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Resumo

A obesidade é um estado crénico relacionado a multiplas comorbidades como
hipertensdo, diabetes tipo 2, doencas periodontais e cardiovasculares. A
obesidade acarreta em umaalteracéo na producgéo de adipocinas e citocinas, que
podem ser encontradas no plasma sanguineo e na saliva, criando um processo
inflamatério prolongado e de baixa intensidade. O processo inflamatorio
apresentado na obesidade aumenta o risco para doencas 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
doencas periodontal e cardiovascular. A populacéo de estudo foi constituida por
18 alunos e/ou funcionarios da Unigranrio, Campus I, com idades entre 18 e 35
anos e pelo menos 20 dentes. Os individuos foram categorizados conforme suas
medidas antropométricas nos grupos: Normal, Sobrepeso e Obeso. Os
individuos responderam a questionarios anamnésicos, e foram submetidos a
exame periodontal, mensuracdo de medidas antropométricas, afericdo da
pressdo arterial sistémica e coleta de saliva e sangue periférico. As proteinas
extraidas das amostras de saliva e sangue foram analisadas por espectrometria
de massas (LC-ESI-MS/TOF). Foram identificadas um total de 87 proteinas
provenientes da saliva e do plasma. Desse total, 58 proteinas sao exclusivas da
saliva e 22 do plasma e a saliva e o plasma compartilharam, ainda, 7 proteinas.
A maior parte das proteinas detectadas foram identificadas como participantes
ou reguladores do sistema imunoldgico, resposta imune. Dentre as proteinas
identificadas a Alfa actina de musculo cardiaco, a Actina de musculo liso aortico,
cadeia gama do fibrinogénio apresentaram relacées com o desenvolvimento da
doenca cardiovascular. Duas proteinas no estudo apresentaram relagdo com o
desenvolvimento de Diabetes Mellitus tipo 2 a Antitripsina alfa 1 e a proteina do
sistema complemento C3. A alteracGes dessas proteinas demonstraram ser um
indicativo para o potencial uso como biomarcadores precoces para o diagnostico

de doencas.

Palavras-chave: Obesidade, biomarcadores, plasma sanguineo, saliva,
proteoma.
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Abstract

Obesity is a chronic condition related to multiple comorbidities such as
hypertension, type 2 diabetes, periodontal and cardiovascular diseases. Obesity
leads to an alteration in the production of adipokines and cytokines, which can be
found in blood plasma and saliva, creating a prolonged inflammatory process of
low intensity. The inflammatory process presented in obesity increases the risk
for cardiovascular and periodontal diseases. The aim of the present study is to
analyze the plasma and saliva proteome of young adults with obesity and
overweight compared to normal weight individuals and to determine possible
biomarkers for periodontal and cardiovascular diseases. The study population
consisted of 18 students and / or employees of Unigranrio, Campus |, aged
between 18 and 35 years and at least 20 teeth. Individuals were categorized
according to their anthropometric measures in the Normal, Overweight and
Obese groups. The individuals responded to anamnestic questionnaires, and
underwent periodontal examination, measurement of anthropometric
measurements, measurement of systemic arterial pressure and collection of
saliva and peripheral blood. Proteins extracted from saliva and blood samples
were analyzed by mass spectrometry (LC-ESI-MS / TOF). A total of 87 proteins
from saliva and plasma were identified. Of this total, 58 proteins are unique to
saliva and 22 from plasma and saliva and plasma have also shared 7 proteins.
Most of the proteins detected were identified as participants or regulators of the
Immune system, immune response. Among the proteins identified the alpha actin
of the cardiac muscle, Actin of aortic smooth muscle, fibrinogen gamma chain
had relations with the development of cardiovascular disease. Two proteins in the
study were related to the development of Diabetes Mellitus type 2 to Antitrypsin
alpha 1 and the complement system protein C3. The alterations of these proteins
have been shown to be indicative of the potential use as early biomarkers for the

diagnosis of diseases.

