuos com SM, foram 7 das variaveis analisadas que apresentaram
diferencas significativas, glicemia, insulina, HOMAIR, triglicerideos, VLDL, CT/HDL,
VLDL/HDL (Tabela 13).

Tabela 11. Dados clinicos e antropométricos do grupo SM e DMT2 (n=34)

Parémetros SM DMT2 Valor de p
Massa 86,4 £18,5 76,7 £17,2 NS#
Cintura 100,6 £12 100,4 £8,8 NS*
Quadril 110,9+£7,2 108,9+9,6 NS*
RCQ 0,9+0,8 0,9+0,38 0,005*
PD 8364 81,2+8,5 NS*

PS 1295+ 159 137,9+ 13,6 NS%
CT 217,2+41,2 203,1+74,6 NS*
HDL 50,9 £ 14,03 449+ 11,2 NS*
LDL 135,3 +36,8 120,1 + 58 NS*
HOMA-B 211,4 + 137,01 62,4 £ 39,6 <0,001%
HOMAIR 42+19 47 1,4 NS#
Glicemia 96,3 £7,2 167,4 £ 72,06 <0,001%
Insulina 18,03 +£8,8 12,3+ 3,6 NS
Creatina 0,9+0,10 0,8+0,12 NS*
Ureia 28,04 + 6,6 27,7+7,04 NS
Triglicerideos 154,5+78,3 190,3+131,1 NS&
VLDL 30,9+£15,6 38,07 £ 26,2 NS
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CT/HDL 454+15 51+41 NS#
VLDL/HDL 06+04 1,06 + 1,27 NS&
LDL/HDL 28+11 31+29 NSé&

*Teste T; & Menn-Witney; NS: Diferenca estatistica ndo significante; HDL (High Density
Lipoproteins); VLDL (Very Low Density Lipoproteins); LDL (Low Density Lipoproteins); CT
(Colesterol Total); Homeostases Model Assessment-Insulin Resistance (HOMA-IR);
Homeostases Model Assessment- B (HOMA- B) PS (Pressao arterial sistdlica); PD:
Presséao arterial diastolica.

Tabela 12. Dados clinicos e antropométricos do grupo Obeso e DMT2 (n=26)

Parametros Obeso DMT2 Valor de p
Massa 92,2+15,2 76,7 £17,2 NS*
Cintura 98,8 +£8,1 100,4 £ 8,8 NS*
Quadril 115,1+124 108,9+9,7 NS4
RCQ 0,8 +0,09 0,9+0,03 NS*
Os 125,1+13,1 1379+ 13,6 NS*
PD 816+75 81,2+8,5 NS*
Glicemia 90,6 £ 10,1 167,4+72,1 <0,001%
Insulina 10,8+6,4 12,3+£3,7 NS*
HOMA-B 1472 +73,4 62,4 + 39,6 0,05*
HOMAIR 24+17 47+14 NS*
Creatinina 0,8+0,1 0,8+0,1 NS*
Ureia 23,6 +6,1 27,7+7,1 NS*
CT 193,6 £ 35,6 203,1 74,6 NS4
Triglicerideos 96,2 + 53,6 190,3+131,1 0,03%
HDL 54,2 +£10,3 44,9 +11,2 0,038*
VLDL 19,2 £ 10,7 38,1 +26,2 0,03
LDL 120,1 + 31,9 120,1 +58,7 NS&
CT/HDL 3,7£1,1 51x+41 NS%
VLDL/HDL 0,3 0,2 1,1+1,2 0,01%
LDL/HDL 2,3+£0,8 31+£29 NS%

*Teste T; & Menn-Witney; NS: Diferenca estatistica ndo significante; HDL (High Density
Lipoproteins); VLDL (Very Low Density Lipoproteins); LDL (Low Density Lipoproteins); CT
(Colesterol Total); Homeostases Model Assessment-Insulin Resistance (HOMA-IR);
Homeostases Model Assessment- B (HOMA- B) PS (Pressao arterial sistdlica); PD:
Pressdao arterial diastolica.

Tabela 13. Dados clinicos e antropométricos do grupo Obeso e SM (n=38)

Parametros Obeso SM Valor de p
Cintura 98,8 +8,0 100,6 + 12,02 NS*
RCQ 0,9+0,09 0,9+0,08 NS*
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Massa 92,8 +15,3 86,5+ 18,5 NS&
Quadril 115,1+125 111,0x+7,3 NS#
(OR 125,1+13,1 129,6 £ 15,9 NS#
PD 81675 83,0+6,4 NS*
Glicemia 90,6 £10,1 96,3+7,3 0,012%
Insulina 10,9+6,5 18,0+ 8,8 0,004&
HOMAB 147,2+£735 211,4+137,1 NS&
HOMAIR 25+17 42+19 0,001&
Creatinina 0,9+0,1 0,9+0,1 NS&
Ureia 23,7%+6,1 28,0+ 6,6 NS*
CT 193,6 + 35,6 217,2+41,3 NS*
Triglicerideos 96,2 £53,6 154,6 £78,3 0,005%
HDL 54,2 +£10,3 50,9+14,1 NS*
VLDL 19,2 £+ 10,7 30,9+ 15,7 0,005&
LDL 120,2 £31,9 135,4 £ 36,9 NS*
CT/HDL 3,710 45+15 0,038%
VLDL/HDL 0,4+0,2 0,7+x04 0,007&
LDL/HDL 2,3+0,9 29+172 NS

*Teste T; & Menn-Witney; NS: Diferenca estatistica ndo significante; HDL (High Density
Lipoproteins); VLDL (Very Low Density Lipoproteins); LDL (Low Density Lipoproteins); CT
(Colesterol Total); Homeostases Model Assessment-Insulin Resistance (HOMA-IR);
Homeostases Model Assessment- B (HOMA- B) PS (Pressao arterial sistélica); PD:
Pressdao arterial diastolica.

8.6- Identificacdo de proteinas plasmaticas

Em nosso estudo foram identificadas 203 polipeptideos plasmaticas em todos
os individuos estudados. Com estes dados, foram realizadas comparacdes Controle
x DMT2 e Controle x SM, que nao levaram em consideracao o IMC dos voluntarios no
grupo controle, além das analises comparativas com os 5 grupos de estudo (Tabelas
14, 15 e 16). A andlise de Controle X Caso e com os 5 grupos de estudo nos permitiu
avaliar como o aumento do IMC pode impactar na alteracdo das proteinas e dessa
forma analisar melhor os potenciais biomarcadores para a SM e DMT2.

Na tabela 14 das 203 proteinas, 112 apresentaram diferenca significativas
guando comparado os 5 grupos de estudo de forma separada. Na tabela 15,
comparacao Controle x SM, foram identificadas 91 proteinas significativamente
diferentes entre os grupos. Na tabela 16, 82 das 203 proteinas apresentaram

diferencas significativas quando comparamos o grupo Controle x DMT2.
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Tabela 14. Proteinas plasmaticas identificadas nos 5 grupos de estudo (n=103).

Acesso Descricao Variagdo Maior Menor Valor
abundancia abundéncia dep

Q86U70 Ligacdo de dominio LIM 1 2,1 Obeso SM <0,001

E9OPD43 Fator de alongamento negativoE 1,8 Normal DM <0,001

P23381 Triptofano-tRNA ligase, 1,7 Normal DM <0,001
citoplasmatica

075145 Liprin-alfa-3 2,3 Normal SM <0,001

Q9H5P4 Proteina 7 contendo dominio 4,3 sobrepeso DM <0,001
PDZ

HOYAG5 | 28S proteina ribossomal S18c_ 2,1 SM Normal <0,001
mitocondrial

Q13428 Proteina de Melago 1,2 SM sobrepeso <0,001

Q13029 Proteina de dedo de zinco de 2,3 SM sobrepeso <0,001
dominio PR 2

Q9UM54  Miosina-VI ndo convencional 2,3 SM Normal <0,001

014678 Transportador lisossémico de 8,8 Normal DM <0,001
cobalamina ABCD4

P01871 Constante pesada de 1,6 Normal DM <0,001
imunoglobulina mu

075153 Homélogo de proteina de 6,2 sobrepeso SM <0,001
mitocdndria agrupada

C9JINV9 Corepressor do receptor nuclear 1,9 SM Normal <0,001
2

P21675 Subunidade 1 do fator de 1,9 SM Normal <0,001
iniciacao da transcricdo TFIID

Q6P179 Aminopeptidase 2 do reticulo 2 SM Normal <0,001
endoplasmatico

Q10571 Ativador de transcricdo MN1 2,2 sobrepeso DM <0,001

Q86YL7 Podoplanina 3,1 Normal SM <0,001

Q9H4A9 Dipeptidase 2 2,5 Normal SM <0,001

AOA0G2J Mucina-20 3,1 SM sobrepeso <0,001

SA8

Q9BPX7 UPF0415 proteina C70rf25 3,1 Normal SM <0,001

Q7Z3K3 Elemento transponivel Pogo 2,3 Normal SM <0,001
com dominio ZNF

Q5XG85 Proteina UPF0633 putativa 1,3 Normal SM <0,001
MGC21881

Q8NDzZ4 | Dominio de proteina quinase 1,7 SM Normal <0,001
divergente 2A

P02686 Proteina basica de mielina 2,1 sobrepeso SM <0,001

Q8IUR7 Proteina 8 contendo repeticdo de 2 SM Normal <0,001
tatu

QINXF1 Proteina expressa no testiculo 5,1 sobrepeso SM <0,001
10

QIUPQ3  Arf-GAP com repeticdo 1,9 DM Normal <0,001
GTPase_ ANK e proteina 1
contendo dominio PH

P04004 Vitronectina 1,4 SM Normal <0,001

P01859 Imunoglobulina gama constante 1,9 SM sobrepeso <0,001
pesada 2

P02042 Subunidade delta da 15 Obeso DM <0,001
hemoglobina
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P01860

P02768
P02790
QoULQ1

Q8IURO
P12035

Q14671
G3V1IN2
P69905

075879

Q9UH99
P69892
P01861
Q99627
E7EVAO
P27816

P0O2774
Q96MUG
P01023
Q5VVJ2
HOYMF8

P02671
P02656
QINRD9
P42336

P29122

Q5T5J6
Q9BY07

095834

AGNHCO
Q86YES
P19652
Q15059

075081
E5RJ23

Imunoglobulina gama constante
pesada 3

Albumina

Hemopexina

Proteina de canal de célcio de
dois poros 1

Subunidade 5 do complexo de
particulas de proteina de trafego
Queratina _ citoesqueleto tipo I
3

Pumilio homologo 1

alfa-globina

Subunidade alfa da hemoglobina
Subunidade B_mitocondrial de
glutamil-tRNA(GIn)
amidotransferase

Proteina 2 contendo o dominio
SUN

Subunidade da hemoglobina
gama-2

Imunoglobulina gama constante
pesada 4

Subunidade 8 do complexo
sinalossoma COP9

Proteina associada a
microtibulos

Proteina 4 associada a
microtUbulos

Gc-globulina

Proteina dedo de zinco 778
Alfa-2-macroglobulina
Deubiquitinase MYSM1
Transportador de aménio Rh tipo
C

Cadeia alfa do fibrinogénio
Apolipoproteina C-ll

Dupla oxidase 1

Fosfatidilinositol 4 5-bifosfato 3-
quinase subunidade catalitica
isoforma alfa

Proproteina convertase
subtilisina/kexina tipo 6

Proteina de transcricdo SWT1
Cotransportador de bicarbonato
de sédio eletrogénico 4

Proteina tipo 2 associada a
microtUbulos do equinodermo
Calpaina-8

Proteina dedo de zinco 573
Alfa-1-glicoproteina acida 2
Proteina 3 contendo
bromodominio

Proteina CBFA2T3

Regulador da sinalizagdo da
proteina G 22

1,8

1,8

1,6

15

29
1,8
2,3
2,3

1,8

14

1,8

1,8

15

15

1,2
14
1,2
19
3,2

14
13
13
14

SM

Obeso
SM
SM

Normal

Normal

Normal
Obeso
Obeso
Normal

Normal

Obeso

SM

Normal

DM

DM

SM
Obeso
DM
DM
Normal

SM
SM
SM
SM

Obeso

SM
Normal

Obeso

Normal
Normal
SM

Obeso

DM
SM

sobrepeso

sobrepeso
Normal
Normal

SM
DM

SM
sobrepeso
DM
SM

SM
DM
sobrepeso
DM
SM
SM

DM
sobrepeso
Normal
Obeso

SM

Normal
Normal
Normal
sobrepeso

SM

Normal
SM

sobrepeso

SM
DM
Normal
Normal

SM
Normal

<0,001

<0,001
<0,001
<0,001

<0,001
<0,001

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,001

0,001
0,001
0,001
0,001

0,001

0,001
0,001

0,001

0,001
0,002
0,002
0,002

0,002
0,002
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F8VRS8
P49796
C9JBDO

P02647
P11142

Q9HS8HO
Q8N7Z5

Q8TAG9

Q8NBN3
HOYEL3

P02787
P01876

Q5JWS5
P52797

Q6ZU64

000327

P53602

Q3V6T2
P19827

P00450
P01009
QIUHV5

E9PJ46
Q96QR1

P52741
Q96N67

Q7RTU9
P21580

Q969G3

B1ALY4
D6RIF9

PODP25

Subunidade 2 do complexo de
transcricdo CCR4-NOT
Regulador da sinalizacdo da
proteina G 3

Proteina 1 contendo dominio
KRAB

Apolipoproteina A-I

Proteina cognata de choque
térmico de 71 kDa

Proteina Nucleolar 11

Proteina contendo dominio de
repeticdo de anquirina 31
Componente  complexo  de
exocisto 6

Proteina transmembranar 87A
Proton tipo V subunidade
ATPase a

sorotransferrina

Imunoglobulina pesada
constante alfa 1

Proteina centrossomal 250kDa
cDNA FLJ57652_ altamente
semelhante ao Ephrin-A3
Proteina associada a cilios e
flagelos 65

Proteina tipo translocadora
nuclear do receptor de
hidrocarboneto arilico 1
Difosfomevalonato
descarboxilase

Girdin

Inter-alfa-tripsina  inibidor de
cadeia pesada H1
ceruloplasmina
Alfa-1-antitripsina

Rap guanina fator de troca de
nucleotideos tipo 1

Proteina dedo de zinco 707
Secretoglobina  familia  3A
membro 1

Proteina dedo de zinco 134
Dedicador da proteina citocinese
7

estereocilina

Proteina 3 induzida pelo fator de
necrose tumoral alfa

Regulador dependente de actina
associado a matriz relacionado a
SWI/SNF da subfamilia E da
cromatina membro 1

Proteina 3 de ligacéo ao trato de
polipirimidina

E3 ubiquitina-proteina
transferase RMND5B
calmodulina-3

51

1,7

1,8
13

8,7
1,8

1,6

2,8
2,2

11
15

4,2
6,1

2,2

1,4

2,1
2,2

15
15
15

15
13

15
1,7

2,2
2,3

15

4,6
3,1

15

SM
Normal
SM

SM
Obeso

Obeso
SM

SM

Obeso
SM

SM
DM

SM
SM

SM

Obeso

Obeso

sobrepeso
Normal

SM
SM
sobrepeso

sobrepeso
Obeso

DM
SM

sobrepeso
SM

Normal

SM
DM

sobrepeso

Normal
SM
Normal

Normal
DM

Normal
DM

Normal

sobrepeso
Normal

Normal
Normal

Normal
Normal

Normal

SM

SM

DM
Obeso

Obeso
Normal
DM

DM
DM

Normal
sobrepeso

SM
sobrepeso

SM

Normal
Normal

DM

0,002
0,002
0,002

0,003
0,003

0,003
0,004

0,004

0,004
0,004

0,005
0,005

0,005
0,005

0,005

0,005

0,005

0,005
0,005

0,006
0,006
0,007

0,007
0,007

0,007
0,008

0,008
0,008

0,008

0,009
0,009
0,009
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P14324
Q8IVPY
QINQ48

Q96NL3
Q8IXQ3

P01834
P63272

Q8N8X9
Q96DI7

QINVES5

P00738
Q8N7X0
Q5D1E8
P01011

J3QQJ7

Q99490

AOAOQU1R
RG3
QI96R27

Q3T906
QINSNS8
Q8NFA0
E9PSF8

095861
P49810
HOYGV6
MORZLO
QINQC7

Q96EPO
075880
Q15643

MORO55
P49756
C9J5H7

Q15773

Farnesil pirofosfato sintase
Proteina dedo de zinco 547
Proteina semelhante ao fator de
transcricao de ziper de leucina 1
Proteina dedo de zinco 599
Proteina ndo caracterizada
C9orf40

Constante kappa de
imunoglobulina

Fator de alongamento de
transcricdo SPT4

Proteina mab-21-like 3

U5 ribonucleoproteina nuclear
pequena proteina de 40 kDa
Ubiquitina carboxil-terminal
hidrolase 40

Haptoglobina

Androglobina

Endoribonuclease ZC3H12A
Alfa-1-antiquimotripsina
Homologo de proteina indutora
de hidrocefalia

Arf-GAP com repeticdo
GTPase_ ANK e proteina 2
contendo dominio PH

acido graxo sintase

Receptor olfativo 2M4
N-acetilglucosamina-1-
fosfotransferase  subunidades
alfa/beta

Gama-1-sintrofina

Ubiquitina carboxil-terminal
hidrolase 32

Fosfatidilinositol  4-fosfato  5-
quinase tipo 1 alfa
3'(2")_5'-bifosfato nucleotidase 1
Presenilina-2

Proteina NLRC5

Prolil hidroxilase EGLN2
Ubiquitina carboxil-terminal
hidrolase CYLD

E3 ubiquitina-proteina ligase
RNF31

Proteina SCO1 homologa
mitocondrial

Proteina 11 de interagdo com o
receptor da tireoide

Proteina tipo ELAV 1

Proteina de ligacdo ao RNA 25
Repeticdo de anquirina e
proteina contendo dominio de
dedo de zinco 1

Leucemia mieléide fator 2

14
3,1
13

14
3,6

1,3
2,1

2,5
19

19

14
14
2,2
2,1
15

1,3

14
13

2,0

1,2
1,2

14
1.3

13
1,8
19

14
14
14

2,4

Obeso
Obeso
Obeso

Normal
sobrepeso

SM
Normal

DM
Obeso

sobrepeso

DM
DM
DM
SM
Obeso

SM

DM

Obeso
Normal

Obeso
sobrepeso

Normal

sobrepeso
sobrepeso
DM
sobrepeso
Obeso

SM
SM
Normal

SM
SM
sobrepeso

SM

Normal
Normal
sobrepeso

DM
Obeso

Normal
SM

sobrepeso
SM

Obeso

Normal
sobrepeso
Obeso
Normal
sobrepeso

Obeso

Normal
sobrepeso

DM

DM
DM

SM

DM
DM
SM
Obeso
SM

sobrepeso
DM
SM

DM
DM
Normal

Normal

0,011
0,011
0,012

0,012
0,015

0,016
0,016

0,017
0,017

0,017

0,018
0,018
0,019
0,020
0,022

0,022

0,023
0,023
0,024
0,027
0,027
0,030

0,030
0,030
0,031
0,032
0,032

0,032
0,032
0,033

0,035
0,035
0,035

0,036
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060282

PO0797
Q9UHQ4

P01877

P01024
P28068

POCG04
Q96M96

Q2MV58
Q2KHM9
P00739

HOY5M8

CIJWU5S

C9JGB6
Q5TCS8
Q8NENO

Q8WXA9

PO0751
P56747
P23759
P02679
P26374

Q92545
J3KRR8

J3QLT8
Q6NSJ0
Q5VT25

075290
Q9HIN7

Q9BRP9

FSWER9
Q9BXU3

Isoforma 5C da cadeia pesada
de cinesina

renina

Proteina associada ao receptor
de células B 29

Imunoglobulina pesada
constante alfa 2

Complemento C3

Antigeno de
histocompatibilidade HLA classe
Il _ cadeia beta do DM
Imunoglobulina lambda
constante 1

FYVE_ RhoGEF e proteina 4
contendo dominio PH
Tectdnica-1

Proteina moonraker

Proteina relacionada a
haptoglobina

Transportador de
monocarboxilato 10

Proteina quinase
preferencialmente expressa em
musculo estriado

Adseverin

Adenilato quinase 9

Proteina 2 contendo repeti¢éo de
tatu

Splicing regulador de proteina
rica em glutamina/lisina 1

Fator de complemento B
Claudin-6

Proteina de caixa pareada Pax-7
Cadeia gama de fibrinogénio
Rab proteinas
geranilgeraniltransferase
componente A 2

Proteina transmembrana 131

U3 pequeno homélogo da
proteina 6 associada ao RNA
nucleolar

Receptor de netrina DCC
Glicosidase  reguladora da
miogénese
Serina/treonina-proteina quinase
MRCK alfa

Proteina dedo de zinco 780A
Transportador 2 de adenosina 3'-
fosfo 5'-fosfosulfato

Proteina ndo caracterizada
putativa MGC13053
alfa-1_2-Manosidase

Proteina 13A expressa no
testiculo

15

1,6
13

1,3
1,2
14
2,0
1,2

2,6
NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS

NS

NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS

NS

NS
NS

Normal

SM
Normal

DM
SM
DM
DM
DM

Normal
sobrepeso
DM

DM

SM

DM
DM
Normal

DM

Normal
DM
Normal
DM
Normal

Normal
sobrepeso

sobrepeso
Obeso
SM

Normal
DM

DM

SM
SM

SM

DM
SM

Normal
sobrepeso
sobrepeso
Obeso

SM

DM
SM
SM

SM
sobrepeso
Normal

sobrepeso
SM

Normal

sobrepeso
Normal
sobrepeso
Normal
Obeso

sobrepeso
Normal

Normal
Normal
Normal

DM
sobrepeso

sobrepeso

Normal
Normal

0,038

0,039
0,040

0,041
0,042
0,044
0,045
0,047

0,049
NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS

NS

NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS

NS

NS
NS
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Q9H857

P04217
060884

Q8TBYS
P49321

P02652
P38159

Q9HC52

HOY7Z1
Q9P2R6

Q05519
P01857
P13688
MOR3A7

P02766
094955

Q15276
075533
Q04637
Q5BJE1L
P38398
Q12840

HOYBY1
P01591
H3BS76

Q5R3E6
Q9BZG1
AORZB6
Q15762

Q92870

P02675
043795

Proteina 2 contendo o dominio
5'-nucleotidase
Alfa-1B-glicoproteina

DnaJ homodlogo subfamilia A
membro 2

Proteina 1 de ligagcéo ao fator 1
modulada por poliamina
Proteina espermatica
autoantigénica nuclear
Apolipoproteina A-1l