Keywords: Obesity, biomarkers, blood plasma, saliva, proteome, diagnosis.
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1. Introducgéo

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, 2017a). Evidéncias apontam que na
obesidade e em suas comorbidades ha um crosstalk entre o sistema imune e o
sitema metabdlico, com os adipécitos excercendo fungdes imunologicas (KAU et
al., 2011). A obesidade influencia o aumento do infiltrado de macréfagos no
tecido adiposo branco em camundongos e humanos, criando uma inflamagé&o
local e sistémica, e assim, levando ao desenvolvimento de doengas
cardiovasculares e resisténcia a insulina (WEISBERG et al., 2003; CANCELLO
et al., 2005)

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 (WHO, 2017a). Estes numeros tém
aumentado ao longo do tempo, tendo dobrado nas ultimas 4 décadas. Este
cendrio 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 cénceres (BERG et al., 2005; YUSUF et al., 2005). Além disto, existe
evidéncia de que had uma associacdo entre obesidade e um risco maior para
periodontite em diferentes populacées (KHADER et al., 2009; KIM et al., 2013,
KONGSTAD et al., 2009; REEVES et al., 2006; SAITO et al., 2001; SAITO et al.,
2005; DALLA VECCHIA et al., 2005; CHAFFEE et al., 2010; MARTINEZ-
HERRERA et al.,, 2017). Nesse quadro, a medicina personalizada ganhou
espaco, buscando fatores fisioldgicos, ambientais e historico médico de um

individuo para utilizacdo no tratamento (DUARTE et al., 2016).

A medicina de precisdo é considerada atualmente uma das tendéncias
mais importantes da medicina, sendo um modelo que propde o0 uso de terapias
focadas no individuo. Essa tematica ndo é nova, a definicdo da tipagem
sanguinea tem sido utilizada ha anos para auxiliar no processo de transfuséo de
sangue. Entretanto, a ideia de aplicar esse modelo de forma mais ampla se

tornou possivel devido ao avanco em técnicas laboratoriais de sequenciamento
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do genoma humano, o que levou ao desenvolvendo de novos medicamentos e
ferramentas que permitem a deteccéo de biomarcadores (COLLINS & VARMUS,
2015; LANDECK et al.,, 2016). A medicina personalizada é baseada em
farmacogenética, farmacogenémica, protebmica, metabolémica,
transcriptdmica, levando em conta informac¢des individuais do paciente e fatores
ambientais (JAIN, 2016). Um desafio para a medicina personalizada de preciséo
€ o desenvolvimento de novos biomarcadores, utilizando a sensibilidade da
espectrometria de massas para identificar biomarcadores de baixa concentragéo
(DUARTE et al., 2016).

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

Quanto maior a relacdo de um biomarcador com o processo de uma
doenca, mais preciso serdo as informacdes, permitindo analisar e identificar
processos patolégicos ou monitorar o processo de uma terapia (DAVIS et al.,
2009; ONG et al., 2012; MITIDIERE et al., 2016).

O uso dos biomarcadores esté relacionado ao diagndstico, progndstico e
predicdo na medicina personalizada, através do uso de sangue, saliva, urina
dentre outros (VAN DIJK et al., 2010; WU et al., 2009; AN & GAO, 2015). Os
biomarcadores proteicos vém sendo utilizados para o estudo de diversas
doencgas, como cancer de mama, colon ou pulméo, doenca Alzheimer, doenca
Parkinson, assim como doencas cardiovasculares e periodontais, as quais sao
comorbidades relacionadas a obesidade (PINHO et al., 2014; YOSHIZAWA et
al.,, 2013; MCGHEE et al., 2014; CHAHINE et al., 2014; HUYNH & MOHAN,
2017; CHIEN et al., 2017). As técnicas de protedbmica baseada na espectrometria
de massas (MS) facilitam a descobertas de novos biomarcadores, resultando no
aumento de potenciais candidatos a biomarcadores (ZOU et al., 2013; WHITE et
al., 2014).
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O termo proteoma se refere ao conjunto de proteinas produzidas a partir
de um determinado genoma. Ao contrario do genoma, o proteoma € dinamico e
varia de acordo com o tempo, estimulo ambiental e com a condi¢édo
fisiopatolégica da célula (WILKINS et al., 1996). A prote6mica € a area de estudo
tanto das proteinas expressas por uma célula ou organismo quanto da
determinacdo da modulacdo da expressdo proteica e sua localizacdo celular
(WILKINS et al., 1996; ASLAM et al., 2017).