Proteina do motivo de ligagdo ao
RNA_ cromossomo X

Proteina Chromobox homologa
8

Fibronectina

O dipeptideo arginina-acido
glutamico repete a proteina
Fator de splicing rico em
serina/arginina 11
Imunoglobulina pesada
constante gama 1

Molécula de adesdo celular
relacionada ao antigeno
carcinoembriondrio 1

Receptor de oxisterois LXR-beta
Transtirretina

Proteina 3 contendo dominio
BTB relacionado a Rho

Proteina efetora 1 de ligagdo a
GTPase Rab

Fator de emenda 3B subunidade
1

Fator de iniciacdo da traducéo
eucaridtica 4 gama 1

Proteina  contendo  dominio
espiral enrolado 178

Proteina de suscetibilidade ao
cancer de mama tipo 1

Isoforma 5A da cadeia pesada
de cinesina

Tireoglobulina

cadeia J de imunoglobulina
Proteina 1 contendo dominio de
disbindina

Proteina quinase 13 ativada por
mitogénio

Proteina relacionada a Ras Rab-
34

Chaperona do reticulo
endoplasmatico

antigeno CD226

Familia B de ligacdo a proteina
precursora de beta-amildide A4
membro 2

Cadeia beta do fibrinogénio
Miosina-lb ndo convencional

NS

NS
NS

NS

NS

NS
NS

NS

NS
NS

NS

NS

NS
NS
NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS

NS

NS
NS

SM

DM
sobrepeso

SM
SM

Obeso
Obeso

Obeso

sobrepeso
sobrepeso

DM

SM
Normal
sobrepeso

SM
Obeso

Obeso

DM

DM
sobrepeso
SM
Normal

sobrepeso
SM
DM

DM
Normal
Obeso
sobrepeso

Obeso

DM
Normal

Normal

SM
Obeso

Normal
sobrepeso

sobrepeso
DM

sobrepeso

Normal
SM

SM
DM
DM
Normal

Obeso
sobrepeso

sobrepeso
Obeso

SM
Normal
Normal
sobrepeso

Normal
sobrepeso
SM

sobrepeso
SM
sobrepeso
Normal

SM

SM
Obeso

NS

NS
NS

NS

NS

NS
NS

NS

NS
NS

NS

NS

NS

NS

NS
NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS
NS
NS

NS
NS
NS
NS

NS

NS
NS

76



pP32927 Subunidade comum beta do NS Obeso Sobrepeso NS
receptor de citocina

Q03721 Canal dependente de voltagem NS SM DM NS
de potdssio subfamilia C
membro 4

075970 Proteina de dominio PDZ NS DM SM NS
multiplo

Q9uUL45 Biogénese do complexo de NS Normal Sobrepeso NS

organelas  relacionadas ao
lisossomo 1 subunidade 6

P49419 Alfa-aminoadipico semialdeido NS Obeso Sobrepeso NS
desidrogenase

P02765 Alfa-2-HS-glicoproteina NS sobrepeso DM NS

Q99986 Serina/treonina-proteina quinase NS Normal DM NS
VRK1

Q9NWH9  Modulador de transcricao do tipo NS Obeso Normal NS
SAFB

Comparacdo dos 5 grupos separados: *: Valor de p quando <0,05 em Teste Anova; NS:
Valores estatisticamente ndo significativos,

Tabela 15. Proteinas plasmaticas identificadas na comparacao ControlexSM (n=92)

Acesso Descricao Razéo Valor de P*

Caso/Controle

HOYAG5 @ Proteina ribossémica 28S S18c_ mitocondrial +1,7 <0,0001
095861 3'(2")_5'-bifosfato nucleotidase 1 NS NS
Q9H857 Proteina 2 contendo dominio 5'-nucleotidase +1,7 0,04
Q9HIN7  Transportador de adenosina 3'-fosfo 5'- NS NS
fosfosulfato 2
Q5TCS8  Adenilato quinase 9 +1,5 0,05
C9JGB6  Adseverin NS NS
P02768 Albumina NS NS
FBWER9 | alfa-1_2-manosidase +1,4 0,05
P02763 Alfa-1-glicoproteina &acida 1 +1,5 <0,001
P0O1011 Alfa-1-antiquimotripsina +1,7 0,003
P01009 Alfa-1-antitripsina +1,3 <0,001
P04217 Alfa-1B-glicoproteina NS NS
P02765 Alfa-2-HS-glicoproteina NS NS
P01023 Alfa-2-macroglobulina NS NS
P49419 Semialdeido desidrogenase alfa-aminoadipico NS NS
G3VIN2  Alfa-globina NS NS
Q9UBD6  Transportador de aménio Rh tipo C -2,7 0,002
Q92870 Membro 2 da familia B de ligagdo a proteina NS NS
precursora de beta-amiloide A4
Q8N7X0  Androglobina NS NS
C9J5H7 Repeticdo de anquirina e proteina 1 contendo NS NS
dominio de dedo de zinco
Q8N7Z5  Proteina 31 contendo dominio de repeti¢éo de +1,6 <0,001
anquirina
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P02647
P02652
P02656
Q9UPQ3

Q99490
Q9P2R6

QS8NENO
Q8IUR7
000327

;QI9UHQ
4
QouUL45
P38398

Q15059
PODP24
A6NHCO
P13688

F8VQF4

Q15762
Q5JWS6
Q96L14
P00450
QIHC52
Q6ZU64
P56747
075153

Q5BJE1

P01024
PO0751
Q99627

pP32927

Q96N67
Q5VVJ2
Q9H4A9
P53602
Q8NDZz4
060884
QINRD9
H3BS76
Q96EPO
Q96G75

Apolipoproteina A-l

Apolipoproteina A-ll

Apolipoproteina C-llI

Arf-GAP com repeticho GTPase ANK e
proteina 1 contendo dominio PH

Arf-GAP com repeticdo GTPase ANK e
proteina 2 contendo dominio PH

O dipeptideo do acido arginina-glutamico repete
a proteina

Proteina 2 contendo repeticdo de tatu

Proteina 8 contendo repeticdo de tatu

Proteina semelhante ao translocador nuclear do
receptor de hidrocarboneto aril 1
proteina associada ao receptor de células B 29

Biogénese de organelas relacionadas ao
lisossomo complexo 1 subunidade 6

Proteina de suscetibilidade ao cancer de mama
tipo 1

Proteina 3 contendo bromodominio
Calmodulina-2

Calpaina-8

Molécula de adesdo celular relacionada ao
antigeno carcinoembrionario 1

Subunidade 2 do complexo de transcricdo
CCR4-NOT

Antigeno CD226

Proteina Centrossomal 250kDa

Proteina semelhante a Cep170
Ceruloplasmina

homadlogo de proteina Chromobox 8

Proteina 65 associada a cilios e flagelos
Claudina-6

Homdllogo de proteina de mitocondrias
agrupadas

Proteina contendo dominio de bobina enrolada
178

Complemento C3

Fator complementar B

Subunidade 8 do complexo de sinalossoma
COP9

Subunidade comum beta do receptor de
citocinas

Dedicador da proteina citocinese 7
Deubiquitinase MYSM1

Dipeptidase 2

Difosfomevalonato descarboxilase

Dominio de proteina quinase divergente 2A
Subfamilia homdéloga de DNA A membro 2
Dupla oxidase 1

Proteina 1 contendo dominio de disbindina

E3 ubiquitina-proteina ligase RNF31

E3 ubiquitina-proteina transferase RMND5B

+1,6
NS

+1,3

+1,4

+1,3
-1,7

-1,1
+1,6
-1,9

-1,2
NS
NS

NS
NS
-2,4
NS

+3,6

NS
+3,3
NS
+1,3
NS
+4,1
NS

NS

+1,1
NS
-1,6

NS

+1,5
NS
-2,2
-1,3
+1,4
NS
+1,3
NS
NS
NS

<0,001
NS
<0,001
0,01

0,003
0,01

0,026663
<0,001
0,002

0,03
NS
NS

NS
NS
0,002
NS

<0,001

NS
<0,001
NS
0,006
NS
<0,001
NS
<0,001

NS

0,03
NS
0,008

NS

0,002
NS
<0,001
0,01
<0,001
NS
<0,001
NS
NS
NS
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095834

Q15717
Q9BY07

Q6P179
AORZB6
Q5D1ES
P52797
Q04637

QS8TAG9
P14324
P49327
P02671
P02675
P02679
P02751
Q96M96

QONSN8
Q3V6T2
075879

P0O0738
P0O0739
P11142
P69905
P68871
P69891
P02790
P28068

Q4GO0OP3
P01876
P01877
P01857
P01859
P01860
P01861
P01871
P01591
P01834
POCG04
P19827

P12035
Q12840
060282
C9JBDO
QINQ48

Proteina 2 associada a microtlbulos de
equinoderme
Proteina 1 semelhante a ELAV

Cotransportador de bicarbonato de sddio
eletrogénico 4

Reticulo endoplasméatico aminopeptidase 2
Chaperona do reticulo endoplasmatico
Endoribonuclease ZC3H12A

Efrina-A3

Fator de iniciagdo de traducdo eucarittica 4
gama 1

Componente do complexo de exocisto 6
Farnesil pirofosfato sintase

Acido graxo sintase

Cadeia alfa de fibrinogénio

Cadeia beta de fibrinogénio

Cadeia gama de fibrinogénio

Fibronectina

FYVE_ RhoGEF e proteina 4 contendo dominio
PH

Gama-1-sintrofina

Girdina

Glutamil-tRNA(GIn)
subunidade B_ mitocondrial
Haptoglobina

Proteina relacionada a haptoglobina

Proteina cognata de choque térmico de 71 kDa
Subunidade alfa da hemoglobina

Subunidade beta da hemoglobina

Subunidade de hemoglobina gama-1
Hemopexina

Antigeno de histocompatibilidade HLA classe
Il_ cadeia beta DM

Homélogo de proteina indutora de hidrocefalia
Alfa 1 constante pesada de imunoglobulina
Alfa 2 constante pesada de imunoglobulina
Imunoglobulina constante pesada gama 1
Imunoglobulina constante pesada gama 2
Imunoglobulina constante pesada gama 3
Imunoglobulina constante pesada gama 4

Mu constante pesada de imunoglobulina
Cadeia J de imunoglobulina

constante kappa de imunoglobulina
Imunoglobulina lambda constante 2

Cadeia pesada do inibidor de interalfa-tripsina
H1

Queratina_ tipo Il citoesquelético 3
Isoforma de cadeia pesada de cinesina 5A
Isoforma de cadeia pesada de cinesina 5C
proteina 1 contendo dominio KRAB

Proteina semelhante ao fator de transcricdo de
ziper de leucina 1

amidotransferase

NS

NS
-1,2

+1,7
NS

NS

4,1

-1,2

+1,4
NS
+1,3
+1,3
NS
NS
NS
-1,1

-1,3
NS

NS
NS
-1,2
-1,8
NS
NS
+1,7
NS

NS
NS
NS
NS
+1,7
+1,6
+1,6
NS
+1,8
+1,2
NS
NS

-1,2
NS
-1,4
+2,3
NS

NS

NS
<0,001

<0,001
NS
NS
<0,001
0,03

0,05
NS
0,05
<0,001
NS
NS
NS
0,03

0,03
NS
<0,001

NS
NS
0,04
0,02
NS
NS
<0,001
NS

NS
NS
NS
NS
<0,001
<0,001
<0,001
NS
<0,001
0,002
NS
NS

0,02
NS
0,006
0,002
NS
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Q86U70
075145
014678

E7EVAO
P27816
Q5R3E6
HOY3W8
Q8N307
075970
P02686
Q15773
Q6NSJO0
Q3T906

P18615
J3QLT8
P49321
C9INV9
Q9HS8HO
Q96R27
MOR3A7
P23759
Q9H5P4
P42336

E9PSF8
Q86YL7
Q7Z3K3
Q8TBYS

B1ALY4
Q03721

Q13029
P49810
Q96KS0
P29122
075081
Q8N8X9
Q2KHM9
Q86WI3
075880
Q14671
Q9BRP9
ABNNO6
Q15276
P26374

QIUHV5

Q9BZG1

Proteina 1 de ligacdo ao dominio LIM
Liprina-alfa-3

Transportador de cobalamina lisossomal
ABCD4

Proteina associada a microtubulos

Proteina 4 associada a microtubulos

Proteina quinase 13 ativada por mitdgeno
Transportador de monocarboxilato 10
Mucina-20

Proteina de multiplos dominios PDZ

Proteina basica de mielina

Leucemia mieléide fator 2

Glicosidase reguladora da miogénese
Subunidades alfa/beta de N-acetilglucosamina-
1-fosfotransferase

Fator de alongamento negativo E

Receptor de netrina DCC

Proteina espermatica autoantigénica nuclear
Correpressor do receptor nuclear 2

Proteina nuclear 11

Receptor olfativo 2M4

Receptor de oxiesterodis LXR-beta

Proteina de caixa emparelhada Pax-7

Proteina 7 contendo dominio PDZ
Fosfatidilinositol 4 5-bifosfato
subunidade catalitica alfa isoforma
Fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinase tipo 1 alfa
Podoplanina

Elemento transponivel Pogo com dominio ZNF
Proteina 1 de ligagédo ao fator 1 modulada por
poliamina

Proteina de ligacdo ao trato de polipirimidina 3
Subfamilia C de canal dependente de voltagem
de potassio membro 4

Proteina 2 do dedo de zinco do dominio PR
Presenilina

Prolil hidroxilase EGLN2

Proproteina convertase subtilisina/kexina tipo 6
Proteina CBFA2T3

Proteina mab-21-like 3

Moonraker de proteina

Proteina NLRC5

Proteina SCO1 homéloga_ mitocondrial
Pumilio homélogo 1

Proteina néo caracterizada putativa MGC13053
Proteina UPF0633 putativa MGC21881
Proteina efetora de ligacdo a GTPase Rab 1
Proteinas Rab geranilgeraniltransferase
componente A 2

Fator de troca de nucleotideos de guanina rap
semelhante a 1

Proteina relacionada a Ras Rab-34

3-quinase

-1,8
-3,5

-1,2
-1,2
NS
NS
+2.,4
NS
-1,8
+1,2
NS
NS

-1,3
NS
NS

+1,7
NS
NS
NS
NS
NS

+1,2

NS
-2,5
-2,2

NS

+3,3
NS

+1,8
NS
NS
-14
NS
NS
+1,2
NS
NS
NS
NS
-1,2
NS
NS

NS

NS

<0,001
<0,001
0,004

0,00048143
0,001
NS
NS
<0,001
NS
<0,001
<0,001
NS
NS

0,001
NS
NS

<0,001
NS
NS
NS
NS
NS
0,04

NS
<0,001
<0,001

NS

<0,001
NS

<0,001
NS
NS
0,028911
NS
NS
0,014365
NS
NS
NS
NS
<0,001
NS
NS

NS

NS
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P49796
E5RJ23
PO0797
094955

P38159

P49756
QINWH9
Q96QR1
Q05519
Q5VT25
Q99986
P02787
075533
Q8WXA9

Q7RTU9
C9IWU5

QOUH99
Q969G3

Q2MV58
QINXF1
Q9BXU3
P01266
Q15643

Q8IURO

P63272
P21675

Q10571
Q5T5J6
Q92545
Q8NBN3
P02766
Q13428
P23381
P21580

QoULQ1
J3KRRS

Q96DI7

QINVES5
QINQC7
Q8IXQ3
043795

Regulador da sinalizagdo da proteina G 3
Regulador da sinalizagdo da proteina G 22
Renina

Proteina 3 contendo dominio BTB relacionada a
Rho

Proteina do motivo de ligacdo ao RNA_
cromossomo X

Proteina de ligacdo a RNA 25

Modulador de transcricdo tipo SAFB

Membro da familia 3A da secretoglobina 1
Fator de splicing rico em serina/arginina 11
Serina/treonina proteina quinase
Serinal/treonina-proteina quinase VRK1
Sorotransferrina

Fator de emenda 3B subunidade 1

Splicing regulador de glutamina/proteina rica
em lisina 1

Estereocilina

Proteina quinase expressa preferencialmente
no masculo estriado

proteina 2 contendo dominio SUN

Regulador dependente de actina associado a
matriz relacionado a SWI/SNF do membro 1 da
subfamilia de cromatina E

Tectbnica-1

Proteina 10 expressa nos testiculos

Proteina 13A expressa em testiculos
Tireoglobulina

Proteina 11 que interage com o receptor da
tireoide

Subunidade 5 do complexo de particulas de
proteina de trafego

Fator de alongamento de transcricdo SPT4
Subunidade 1 do fator de iniciacdo da
transcricdo TFIID

Ativador transcricional MN1

Proteina transcricional SWT1

Proteina transmembranar 131

Proteina transmembranar 87A

Transtirretina

Proteina de melaco

Triptofano-tRNA ligase, citoplasmatica
Proteina 3 induzida pelo fator de necrose
tumoral alfa

Proteina de canal de calcio de dois poros 1

U3 homélogo da proteina 6 associada ao RNA
nucleolar pequeno

U5 ribonucleoproteina nuclear pequena
proteina de 40 kDa

Ubiquitina carboxil-terminal hidrolase 40
Ubiquitina carboxil-terminal hidrolase CYLD
Proteina nédo caracterizada C9orf40

Miosina-Ib ndo convencional

-1,6
+3,6
NS
NS

NS

NS
NS
NS
NS
+1,2
NS
11
NS
NS

-1,8
NS

-1,7
-14

NS
-3,6
+1,3

NS
-1,7

-1,7

NS
+1,6

NS
+2
NS
NS
+1,2
+1,2
-1,4
+1,8

+1,5
NS

NS

NS
NS
NS
NS

<0,001

<0,001
NS
NS

NS

NS
NS
NS
NS
0,05
NS
0,02
NS
NS

0,03
NS

0,002
0,001

NS
0,01
0,05

NS

0,005

0,0016

NS
<0,001

NS
<0,001
NS
NS
0,01
0,003
<0,001
0,001

<0,001
NS

NS

NS
NS
NS
NS
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Q9UM54  Miosina-VI ndo convencional +1,7 <0,001

Q9BPX7  UPF0415 proteina C7orf25 -2,4 0,0002
P02774 Proteina de ligagdo a vitamina D NS NS
P04004 Vitronectina +1,4 <0,001
HOYEL3  subunidade ATPase do préton tipo V +2 <0,001
P52741 Proteina de dedo de zinco 134 NS NS
Q8IVP9 Proteina de dedo de zinco 547 NS NS
Q86YE8  Proteina de dedo de zinco 573 NS NS
Q96NL3 Proteina de dedo de zinco 599 NS NS
E9PJ46 Proteina de dedo de zinco 707 NS NS
Q96MU6  Proteina de dedo de zinco 778 NS NS
075290 Proteina de dedo de zinco 780A NS NS

Razdo caso/controle: razdo dos valores médios de abundancia, sendo (-) e (+)
mostrando, respectivamente, diminuicdo e aumento da expressao proteica no grupo
ControlexSM;*: Valor de p quando <0,05 em Teste t: Valores estatistcamente ndo
significantes.

Tabela 16. Proteinas plasmaticas identificadas na compara¢édo ControlexDMT2 (n=80)

Acesso Descrigao Razéo Valor de P*

Caso/Controle

095861 3'(2")_5’-bifosfato nucleotidase 1 NS NS
P49327  Acido graxo sintase +1,4 0,014
Q5TCS8  Adenilato quinase 9 +1,6 0,009
C9JGB6  Adseverin NS NS
P02768 Albumina NS NS
P01876 Alfa 1 constante pesada de imunoglobulina +1,4 <0,001
P01877 Alfa 2 constante pesada de imunoglobulina +1,3 0,005
FBWER9 alfa-1_2-manosidase NS NS
P01011 Alfa-1-antiquimotripsina NS NS
P01009 Alfa-1-antitripsina NS NS
P04217 Alfa-1B-glicoproteina NS NS
P02763 Alfa-1-glicoproteina acida 1 NS NS
P02765 Alfa-2-HS-glicoproteina NS NS
P01023 Alfa-2-macroglobulina +1,1 0,001
Q8N7X0  Androglobina +1,2 0,028
PO0797 Renina NS NS
Q15762  Antigeno CD226 NS NS
P28068 Antigeno de histocompatibilidade HLA classe Il_ +1,3 0,004
cadeia beta DM
P02647 Apolipoproteina A-I NS NS
P02652 Apolipoproteina A-1l NS NS
P02656 Apolipoproteina C-lIl +1,2 0,002
Q9UPQ3 Arf-GAP com repeticdo GTPase ANK e +1,7 <0,001
proteina 1 contendo dominio PH
Q99490  Arf-GAP com repeticdo GTPase_ ANK e NS NS
proteina 2 contendo dominio PH
Q10571 Ativador transcricional MN1 NS NS
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Q9UL45

P02671
P02675
P02679
P0O1591
P19827

PODP24
ABNHCO
P00450
AORZB6
P56747
P01024
QS8TAGY
P01834
C9INV9
Q9BY07

Q96N67
P53602
QIH4A9
Q8NDZ4
QINRD9
Q96EPO
Q96G75
P52797
Q7Z3K3
Q5D1ES
Q7RTU9
P14324
P0O0751
P18615
075533
Q04637

Q05519
QIOUHV5

P02751
P42336

E9PSF8
Q96M96

QINSNS8
Q3V6T2
Q6NSJ0
075879
075879

P0O0738

Biogénese de organelas relacionadas ao
lisossomo complexo 1 subunidade 6

Cadeia alfa de fibrinogénio

Cadeia beta de fibrinogénio

Cadeia gama de fibrinogénio

Cadeia J de imunoglobulina

Cadeia pesada do inibidor de interalfa-tripsina
H1

Calmodulina-2

Calpaina-8

Ceruloplasmina

Chaperona do reticulo endoplasmético
Claudia-6

Complemento C3

Componente do complexo de exocisto 6
constante kappa de imunoglobulina
Correpressor do receptor nuclear 2
Cotransportador de bicarbonato de sédio
eletrogénico 4 O

Dedicador da proteina citocinese 7
Difosfomevalonato descarboxilase

Dipeptidase 2

Dominio de proteina quinase divergente 22
Dupla oxidase 1

E3 ubiquitina-proteina ligase RNF31

E3 ubiquitina-proteina transferase RMND5B
Efrina-A3

Elemento transponivel Pogo com dominio ZNF
Endoribonuclease ZC3H12A

Estereocilina

Farnesil pirofosfato sintase

Fator complementar B

Fator de alongamento negativo E

Fator de emenda 3B subunidade 1

Fator de iniciacdo de traducd@o eucarittica 4
gama 1

Fator de splicing rico em serina/arginina 11
Fator de troca de nucleotideos de guanina rap
semelhante a 1

Fibronectina

Fosfatidilinositol 4 5-bifosfato 3-quinase
subunidade catalitica alfa isoforma
Fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinase tipo 1 alfa
FYVE_ RhoGEF e proteina 4 contendo dominio
PH

Gama-1-sintrofina

Gc-globulina

Girdin

Glicosidase reguladora da miogénese
Glutamil-tRNA(GIn) amidotransferase
subunidade B_ mitocondrial

Haptoglobina

NS

+1,2
NS

+1,1
NS
NS

-1,5
-1,2
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
-1,2
-1,3

NS
+1,1

NS
-2,2
-1,2
-1,4
+1,5

NS

NS

NS
-15
+1,4

NS

+1,3
NS

+1,2
NS

NS
NS

1,3
1,3
-1,4
NS
NS

+1,2

NS

<0,001
NS

0,002
NS
NS

0,030
0,024
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
0,033
0,008

NS
0,030

NS

<0,001
0,024
0,004
0,041

NS

NS

NS

<0,001
0,006
NS

0,032
NS

0,029
NS

NS
NS

0,016

0,037

0,031
NS
NS

0,050
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P02790
Q5VVJ2
Q9HC52
075153

Q4GOP3
P01857
P01859
P01860
P01861
P01871
POCG04
Q12840
060282
Q15773
Q86U70
075145
Q92870

Q96QR1
043795
Q9UM54
QINWH9
P13688

Q2KHM9
Q8N307
Q9P2R6

Q86YL7
P49810

Q96KS0
P29122

H3BS76
C9JBDO
QS8TBYS

Q15717
QINXF1
Q15643

Q9BXU3
095834

QOH857
Q9UH99
Q8NENO
Q13029
Q15059
094955

Hemopexina

Deubiquitinase MYSM1

homdlogo de proteina Chromobox 8

Homoélogo de proteina de mitocondrias
agrupadas

Homoblogo de proteina indutora de hidrocefalia
Imunoglobulina constante pesada gama 1
Imunoglobulina constante pesada gama 2
Imunoglobulina constante pesada gama 3
Imunoglobulina constante pesada gama 4
Imunoglobulina constante pesada um
Imunoglobulina lambda constante 2

Isoforma de cadeia pesada de cinesina 52
Isoforma de cadeia pesada de cinesina 5C
Leucemia 84ator84de fator 2

Proteina 1 de ligacdo ao dominio LIM
Liprina-alfa-3

Membro 2 da familia B de ligagdo a proteina
precursora de beta-amiloide A4

Membro da familia 32 da secretoglobina 1
Miosina-Ib ndo convencional

Miosina-VI ndo convencional

Modulador de transcricao tipo SAFB

Molécula de adesé@o celular relacionada ao
antigeno carcinoembriondrio 1

Moonraker de proteina

Mucina-20

O dipeptideo do acido arginina-glutamico repete
a proteina

Podoplanina

Presenilina

Prolil hidroxilase EGLN2

Proproteina convertase subtilisina/kexina tipo 6
Proteina 1 contendo dominio de disbindina
proteina 1 contendo dominio KRAB

Proteina 1 de ligacdo ao fator 1 modulada por
poliamina

Proteina 1 semelhante a ELAV

Proteina 10 expressa nos testiculos

Proteina 11 que interage com o receptor da
tireoide
Proteina 13?2 expressa em testiculos

Proteina 2 associada a microtibulos de
equinoderme

Proteina 2 contendo dominio 5’-nucleotidase
proteina 2 contendo dominio SUN

Proteina 2 contendo repeticéo de tatu

Proteina 2 do dedo de zinco do dominio PR
Proteina 3 contendo bromodominio

Proteina 3 contendo dominio BTB relacionada a
Rho

+1,3
-1,4
NS
NS

NS
-1,2
NS
-2,4
NS
-1,5
+1,7
NS
NS
NS
-1,3
-1,6
NS

-1,2
+1,2
NS
NS
NS

NS
+1,6
NS

-1,1
+1,8
NS
-1,6
NS
NS
NS

NS
NS
+1,2

NS
-1,2

NS
-1,3
NS
NS
+1,4
NS

0,021
0,008
NS
NS

NS
0,019
NS
0,022
NS
<0,001
<0,001
NS
NS
NS
<0,001
<0,001
NS

0,019
0,004
NS
NS
NS

NS
0,010
NS

0,008
0,05
NS
0,011
NS
NS
NS

NS
NS
0,004

NS
0,018

NS
<0,001
NS
NS
0,035
NS
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Q8N7Z5

P27816
Q6ZU64
QI9H5P4
Q8IUR7
E7EVAO
P02686
075081
Q5JWS6
P11142
Q5BJEL
Q5BJE1

P69892
P23759
QoULQ1
P52741
Q8IVPY
QS6YES
Q96NL3
E9PJ46
Q96MU6
075290
P49756
B1ALY4
Q13428
075970
P38398

P38159

Q15276
P49321
Q8N8X9
QOUHQ4
Q8IXQ3
Q8IXQ3
Q9BRP9
Q86WI3
Q9HS8HO
Q5R3E6

Q5VT25
P00739
Q9BZG1

HOYAGS5
075880
QINQ48

Proteina 31 contendo dominio de repeticdo de
anquirina

Proteina 4 associada a microtubulos

Proteina 65 associada a cilios e flagelos
Proteina 7 contendo dominio PDZ

Proteina 8 contendo repeticéo de tatu

Proteina associada a microtubulos

Proteina basica de mielina

Proteina CBFA2T3

Proteina Centrosomal de 170 kDa

Proteina Centrossomal 250kDa

Proteina cognata de choque térmico de 71 kDa
Proteina contendo dominio de bobina enrolada
178

Subunidade de hemoglobina gama-2

Proteina de caixa emparelhada Pax-7

Proteina de canal de calcio de dois poros 1
Proteina de dedo de zinco 134

Proteina de dedo de zinco 547

Proteina de dedo de zinco 573

Proteina de dedo de zinco 599

Proteina de dedo de zinco 707

Proteina de dedo de zinco 778

Proteina de dedo de zinco 7802

Proteina de ligacdo a RNA 25

Proteina de ligacdo ao trato de polipirimidina 3
Proteina de melaco

Proteina de multiplos dominios PDZ

Proteina de suscetibilidade ao cancer de mama
tipo 1

Proteina do motivo de ligagdo ao RNA_
cromossomo X

Proteina efetora de ligagdo a GTPase Rab 1
Proteina espermatica autoantigénica nuclear
Proteina mab-21-like 3

proteina associada ao receptor de células B 29
Proteina ndo caracterizada C9orf40

Proteina nao caracterizada putativa MGC13053
Proteina NLRC5

Proteina nuclear 11

Proteina quinase 13 ativada por mitégeno
Proteina quinase expressa preferencialmente
no musculo estriado

Serina/treonina-proteina quinase

Proteina relacionada a haptoglobina

Proteina relacionada a Ras Rab-34_ isoforma
NARR

proteina ribossémica 28S S18c_ mitocondrial
Proteina SCO1 homéloga_ mitocondrial

Proteina semelhante ao fator de transcri¢cdo de
ziper de leucina 1

+2,2

+1,2
+1,33
-3,6
NS
NS
NS
+1,2
NS
-1,2
+1,6
NS

-1,3
NS
NS

+1,2
NS

-1,1

-1,3

-1,7
NS

-1,3
NS

-1,6

+1,1

NS
NS

-1,3

NS
NS
+1,2
+1,7
NS
+1,3
+1,3
NS
NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS
-1,6

0,017

0,002
0,040
<0,001
NS
NS
NS
<0,001
NS
<0,001
0,020
NS

0,002
NS
NS

0,015
NS

0,015

<0,001
<0,001
NS

0,044
NS

0,002

0,018
NS
NS

0,019

NS
NS
0,019
<0,001
NS
0,007
0,044
NS
NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS
0,016
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000327

Q5T5J6
Q92545
Q8NBN3
ABNNO6
P26374

Q14671
P12035
J3QLTS
Q60644
Q96R27
E5RJ23
P49796
Q969G3

C9J5H7

Q6P179
P49419
Q99986
P02787
Q8WXA9

Q03721

060884
P21675

F8VQF4
Q8IURO
Q99627

HOYEL3
P69905
P68871
pP32927

Q3T906

P63272
Q2MV58
P01266

QIHIN7

Q9UBDS6
014678

HOY3W8

Proteina semelhante ao translocador nuclear do
receptor de hidrocarboneto aril 1

Proteina transcricional SWT1

Proteina transmembranar 131

Proteina transmembranar 872

Proteina UPF0633 putativa MGC21881
Proteinas Rab geranilgeraniltransferase
componente A 2

Pumilio homologo 1

Queratina__ tipo Il citoesquelético 3

Receptor de netrina DCC

Receptor de oxiesterdis LXR-beta

Receptor olfativo 2M4

Regulador da sinalizagdo da proteina G 22
Regulador da sinalizagdo da proteina G 3
Regulador dependente de actina associado a
matriz relacionado a SWI/SNF do membro 1 da
subfamilia de cromatina E

Repeticdo de anquirina e proteina 1 contendo
dominio de dedo de zinco

Reticulo endoplasmatico aminopeptidase 2
Semialdeido desidrogenase alfa-aminoadipico
Serina/treonina-proteina quinase VRK1
Sorotransferrina

Splicing regulador de glutamina/proteina rica em
lisina 1

Subfamilia C do canal dependente de voltagem
de potassio membro 4 OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=KCNC4 PE=1 SV=1

Subfamilia homologa de DNA A membro 2
Subunidade 1 do fator de iniciacdo da
transcricao TFIID

Subunidade 2 do complexo de transcricdo
CCR4-NOT

Subunidade 5 do complexo de particulas de
proteina de trafego

Subunidade 8 do complexo de sinalossoma
COP9

Subunidade alfa da hemoglobina

subunidade ATPase do préton tipo V
Subunidade beta da hemoglobina

Subunidade comum beta do receptor de
citocinas

Subunidades alfa/beta de N-acetilglucosamina-
1-fosfotransferase

Transcription elongation 86ator SPT4
Tectbnica-1

Tireoglobulina

Transportador de adenosina 3’-fosfo 5'-
fosfosulfato 2

Transportador de aménio Rh tipo C
Transportador de cobalamina lisossomal
ABCD4

Transportador de monocarboxilato 10

NS

+1,3
NS
NS
NS
NS

1,4
1,4
NS
NS
NS
NS
NS
NS

+1,6

NS
NS
NS
NS
+1,2

+1,4
NS

+1,2
NS
NS
NS

-1,9
NS
-1,3
NS

-1,6

NS

NS

NS
+1,6

NS
-5,1

-15

NS

0,038
NS
NS
NS
NS

0,031
<0,001
NS
NS
NS
NS
NS
NS

<0,001

NS
NS
NS
NS
0,002

0,036
NS
0,037
NS
NS
NS

0,004
NS
0,001
NS

0,002

NS

NS

NS
0,022

NS
<0,001

<0,001
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P02766
P23381
J3KRR8

Q96DI7
QINVES5
QINQC7
P21580

Q9BPX7
P04004

Transtirretina

Triptofano-tRNA ligase, citoplasmatica

U3 homologo da proteina 6 associada ao RNA
nucleolar pequeno

U5 ribonucleoproteina  nuclear pequena
proteina de 40 kDa

Ubiquitina carboxil-terminal hidrolase 40
Ubiquitina carboxil-terminal hidrolase CYLD
Proteina 3 induzida pelo fator de necrose
tumoral — Alfa

UPF0415 proteina C70rf25

Vitronectina

NS
NS
+1,8

NS

NS
NS
NS

-1,9
+1,2

NS
NS

0,008

NS

NS
NS
NS

<0,001
<0,001

Raz&o caso/controle: razdo dos valores médios de abundéancia, sendo (-) e (+)
mostrando, respectivamente, diminuicdo e aumento da expressao proteica nos individuos
doentes (DMT2) em relagao aos saudaveis; *: Valor de p quando <0,05 em Teste t; NS:
Valores estatisticamente n&o significantes.

8.7- Identificacdo de proteinas salivares

Assim como foi realizado no plasma, também fizemos a identificacdo de

proteinas salivares. A analise por meio da espectrometria de massas identificou 62

proteinas na comparacao com todos os grupos (Tabela 17) e 64 proteinas nas duas

comparacgoes realizadas: ControlexDMT2 (Tabela 18) e ControlexSM (Tabela 19).

Ao analisarmos a comparacdo com todos os 5 grupos de estudo (Tabela 17)

observamos que 39 proteinas apresentavam diferencas significativas. Na tabela 18,

onde realizamos a comparacao Controle x SM, 24 das 64 proteinas apresentavam

abundancia relativa significativamente diferente. Na comparagdo Controle x DMT2

(Tabela 19), 23 das 64 proteinas apresentaram diferenca significativa nos grupos

estudos.

Tabela 17. Proteinas salivares identificadas nos 5 grupos de estudo (nh=103).

Acesso Descricao Variacéo Maior Menor Anova
abundancia abundancia (P)

AOAO087W  Receptor de células T alfa 1,8 Sobrepeso SM <0,001

T02 variavel 9-2

Q9BYX7 Proteina tipo beta-actina putativa 2,6 Obeso Sobrepeso <0,001
3

POCG38 Membro da familia de dominio 2 Normal Obeso <0,001
de anquirina POTE |

P23280 Anidrase carbbnica 6 2,5 DM Normal <0,001

P69905 Subunidade alfa da hemoglobina 51 SM Obeso <0,001
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Q6ZMPO

QS8TAX7
P07737
P02788
P09471

Q3LHNO
P68871

P01036
P05109
P06870
Q72444
P27338

P12273
P06702
PODP0O2

P01833

P02768
Q8N4F0

Q96DA0

P18615
P04745
P04264

P01857

P04080
P25311
P19961
P59666
P01860

Q562R1
Q6P5S2
Q9BRVS
Q5VVJ2
P09228
P04406

Q18PE1
Q6ZMNS
P60709
Q5XKK7
QOHC44
BOA064

Proteina 4 contendo dominio de
trombospondina tipo 1

Mucina-7

Profilina-1

Lactotransferrina

Proteina G(o) de ligacdo ao
nucleotideo guanina subunidade
alfa

Proteina associada a queratina
25-1

Subunidade beta da
hemoglobina

Cistatina-S

Proteina S100-A8

Calicreina-1

GTPase ERAs

Amina oxidase [contendo flavina]
B

Proteina induzida por prolactina
Proteina S100-A9
Imunoglobulina pesada variavel
3-30-3

Receptor de imunoglobulina
polimérica

albumina sérica

Membro 2 da familia B contendo
dobra BPI

Proteina de granulo de
zimogénio 16 homologo B

Fator de alongamento negativo E
Alfa-amilase 1

Queratina _ citoesqueleto tipo I
1

Imunoglobulina pesada
constante gama 1

Cistatina-B
Zinco-alfa-2-glicoproteina
Alfa-amilase 2B

Neutrdfilo defensina 3
Imunoglobulina gama constante
pesada 3

Proteina tipo beta-actina 2
Proteina homdloga LEG1
Supressor de IKBKE 1
Deubiquitinase MYSM1
Cistatina-SA
Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

Proteina Dok-7

Ciclina-12

Actina__ citoplasmética 1
Proteina FAM219B

Proteina tipo vasculina 1
Polipeptideo tipo 5 de
imunoglobulina lambda

2,1

3,2
1,8
15

6,7
7,1

2,5
1,6
1,3

1,6

13
2,1
2,2

1,7

15

1,7
1,6
3,1

15

14
11
1,6
19
1,7

1,7
4,3
1,4
1,4
1,7
2,8

17
NS
NS
NS
NS

Normal

Normal
SM
DM

Normal

DM
SM

Normal
DM
DM
SM
DM

Obeso
SM
Obeso

DM

Normal
Obeso

Obeso

Sobrepeso
Normal
Normal

SM

Obeso
DM
SM

Obeso
SM

DM
Obeso
Obeso

Sobrepeso
Obeso
DM

Normal
DM
SM
SM
DM

Obeso

DM

DM
Normal
SM
Obeso

Sobrepeso
Obeso

SM
Normal
Normal

Sobrepeso
Normal

SM
Sobrepeso
Normal

Sobrepeso

Obeso
Normal

Normal

DM
Obeso
Sobrepeso

Normal

Sobrepeso
Sobrepeso
Obeso
Sobrepeso
Normal

Obeso
SM
SM
SM
SM

Normal

SM
Normal
DM
Obeso
SM
Sobrepeso

<0,001

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001
<0,001

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

0,001222
0,001289
0,001693

0,002263

0,002733
0,004758

0,005584

0,00599
0,006383
0,006832

0,00763

0,012434
0,01862
0,023752
0,029736
0,03247

0,034144
0,044583
0,04469
0,04494
0,046547
0,048541

NS
NS
NS
NS
NS
NS
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Q5TGJ6 Proteina 1 semelhante ao fator NS DM Sobrepeso NS
de crescimento derivado do

hepatoma
P01861 Imunoglobulina gama constante NS Normal SM NS
pesada 4
Q96CG3  Proteina de interacdo TRAF com NS Normal Obeso NS
proteina A contendo dominio
FHA
P01037 Cistatina-SN NS DM SM NS
Q16623 Sintaxina-1A NS Normal DM NS
P68133 Actina, masculo esquelético alfa NS Obeso Sobrepeso NS
P01834 Constante kappa de NS DM Normal NS
imunoglobulina
Q16878 Cisteina dioxigenase tipo 1 NS DM Normal NS
P55263 Adenosina quinase NS Normal SM NS
P01591 cadeia J de imunoglobulina NS DM Normal NS
PODOY3 | Imunoglobulina lambda NS Obeso Sobrepeso NS
constante 3
P01871 Constante pesada de NS Normal Sobrepeso NS
imunoglobulina mu
P01877 Imunoglobulina pesada NS DM Obeso NS
constante alfa 2
Q96H86 Proteina dedo de zinco 764 NS DM SM NS
P01876 Imunoglobulina pesada NS DM Normal NS
constante alfa 1
P31025 Lipocalina-1 NS Normal SM NS
Q86Y33 Proteina do ciclo de divisdo NS Obeso SM NS

celular 20 homologo B

Comparacdo dos 5 grupos separados: *: Valor de p quando <0,05 em Teste Anova; NS:

Valores estatisticamente nao significativos.

Tabela 18. Proteinas salivares identificadas na comparacéo ControlexSM (n=92)

Acesso Descricéo Razao Valor de
Caso/Controle p*
P63267 Actina, muasculo liso gama-entérico NS NS
P60709 Actina_citoplasmética 1 NS NS
P19961 Alfa-amilase 2B NS NS
Q562R1 Proteina tipo beta-actina 2 +1,4 0,016
Q8N4F0 BPI que contém o membro da familia B 2 NS NS
P23280 Anidrase carbbnica 6 +1,7 <0,001
Q9Y2G2 Proteina 8 contendo dominio de recrutamento de NS NS
caspase
Q9HC52  homélogo de proteina Chromobox 8 +1,7 0,002
Q6ZRS4  Proteina 129 contendo dominio de bobina enrolada -1,5 0,050
Q6ZMN8  Ciclina-12 NS NS
P04080 Cistatina-B NS NS
P01036 Cistatina-S -2,4 <0,001
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P09228
P01037
QoUP65
QSTEAS
Q07507
ABNDYO
095954
Q05329
P04406
P69905
P68871
Q5VVJ2
043364
P01876
P01877
P01857
P01860
P01861
P01871
P01780
P01591
P01834
PODOX7
PODOY3
PODOX6
Q9H1B7

P03956
P06870
P04264
Q3LHNO
P02788
P31025
015165

Q5SRD1

P59665
Q8NG83
Q8IUK5
P01833
Q6S8J3
POCG38

Cistatina-AS

Cistatina-SN

Fosfolipase A2 gama citosolica
D-aminoacil-tRNA desacilase 1
Dermatopontina

Proteina 2 de ligacdo de poliadenilato embrionéario
Formimidoiltransferase-ciclodeaminase
Glutamato descarboxilase 2
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
Subunidade alfa da hemoglobina
Subunidade beta da hemoglobina
Deubiquitinase MYSM1

Proteina Homeobox Hox-A2

Alfa 1 constante pesada de imunoglobulina
Alfa 2 constante pesada de imunoglobulina
Imunoglobulina constante pesada gama 1
Imunoglobulina constante pesada gama 3
Imunoglobulina constante pesada gama 4
Mu constante pesada de imunoglobulina
Variavel pesada de imunoglobulina 3-7
Cadeia J de imunoglobulina

constante kappa de imunoglobulina
Cadeia leve kappa de imunoglobulina
Imunoglobulina lambda constante 3
Cadeia pesada de imunoglobulina mu

Tipo de proteina de ligagdo ao fator 2 regulador do
interferon
colagenase intersticial

Calicreina-1

Queratina_ tipo Il citoesqueleto 1
Proteina 25-1 associada a queratina
Lactotransferrina

Lipocalina-1

Proteina 4 contendo dominio do receptor de
lipoproteina de baixa densidade classe A
Subunidade de translocase de membrana interna de
importacdo mitocondrial Tim23

defensina 1 de neutrdfilos

Receptor olfativo 2M3

Proteina 1 contendo dominio plexina

Receptor de imunoglobulina polimérico

Membro da familia E do dominio de anquirina POTE
POTE membro da familia do dominio anquirina |

NS
-2,1
NS
NS
NS
-3,2
+1,2
2,1
NS
+5,2
+3,6
-1,7
NS
NS
NS
+1,3
+1,4
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

+2,1
+1,2
NS
NS
NS
-1,4
+1,3

+1,2

NS
-1,3
NS
NS
NS
NS

NS
<0,001
NS
NS
NS
0,003
0,012
0,021
NS
<0,001
<0,001
<0,001
NS
NS
NS
0,020
<0,001
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

0,017
0,001
NS
NS
NS
0,003
0,026

0,010

NS
0,001
NS
NS
NS
NS
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PO7737
P12273
Q6P5S2
P05109
P0O6702
Q6ZRM9
P02768
P02814

QOHC44
QIY4P8

P25311
Q96DA0

Profilin-1

Proteina induzida por prolactina

Homélogo de proteina LEG1

Proteina S100-A8

Proteina S100-A9

Proteina nado caracterizada putativa FLJ46235
Albumina sérica

Proteina 3B regulada por andrégeno da glandula
submandibular
Proteina tipo vasculina 1

Proteina 2 de interacdo com fosfoinositida de
dominio de repeticdo WD
Zinco-alfa-2-glicoproteina

Proteina granular de zimogénio 16 homdlogo B

+1,3
-1,3
NS
+1,3
+1,6
NS
NS
NS

-1,8
NS

NS
NS

<0,001
0,002
NS
0,011
<0,001
NS
NS
NS

0,009
NS

NS
NS

Raz&o caso/controle: razéo dos valores médios de abundancia, sendo (-) e (+) mostrando,
respectivamente, diminuigdo e aumento da expresséo proteica nos individuos doentes (SM)

em relacdo aos saudaveis; *: Valor de p quando <0,05 em Teste t; NS: Valores

estatisticamente ndo significantes.