O crescente numero de informacdo gerada pelo sequenciamento do
genoma humano aumentou a busca pela caracterizagdo de moléculas
funcionais, tais como proteinas, uma vez que estas sdo importantes na geracao
de doencas e como alvos de acao de medicamentos. Dessa forma, o avango nos
estudos de protedmica pode contribuir significativamente para melhoria da saude
e produgcdo de novos medicamentos, contribuindo para o crescimento da

medicina personalizada (JAIN, 2016).

A identificac&o de biomarcadores associados a obesidade tem despertado
interesse no meio cientifico. Os biomarcadores podem fornecer novos
entendimentos sobre as vias fisiopatolégicas e auxiliar no monitoramento e
acompanhamento da doenca (ALEKSANDROVA et al., 2017). O aumento da
gordura visceral, subcutdnea e hepatica na obesidade influenciam no
desenvolvimento da resisténcia a insulina, aumentando o risco para a
hipertenséo, dislipidemia, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares, além de
poder possuir um papel relevante em alguns tipos de cancer (KAHN and HULL.,
2006; ALEKSANDROVA et al., 2013; ALEKSANDROVA et al., 2017). O fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) tem sido relacionado ao risco de
cancer, assim como aterosclerose e doencas cardiovasculares, apesar dos
resultados ainda ndo conclusivos (ALEKSANDROVA et al., 2014; HIGASHI et
al., 2014; JING et al., 2015; NIMPTSCH and PISCHON., 2016).

O tecido adiposo apresenta uma variedade de células imunes, variando
em abundancia e fenétipo de acordo com massa corporal, especialmente na
obesidade, estabelencendo uma relagédo entre a obesidade e o processo

inflamatério. Além das adipocinas produizidas pelos adipdécitos, as citocinas
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possuem um papelo no desequilibrio dos efeitos pré-inflamatérios e anti-
inflamatérios (ALEKSANDROVA et al., 2017).

Assim, o objetivo desse trabalho € avaliar o perfil proteico de individuos
com obesidade e sobrepesoprotebmica em comparacdo com individuos
normais, identificando possiveis biomarcadores associados a obesidade.

2. Revisao de Literatura

2.1. Obesidade

A obesidade e o0 sobrepeso sédo definidos pelo acumulo excessivo ou
anormal de gordura, representando um risco a saude (SUVAN et al., 2011).
Estas condicOes estdo relacionadas a multiplas comorbidades, como doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, doenca periodontal, hipertensao,
diabetes tipo 2 (DM2). Desta forma, os portadores apresentam uma diminuigéo
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 aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade nos paises em
desenvolvimento e desenvolvidos tem se agravado conforme o passar dos anos,
tornando-se um grave problema para a saude publica, sendo, inclusive,
considerada um dos mais graves problemas de saude do século 21 (BARNES et
al., 2007; STEVENS et al., 2012; POPKIN et al., 2012). A obesidade é uma
epidemia de proporc¢des globais, alcancando cerca de 2,8 milhdes de morte por
ano, devido ao excesso de peso ou obesidade (WHO, 2017c).

Em 2016, a estimativa era que 1,9 bilhdes de adultos, com 18 anos ou
mais, apresentavam sobrepeso, sendo 650 milhdes de adultos obesos. Naquele
ano, cerca de 39% dos adultos tinham sobrepeso e 13% eram obesos. Além
disto, em torno de 41 milhdes de criangas na faixa de 5 anos tinham sobrepeso
ou eram obesos. Entretanto, quando os dados de criancas e adolescentes, de 5
a 19 anos, sdo combinados, observa-se que mais de 340 milhdes estdo com

sobrepeso ou sédo obesos. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relata,
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ainda, que houve um aumento significativo no nimero de pessoas obesas no
mundo entre 1975 e 2016, chegando quase ao triplo de pessoas (WHO, 2017a).
Segundo a OMS, caso o quadro ndo se altere em 2025, havera cerca de 2,3
bilhdes de pessoas com sobrepeso, sendo 700 milhdes de adultos e 75 milhdes
de criancas (Figura 1) com obesidade (ABESO, 2015).