Tabela 19. Proteinas salivares identificadas na comparacédo ControlexDMT2 (n=80)

Acesso Descricéo Razéo Valor de
Caso/Controle p*
P63267 Actina, muasculo liso gama-entérico NS NS
P60709 Actina_citoplasmatica 1 -1,2 0,03
P19961 Alfa-amilase 2B NS NS
Q562R1 Proteina tipo beta-actina 2 +1,7 <0,001
Q8N4F0 BPI que contém o membro da familia B 2 NS NS
P23280 Anidrase carbdnica 6 +2,1 <0,001
Q9Y2G2 Proteina 8 contendo dominio de recrutamento de +1,6 0,01
caspase
Q9HC52 homologo de proteina Chromobox 8 +1,4 0,02
Q6ZRS4 Proteina 129 contendo dominio de bobina enrolada NS NS
Q6ZMN8 Ciclina-12 +1,5 0,001
P04080 Cistatina-B NS NS
P01036 Cistatina-S NS NS
P09228 Cistatina-as +1,3 0,04
P01037 Cistatina-SN NS NS
Q9UP65 Fosfolipase A2 gama citosolica +5,1 <0,001
Q8TEAS D-aminoacil-tRNA desacilase 1 NS NS
Q07507 Dermatopontina NS NS
A6NDYO Proteina 2 de ligacé@o de poliadenilato embrionario -1,8 0,03
095954 Formimidoiltransferase-ciclodeaminase NS NS
Q05329 Glutamato descarboxilase 2 -2,1 0,008
P04406 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase NS NS
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P69905 Subunidade alfa da hemoglobina NS NS

P68871 Subunidade beta da hemoglobina NS NS
Q5VvVJ2 Deubiquitinase MYSM1 -1,7 <0,001
043364 Proteina Homeobox Hox-A2 NS NS
P01876 Alfa 1 constante pesada de imunoglobulina NS NS
P01877 Alfa 2 constante pesada de imunoglobulina NS NS
P01857 Imunoglobulina constante pesada gama 1 NS NS
P01860 Imunoglobulina constante pesada gama 3 NS NS
P01861 Imunoglobulina constante pesada gama 4 NS NS
P01871 Mu constante pesada de imunoglobulina NS NS
P01780 Variavel pesada de imunoglobulina 3-7 NS NS
P01591 Cadeia J de imunoglobulina NS NS
P01834 constante kappa de imunoglobulina +1,3 0,04
PODOX7 Cadeia leve kappa de imunoglobulina +1,3 0,05
PODOY3 Imunoglobulina lambda constante 3 NS NS
PODOX6 Cadeia pesada de imunoglobulina mu NS NS
Q9H1B7 Tipo de proteina de ligagdo ao fator 2 regulador do NS NS
interferon
P03956 colagenase intersticial NS NS
P06870 Calicreina-1 +1,3 <0,001
P04264 Queratina__tipo Il citoesqueleto 1 NS NS
Q3LHNO Proteina 25-1 associada a queratina +2,1 0,005
P02788 Lactotransferrina NS NS
P31025 Lipocalina-1 NS NS
015165 Proteina 4 contendo dominio do receptor de NS NS
lipoproteina de baixa densidade classe A
014925 Subunidade de translocase de membrana internade = +1,3 <0,001
importacdo mitocondrial Tim23
P59665 defensina 1 de neutrdfilos NS NS
Q8NG83 Receptor olfativo 2M3 +1,2 0,005
Q8IUK5 Proteina 1 contendo dominio plexina NS NS
P01833 Receptor de imunoglobulina polimérico +1,4 <0,001
Q6S8J3 Membro da familia E do dominio de anquirina POTE = -1,3 <0,001
POCG38 POTE membro da familia do dominio anquirina | NS NS
PO7737 Profilin-1 +2 0,01
P12273 Proteina induzida por prolactina -1,3 0,001
Q6P5S2 Homoblogo de proteina LEG1 NS NS
P05109 Proteina S100-A8 +1,2 0,05
P06702 Proteina S100-A9 NS NS
Q6ZRM9 Proteina nado caracterizada putativa FLJ46235 NS NS
P02768 Albumina sérica -1,4 0,01
P02814 Proteina 3B regulada por andrégeno da glandula NS NS
submaxilar
Q9HC44 Proteina tipo vasculina 1 NS NS
Q9Y4P8 Proteina 2 de interacdo com fosfoinositida de NS NS
dominio de repeticdo WD
P25311 Zinco-alfa-2-glicoproteina +1,1 <0,001
Q96DA0 Proteina granular de zimogénio 16 homélogo B -1,5 0,055132

Razao caso/controle: razdo dos valores médios de abundancia, sendo (-) e (+) mostrando,
respectivamente, diminuicdo e aumento da expressao proteica nos individuos doentes
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(DMT2) em relacdo aos saudaveis; *: Valor de p quando <0,05 em Teste t; NS: Valores

estatisticamente nédo significantes.

8.8- Andlises estatisticas das proteinas identificadas nas amostras plasmaticas

e salivares

Através da ferramenta online MetaboAnalyst realizamos as analises
estatisticas do nosso estudo. Das 203 proteinas plasmaéticas identificadas no estudo,
107 apresentaram alteracdo igual ou superior a 1,5 (induzidas ou reprimidas) na
comparacao entre todos os grupos. Vinte e oito identificadas com alteracéo igual ou
superior a 1,5 na comparacao ControlexDMT2. Ja na comparacdo ControlexSM,
foram identificadas 53 proteinas com abundancias relativas diferentes
estatisticamente.

Na identificacdo das proteinas salivares, 37 de 64 proteinas foram identificadas
com modificacdo igual ou superior a 1,5 na comparacdo de todos os grupos, 8
proteinas na comparacdo ControlexDMT2, enquanto na comparacao ControlexSM
foram identificadas 12 modificacdes.

Para visualizar as diferencas entre todas as proteinas do grupo Caso e Controle
foi realizado as analises Discriminante de Minimos Quadrados Parcial Supervisionada
(PLS-DA) e Heatmap. A andlise PLS-DA com os dados de proteoma plasmatico
mostrou que os 5 grupos estudados (Figura 3) se sobrepdem entre si, estando o grupo
DMT2 mais afastado dos demais. O mesmo ocorreu quando comparamos os dados
de ControlexSM e ControlexDMT2 (Figura 4A e 4B). Porém quando comparamos
Controle x Caso € possivel observar uma melhor separacéo entre 0s grupos, tanto

para SM guanto para DMT2 em relagcdo aos 5 grupos separados.
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Figura 3. PLS-DA cluster das amostras plasmaticas dos 5 grupos estudados.
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Figura 4. PLS-DA cluster das amostras plasméticas dos grupos ControlexSM (A)
e ControlexDMT2 (B).

A Caso B Caso
% N Controle Centrole
o) % i
§1 g ®
% J g
—_ - o
8- : 6° o'k,
& o] :,;“ 0@ %)
~ S Gg 8 T = @
[y ]
‘g 7] & & 09 om
; ° %3 ¢ & 5 g
a 5 % 6
£ 5 ° £ 4
© 8
: ° 8 E- &
g T T T T T T I T T T T T
' -30000 -20000 -10000 0 10000 20000 60000 40000 20000 0 20000

Componente 1 (29,6%)

Legenda: A) Caso: SM; B) Caso: DMT2

Componente 1 {51,7%)

40000



Nas amostras salivares so6 foi possivel realizar o PLS-DA da comparacéo entre

os 5 grupos (Figura 5), e no ControlexDM (Figura 6), sendo que ambas as

comparacdes mostraram que 0s grupos se comportam de forma diferente,

principalmente na comparacao entre os 5 grupos de estudo, onde cada grupo ficou

bem delimitado. Isso mostra que as proteinas salivares conseguem diferenciar bem

0s 5 grupos estudados. Além disso, em comparacdo as amostras plasmaticas,

podemos observar que a saliva pode ser uma fonte que reflete melhor as diferencas

entre os grupos estudados.

A analise dos grupos, através do PLS-DA, na comparacdo ControlexSM ndo

foi possivel de ser realizada, pois a modelagem do PLS-DA nédo € adequada para essa

matriz de dados, uma vez que ocorreu uma inversao entre os valores do componente

1 e 2, o que inviabiliza a analise.

Figura 5.
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Figura 6. PLS-DA cluster das amostras salivares do grupo ControlexDMT?2.
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Com base no PLS-DA foi realizado a analise de VIP score (Variable importance
in projection score) que mede a importancia de uma variavel para a diferenciacdo dos
grupos estudados, avaliando a contribuicAo de cada variavel. Essa analise foi
realizada na comparacao das amostras plasmaticas entre todos os grupos (Figura 7),
e nas duas comparacdes entre grupos casos e controles (Figura 8A e 8B).

As proteinas que mais contribuiram para as separacfes entre 0sS cinco grupos
(Figura 7) nas amostras plasmaticas foram as proteinas IGHAL e 2, Haptoglobulina e
Albumina. Na comparacdo Controle x SM (Figura 8A), as proteinas que mais
influenciaram na separacao dos grupos foram: Alfa-1-antitripsina, Apolipoproteina A-I
e Serotransferrina. Quando comparamos Controle x DMT2 (Figura 8B), as proteinas
IGHG1 e 2, Haptoglobulina e IGLC2, foram as que mais contribuiram para a separacéo
dos grupos.

Nas amostras salivares foi realizado o Vip score para as amostras dos 5 grupos
de estudo (Figura 9) e para comparagao ControleXDMT2 (Figura 10) na amostra de
saliva. N&o foi possivel fazer o VIP score para a comparagao ControlexSM da amostra
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salivar, pois como foi dito anteriormente a modelagem do PLS-DA nao era adequada
para esses dados.

Ao compararmos o0s 5 grupos de estudo (Figura 9) separados das amostras
salivares, as proteinas Calicreina 1, S100-A8, CDO1 apresentaram grande impacto
na diferenciacdo dos 5 grupos. Na comparagcdo Controle x DMT2 (Figura 10), as
proteinas WIP2I, IGKC e PIGR tiveram grande impacto na diferenciacdo dos grupos

Controle e DMT2.

Figura 7. Vip score das quinze proteinas plasmaticas mais importantes para a

diferenciacéo entre os 5 grupos estudados.

T D kv
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Legenda: 1: Normal; 2:Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2
IGHAL: Imunoglobulina pesada constante alfa 1; IGH2: Imunoglobulina pesada constante alfa 2
MYSM1: Deubiquitinase MYSM1; SREK1: Splicing regulador de proteina rica em glutamina/lisina
1; IGLC1: Imunoglobulina lambda constante 1; ST: sorotransferrina; APOAL: Apolipoproteina A-
I; A2M: Alfa-2-macroglobulina; FGA: Cadeia alfa do fibrinogénio; POGZ: Elemento transponivel

Pogo com dominio ZNF
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Figura 8. Vip score. A) 15 proteinas mais importantes para a diferenciacao entre

0s grupos ControlexSM na amostra plasmatica e B) 15 proteinas mais

importantes que diferenciam os grupos ControlexDMT2 na amostra plasmatica.
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MAP: Proteina associada a microtibulos; MAP4: Proteina 4 associada a microtibulos; IGKC:

Imunoglobulina constante kappa; EIF4G1: Fator de iniciacdo de traducdo eucaridtica 4 gama 1;

POGOZ: Elemento transponivel Pogo com dominio ZNF; FGA: Cadeia alfa de fibrinogénio;
RGS3: Regulador da sinalizacao da proteina G 3; IGHG4:

Imunoglobulina constante pesada

gama 4; IGHAL: Alfa 1 constante pesada de imunoglobulina; IGHA2: Alfa 2 constante pesada de

imunoglobulina; IGLC2: Imunoglobulina lambda constante 2; BCAP29; Proteina associada ao

receptor de células B 29; SREK1.: Splicing regulador de glutamina/proteina rica em lisina 1;MAP4:

Proteina 4 associada a microtibulos; MYO1b: Miosina-lb ndo convencional; A2m: Alfa-2-

macroglobulina; HBB: Subunidade beta da hemoglobina; HPR: Proteina relacionada a

haptoglobina; EML2: Proteina 2 associada a microtibulos de equinoderme
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Figura 9. Vip score. Quinze proteinas mais importantes que diferenciam os 5

grupos de estudo na amostra salivar.
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beta da hemoglobina; THSD4: proteina 4 contendo dominio de trombospondina tipo 1; BPIFB1:

membro 2 da familia B contendo a dobra BPI; IGCJ: cadeia J de imunoglobulina; MYSML1:

Deubiquitinase MYSM1; GBP1L1: proteina tipo vasculina 1; IGH2: Imunoglobulina pesada

constante alfa 2.
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Figura 10. Vip score. Quinze proteinas mais importantes que diferenciam os

grupos ControlexDMT2 na amostra salivar.
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Legenda: Caso: DMT2

WIPI2: Proteina 2 de interacdo com fosfoinositida de dominio de repeticdo WD; IGKC:
Imunoglobulina constante kappa; PIGR: Receptor de imunoglobulina polimérico; ZG16B: Proteina
granular de zimogénio 16 homadlogo B; CA6: Anidrase carbbnica 6; CPLA2G: Fosfolipase A2 gama
citosdlica; PIP: Proteina induzida por prolactina; HOXA2: Proteina Homeobox Hox-A2; GAD?2:
Glutamato descarboxilase 2; ACTBL2: Proteina tipo beta-actina 2; VLP1: Proteina tipo vasculina

1; SMR2B: Proteina 3B regulada por andrégeno da glandula submaxilar.

Assim como o PLS-DA, os gréaficos de Heatmap também foram usados para
visualizar diferencas entre os grupos. Todos os graficos de Heatmap, com excecéo
da Figura 16, foram realizados com base nao Vip socorre. O heatmap em comparagcao
ao VIP score, nos permite uma melhor visualizacdo de como as proteinas séo
modificadas dentro de cada grupo.

A andlise da Figura 11 nos mostra que os grupos se dividem em varios clusters,
onde os grupos DMT2 e SM se agruparam em mesmo cluster, se tendo proteinas
como FGA, APOAI e Hemopexina mais abundantes nos grupos SM destacando dos

demais amostras. Nessa analise temos dois clusters principais, onde na direita a maior
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parte dos voluntarios com SM e metade dos diabéticos se encontram. Na comparagao
Controle x SM (Figura 12), podemos observar que as proteinas TF, VTN, FGA e
APOAL entdo mais abundantes no grupos SM, do que no Controle. Na figura 12 as
amostras se separam em 2 clusters principais, estando a maior parte do grupo controle
separada do caso. Na figura 13, Controle x DMT2, as proteinas A2M, IGLC2 e MAP4
apresentaram um aumento no grupo com DMT2 em comparacgéo ao Controle. A maior
parte do grupo controle se apresenta a parte do caso, apresentando caracteristicas
mais distintas.

Em nossas amostras salivares, a anélise dos 5 grupos separados (Figura 14),
mostrou um agrupamento das amostras do Peso Normal e Sobrepeso, apresentando
um aumento da Calicreina-1 e KRT1. Dois clusters principais sdo observaodos, onde
no da direita ha do grupo sobrepeso e obeso, além de todas as mostras da SM e
DMT2. Na comparacdo Controle x SM (Figura 15), realizada com base no Test T ja
gue néo foi possivel fazer a analise de PLS-DA e consequentemente de VIP score, 0
agrupamento dos voluntarios com SM nos mostrou um aumento Lipocalina 1 e
Cistatina SN, se separando em dosi clusters, um com as amostras de voluntarios
controle e outro com o caso. Na comparagdo Controle x DMT2 (Figura 16) foi
observado uma diminuigéo das GAD 2 e albumina na DMT2 em mais de dois clusters.
Metade das amostras de DMT2 se agruparam em um cluster separado das demais

amostras.
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Figura 11. Heatmap mostrando as 15 proteinas plasmaticas dos grupos 5 grupos

estudados, baseadas na andlise de Vip score.
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Legenda: 1: Normal; 2:Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2

IGHAL: Imunoglobulina pesada constante alfa 1; IGH2: Imunoglobulina pesada constante alfa 2;
MYSM1: Deubiquitinase MYSM1; SREKZ1: Splicing regulador de proteina rica em glutamina/lisina
1; IGLC1: Imunoglobulina lambda constante 1; ST: sorotransferrina; APOAL: Apolipoproteina A-I;
A2M: Alfa-2-macroglobulina; FGA: Cadeia alfa do fibrinogénio; POGZ: Elemento transponivel Pogo
com dominio ZNF.
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Figura 12. Heatmap mostrando as 15 proteinas plasméaticas dos grupos

ControlexSM, baseadas na analise de Vip score
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Legenda: Caso: SM
IGHALl: Alfa 1 constante pesada de imunoglobulina; AAT: Alfa-1-antitripsina APOAL:

Apolopoproteina A-1; HPX:Hemopexina; VTN: Vitronectina; TF: Serotransferrina; MAP: Proteina
associada a microtibulos; IGHG2: Imunoglobulina constante pesada gama 2; MAP4: Proteina 4
associada a microtubulos; IGKC: Imunoglobulina constante kappa; EIFAG1: Fator de iniciagdo de
traducéo eucaridtica 4 gama 1; POGOZ: Elemento transponivel Pogo com dominio ZNF; FGA:
Cadeia alfa de fibrinogénio; RGS3: Regulador da sinalizacdo da proteina G 3; IGHGA4:

Imunoglobulina constante pesada gama 4.
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Figura 13. Heatmap mostrando as 15 proteinas plasméaticas dos grupos

ControlexDMT2, baseadas na analise de Vip score
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Legenda: Caso: DMT2

IGHAL: Alfa 1 constante pesada de imunoglobulina; IGHA2: Alfa 2 constante pesada de
imunoglobulina; IGLC2: Imunoglobulina lambda constante 2; BCAP29; Proteina associada ao
receptor de células B 29; SREK1: Splicing regulador de glutamina/proteina rica em lisina 1; MAP4:
Proteina 4 associada a microtibulos; MYO1b: Miosina-lb ndo convencional; A2m: Alfa-2-
macroglobulina; HBB: Subunidade beta da hemoglobina; HPR: Proteina relacionada a haptoglobina;
FGA: Cadeia alfa de fibrinogénio; EML2: Proteina 2 associada a microtibulos de equinoderme HP:

Haptoglobina; ADGB: Androglobin.
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Figura 14. Heatmap mostrando as 15 proteinas salivares dos grupos 5 grupos

estudados, baseadas na andlise de Vip score.
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Legenda: 1: Normal; 2: Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2
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CDOL1.: Cisteina dioxigenase tipo 1; KRT1: Queratina_ tipo Il citoesqueleto 1; HBB: subunidade

beta da hemoglobina; THSD4: proteina 4 contendo dominio de trombospondina tipo 1; BPIFB1:

membro 2 da familia B contendo a dobra BPI; IGCJ: cadeia J de imunoglobulina; MYSM1:

Deubiquitinase MYSM1; GBP1L1: proteina tipo vasculina 1; IGH2: Imunoglobulina pesada
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Figura 15. Heatmap mostrando as 15 proteinas salivares dos grupos

ControlexSM, baseadas na andalise de Teste T.
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Legenda: Caso: SM

H2ADMY SM: Histona H2A deubiquitinase MYSM1; PIP: Proteina induzida por prolactina; OR2M3:
Receptor olfativo 2M3; EPAB2: Proteina de ligacdo de poliadenilato embrionario 2; CBX8:
homdlogo 8 da proteina Chromobox; PS100A9: proteina S100-A9; IGHG3: Imunoglobulina
constante pesada gama 3; CA6: Anidrase carbdnica 6; HBB: subunidade beta da hemoglobina;
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Figura 16. Heatmap mostrando as 15 proteinas salivares dos grupos

ControlexDMT2, baseadas na andalise de Vip socre
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Legenda; Caso: DMT2

WIPI2: Proteina 2 de interacdo com fosfoinositida de dominio de repeticdo WD; IGKC:
Imunoglobulina constante kappa; PIGR: Receptor de imunoglobulina polimérico; ZG16B: Proteina
granular de zimogénio 16 homologo B; CA6: Anidrase carbodnica 6; CPLA2G: Fosfolipase A2 gama
citosdlica; PIP: Proteina induzida por prolactina; HOXA2: Proteina Homeobox Hox-A2; GAD?2:
Glutamato descarboxilase 2; ACTBL2: Proteina tipo beta-actina 2; VLP1: Proteina tipo vasculina

1; SMR2B: Proteina 3B regulada por andrégeno da glandula submaxilar.

A analise de Pattern Hunter foi aplicada para identificar proteinas que seguem
um padrdo especifico para os grupos de estudo. A comparagcdo com as proteinas
plasméticas dos 5 grupos (Figura 17) mostrou que AGAP2, TCOF1, NELFE e ABCD4,
sdo proteinas importantes na separacdo das amostras de SM e DMT2. Na
comparacao Controle x SM (Figura 18A), as proteinas LDB1, CLUH, Mucina-20 e
NCOR2, foram destacadas como os principais fatores para diferenciar individuos
doentes dos saudaveis. Na Figura 18B, comparacdo Controle x DMT2, as proteinas
E3UPT, Liprina- alfa3 e Vitronectina, apresentaram grande impacto na distingdo do
grupo DMT?2. Todas estas proteinas que se destacaram em cada analise comparativa
como fatores de diferenciacdo entre os grupos mostram um potencial na utilizacao

como bioindicadores.
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Ao realizarmos as comparacoes salivares, podemos observar que as proteinas
S 100-A8, Profilina 1 e Calicreina-1 apresentaram um padrdo de alteracbes
especificas de acordo com o IMC e pela presenca da SM e DMT2 (Figura 19). Na
comparacao Controle x SM (Figura 20A), as proteinas Cistatina S/SN e HBA, foram
destacadas como impactantes na distingdo da SM, tendo as duas Cistatinas
aumentado no Controle e a HBA diminuido a SM. Quando comparamos a DMT2 com
o Controle (Figura 20B), a MYSM1, POTEE e PIR mostraram padrao especifico para
presenca da DMT2, tendo a MYSM1 e POTEE aumentado no Controle e a PIR
diminuido na DMT2.
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Figura 17. Analise de Pattern Hunter das 25 melhores proteinas plasmaticas dos

5 grupos estudados, usando Correlacao de Pearson r.
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Legenda: 1: Normal; 2: Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2

AGAP2: Arf-GAP com repeticdo GTPase_ ANK e proteina 1 contendo dominio PH; TCOF1.:
Proteina de Melaco; ARMC2: Proteina 8 contendo repeticdo de tatu; FGA: Cadeia alfa do
fibrinogénio; TEX10: Proteina expressa no testiculo 10; GATB: Subunidade B_mitocondrial de
glutamil-tRNA(GIn) amidotransferase; CLUH: Homologo de proteina de mitocondria agrupada;
POGOZ: Elemento transponivel Pogo com dominio ZNF; COP9: Subunidade 8 do complexo
sinalossoma COP9; SUN: Proteina 2 contendo o dominio SUN; LDB1.: Ligacéo de dominio LIM 1;
KRT3: Queratina _ citoesqueleto tipo Il 3; IGHM: Constante pesada de imunoglobulina um;
UPF0633: Proteina UPF0633 putativa MGC21881; UPF0415: UPF0415 proteina C7orf25; MPDZ:
Proteina 7 contendo dominio PDZ; ABCD4: Transportador lisossdmico de cobalamina ABCD4;

NELFE: Fator de alongamento negativo E; IFP53: Triptofano-tRNA ligase, citoplasmatica.
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Figura 18. Analise de Pattern Hunter das 25 melhores proteinas, usando Correlacao

de Spearman. Amostra plasmatica ControlexSM (A) e ControlexDMT?2 (B).
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Legenda: A) Caso: SM; B) Caso: DMT2

APOAL: Apolipoproteina A-l; "MRPS18C: Proteina ribossémica 28S S18c_ mitocondrial;"; ANKRD1:
Repeticdo de anquirina e proteina 1 contendo dominio de dedo de zinco; APOCIII: Apolipoproteina C-
lll; ARF-GAP: Arf-GAP com repeticdo GTPase_ ANK e proteina 1 contendo dominio PH; BCAP29:
proteina 29 associada ao receptor de células B; CP250: proteina centrossomal 250kDa

DIPK2A: Dominio de proteina quinase divergente 2%, DOCK7: Dedicador da proteina citocinese 7;
E3UPT: E3 ubiquitina-proteina transferase RMND5B; ERAP2: aminopeptidase 2 do reticulo
endoplasmético; ESBC4: Cotransportador de bicarbonato de sédio eletrogénico 4; FGA: cadeia alfa
do fibrinogénio; GDCP: proteina contendo o dominio GLOBIN; HBA: subunidade alfa da hemoglobina;
HBB: subunidade beta da hemoglobina; IGHAL: Imunoglobulina pesada constante alfa 1; ILC2:
Imunoglobulina lambda constante 2; KRT3: Queratina_ tipo Il citoesqueleto 3; LDB1: ligacdo de
dominio LIM 1; Liprin-alfa-3; MCT10: Transportador de monocarboxilato 10; MLF2: Fator de leucemia
mieléide 2; NAPTAB: N-acetilglucosamina-1-fosfotransferase subunidades alfa/beta; NCORZ2:
Corepressor do receptor nuclear 2; NELFE: Fator de alongamento negativo E; PDZD7: proteina 7
contendo dominio PDZ; POGOZ: Elemento transponivel Pogo com dominio ZNF; PRDZP2: proteina
dedo de zinco de dominio PR 2; Proteina UPF0415: proteina UPF0415 C70rf25; RBMX: RNA-binding
motif protein_ X cromossomo; SUNDCP2: proteina 2 contendo o dominio SUN; TAF1: Subunidade 1
do fator de iniciacdo da transcricdo TFIID; TMEM87A: proteina transmembranar 87%; TNFAIP3:
proteina 3 induzida pelo fator de necrose tumoral alfa; TPSWT1: Proteina de transcricdo SWT1;
Transportador de aménio Rh tipo C; TTS: triptofanil-tRNA sintetase; UMVI: Miosina-VI né&o
convencional; Vitronectina; ZFP 599: Proteina dedo de zinco 599; ZFP 707: Proteina dedo de zirk®



Figura 19. Andlise de Pattern Hunter das 25 melhores proteinas salivares dos 5

grupos estudados, usando Correlacdo de Pearson r.
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Legenda: 1: Normal; 2: Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2

GBP1L1: proteina tipo vasculina 1; THSD4: proteina 4 contendo dominio de trombospondina tipo 1;
MYSM1: Deubiquitinase MYSM1; CA6: Anidrase carbbnica; GNAO1: Proteina G(o) de ligacdo ao
nucleotideo guanina subunidade alfa; IGHA2: Imunoglobulina pesada constante alfa 2; NELFE: Fator
de alongamento negativo E; IGHG3: Imunoglobulina gama constante pesada 3; LEG1: Proteina
homologa LEG1; BPIFB1: membro 2 da familia B contendo a dobra BPI; POTEI: membro da familia
de dominio de anquirina POTE I; IGCJ: cadeia J de imunoglobulina; CDO1.: Cisteina dioxigenase tipo

1; KRT1: Queratina_ tipo Il citoesqueleto 1; TRAV9-2: receptor de células T alfa variavel 9-2; HBB:
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Figura 20. Analise de Pattern Hunter das 25 melhores proteinas, usando

Correlacdo de Spearman. Amostra salivar ControlexSM (A) e ControlexDMT2

(B).
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Legenda: A) Caso: SM; B) Caso: DMT2

CARDB:Proteina 8 contendo dominio de recrutamento de caspase; AC1: Actina_ citoplasmatica
1; ACTBL2: Proteina tipo beta-actina 2; CA6: anidrase carbdnica 6; Calicreina-1; CBX8:
homologo 8 da proteina Chromobox; CCDC_129: Proteina 129 contendo dominio espiral
enrolado; CPA2G: Fosfolipase citosélica A2 gama; EPBP2: Proteina de ligacédo de poliadenilato
embrionério 2; FTCD: Formimidoiltransferase-ciclodeaminase; GAD2: Glutamato descarboxilase
2; HBA: subunidade alfa da hemoglobina; HBB: subunidade beta da hemoglobina; Histona
MYSM1: Histona H2A deubiquitinase MYSM1; HOXAZ2: Proteina Homeobox Hox-A2; IGHG3:
gama constante pesada de imunoglobulina 3; IGLC1: cadeia leve de imunoglobulina lambda-1;
KRTAP25-1: proteina associada a queratina 25-1; LDLRADA4: proteina 4 contendo o dominio do
receptor de lipoproteina de baixa densidade classe A; OR2M3: Receptor olfativo 2M3; PIP:
Proteina induzida por prolactina; PIR: Receptor de imunoglobulina polimérica; PLEG1H:
Homélogo da proteina LEG1; POTEE: membro da familia de dominio de anquirina POTE E; PIP:
Proteina induzida por prolactina; TIMM23: Subunidade de translocase de membrana interna de

importacdo mitocondrial Tim23; VLP1: Proteina tipo vasculina 1; ZAG: zinco-alfa-2-glicoproteina.
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9 - DISCUSSAO

9.1 - Dados antropomeétricos e demograficos da segunda populacdo de estudo

dos 5 grupos de estudo.

A avaliacdo dos dados demograficos nos indicou que os parametros idade e
nivel de escolaridade apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos
avaliados. Pudemos observar que a idade avancada é um fator diretamente
relacionado com o aumento do IMC, com tendéncia ao sobrepeso e obesidade, além
da presenca de DMT2 e SM. Segundo a IDF a DMT2 apresenta alta taxa de
prevaléncia em pessoas com mais de 65 anos (IDF, 2017), mostrando que o
envelhecimento impacta em certo grau no desenvolvimento da DMT2 e provavelmente
da SM também, visto que a DMT2 é um dos fatores de risco para esta sindrome.

J& a escolaridade mostrou uma relacéo inversa tanto com o aumento de IMC,
guanto a presenca das comorbidades estudadas. Observando a tabela 3 verificamos
gue com o aumento no nivel de escolaridade a quantidade de voluntarios com
sobrepeso, obesidade, DMT2 e SM diminuiu, mostrando que o nivel de escolaridade
apresenta de certa forma um efeito protetor. A relacdo inversa do nivel de escolaridade
e o desenvolvimento da DMT2, SM, além do aumento de peso provavelmente se deve
ao melhor acesso a alimentos saudaveis e maior facilidade a servicos de saude e
atividades fisicas, dificultando o ganho de peso e consequente desenvolvimento das
doencas associadas (TANG et al., 2003; RATHMANN et al., 2015). Como esperado,
todos os dados antropométricos apresentaram diferengas significativas entre os
grupos estudados. Confirmamos o aumento das medidas corporais dos grupos obeso,
DMT2 e SM em relagcéo ao peso normal e sobrepeso (BULLO et al, 2007; GRUNDY et
al. 2005).

9.2 — Dados clinicos da segunda populacédo de estudo dos 5 grupos de estudo

A analise dos dados sanguineos mostrou que a maioria 0s parametros foram
significativamente diferentes entre os grupos, com excecao da creatina, colesterol
total e da ureia. Os niveis de glicemia, insulina, HOMA-B, HOMA-IR, VLDL, LDL,

113



CT/HDL, VLDL/HDL, LDL/HDL, PS e PD foram estatisticamente maiores nos grupos
de sobrepeso, obeso, DMT2 e SM, em comparacdo com o grupo de peso normal. A
Unica variavel que apresentou diminuicéo foi o HDL, diminuindo nos grupos citados
em comparacao com o normal. Esses resultados reforcam a ideia de que o aumento
de peso, a SM e a DMT2 levam a alteracdo dos processos metabdlicos e pressao
sanguinea do individuo, impactando negativamente na saude de humana
(DEFRONZO, 2009; BULLO et al, 2007; HAJER et al. 2007).

9.3- Analise dos dados clinicos da comparacdo ControlexSM e ControlexDMT

Nossa andlise com os grupos Peso normal, sobrepeso e obeso agrupados em
um unico grupo, controle, em relacdo as duas doencas estudadas, mostrou que a
maior parte das variaveis apresentou diferencas significativas entre os grupos.
Observamos que os dados clinicos impactam na SM e DMT2 como glicemia, insulina,
HOMA-IR, HOMA-B, pressdo sistdlica e diastolica, apresentando diferencas
significativas entre os grupos. Dessa forma ao analisarmos os dados sanguineos dos
voluntarios, podemos observar que agrupar oS voluntarios em um Unico grupo,
Controle, ou separa-los de acordo com o IMC néo tem grande impacto nos dados

sanguineos.

9.4- Andlise dos dados clinicos dos grupos obeso, DMT2 e SM

Foram realizadas comparacOes para avaliar as similaridades e diferencas
existentes entre 0os grupos, obeso, SM e DMT2, sem a influéncia da diferenca
metabdlica relativa ao ganho de peso.

A andlise realizada entre o grupo SM e DMT2 mostrou que somente as
variaveis, RCQ, HOMA-B e glicemia apresentaram diferenca significativa entre os
grupos. Os voluntarios com SM em nosso estudo ndo possuem diagnostico de DMT2.
Os niveis de glicemia no grupo DMT2 sao maiores que no SM, o que ja era esperado.
Os niveis de HOMA-B, marcador da funcdo das células betas pancreéticas,
apresentaram niveis superiores no grupo SM do que no DMT2. Os niveis mais

elevados de HOMA-B no grupo SM indica um aumento na producao das células betas
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pancreaticas. Nas condi¢cfes de hiperglicemia para evitar o0 aumento da tolerancia a
glicose o organismo eleva a secrecdo de insulina, mantendo um estado de
hiperinsulinemia crénica (REAVEN, 1988).

Na comparacdo entre 0s grupos obeso e SM sete varidveis apresentaram
diferencas significativas: VLDL/HDL; CT/HDL; VLDL; Triglicerideos; HOMA-IR;
Insulina e Glicemia. Como os voluntarios do grupo obeso ndo possuiam SM, a
presenca de diferenca significativas em variaveis que compdem o SM ja eram
esperadas. Porém 3 dos fatores que compdem a SM (CC, presséo arterial e HDL) ndo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos. Isso indica que, apesar do
grupo obeso incluir individuos aparentemente saudaveis, estes apresentaram 3 dos 5
fatores de risco para a SM, indicando que os voluntarios obesos estdo possivelmente
em processo de desenvolvimento desta doencga.

Na dltima comparacédo realizada ObesoxDMT2, seis variaveis apresentam
diferencas significativas entre os dois grupos: Glicemia; HOMA-B; Triglicerideos; HDL;
VLDL e VLDL/HDL. Observamos que os niveis de triglicerideos e VLDL foram
aumentados e o de HDL diminuidos na DMT2, em relagdo aos obesos. Segundo
estudo de Reaven, 1993, hd uma relacao entre a DMT2 e 0s niveis baixos de HDL e
elevados de triglicerideos e VLDL, assim como mostrado em nosso estudo. Outra
variavel importante para a comparacao dos grupos, o HOMA-B, mostrou estar mais
elevado no grupo obeso do que no DMT2, podendo chegar a quase 10 vezes de
diferenca na funcionalidade das células beta pancreéticas.

Segundo DeFronzo e colaboradores, os pacientes com DMT2 apresentam um
baixo nivel de massa celular de células beta pancreaticas, além de um baixo nivel de
funcionalidade dessas células. O estresse ocasionado pelo aumento na producao de
insulina pode levar posteriormente a uma perda na massa celular das células beta e
consequentemente na producao de insulina, tornando o paciente além de resistente a
insulina, deficiente na producé&o da mesma. J& em individuos com obesidade acontece
o contrario da DMT2. O aumento de peso nestes individuos, que mesmo n&o
possuindo DMT2, leva a uma resisténcia a insulina, acarretando em um aumento na
massa celular de células beta e na funcionalidade das mesmas, gerando uma

hiperinsulinemia crénica com a funcéo de restabelece os niveis glicémicos.
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Esses dados mostram que apesar de ndo possuir a doenga, o grupo obeso se
assemelha aos grupos DM2 e SM em diversas caracteristicas clinicas, tais como
presséo sistolica e diastolica e HOMA-IR Além disso, a analise de HOMA-B mostrou
gue individuos sem a presenca de DMT2, incluindo tanto o grupo obeso quanto o
grupo com SM, podem estar em um estado de transicdo metabdlica para

desenvolvimento da DMT2, provavelmente de forma reversivel.

9.5- Analise comparativa dos proteomas salivares e plasmaticos

Nosso estudo permitiu a identificacdo de 203 proteinas plasméaticas e 64
salivares. Analisar as proteinas plasmaticas e salivares nos permitiu observar
alteracdes que podem indicar potenciais marcadores bioldgicos para SM e DMT2 ou
entender melhor como alteracbes em determinadas proteinas influenciam no

desenvolvimento das doencas.

9.5.1 Proteinas plasmaticas

Em nossa analise das proteinas plasmaticas, foram identificadas 203 proteinas,
para todos as comparacdes realizadas no estudo. Das 203 proteinas identificadas,
112, 91 e 82 foram diferencialmente expressas na comparagdo com todos 0S grupos,
Controle x SM e Controle x DMT2, respectivamente.

Abaixo, serdo explanadas considerac¢des sobre algumas proteinas plasmaticas
gue tiveram impacto na diferenciacéo dos grupos de estudo, dentre elas proteinas que
foram avaliadas como potencias biomarcadores pelos testes PLS-DA e Pattern

Hunter, além de outras proteinas relacionadas as doencas estudadas.

9.5.1.1 Homdlogo de proteina de mitocdndrias agrupadas (CLUH)

A proteina Homologa de mitocondrias agrupas (CLUH) é uma proteina que
possui como funcdo mais conhecida a ligacdo especifica de mRNAs de proteinas
mitocondriais codificadas no nucleo, desempenhando um papel vital na biogénese
mitocondrial (CHO et al., 2019). A expressao de CLUH influencia em diversos fatores
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ligados a mitocondria, incluindo, cetogénese, ciclo do &cido tricarboxilico , degradacéo
de aminoacidos e oxidacdo de acidos graxos (SCHATTON et al., 2017). Células com
deficiéncia em CLUH apresentam mudancas metabdlicas, influenciando no
metabolismo glicolitico, na oxidag&o e ciclo do TCA (WAKIM et al., 2017). Estudos
mostram que, em doencgas metabdlicas como obesidade, diabetes e hepatoesteatose
a funcdo mitocondrial dos adipdcitos € reduzida (CHO et al., 2019). No estudo de Cho
e colaboradores, foi verificado que a diminuicdo de CLUH levou a reducdo na
transcricéo de genes ligados a biogénese mitocondrial e termogénese, principalmente
em Tecido Adiposo Marrom. Até o momento ndo encontramos nenhum estudo que
relacione diretamente a CLUH com DMT2 e SM. Em nosso trabalho, a proteina CLHU
apresentou uma diminuicdo de 5 vezes na SM (Figura 21A) em relagcdo ao grupo
controle, porém ndo apresentou diferenga significativa na DMT2 (Figura 21B). Na
comparacgao entre todos os grupos de estudo (Figura 21C), ocorreu uma diminui¢cédo
6,2 vezes, sendo mais abundante no grupo sobrepeso e menos nos individuos com
SM. Além disso, as médias de abundancia de CLHU no plasma de obesos e doentes
com SM e DMT?2 foram relativamente mais baixas, comparadas as de individuos com
peso normal e sobrepeso. Dessa forma, a deplecdo desta proteina no plasma
sanguineo pode estar relacionada a uma deficiéncia funcional nos adipdcitos dos
voluntarios com as doencas metabdlicas estudadas, sendo primordial realizar estudos
direcionados sobre as causas ou consequéncias da modulacéo destas proteinas no

desenvolvimento da DMT2 e SM.
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Figura 21. Abundancia relativa no plasma da Proteina CLHU nos grupos. A)

ControlexSM; B) ControlexDMT2; C) comparac&do com os 5 grupos de estudo.
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Legenda: 1: Normal; 2: Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2

9.5.1.2 Proteina 1 de ligacdo ao dominio LIM

A proteina de ligacdo ao dominio LIM1, também conhecida como LDB1, € uma
proteina nuclear necessaria para a maturacao de precursores enddcrinos do pancreas
(HUNTER et al., 2013). Estudos relacionaram o co-regulador translacional LDB1 com
a maturagdo e desenvolvimento das células B pancreaticas, regulando genes
essenciais para as células B, como SLc2a2, Pdx1 e MafA (LIU et al., 2022). Liu e
colaboradores, em 2022, levantaram a hipotese que a LDB1 € sensivel ao estresse
promovido por citocinas e pelo nivel nutricional das células 3, podendo contribuir para
a funcéo das células 3. Os autores trataram linhagens de células 3 com palmitato ou
um coquetel de citocinas pro-inflamatorias e elevados niveis de glicose. A adicdo de
palmitato e citocinas levou a uma reducéo na expressao proteica de LDB1, porém o

tratamento com glicose ndo alterou a producdo da proteina. De acordo com o0s
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resultados os autores sugerem que LDB1 é sensivel ao estresse celular e que
estabilizar a proteina pode preservar a funcdo celular. Em nosso trabalho foi
observado uma diminuicao de 2 vezes no grupo com SM e 1,3 (Figura 22A) vezes na
DMT2 (Figura 22B), em relagdo ao controle. Na comparagdo com todos 0s grupos
(Figura 22C) ha uma clara diminuicdo da LDB1 do grupo normal para os grupos SM e
DMT2, porém, a LDBI ndo se altera em relacdo ao IMC, mostrando que o IMC néo
impacta a alteracao da LDB1. Nossos dados corroboram o do estudo de Liu, podendo
a LDB1 ser um potencial biomarcador de dano celular para as células 3 pancreaticas,

perda de funcéo celular e um indicador de desenvolvimento de SM e DMT2.