Figura 1. Prevaléncia de sobrepeso e obesidade. Em A prevaléncia de obesos
e sobrepeoso em 2014 e em B projecéo daprevaléncia de obesos e sobrepesos
em 2025.

A Prevaléncia de Obesos ¢ sobrepesos em 2014 B Prevaléncia de Obesos e sobrepesosem
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0 - 0 —
Sobrepeso Adultes Obesos  Criangas Obesas Sobrepseo Adultos Obesos  Criangas Obesas

Fonte: World Health Organization, 2017.

A constatacdo da condicdo de obesidade € realizada através do calculo
do indice de Massa Corporal (IMC), avaliando a relagéo entre o peso e a altura
elevada ao quadrado (Kg/m?). Segundo o IMC, adultos com indice menor que
18,5 estéo abaixo do peso; o 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 a 30 (Tabela 1) (WHO,
2019d).

No Brasil, segundo dados da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecao
para Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), em 2015, a taxa de
sobrepeso nos adultos atingiu 52,3%, com maior prevaléncia nos homens
(60,4%) do que nas mulheres (45,9%). A obesidade teve uma frequéncia de 17%
nos adultos, sendo mais incidente nos homens (18%) do que nas mulheres
(16,2%) (Figura 2). A pesquisa foi realizada nas 26 capitais da federagdo e no
Distrito Federal, usando como base de dados de beneficiarios de planos de
saude (VIGITEL, 2017).
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Figura 2. Incidéncia de sobrepeso e obesidade em brasileiros do sexo masculino
e feminino. Em A incidéncia de sobrepeso em adultos homens e mulheres e em

B incidéncia de obesidade em adultos homens e mulheres.

A

Incidéncia de sobrepeso E Incidéncia de obesidade

ADULTOS HOMENS MULHERES ADULTOS HOMENS MULHERES

Fonte: Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crbnicas por
Inquérito Telefénico, 2017).

Tabela 1. Classificacdo do peso em adultos segundo o IMC (WHO,2006).

Classificagao indice de Massa Corporal
Baixo peso <18,5

Peso Normal 18,5-24,9
Sobrepeso 25-29,9

Obeso Grau | 30-34,9

Obeso Grau |l 35-39,9

Obeso Grau lll > 40

Apesar de comumente utilizado, o IMC ndo consegue distinguir massa
gordurosa de massa magra, causando conflitos, pois ha uma superestimacao
em pessoas de maior massa muscular e uma falsa medida em idosos, devido a
perda de massa magra. Além disso, o IMC néo traduz como a gordura corporal
esta distribuida, sendo a distribuicdo da gordura corporal um fator de extrema
importancia na avaliacdo de sobrepeso e obesidade (ABESO, 2016). Outro
método utilizado em combinag¢do com o IMC, e que pode verificar as condi¢cdes
de saude de uma pessoa e 0 grau de risco de desenvolvimento de problemas a

saude, é a mensuracédo de Circunferéncia de Cintura (CC) e de Quadril (CQ). A
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Circunferéncia de Cintura e de Quadril sdo utilizadas para verificar o nivel de
gordura visceral. A partir destes dados, € possivel obter a relacédo cintura-quadril
(ABESO, 2016).

A obesidade é uma doenca complexa, porém comumente relacionada ao
aumento anormal de gordura no tecido adiposo (WHO, 2017a), podendo
influenciar no desenvolvimento de DM2, apneia do sono e ocasionar acidente
vascular cerebral (AVC). Esta doenca é normalmente caracterizada pelo
aumento de gordura corporal, denominado adiposidade. O aumento do tecido
adiposo tem influéncia na produgédo de adipocinas, que apresentam um papel
importante nas complicacbes cardiometabdlicas (GREENBERG & OBIN, 2006;
KANG et al., 2016).