Figura 22. Abundancia relativa no plasma da Proteina 1 de ligagcdo ao dominio
LIM nos grupos estudados. A) ControlexSM; B) ControlexDMT2; C) comparagéo
entre os 5 grupos.
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Legenda: 1: Normal; 2:Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2
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9.5.1.3 Fator de iniciacdo de traducdo eucariética4 —gama 1l

O Fator de iniciacdo de traducdo eucaridtica 4 - gama 1 (EIF4G1l) é um
componente do complexo de iniciacdo da traducdo, atuando como uma proteina base
para suas proteinas de ligacdo. Em ilhotas pancreaticas de pacientes e camundongos
com DMT?2 foi observado a diminui¢cdo de EIF4G1 e em camundongos pré-diabéticos
a supressao da EIF4G1 gera uma hiperinsulinémia (LIEW et al., 2014; JAISWAL et
al., 2019). No estudo de Jo e colaboradores de 2021, os autores testaram uma
hipotese de que a EIF4G1 é essencial para a homeostase das células beta do
pancreas, utilizando camundongos nocaute (KO) para a proteina. A deplecdo da
proteina levou a manifestacdo de intolerancia a glicose, diminuicdo da secrecdo de
insulina, aumento da proliferacdo celular e apoptose das células beta em
camundongos. Com a reposi¢cdo do gene EIFAG1 em células beta isoladas dos
camundongos KO, ocorreu uma recuperacao da producéo de insulina, indicando um
possivel papel na sintese de insulina. Em nosso trabalho também observamos uma
diminuicdo de 1,2 vezes desta proteina no grupo SM (Figura 23A), porém ndo houve
diferenca significativa no grupo DMT2 (Figura 23B), em relacdo ao controle. Na
comparacdo com o0os 5 grupos nao houve diferenca significativa entre os grupos
(Figura 23 C). As mudancas ocorridas na EIF4AG1 ainda ndo estdo claras, porém a
proteina pode ter um papel no desenvolvimento da SM, doenca caracterizada pela

resisténcia a insulina.
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Figura 23. Abundancia relativa no plasma do Fator de iniciacdo de traducéao
eucariodtica 4- gama 1 nos grupos estudados. A) ControlexSM; B) ControlexDMT2; C)

comparacao entre 0s 5 grupos.
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Legenda: 1: Normal; 2: Sobrepeso; 3: Obeso; 4: DM; 5: DMT2

9.5.1.4 Transportador de cobalamina lisossomal ABCD4

Os transportadores ABCD séo proteinas que compdem uma superfamilia que
séo ligadas a membranas de quase todos os organismos. Existem quatro proteinas
ABCD identificadas em humanos, ABCD1-4 (SHANI et al., 1997; DASSA & BOUIGE,
2001). O Transportador de cobalamina lisossomal ABCD4 (ABCD4) esta localizado
na membrana lisossomal, estando supostamente ligado ao transporte de vitamina
B12, cobalamina, do lumen lisossomal para o citosol (COELHO et al., 2012). A
cobalamina é um micronutriente importante para a saide humana. A vitamina B12
entra nas celulas de mamiferos através da endocitose seguido de exportagdo via
lisossomo para o citoplasma. A associacdo da cobalamina com fatores que podem
levar a Sindrome Metabdlica ja vem sendo investigados (KITAI et al., 2021). Em
estudos anteriores foi observado que baixos niveis de cobalamina estavam
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associados a obesidade, doencas cardiovasculares e resisténcia a insulina (LIZ et al.,
2018; SUN et al., 2019; LIU et al., 2022). O estudo de Kitai e colaboradores de 2021
conseguiu comprovar que a proteina ABCD4 consegue transportar a cobalamina do
lisossomo para o citoplasma. Nossos dados apresentaram uma diminuicdo na
quantidade de ABCD4 de 3,5 vezes na SM (Figura 249), e de 5,1 vezes na DMT2
(Figura 24B), em relacao ao controle. Quando comparamos os 5 grupos (Figura 24C)
podemos observar uma diminuicdo de até quase 9 vezes, sendo esta proteina
aumentada no grupo normal e progressivamente reduzida de acordo com o IMC, até
chegar a valor muito baixos em obesos, SM e DMT2, mostrando como o IMC impacta
nos niveis plasmaticos da ABCD4. As alteracGes observadas na literatura e em nosso
trabalho indicam que a proteina ABCD4 pode ser um potencial biomarcador para o
desenvolvimento destas doencas metabdlicas, apresentando uma diminuicao

gradativa com o aumento do IMC e o desenvolvimento da SM e da DMT2.

Figura 24. Abundancia relativa no plasma do Transportador de cobalamina
lisossomal ABCD4 em A) ControlexSM; B) ControlexDMT2; C) comparagao com

0s 5 grupos de estudo.
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Legenda: 1: Normal; 2: Sobrepeso; 3: Obeso; 4: DM; 5: DMT2
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9.5.1.5 Proteina de canal de célcio de dois poros 1

As proteinas de canais de poros (TPC) sdo membros da superfamilia de canais
ibnicos controlados por voltagem permedaveis a calcio, com o ser humano possuindo
duas isoformas, o TPC1 e TPC2 (RUTTER et al., 2015). A secrecédo de insulina e a
Resisténcia a Insulina dependem da homeostase do calcio. Alteragcbes na
concentracdo do célcio podem afetar a secre¢do de insulina, j& que o comego da
exocitose da insulina dependo influxo de caélcio, através de canais dependentes de
voltagem (SHIMODAIRA et al., 2015). Dois outros estudos analisaram a influéncia da
TPC2 na resisténcia a insulina. No estudo de Cane e colaboradores em 2015, os
autores utilizaram camundongos KO para TPC2. Os autores observaram que a TPC
2 ndo é totalmente necessaria para a secrecdo de insulina, enquanto a expressao de
TPC1 aumenta na auséncia de TPC2. Ja no estudo de He e colaboradores de 2018,
camundongos KO para TPC2 apresentaram maior sensibilidade a insulina em
machos. Apesar dos poucos estudos sobre o impacto das TPCs na resisténcia
insulina, h& na literatura uma correlagdo entre o aumento das TPCs e resisténcia a
insulina, inclusive a TPCL1 que foi identificada em nosso trabalho (CANE et al., 2015;
HE et al., 2018). Em nossos dados foi observado o aumento do nivel desta proteina
na SM (Figura 25A), porém ndo houve diferenga significativa na DMT2 (Figura 25B)
contra o grupo controle. Quando comparado todos os grupos (Tabela 25C) ocorreu
um aumento da proteina acompanhando o IMC e na SM, porém houve uma queda na
DMT2. Como foi mostrado anteriormente na Tabela 5, com o aumento da massa
corporal ocorre 0 aumento de variaveis como, glicemia, insulina, HOMA-IR e HOMA-
B, acontecendo 0 mesmo nos grupos SM e DMT2. No grupo SM, 17 dos 23 voluntarios
apresenta RI, sendo quase 74% do grupo. Porém quando observamos o grupo DMT?2,
seu nivel de insulina se compara ao nivel do grupo sobrepeso e o nivel de HOMA-3
do grupo DMT2 é menor que o do grupo de Peso Normal. Ja o grupo de SM apresenta
0s maiores valores para insulina, HOMA-IR e HOMA-(.

Ao compararmos os dados clinicos e o nivel de TPC1 podemos observar o
aumento da proteina condiz com os niveis elevados de insulina, de resisténcia a

insulina e do valor de HOMA-B. Dessa forma, nossos dados podem corroborar o que
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encontramos na literatura, sendo o TCP1 um potencial indicado de resisténcia a

insulina.

Figura 25. Abundéancia relativa no plasma da Proteina de canal de calcio de dois
poros 1 em A) ControlexSM; B) ControlexDMT2; C) comparagdo com 0s 5 grupos

de estudo.
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Legenda: 1: Normal; 2:Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2

9.5.1.6 Apolipoproteina C-ll

Apolipoproteina C-1ll (ApoC3) é uma reguladora de lipoproteinas ricas em
triglicerideos, tendo um papel importante na conversao de triglicerideos. Mutacoes
gue geram perda de funcdo na proteina mostraram diminuicdo nos triglicerideos
plasméticos, além da diminui¢éo do risco de CVD (TASKINEN et al.,2016). Em nosso
estudo a APOC3 apresentou um aumento nas condicbes de doenca nas 3
comparacdes apresentadas: ControlexSM (Figura 26A), ControlexDMT2 (Figura 26B)
e na comparacao dependente do IMC (Figura 26C). Em 2019, Kanter e colaboradores
verificaram que camundongos com Diabetes tipo 1 apresentavam niveis elevados de

APOCS3 e gque, em pacientes com Diabetes tipo 1, a APOC3 consegue prever eventos
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cardiovasculares. Os autores observaram que o aumento de APOC3 em
camundongos pode elevar os niveis de VLDL e IDL, além do desenvolvimento de
aterosclerose, podendo a inibichio de APOC3 reduzir o risco de doencas
cardiovasculares. No estudo de Li e colaboradores de 2021, os autores
acompanharam 1085 voluntarios durante 5 anos, dos quais 97 desenvolveram DMT2,
verificando que a ApoC3 foi positivamente associada ao desenvolvimento de DMT?2.
Como observado pelos dois estudos abordados acima, a ApoC3 pode vir a ser usada
como biomarcardor de risco para do desenvolvimento de CVD e principalmente de
DMT?2, podendo nesse ultimo caso ser usado como um potencial biomarcador precoce

para a DMT2 e Sindrome Metabdlica, segundo mostram nossos dados.

Figura 26. Abundancia relativa no plasma da Apolipoproteina C-lll em A)

ControlexSM; B) ControlexDMT2; C) comparacdo com os 5 grupos de estudo.
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9.5.1.7 Triptofano-tRNA ligase, citoplasmatica

A proteina Triptofano-tRNA ligase, citoplasmatica também conhecida como
Triptofanil-tRNA sintetase 1 (WRS) é uma aminoacil-tRNA sintetase citosélica
necessaria para a sintese de proteinas. Em nosso trabalho a WRS apresentou uma
diminuicao significativa na condi¢céo de SM (Figura 27A) e DMT?2 (Figura 27B) quando
comparamos com 0 grupo controle. Também mostrou uma reducdo inversamente
proporcional ao aumento do IMC e presenca das doencas metabdlicas, na
comparacao com os 5 grupos (Figura 27C), sendo similar apenas entre obesos e
individuos com sobrepeso. Em 2020, Park e colaboradores descobriram que a WRS
€ liberada em lesdes teciduais, atuando como uma citocina que promove renovacao,
facilitando o reparo de tecidos danificados. Estudos ja mostram que a DMT2 de longo
prazo pode afetar o funcionamento normal dos rins, artérias, coracéo e articulacdes.
O aumento da secrec¢do de insulina pelas células beta pancreaticas leva ao aumento
da massa celular das células beta como uma tentativa de manter os niveis glicémicos
dentro do normal. Entretanto, esse esfor¢co acaba por levar ao estresse e dano celular
das células beta, culminando na diminuicdo da massa celular, o que piora do quadro
de resisténcia a insulina. Esse quadro de resisténcia a insulina e dano celular ndo é
exclusivo da DMT2, podendo ser observado também na SM e obesidade
(WLODARCZYK & NOWICKA, 2019; LI et al., 2019; WEIR et al., 2020). A literatura
ainda ndo nos mostra relacdes entre a WRS e a obesidade, SM e DMT2, porém em
ambas as doencas ha a presenca de resisténcia a insulina ou outros fatores que levam
ao dano celular. A diminuicdo da WRS em nosso trabalho pode estar ligada ao dano
celular resultante das duas doencas, se mostrando um possivel marcador para avaliar

a gravidade dessas doencgas.
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Figura 27. Abundancia relativa no plasma da Triptofano-tRNA ligase,

citoplasmatica em A) ControlexSM; B) ControlexDMT2; C) comparacdo com 0sS
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Legenda: 1: Normal; 2: Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2

9.5.2 Proteinas salivares

Em nosso estudo conseguimos identificar 64 proteinas, quando comparamos
Controle x SM e Controle x DMT2, tendo 24 e 23 proteinas diferencialmente expressas
respectivamente. JA na comparacdo com 0s 5 grupos separados, identificamos 62
proteinas, sendo 39 diferencialmente expressas. Assim como nhas proteinas
plasmaticas, a escolha das proteinas salivares a seguir foram feitas com base nas

analises de VIP score e Pattern Hunter.

9.5.2.1 Profilina 1

A profilina 1 € uma proteina altamente conservada com funcéo de ligacéo a
actina, desempenhando um papel no rearranjo do citoesqueleto (ALKAM et al., 2017).

Alguns estudos vém verificando relagdes entre a Profilina 1 e CVD. Em 2021, no
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estudo de Ni e colaboradores, foi observada que a interrupcdo da expressao de
Profilina 1 através de shRNA, atenuou anormalidades endoteliais, principalmente no
desenvolvimento de aterosclerose. Dessa forma um aumento na producéo de Profilina
1 pode configurar um aumento de risco para o desenvolvimento de aterosclerose.
Também em 2021, Xiao e colaboradores verificaram que os niveis de Profilina 1
estavam aumentados em pacientes com doenca arterial coronariana, principalmente
em pacientes com DMT2, além de aumentar a liberacdo de mediadores pro-
aterogénicos. A Profilina 1 mostrou-se aumentada em 1,3 vezes na SM (Figura 28A)
e 2 vezes na DMT2 (Figura 28B), em relagdo ao controle. Além disso, houve um
aumento de até 3,2 vezes no grupo com SM, na comparacdo com todos 0s grupos
(Figura 28C). A alteracdo da Profilina 1 pode influenciar no desenvolvimento da SM
através de um dos seus fatores de risco, doencas cardiovasculares. Assim como, em
individuos com DMT2, que apresentam maiores riscos para (PETRIE et al., 2018).
Novos estudos sdo necessarios para verificar a relacdo entre a Profilina 1 e as
doencas estudadas aqui, porém os dados sugerem que a Profilina 1 pode ser um
potencial indicador para doencas cardiovasculares e doengcas metabdlicas
associadas.
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Figura 28. Abundancia relativa da proteina salivar Profiina 1 em A)

ControlexSM; B) ControlexDMT2; C) comparacado com 0s 5 grupos de estudo.
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9.5.2.2 Fosfolipase A2 gama citosélica

A proteina Fosfolipase A2 gama citosoélica (PLA2G4C) pertence a superfamilia
da fosolipase A2 (PLA2), possuindo diferentes grupos de enzimas com a capacidade
de catalisar a hidrdlise da ligacéo éster em variados fosfolipidios, resultando em acido
graxos livre (BURKE & DENNIS, 2009). Alteracbes na secrecao de PLA2G4C vem
sendo estudadas ao longo dos anos devido ao seu papel na biodisponibilidade de
acidos graxos, influenciando em mudancas metabdlicas. No estudo de Balzano-
Nogueira e colaboradores, de 2021, certas alteracGes foram verificadas na expressao
de ROS intracelular e anormalidades no metabolismo de lipidios antes do
desenvolvimento de Diabetes tipo 1. O estudo revelou que o aumento de ROS pode

elevar os niveis de PLA2, inclusive a PLA2G4C. Apesar do estudo néo se tratar da
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DMT2, um dos focos do nosso trabalho, a associacéo da proteina em questdo com a
Diabetes do tipo 1 pode indicar que a proteina possa apresentar modulacao
semelhante na DMT2. O estudo de Boi e colaboradores, de 2022, também mostra que
0 aumento de PLA2G4C esta presente em condi¢cfes pro-inflamatérias. O trabalho
desse autor verificou que o aumento da interleucina 1B, uma citocina pré-inflamatoria
relacionada a DMT1 e DMT2 (GOUDA et al., 2018), induz uma maior secrecdo de
PLA2G4C e que a inibicdo de PLA2GA4C reduz o processo inflamatério. Em nosso
trabalho a PLA2G4C néo apresentou diferenga significativa na SM (Figura 29A),
porém apresentou um aumento de 5,1 vezes na DMT2 (Figura 29B) em comparacao
ao controle. No entanto, na comparacdo entre os 5 grupos, PLA2G4C néao foi
detectada, provavelmente por estar ausente em réplicas de algum dos proteomas
estudados. Esse resultado indica a relacdo da PLA2G4C ndo s6 com a Diabetes tipo
1, mas também com DMT2, podendo ser um alvo potencias biomarcardores para a
DMT?2.

Figura 29. Abundancia relativa da proteina salivar Fosfolipase A2 gama citosolica
em A) ControlexSM; B) ControlexDMT2.
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9.5.2.3 Colagenase intersticial

A proteina Colagenase Intersticial ou Matrix Metaloproteinase 1 (MMP1)
pertence a uma grande familia de endopeptidases que degradam proteinas da Matrix
Extracelular. Existem 23 Metaloproteinases de matriz (MMPs), sendo divididas em
MMPs ligada a membranas e do tipo solivel como a MMP1 (ITOH, 2006; Thrailkill et
al., 2009). Em nosso estudo a MMP1 apresentou um aumento de mais de 2 vezes na
SM (Figura 30A), porém nao apresentou diferenca significativa entre DMT2 e grupo
controle (Figura 30B). E nao foi identificada na comparacao dos 5 grupos.

A relacdo da obesidade e resisténcia a insulina com MMPs foi estudada por Li
e colaboradores em 2020, onde observaram diminuicdo do metabolismo lipidico e
energético, além de resisténcia a insulina. No estudo de No Guo e colaboradores,
2022, foi observado que a obesidade aumenta a expressdo de MMP14 e que sua
inibicdo aumentou a sensibilidade a insulina. A MMP1 pertence a um grupo de
proteinas com diversos membros, sendo alguns mais estudados que outros. Ambos
0s estudos citados acima, avaliaram a relacdo da MMP14 com a obesidade e suas
complicacBes. Apesar disso o aumento da MMP1 no SM em nosso estudo sugere que
esta proteina poderia exercer funcéo similar a de outro membro das MMPs, podendo
ser usado como um indicador para a resisténcia a insulina e acompanhamento dos
desdobramentos da obesidade. De acordo com a andlise Bonferroni dos dados
clinicos, o HOMA-IR do grupo obeso ndo apresentou diferengas significativas com os
grupos de peso normal e sobrepeso, sendo diferente apenas em relacdo as doencas

estudadas.
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Figura 30. Abundancia relativa da proteina salivar Colagenase intersticial em A)
ControlexSM; B) ControlexDMT 2.
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9.5.2.4 Glutamato Descarboxilase 2

A Glutamato Descarboxilase 2 ou GAD2 é uma proteina que catalisa a
producdo do neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA), além de regular a
liberacdo de Dopamina (CHEN et al., 2012). Em nosso trabalho a GAD2 teve uma
diminuicdo de 2,1 vezes tanto na SM (Figura 31A) quanto na DMT2 (Figura 31B), em
relacdo com grupo controle, porém nao foi identificada na comparacdo com todos os
grupos. No estudo de Hwang e colaboradores em 2019, foi observado que o GABA
exerce um papel importante em camundongos obesos. Foi relatado que o GABA age
como um protetor contra a resisténcia a insulina em camundongos obesos e diminui
a resposta inflamatéria no tecido adiposo. Apesar de nossos dados néo apresentarem
0s niveis de GABA, a diminuicdo de GAD2 pode estar influenciando na diminuicao de
GABA na SM e DMT2. Assim a diminuicdo da GAD2 também pode vir a ser usada
como um bioindicador de predi¢cdo das comorbidades associadas a obesidade.
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Figura 31. Abundancia relativa média da proteina salivar Glutamato
Descarboxilase 2 em A) ControlexSM; B) ControlexDMT2.
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9.5.2.5 Proteina S100-A8/9

As proteinas S100-A8 e A9 sdo pequenas proteinas que se ligam ao célcio e
fazem parte dos Padrées Moleculares Associados a Dano (DAMP), sendo
encontradas em meio extracelular de forma elevada em processos inflamatoérios
(INOUE et al., 2018). Em nosso estudo ocorreu um aumento significativo das S100-
A8 (Figura 32A) e A9 (Figura 33A) na SM, contra o grupo controle, porém na DMT2
(Figura 32B e 33B) s6 na S100-A8. Na comparacdo com todos 0s grupos houve um
aumento nas condicGes de obesidade, SM e DMT2 (Figura 32C), sendo de até 1,6
vezes em relacdo do grupo normal para o DMT2 (Figura 33C). Alguns estudos ja
relacionam o aumento de das proteinas S100-A8/9 com Diabetes e doencas
cardiovasculares, doencas relacionadas a obesidade. Em 2018, Inoue e
colaboradores verificaram que o cultivo de células pancreaticas com palmitato e alta
taxa de glicose aumentaram a expressdo de S100-A8, induzindo a liberacdo de
citocinas inflamatérias e a inflamacéo pancreéatica. Em 2020, Wang e colaboradores
verificaram que niveis elevados de S100-A8/9 estdo associados com CVD,

especificamente trombose. Os niveis elevados das proteinas em nosso estudo podem
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indicar que o aumento da inflamac&o, prejudicial ao bom funcionamento das células

pancreaticas, além de possiveis indicacdes de problemas cardiovasculares.

Figura 32. Abundanica da Proteina salivar S100-A8 em A) ControlexSM; B)

ControlexDMT2; C) comparacdo com 0s 5 grupos de estudo.
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Figura 33. Abundanica da Proteina salivar S100-A9 em A) ControlexSM; B)

ControlexDMT2; C) comparagdo com o0s 5 grupos de estudo.
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10- CONCLUSAO

Na primeira parte do estudo analisamos os dados de amostras salivares de
voluntarios saudaveis contra voluntarios com gengivite, com foco na identificacdo de
proteinas humanas e bacterianas. Analisar o proteoma humano e 0 metaproteoma
bacteriano nos permitiu ter um entendimento mais amplo dos mecanismos de
patogénese da gengivite, entendendo como o corpo humano é afetado pela doenca e
como a microbiota oral responde a um ambiente adverso inflamatorio ocasionado pela
resposta do hospedeiro. Conseguimos verificar que proteinas responsaveis pela
defesa contra bactérias estdo diminuidas, como Anexina, Histatina e Fator de

alongamento negativo E, provavelmente facilitando a infecéo e o desenvolvimento da
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gengivite. Os dados de metaproteoma bacteriano nos mostraram que proteinas
responsaveis por resisténcia a antibidticos, protecdo contra ROS, producdo do
guorum sensing, choque osmoético e viruléncia bacteriana estdo aumentados na
gengivite, podendo dificultar o tratamento da doencga. A juncdo das andlises do
proteoma salivar humano e metaproteoma bacteriano nos permitiu observar com
maior profundidade a interac&o entre a microbiota oral e o ser humano, podendo assim
tornar mais facil o tratamento das doencas periodontais.

Na segunda parte do estudo, analisamos voluntarios separados em 5
categorias diferentes: normal, sobrepeso, obeso, SM e DMT2, em um numero
amostral consideravelmente maior. Nossos dados clinicos e antropométricos nos
permitiram observar como o aumento do IMC esta relacionado a estas. Diversos
parametros clinicos e antropométricos indicaram alteracfes substanciais, tanto em
comparagdes com todos 0s grupos separadamente, quanto nas comparagoes
ControlexDoenca.

Nossas analises do proteoma salivar e plasmaticos nos mostraram como o
aumento do IMC, a SM e DMT2 impactam na alteracdo das proteinas. Proteinas como
ABCD4, APOC3, WRS, Profilina 1 e S100-A8 apresentaram alteracbes graduais com
0 aumento do peso e ainda com a presenca de SM e DMT?2. Tais alteragcdes nos
mostram que essas proteinas acompanham o aumento do IMC e desenvolvimento
das doencas estudadas, podendo ser usadas como potenciais bioindicadores
preditivos futuramente, em testes bioquimicos, para diagnéstico precoce de SM e
DMT2.

A identificacdo da Proteina 1 de ligacdo ao dominio LIM também nos permitiu
verificar que algumas proteinas ndo séo impactadas pelo aumento da massa corporal,
porém apresentam uma clara alteracdo na SM e DMT2, podendo também ser usado
como um indicador para a SM e DMT2, porém nao relacionado ao aumento de peso.

O aumento em nosso numero de voluntarios na parte 2 do estudo nos permitiu
observar as alteracGes proteicas com maior precisdo estatistista e de forma mais
conclusiva. Apesar do menor niumero de voluntarios na parte 1 do projeto, Nnossos
dados podem ajudar a fornecer maior clareza sobre como ocorre 0 processo

patoldgico da gengivite.
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Novos estudos sdo necessarios para validar os potenciais biomarcadores
identificados, assim como o estudo do metaboloma plasmatico e salivar os quais
permitirdo um ainda melhor entendimento do processo patolégico da SM, DMT2 e

gengivite, além de complementar nossos resultados.
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ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Comité de Etica em Pesquisa

‘ UNIYERSIDARDE
€, uNiGRANRIO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolucado n° 466, do Conselho Nacional de Saude de
12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Proteoma do plasma e da
saliva em adultos jovens com obesidade e sobrepeso como possivel biomarcador
precoce de doencga periodontal e cardiovascular”. Vocé foi selecionado por ordem de
chegada e sua participacao ndo é obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir
de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa néo trard nenhum prejuizo em

sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicdo (Unigranrio).

Os objetivos deste estudo séo estudar as associacfes entre 0 exame clinico das
gengivas, sua massa corporal (peso), pressao sanguinea arterial e a identificacdo do

perfil das proteinas presentes no sangue e na saliva.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em responder a um questionario sobre
dados pessoais e de saude geral e bucal, ser examinado pelo dentista (gengivas e
dentes), fornecer amostras de sangue, ser pesado e medido (altura e circunferéncia

da cintura e do quadril).
Os riscos relacionados com sua participa¢do sdo minimos.
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Os beneficios relacionados com a sua participacdo um melhor conhecimento do seu
estado de saude bucal e geral e encaminhamento para tratamento das necessidades

encontradas.

As informac0des obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos 0
sigilo sobre sua participacdo. Os dados nao serao divulgados de forma a possibilitar
sua identificacdo. Os resultados de seus exames serdao confidenciais, ou seja,
somente o pesquisador tera acesso a suas informacgdes e serdo utilizados somente

para o objetivo do presente estudo.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o senhor
(a), podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacao, agora ou a qualquer
momento com 0s pesquisadores responsaveis Carlos Vinicius Ferreira da Silva no
telefone 974807050 ou no e-mail cviniciusbio@gmail.com, ou com Carina Maciel da
Silva Boghossian no telefone 26727776 ou e-mail carinabogho@unigranrio.edu.br, ou

com Eidy de Oliveira Santos no telefone 2333-6961 ou e-mail eidyos@gmail.com.

Pesquisador Responsavel: Carlos Vinicius Ferreira da Silva

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na

pesquisa e concordo em patrticipar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José de
Souza Herdy, 1160 — CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733 — ENDERECO
ELETRONICO: cep@unigranrio.com.br

Rio de Janeiro, de de20 .

Sujeito da pesquisa
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ANEXO 2: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE W‘m
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Proteomica de saliva e plasma sanguineo para detecgdo de biomarcadores de
comorbidades associadas a obesidade

Pesquisador: CARLOS VINICIUS FERREIRA DA SILVA
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 14961519.6.0000.5283

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE UNIGRANRIO
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.402.791

Apresentacao do Projeto:

A obesidade é um estado crénico relacionado a multiplas comorbidades como hipertensao, diabetes tipo 2,
sindrome metabdlica, doengas periodontais e cardiovasculares. A obesidade acarreta um aumento na
liberagédo de proteinas denominadas adipocinas, que podem ser encontradas no plasma sanguineo e na
saliva, criando um processo inflamatorio prolongado e de baixa intensidade. O processo inflamatério
apresentado na obesidade aumenta o risco para doengas cardiovasculares e periodontais. O objetivo do
presente estudo é analisar o proteoma do plasma e da

saliva de adultos jovens com obesidade e sobrepeso em comparagdo com individuos com peso normal, e
determinar possiveis biomarcadores para as Diabetes tipo 2 e Sindrome Metabdlica. A populagéo de estudo
sera constituida por 75 voluntarios provenientes do laboratério de andlises clinicas da Unigranrio, Campus |,
com idades acima de 18. Os individuos serdo categorizados conforme suas medidas antropométricas nos
grupos:

Normal, Sobrepeso e Obeso, além de individuos diagnosticados diabetes tio 2 e sindrome metabdlica. Os
individuos deverao responder a questionarios anamnésicos, e serdo submetidos a exame periodontal,
mensuragao de medidas antropométricas, afericdo da pressao arterial sistémica e coleta de saliva e sangue
periférico. As proteinas extraidas das amostras de saliva e sangue serdo analisadas por espectrometria de
massas (LC-ESI-MS/TOF).

Enderego: Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

Bairro: 25 de Agosto CEP: 25.071-202
UF: RJ Municipio: DUQUE DE CAXIAS
Telefone: (21)2672-7733 Fax: (21)2672-7733 E-mail: cep@unigranrio.com.br
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UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE W"l“
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

Continuagao do Parecer: 3.402.791

Objetivo da Pesquisa:

Determinar o proteoma do plasma e da saliva de adultos jovens com obesidade e sobrepeso, e analisar
possiveis biomarcadores para sindrome metabdlica e DM. Assim como confirmar os possiveis
biomarcadores observados nas analises realizadas no mestrado.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos - Os riscos sdo minimos, pois serdo realizados procedimentos de exame de rotina e coleta de
sangue e saliva seguindo normas de biosseguranga.

Beneficios - Os beneficios para o participante serdo um melhor conhecimento de seu estado de saude bucal
e geral e encaminhamento para tratamento das necessidades encontradas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado que a prevaléncia de sobrepeso e obesidade em adultos com
idade a partir de 18 anos foram de cerca 39% e 13% respectivamente em 2016. Estes numeros tém
aumentado ao longo do tempo, tendo dobrado nas ultimas 4 décadas. Este cenario dramatico pode
representar um impacto importante na saude publica devido as comorbidades associadas. As
consequéncias comuns da obesidade

sdo doencas cardiovasculares, diabetes, desordens musculoesqueléticas e alguns canceres. Além disto,
existe evidéncia de que ha uma associagido entre obesidade e um risco maior para periodontite em
diferentes populagcdes. Nesse quadro, a medicina personalizada ganhou espaco, buscando fatores
fisiolégicos, ambientais e histérico médico de um individuo para utilizagdo no tratamento. Diante deste
cenario é de extrema relevancia buscar biomarcadores capazes de relacionar as complicagdes associadas a
obesidade.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Os termos apresentados estdo de acordo com o que determina a Resolucdo 466 do CNS de 12/12/2012.

Recomendacgoes:

Dada a relevancia do projeto, recomendo que os resultados da pesquisa, favoraveis ou nédo, sejam
divulgados em eventos cientificos e publicagbes na forma de artigos e textos em revista indexadas pelo
Qualis.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
O estudo atende aos requisitos da Resolucdo 466 do CNS de 12/12/2012.

Endereco: Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

Bairro: 25 de Agosto CEP: 25.071-202
UF: RJ Municipio: DUQUE DE CAXIAS
Telefone: (21)2672-7733 Fax: (21)2672-7733 E-mail: cep@unigranrio.com.br
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UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE

SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

Continuacao do Parecer: 3.402.791

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Prezado (a) Pesquisador (a),

Gt

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO atendendo o previsto na Resolug&o 466/12 do CNS/MS
APROVOU o referido projeto na reunido ocorrida em 19 de junho de 2019. Caso o (a) pesquisador (a) altere
a pesquisa sera necessario que o projeto retorne ao Sistema Plataforma Brasil para uma futura avaliagédo e

emissao de novo parecer. Lembramos que o (a) pesquisador (a) devera encaminhar o relatério da pesquisa

apos a sua conclusdo, como um compromisso junto a esta instituigdo e o Sistema Plataforma Brasil.

Cordialmente,
CEP/Unigranrio.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO _1356680.pdf 15:09:34
Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 22/05/2019 |CARLOS VINICIUS Aceito
15:08:59 |FERREIRA DA

Cronograma cronogramacepVinicius.docx 17/05/2019 |CARLOS VINICIUS Aceito
16:34:09 [FERREIRA DA

Outros cartadeanuencia.jpg 15/05/2019 [CARLOS VINICIUS Aceito
09:20:26 | FERREIRA DA

Orcamento orcamento.jpg 15/05/2019 |CARLOS VINICIUS Aceito
09:18:17 | FERREIRA DA

Projeto Detalhado / | Projeto.docx 15/05/2019 |CARLOS VINICIUS Aceito

Brochura 08:49:31 FERREIRA DA

Investigador SILVA

TCLE/Termos de | TCLE.doc 15/05/2019 |CARLOS VINICIUS Aceito

Assentimento / 08:48:56 |FERREIRA DA

Justificativa de SILVA

Auséncia

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Endereco: Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

Bairro: 25 de Agosto
UF: RJ
Telefone: (21)2672-7733

CEP: 25.071-202
Municipio: DUQUE DE CAXIAS
Fax: (21)2672-7733

cep@unigranrio.com.br
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UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE W"“‘
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

Continuagao do Parecer: 3.402.791
Né&o

DUQUE DE CAXIAS, 19 de Junho de 2019

Assinado por:
Renato Cerqueira Zambrotti

(Coordenador(a))
Endereco: Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160
Bairro: 25 de Agosto CEP: 25.071-202
UF: RJ Municipio: DUQUE DE CAXIAS
Telefone: (21)2672-7733 Fax: (21)2672-7733 E-mail: cep@unigranrio.com.br
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ANEXO 3: CARTA DE ACEITE

040022023 11:44

ScholarOne Manuscripls

Decision Letter (prca.202200098.R1)

From:

To:

CccC:
Subject:
Body:

hitps:lime. manuscriptcentral .comiclinical 7PARAMS=:ik 4gPgNzfHfgbrBILMOGXVbAN rnBE2L SrusjrD i XgNyPPdY md Nell EfafizuT XBhunmeBg ASS. .

proteomics@wiley.com

cviniciusbio@gmail.com, yousade@gmail.com, sandra.scapin@gmail.com,
carinabogho@yahoo.com.br, eidyos@gmail.com

Accept Decision on Manuscript - prca.202200098.R1
31-Jan-2023

Dear Dr. da Silva,

It is a pleasure to provisionally accept your manuscript prca.202200098.R1 "Comparative
proteomics of saliva of healthy and gingivitis individuals from Rio de Janeiro” as a "Rapid
Communication" for publication in Proteomics Clinical Applications.

Final comments of the reviewer(s)
Reviewer: 2

Comments to the Author
Revisions are ok done.
Ok for publication now.

e nm
Please note that the journal is adapting a new reference style - the EndNote styles is
attached

Example:

Spang, A., Stairs, C.W., Dombrowski, N., Eme, L., Lombard, 1., Caceres, E. F, ... Eitema, T. 1.
G. (2019). Proposal of the reverse flow model for the origin of the eukaryotic cell based on
comparative analyses of Asgard archaealmetabolism. Nature Microbiology, 4, 1138-1148.

With the acceptance of your manuscript the final uploaded version in ScholarOne will be used
for copy-editing and the subsequent production process.

Collection of Copyright Transfer Agreement (CTA) form: Your article cannot be published
until the publisher has received the appropriate signed license agreement. Within the next
few days the corresponding author will receive an email from Wiley's Author Services
system which will ask them to log in and will present them with the appropriate license for
completion.

As the next step, your paper will go into production and you will receive a galley proof by e-
mail in due course. Once you have corrected the proof, the paper will then be published on-
line via Wiley Online Library ahead of its appearance in the printed journal.

Thank you for supporting Proteomics Clinical Applications. I look forward to seeing more of
your work in the future.

Sincerely,

Dr. Lucie Kalvodova
Proteomics Clinical Applications
Editor

This journal accepts artwork submissions for Cover Images. This is an opticnal service you
can use to help increase article exposure and showcase your research. For more
information, including artwork guidelines, pricing, and submission details, please visit the
Journal Cover Image page at www.wileyauthors.com/eeo/covers.

P.S. - You can help your research get the attention it deserves! Wiley Editing Services offers
professional video abstract and infographic creation to help you promote your research at
www.wileyauthors.com/eeofpromotion. And, check out Wiley's free Promotion Guide for
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best-practice recommendations for promoting your work at
www.wileyauthors.com/eeo/fguide.

Date Sent: 31-Jan-2023

File 1: * APA-with-numerical-bracketed-citations.ens

Close Window

| © ScholarOne, Inc., 2023. All Rights Reserved.
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APENDICE 1: CORRECAO DE BONFERRONI

Comparagdes multiplas

Bonferroni

Variavel dependente

Significancia

Variavel dependente

Significancia

Idade 1(2]1,000 HOMAIR 1|2|,996
3| 1,000 3,513
4 | ,508 4 1,000
5 | ,000 5 | ,000

21| 1,000 211,99
3| 1,000 3 | 1,000
4| ,694 4 | ,000
5 | ,000 5 | ,000

3|11 1,000 311,513
2 | 1,000 2 | 1,000
4 | 1,000 4 | ,004
5 |,002 5,001

41| ,508 411,000
21,694 2 | ,000
3| 1,000 3,004
5,023 5 | 1,000

51,000 511,000
2 | ,000 2 | ,000
3| ,002 31,001
4,023 4 | 1,000

Altura 1|2] 1,000 Creatinina 1|2] 1,000
3 | 1,000 3 | 1,000
4 | 1,000 4 | 1,000
5,495 5 | 1,000

2|11 1,000 2111|1000
3 | 1,000 3 | 1,000
4 | 1,000 4 | 1,000
51,136 51 1,000

3|1]1,000 3|1 1,000
2 | 1,000 2 | 1,000
4 | 1,000 4 | 1,000
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5,071 5 | 1,000
1| 1,000 11,000
2 | 1,000 2 | 1,000
3 | 1,000 3 | 1,000
51,234 51 1,000
1,495 1| 1,000
2,136 2 | 1,000
31,071 3 | 1,000
4 |,234 4 | 1,000
Massa 2| ,000 Ureia 2 | 1,000
3 |,000 3 | 1,000
4 | ,000 4 | ,330
51,003 51 1,000
1| ,000 1| 1,000
31,002 3 | 1,000
4 | ,048 4 | ,145
5| 1,000 51,682
1| ,000 11,000
2 1,002 2 1 1,000
4 | 1,000 41,338
5,042 51,981
1,000 1,330
21,048 21,145
3 | 1,000 31,338
5,492 5 | 1,000
1,003 1| 1,000
2 | 1,000 2| ,682
31,042 31,981
4| ,492 4 | 1,000
Cintura 2 | ,000 Colesteroltotal 2 | 1,000
3 | ,000 3 | 1,000
4 | ,000 4| ,655
5 | ,000 5 | 1,000
1| ,000 1| 1,000
3 |,003 3 | 1,000
4 1,000 4| ,252
5 |,002 5 | 1,000
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1| ,000 1| 1,000
2 |,003 2 | 1,000
4 | 1,000 4 | 1,000
5] 1,000 51 1,000
1,000 1,655
2 | ,000 2,252
3 | 1,000 3 | 1,000
5] 1,000 51 1,000
1,000 1| 1,000
2 |,002 2 | 1,000
3 | 1,000 3 | 1,000
4 | 1,000 4 | 1,000
Quadril 2 | ,000 Triglicerideos 2 | 1,000
31,000 3 | 1,000
4 | ,000 4 | ,009
5 | ,000 5,001
1 |,000 1| 1,000
31,000 3| 1,000
4 | ,029 4 |,023
51,909 5 |,002
1| ,000 11,000
2 | ,000 2 11,000
4 | 1,000 4,121
51,455 5 |,008
1| ,000 1,009
21,029 21,023
3| 1,000 31,121
5| 1,000 5 | 1,000
1| ,000 1,001
21,909 2 1,002
3| ,455 31,008
4 | 1,000 4 | 1,000
RCQ 21,131 HDL 2 1,405
3,028 3,069
4 | ,000 4 | ,001
5 | ,000 5 |,000
1,131 1| ,405
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3| 1,000 311,000
4 | ,067 4| 551
51,063 5| ,059
1,028 1,069
2 | 1,000 2 1 1,000
4| 1,000 4 | 1,000
51,705 51,779
1,000 1,001
2 |,067 21,551
3| 1,000 3] 1,000
5 | 1,000 511,000
1,000 1,000
21,063 2 | ,059
3,705 31,779
4| 1,000 4| 1,000
P.ArterialS 2| ,678 VLDL 2| 1,000
31,028 3 | 1,000
4 | ,000 4 | ,009
5 | ,000 51,001
1,678 1| 1,000
3| 1,000 3| 1,000
4 | ,058 4 |,023
51,001 51,002
1,028 1| 1,000
2 | 1,000 2 11,000
4 | 1,000 4,121
51,153 51,008
1,000 1,009
2 |,058 2,023
3 | 1,000 31,121
51,856 51 1,000
1,000 1,001
2 |,001 2 |,002
31,153 3 |,008
4 | ,856 4 | 1,000
P.Arterial.D 2 | 1,000 LDL 2 | 1,000
3,001 3| 1,000
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4 | ,000 4,236
5| ,006 5| 1,000
1| 1,000 1| 1,000
3 |,065 3 | 1,000
4 | ,003 4,313
51,190 5| 1,000
1,001 1| 1,000
2 | ,065 2 | 1,000
4 | 1,000 4 1 1,000
5| 1,000 5| 1,000
1| ,000 1,236
2 |,003 2,313
3 | 1,000 3 | 1,000
5| 1,000 5| 1,000
1| ,006 1| 1,000
21,190 2| 1,000
3 | 1,000 3 | 1,000
4 | 1,000 4 | 1,000
Glicemia 2| 1,000 CTHDL 2| 1,000
3| 1,000 3 | 1,000
4 | 1,000 4 | ,016
5 | ,000 5| ,006
1| 1,000 1| 1,000
3| 1,000 3 | 1,000
4 | 1,000 4,170
5 | ,000 5,042
1] 1,000 1| 1,000
2| 1,000 2| 1,000
4 | 1,000 4 | 1,000
5 | ,000 51,320
1] 1,000 1,016
2| 1,000 2,170
3| 1,000 3 | 1,000
5,000 5| 1,000
1,000 1,006
2,000 2,042
3| ,000 3,320
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4,000 41,000
Insulina 2| ,747 VLDLHDL 2| 1,000
3,505 3| 1,000
4,000 4 |,056
5,141 5| ,000
1,747 11,000
3| 1,000 31,000
4,000 4| 283
5 | 1,000 5| ,001
11,505 11,000
21,000 2| 1,000
4,004 4 |,762
5 | 1,000 5,007
1,000 1,056
2|,000 2,283
3| ,004 3,762
51,110 5,308
1],141 1,000
21,000 2| ,001
3| 1,000 3,007
4,110 4 | ,308
HOMAB 2 | 1,000 LDLHDL 2 | 1,000
3| 1,000 3] 1,000
4,000 4,018
5 | 1,000 5,034
11,000 11,000
3| 1,000 3| 1,000
4,059 4| ,205
5,136 5,209
11,000 11,000
2 | 1,000 2| 1,000
4| 277 4| 1,000
5,152 5| 1,000
1,000 1,018
2,059 2,205
3| .277 3| 1,000
5| ,000 5| 1,000
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511,000 5/1|.,034
2,136 2,209
31,152 3| 1,000
4| ,000 4 | 1,000

Legenda: 1: Normal; 2:Sobrepeso; 3: Obeso; 4: SM; 5: DMT2; *. A diferenca média é

significativa no nivel 0.05.
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Clinical significance

Gingivitis is a disease that is etiologically linked to the increase in bacterial plaque, as well as
the presence of pathogenic bacteria. Here, we present a study of the changes in human and
bacterial proteins during gingivitis compared with the healthy state, which provides information
regarding how bacteria and the host interact in this oral pathogenesis. Moreover, we improved
the knowledge about saliva proteins related to this periodontitis process, to identify both new

putative biomarkers for diagnosis and better treatment strategies.

Abstract

In this work, we identified human and bacterial proteomes in the saliva from volunteers with
gingivitis or healthy. The reported population consisted of 18 volunteers (six with gingivitis and
12 healthy controls). Proteomics characterization was performed using a quantitative mass

spectrometry method. A total of 74 human and 116 bacterial proteins were identified in saliva.

180



The major functional category that was modified in the human proteome was the immune
response, followed by transport and protease inhibition. In the bacterial proteome, most of the
proteins identified were from the Fusobacteria phylum, followed by Chlamydiae and
Spirochaetes. We observed statistically relevant differences in the data between the groups.
The 15 most important human proteins affecting the variation between case and control groups
included cystatin S, alpha amylase, lactotransferrin, and negative elongation factor E. We
found that bacterial proteins from Porphyromonas gingivalis and Fusobacterium nucleatum
subsp. nucleatum related to the red and orange complexes were closely correlated with the

occurrence of periodontal diseases.

1| INTRODUCTION

Periodontal diseases are listed among the most common diseases worldwide, but still receive
little attention [1]. In this context, clinical conditions can be described as healthy, gingivitis, and
periodontitis [2]. Gingivitis is regarded as a reversible and non-destructive inflammation of the
marginal tissues [3], with presence of plague accumulation, gingival edema, erythema, and
bleeding on probing [4]. In contrast, periodontitis is characterized by destructive inflammation,
in which there is irreversible loss of alveolar bone and periodontal ligament [3]. Both diseases

are linked to the inflammatory response [5].

The etiological factor of periodontal diseases is the presence of pathogenic bacteria in the
supragingival biofilm [6]. The presence of a pathogenic biofilm and its interaction with
periodontal tissues affect the modulation of immune responses, which that can be detected in
the saliva [7]. In response to the boosted bacterial biofilm, an inflammatory process is induced
and initially installed in the gums, causing gingivitis, which, if left untreated, can progress into
periodontitis in some cases. These processes can induce the alteration of saliva proteins, such
as DMBT1, mucin 5B, mucin 7, and lactoferrin [1]. The elevation of the levels of matrix
metalloproteinase-8 (MMP-8) in periodontal diseases, mainly periodontitis, is a well-known
biomarker of disease activity. MMP-8 degrades extracellular matrix components, and an
increase in its activity may lead to the loss of periodontal tissue; moreover, its levels decrease
after periodontitis treatment, becoming an ideal protein to be used in point-of-care diagnostics
(PoCT), which are rapid diagnostic tests performed at points of care, such as doctors' offices
and pharmacies. Studies have also observed that oral bacteria have the ability to convert
proMMP-8 into its activated form, leading to a rise in the level of MMP-8 in periodontal

diseases, confirming its value as a biomarker of periodontal breakdown [8-10].
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The imbalance of the oral microbiota in response to the installation of bacterial plaque can
trigger several changes in the oral ecosystem, consequently leading to dysbiosis. Bacterial
protein expression may play a key role in the establishment and maintenance of pathogenesis
in periodontal diseases [11]. Research about the oral bacterial proteomes provides a better
understanding of the dynamics of the bacterial community between the healthy and unhealthy
state of the oral environment. Furthermore, proteomics may offer clues regarding how bacterial

interactions occur in the biofilm [12].

In this study, we performed a quantitative analysis using mass spectrometry to characterize
the bacterial and human proteomes in the saliva of Brazilian young adult volunteers from Rio
de Janeiro. We observed two groups, healthy individuals and patients with gingivitis. Unlike
other studies, we decided to analyze not only the human salivary proteome, to understand the
changes that occur in it during gingivitis, but also the bacterial proteome present in the saliva
of both groups. This analysis will provide a broader view of the broad mechanisms underlying
this periodontal disease. Our objective was to improve the knowledge about the dynamism of

the host—bacteria interaction during the establishment of periodontal disease.
2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Experimental design

This study was approved by the Ethic in Human Research Committee of Unigranrio
(#2.160.823). Eighteen young adults were included and categorized according to gingivitis
diagnosis into the healthy (control group, six individuals) and gingivitis (case group, 12
individuals) cohorts. All participants gave written informed consent before entering the study,
which was carried out in accordance with the ethical criteria established in the 1964 Declaration

of Helsinki and its subsequent amendments.

The volunteers were between 18 and 35 years of age. Participants were excluded if they had
one of the following conditions: use of antibiotics and probiotics in the last 6 months; glucose
intolerance = 100 mg/dL; hypertension (HTN = 135/90); CDV (acute myocardial infarction,
heart failure, endocarditis, cardiac arrhythmias, myocarditis, and atherosclerosis);
hematological, psychiatric, or inflammatory bowel diseases; gestation and lactation; and
smoking. These criteria were established to avoid the impact of these conditions on the salivary

proteome.

2.2 | Clinical evaluation
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Clinical examinations were performed by calibrated examiners and included anthropometric
examination (BMI, height, weight, waist circumference, hip circumference, and waist—hip ratio
measurements). The volunteers were weighed and measured on the same scale using a
stadiometer (Mod. 104A, Balmak). Weight was recorded in kg and height in cm. BMI was
calculated by dividing the weight (kg) by the squared height (m2). Waist circumference, hip
circumference, and waist—hip ratio were measured with the aid of a clinical measuring tape.
Blood pressure was measured using the oscillometric method (OMRON). After 5 min of rest,
three sequential measurements were performed, with intervals of 3 min, to calculate the mean
blood pressure levels. Values with differences above 10 mmHg in systolic blood pressure and
5 mmHg in diastolic blood pressure were discarded, to exclude measurement errors as
suggested by [13]. Laboratory examination of total cholesterol (mg/dl), HDL (mg/dl),
triglycerides (mg/dl), LDL (mg/dl), glucose (mg/dl), HOMA-IR, and Insulin (mcUl/ml) were

performed at the clinical analysis laboratory of Unigranrio, Duque de Caxias, Brazil.
2.3 | Oral examination

The oral health examinations were performed by qualified examiners from the Unigranrio
Dental Laboratory and included dichotomized records of the presence or absence of a
supragingival biofilm (SB), gingival bleeding, and bleeding on probing (BOP), as well as
measurements of probing depth (PD) and clinical attachment level (CAL), in mm. The presence
of a dental biofilm was confirmed by visualization of the dental surfaces after drying using an
air jet in the field under relative isolation. Periodontal probing was performed at six sites per
dental element using a North Carolina millimeter periodontal probe (Hu-Friedy; Chicago). The
second sites were examined: distobuccal angle, buccal face, mesiobuccal angle,
mesiopalatine or mesiolingual angle, palatal or lingual face, and distopalatal or distolingual
angle. During periodontal probing, PS and NCI were recorded simultaneously. Third molars

were not included in the clinical evaluation.

All volunteers underwent clinical evaluation of their periodontal status according to the
following criteria: periodontal health (PH), <10% of the sites with BOP, without PD or CAL >3
mm, although PD or CAL =4 mm in up to 5% of sites without BOP was allowed; and gingivitis
(G), >10% of sites with BOP, without PD or CAL >3 mm, although DP or CAL =4 mm in up to
5% of sites without BOP was allowed [14].

2.4 | Sample collection and preparation

Saliva was collected after 12 h of fasting and 1 h without consuming any liquids [15]. Two

milliliters of ultrapure water were used by the participants to rinse the mouth for 5 min, which
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were then it collected using a sterile tube. Next, each sample was mixed with 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 1 mM ethylenediamine
tetra acetic acid (EDTA; Sigma—Aldrich). Samples were kept on ice and rapidly centrifuged at
17,146 x g for 10 min at 10°C, to separate the microbial fraction. Supernatants were transferred
to 1.5-mL sterile tubes and mixed with 1 mM Protease Inhibitor Cocktail (Sigma—Aldrich).
Saliva supernatants were submitted to precipitation with 20% trichloroacetic acid (TCA), for
protein extraction, as described previously [16]. Proteins were recovered by suspending the
precipitated pellets in 300 yL of ammonia bicarbonate (50 mM). All biological materials were
stored at -80°C.

2.5 | Protein processing for mass spectrometry

The extracted proteins were measured using the Bradford reagent and spectrophotometer
(Epoch Microplate Spectrophotometer; BioTek, Highland Park, USA). Bovine serum albumin
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) was used as standard for the calibration curve
[17]. The saliva and plasma proteomes were submitted to trypsin digestion (shotgun method)
individually. For this, 50 pg of each sample were treated with 8 M urea (1:1), and proteins were
reduced via the use of dithiothreitol (5 mM for 25 min at 56°C) and diluted with iodoacetamide
(14 mM for 30 min at 22°C in the dark). The urea present in the samples was diluted to a final
concentration of 1.6 M using 60 mM ammonium bicarbonate, followed by the addition of 1 mM
calcium chloride. Sequencing-grade Modified Trypsin (Promega, Madison, WI, USA) was
added at a ratio of 1:50 (enzyme:substrate); the reaction was incubated for 16 h at 37°C, and
finished using 0.4% formic acid [18]. The digested samples were filtered using Oasis HLB 1cc

columns (Waters Corporation, Milford, MA, USA), to remove urea from the samples.

2.6 | High-performance liquid chromatography—mass spectrometry analysis (HPLC-MS)

Two pools were prepared using the collected samples from the control (6) and case (12)
groups, to be analyzed together by MS. All peptidome pools were analyzed via direct injection
into the mass spectrometer, for the comparative evaluation of the mass profiles of peptides
present in plasma and saliva. The pooled samples were run once and in sequence, for

normalization, and then analyzed in three analytical replicates, for quantitative evaluation.

The tryptic peptidome pools from saliva were analyzed on a nanoUPLC instrument followed
by an Electrospray Quadrupole Time-of-flight mass spectrometer (ESI-Q-TOF Synapt HDMS
G1; Waters Corporation) in Inmetro, Rio de Janeiro, Brazil. The chromatographic mobile phase

A consisted of 0.1% formic acid in water (v/v), whereas mobile phase B was 0.1% formic acid
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in acetonitrile (v/v). Sample desalting was performed on a nanoACQUITY UPLC Symmetry
C18 Trap Colum (5 pum, 20 mm x 180 pm) using a 5 pL/min flow rate for 3 min.
Chromatographic separation was achieved using a nanoACQUITY UPLC HSS T3 reversed-
phase column (1.8 um, 100 mm x 100 um). A constant flow rate of 0.6 yL/min was used, and
the following linear gradient was applied: 7%—40% B from 0 to 19.9 min, 40%—85% B from
19.9 to 23.9 min, constant 85% B for an additional 4 min, and then the column was re-
equilibrated to the initial conditions from 27.9 to 29.9 min and rinsed for an additional 7 min.
The mass spectrometry assay was performed using a positive nano electrospray (nanoESI+)
ionization source. The acquisition mode was MSe, with data independent acquisition and
parallel fragmentation of all parent ions, and alternated acquisition at low and high energy. At
low energy, continuum spectra from 50 to 2000 Da were acquired with a scan time of 0.8 s, a
source temperature of 80°C, a desolvation temperature of 100°C, a 35 V sampling cone, a
capillary of 3.0 kV, and a constant collision energy of 6 V. At high energy, all parameters were
the same, but the collision energy was ramped from 15 to 55 V during the scan time. The mass
spectrometer was previously calibrated using a 300 fmol/uL solution of human (Glul)-
fibrinopeptide B (Waters Corporation). This solution was used in the reference spray during
analyses and scanned every 30 s at a flow rate of 0.2 puL/min. Mass calibration of the acquired
data was corrected considering the doubly charged precursor ion of (Glul)-fibrinopeptide B
(785.8426 Da).

2.7 | Statistical rationale

The Kolmogorov—Smirnov normality test was performed on the research sample set to
determine the normal distribution of the study samples. The Kolmogorov—Smirnov normality
test showed that the demographic and clinical data followed a normal trend, as assessed via
an independent t-test together with a chi-squared test to evaluate the data, using the statistical
program SPSS Statistics 22 (IBM Brazil, Sado Paulo, Brazil).

To identify and detect variations in the proteomes, MS data were used in searches against a
database of human proteins and eight bacterial phyla, i.e., Actinobacteria, Bacteroidetes,
Chloroflexi, Chlamydiae, Fusobacterium, Firmicutes, Synergistetes, and Spirochaetes, from
UNIPROT (https://www.uniprot.org/) using the Progenesis tool (Waters). Any non-tryptic
peptide passing from the filter criterion were discarded. Analysis was performed based on the
ion-matching requirements: minimal fragment ion matches per peptides, 3; minimal fragment
ion matches per protein, 7; minimal peptide matches per protein, 1; trypsin missed cleavages,
1; and carbamidomethylation of cysteines as a fixed modification and oxidation of methionine

as a variable modification [19]. Polypeptides were identified if they matched at least one unique
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and specific peptide from experimental data. Identification was classified as real when detected
in at least two analytical replicates. The false discovery rate in all data was <1%. Protein
abundance values were estimated based on the average of the abundances of the first three

matched peptides.

For quantitative analysis, variances were tested by t-test using the MetaboAnalyst 5.0 program
(https://www.metaboanalyst.ca/home.xhtml) with the level of significance set to 5% or less for
statistically acceptable differences between normalized abundances. To assess the
differences between the groups, we used the MetaboAnalyst 5.0 program to perform a
heatmap analysis, partial least squares-discriminant analysis (PLS-DA), Volcano plot, and a
principal component analysis (PCA). A Venn diagram was employed at the Bioinformatics &

Evolutionary Genomics website (bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).
3 | RESULTS AND DISCUSSION
3.1 | Proteomics and clinical findings in gingivitis

The saliva proteomes were analyzed using quantitative mass spectrometry (LC-ESI Q/TOF)
via a gel-independent method. In addition to human proteome assessment, bacterial proteins
referring to eight bacterial phyla were also analyzed. Eighteen young adults were categorized
according to the diagnosis of gingivitis into the healthy (H, control) cohort, with 12 individuals,

and the gingivitis (G, case) cohort, with six individuals.

The demographic and clinical data of the volunteers were collected (Supplementary Table 1).
With the exception of for periodontal disease and triglycerides, none of the clinical data showed
significant differences between the studied groups. The control group had a higher level of
triglycerides, which was in discordance with the literature and can be explained by the
presence of outliers in the control group [20]. As expected, periodontal evaluation
(Supplementary Table 2) of PD, SB, CAL, gingival bleeding, and BOP revealed significant
differences between the groups. The levels of PD, CAL, and BOP were higher in the case
group, whereas SB was decreased in the gingivitis group. Despite this unexpected SB data,
the remaining periodontal evaluations were able to diagnose our volunteers regarding the

presence or absence of gingivitis.

The proteomics analysis identified a total of 71 human polypeptides (Figure 1), with 39
exhibiting differential amounts (Supplementary Table 3). Among them, 30 (42.2%) were
classified into immune response function, eight (11.2%) into transport, four (5.6%) into
protease inhibition, and 32 (40.8%) into other functions (Supplementary Figure 1). More than
half (53.3%) of the immune response proteins exhibited quantitative variation, indicating
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putative changes related to gingivitis. The Volcano plot analysis showed that the levels of 17

proteins were changed by 1.5-fold or more (Figure 1).
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Figure 2. Volcano graph analysis depicting the distribution of 116 bacterial saliva
polypeptides with a change of 1.5 or more.

A total of 116 bacterial proteins (Supplementary Table 4) were identified in the saliva
samples. For identification, we used the UNIPROT database of eight bacterial phyla that are
well characterized in the literature: Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chloroflexi,
Firmicutes, Fusobacterium, Spirochaetes, and Synergistetes (Deo and Deshmukh., 2019). The
largest number of bacterial proteins identified was from the Fusobacterium phylum (39
proteins; 33.6%), followed by Chlamydiae (17; 14.6%), Spirochaetes (13; 12.1%), and
Bacteroidetes (12; 11.2%). Regarding bacterial orders, the most abundant were:
Fusobacteriales (39 proteins; 34%), Chlamydiales (15; 13%), and Spriochaetales (8; 7%)
(Supplementary Figure 2). The Volcano plot (Figure 2) revealed that the levels of 39 proteins
exhibited differences of 1.5 or more (P-value < 0.005).

Some of the proteins identified here belong to bacteria previously reported as being involved
in periodontal diseases. Socransky (2005) showed that some bacterial complexes are
responsible even for the development of the disease, as well as protection against it. In our
data, one protein from the red-complex-related Porphyromonas gingivalis was identified, and
36 were from the Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum, which is from the orange
complex. The red and orange complexes are closely associated with the occurrence of

periodontal diseases [21].

The PCA of human and bacterial proteomes showed that the case and control groups behaved
differently (Figure 3). The VIP PLS-DA score (variable importance in projection) of human and
bacterial proteomes was obtained to detect the 15 main proteins that affected the group
variations (Figure 4). Cystatin S, serum albumin, and alpha amylase were the human proteins
that most impacted the group distinctions. Among the bacterial proteins, the greatest effect on
the case/control group features were biased toward tRNA pseudouridine synthase B (from
Chloroflexi), 50S ribosomal protein L7/L12 (Bacteroidetes), and the electron transfer subunit
of dihydroorotate dehydrogenase B (NAD(+)) (Fusobacteria). A heatmap graph was prepared
based on the 15 proteins analyzed based on the VIP score, to compare the amounts of

bacterial and human proteins within the groups (Supplementary Figures 3 and 4).
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Figure 3. PCA analysis of case and control groups of human and bacterial proteins.
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Figure 4: VIP score with the 15 main human and bacterial proteins that affected the groups

variation in this study.

Cystatins are part of a large family of proteins that are produced mainly by the sublingual
glandule and have antimicrobial and antiviral effects [22]. Here, cystatin S was decreased by
1.5-fold in the gingivitis group. In contrast, cystatins D and SA were increased by 1.6-fold in
the case group, whereas cystatin SN did not present a significant difference. Previous studies

were not clear regarding the variation of cystatin levels in the saliva in cases of periodontal
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diseases. However, regardless of whether the levels of cystatins are increased, causing an
improvement in the resistance to the damage present in gingivitis and periodontitis, or
decreased, making the actions of the diseases more harmful, these proteins play an important

role in the diagnosis and prognosis of periodontal diseases [15, 23].

Alpha amylase plays a role in the maintenance of oral immunity by acting against bacterial
adhesion and proliferation. In this study, an expressive increase in alpha amylase was
observed in the gingivitis group (more than 3.5-fold change). According to Saberi et al. (2020)
[24], alpha amylase has a protective role, increasing in response to infection. Another study
also reported that a decreased alpha amylase level was positively correlated with decreases
in the pocket depth and CAL [25]. Thus, elevated amounts of alpha amylases in the saliva may

be indicative of the presence of periodontal diseases.

Lactotransferrin is a globular glycoprotein that is released in response to bacterial infection and
is strongly associated with periodontal disease. Because of its antibacterial activity, a decrease
in lactotransferrin can promote bacterial growth [26-24]. Here, lactotransferrin levels exhibited
a 1.6-fold increase in the case group, probably representing a response to the greater bacterial

plague formation in gingivitis.

Annexins are Ca?"-binding proteins that play an important role in the inflammatory process.
Annexin Al can inhibit phospholipase, thus inhibiting the production of inflammatory mediators
[28]. Previous studies indicated that annexin Al is decreased in the control group compared
with the healthy cohort [29]. Bostanci et al. (2010) [30] observed higher levels of annexins in
healthy crevicular gingival fluid (FGC) compared with FGC with periodontitis. This reaffirms a
certain protective level of the annexin Al protein, which can reduce the harmful effects of

inflammation in gingivitis and periodontitis.

The negative elongation factor E (NELF) is a complex that functions to negatively regulate the
elongation of transcription by RNA polymerase Il [31]. In the study reported by Yu et al. (2020)
[32], NELF mutation was introduced in macrophages, resulting in an increase in IL-10, an anti-
inflammatory protein, which slowed down the production of pro-inflammatory proteins. The
authors concluded that NELF can restrict the transcription of inhibitors of inflammation. In our
study, NELF exhibited a 2-fold decrease in the gingivitis group. Thus, it may promote a greater

inflammatory aspect in the oral region, probably mediated by IL-10.

Among the 15 bacterial proteins identified in this study to have a major impact on the

differences between groups, some of them have been poorly studied in relation to periodontal
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diseases, such as tRNA-specific 2-thiouridylase MnmA, transcription anti-termination protein

NusB, and probable transcriptional regulatory protein FN1661.

Here, the single-stranded DNA-binding protein from the Fusobacteria was detected at a level
that was more than two times greater in the gingivitis group, being the protein with seventh
greatest impact on the case/control proteome variation. It may be linked to a probable increase
in Fusobacteria abundance in the gingivitis pathology. This phylum is part of the orange

complex, which, together with the red complex, causes periodontal diseases.

The UPF0098 (TC_0109) protein has not been characterized, but is revised. Here, this
Chlamydiales protein was upregulated by more than 11 times in the gingivitis group, thus
becoming of interest for future studies regarding its function. Within the phylum Chlamydiae,
all identifications were related to proteins from Chlamydiales, with the exception of two proteins
from the order Parachlamydiales. Among the former, thioredoxin reductase showed a more
than 2-fold increase in the gingivitis group. This protein plays a role in cellular redox processes,
protecting the cell against oxidative stress and repairing proteins [32-33], which indicates
another bacterial defense mechanism that is probably activated in response to inflammatory

factors released into the saliva during gingivitis.

Acyl carrier protein (ACP), which was upregulated (by 50% more) in the gingivitis group, is a
highly conserved transport protein. In ACP batteries, it acts as a monomeric protein that is
necessary for the production of several molecules, such as endotoxins, in addition to acylated
homoserine lactones, which are involved in quorum sensing. These processes render ACP an

essential protein for bacterial pathogenesis and colonization [34].

The GrpE protein, which was upregulated in Fusobacteria in the gingivitis condition, acts on
the response to thermal shock and osmotic shock. GrpE is considered as a constitutive protein,
and prevents the aggregation of proteins denatured by stress [35]. The upregulation of GrpE
in gingivitis may be a bacterial response to adverse conditions in an inflammatory oral state

that can impair bacterial survival.

The CRISPR-associated Casl endonuclease was also upregulated by more than 2-fold in the
gingivitis group. The CRISPR-Cas system is an adaptive bacterial immunity that works by
integrating viral sequences into the CRISPR locus of the cell, thus enabling the bacterium to
recognize and eliminate viral infections more effectively [36]. Chen and Olsen (2019) [36]
suggested that CRISPR-Cas may play an immunological role in bacterial modulation in
periodontitis. Those authors suggested that P. gingivalis (phylum Bacteroidetes), which is a

key bacterium in oral dysbiosis, can use this mechanism to protect itself from possible viral
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infections, especially within the periodontal pockets, where the presence of viruses is
enhanced. In our study, the upregulation of this protein in Fusobacteriales may have provided

the same protection effect to these bacteria during adverse conditions in gingivitis.

Moreover, in Fusobacteria, the PdxS subunit of pyridoxal 5'-phosphate synthase was
significantly upregulated in the volunteers with gingivitis. It catalyzes the formation of pyridoxal
5'-phosphate (PLP), the functions of which include stress resistance and virulence, as
observed in A. pleuropneumoniae by [37] . The upregulation of PdxS in the oral conditions of
gingivitis may indicate the induction in bacteria of a protective mechanism or an increase in

virulence during periodontal disease.
4 | CONCLUDING REMARKS

Our study provided knowledge about human and bacterial proteins related to the gingivitis
disease, especially in the Brazilian population, in which proteomics studies are scarce. Despite
the fact that this study included a low nhumber of volunteers and an imbalance in relation to the
number of men and women, our data showed a clear and significant distinction between the
case and control groups. We identified proteins from the host and oral microbiomes that were
responsible for these features, such as cystatin S, alpha amylase, lactotransferrin, and NELF
E. Bacterial proteins from species of red and orange complexes for the occurrence of
periodontal diseases were identified as being upregulated in the gingivitis group. Studies of
the modulation of these proteins during gingivitis may provide new knowledge about

biomarkers for this pathology.
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ABSTRACT

Obesity 15 a chronic condition related to multiple comorbidities such as hypertension,
type 2 diabetes, periodontal and cardiovascular diseases. Obesity can lead to a metabolic
change. creating a prolonged and low-intensity inflammatory process. This study aims to
analyze the plasma and saliva proteomes of young adults with obesity and overweight
comparng to normal weight individuals, to reveal if the nise on body mass mfluences the
proteomic profiles. The reported population consisted of 18 students and/or employees of
Rio de Janeiro State, Brazil, aged between 18 and 353 years. Individuals were categorized
according to their anthropometric measures in the Normal Weight, Overweight and Obese
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