2.1.2. Tecido Adiposo

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 adipécitos, sendo um 6rgdo metabolicamente ativo
e de grande importancia para o organismo (SANTOS & TORRENT, 2010;
SIPPEL et al., 2014).

O tecido adiposo pode ser dividido de acordo com sua localizacdo em
Tecido Adiposo Visceral (TAV) e Tecido Adiposo subcutaneo (TAS), os quais
apresentam caracteristicas metabolicas diferentes. O TAS € encontrado no
abdbémen, nas regides gluteas e femoral e em baixo da pele, produzindo
adipocinas proé-inflamatérias, como leptina e proteina estimuladora de acetilacao
(ASP). O TAV, encontrado principalmente na area abdominal, secreta maior
guantidade de adipocinas pro-inflamatérias, como: i) Fator de Necrose Tumoral-
a (TNF-a), que € uma citocina com caracteristicas pré-inflamatérias sintetizadas
por neutrdfilos, macrofagos e adipécitos, que atua em processos de apoptose,
citotoxicidade, inflamacéo, ativacdo da lipdlise e inibicAo da lipogénese; ii)
Interleucina-6 (IL-6), que é uma citocina produzida por células do sistema imune
como macrofagos e mondcitos, além de adipécitos e fibroblastos, tendo a
capacidade de induzir a producédo de Proteina C Reativa (PCR) e aumentar a

producdo de Very Low Density Lipoprotein (VLDL); e iii) Resistina, que €
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produzida por macrofagos e adipdcitos, esta relacionada com resisténcia a
insulina, realizando maior liberacéo de acido graxo e lipolise (ALANIZ et al, 2007,
KONRAD et al., 2007; GUIMARAES et al., 2007; PORTER et al., 2009; MOULIN
et al., 2009).

O tecido adiposo também pode ser divido quanto a sua classificacdo
morfofuncional em: Tecido Adiposo Branco (TAB), Tecido Adiposo Marrom
(TAM) e tecido adiposo bege (Figura 3) (PRADO et al., 2009; BOSTROM et al.,
2012).

Figura 3. Representacdo das células dos tecidos adiposos. Em A morfologia do
tecido adiposo marrom, apresentando mitocondrias, gotas lipidicas e nucleo, em
B tecido adiposo bege, apresentando mitocdndrias, gotas lipidicas e ndcleo e em
C tecido adiposo branco, apresentando mitocéndrias, gotas lipidicas e nucleo.

C -
0 0 Mitocéndria
Gotas de
lipideo
Q Nucleo
Tecido adiposomarrom  Tecido adiposo bege Tecido adiposo branco

Fonte: https://crescimentoinfoco.wordpress.com/page/20/

O TAB esta situado em varias areas do organismo, sendo considerado um
orgao heterogéneo composto de diversos tipos de células, dentre estas, células
progenitoras de adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais e varios tipos de
células imunes (SENGENES et al., 2007; SCHIPPER et al., 2012a). O TAB
apresenta a funcao de armazenar energia, protecao contra choques mecanicos
e equilibrio da temperatura corporal, além de secretar adipocinas, moléculas
bioativas responsaveis por processos fisiolégicos e metabdlicos do organismo

(ALANIZ et al., 2007). A obesidade impacta de forma complexa o TAB, levando
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a diversas alteracbes nas populaces de linfocitos e ativacdo do perfil pro-
inflamatério dos macréfagos (WENTWORTH et al., 2010; TRAVERS et al., 2015)

O TAM é encontrado tanto em recém-nascidos quanto em adultos, apesar
de sua identificacdo e relacdo com adultos serem mais recentes. Este é
localizado proximo a regido do pescoco, do torax, da supra clavicular e da
suprarrenal, e tem a capacidade de converter nutrientes em energia quimica na
forma de calor, mantendo a temperatura corporal (KAJIMURA et al., 2010;
SAITO, 2013). A manutengcdo da temperatura corporal realizada pelo TAM é
dada por uma abundancia de mitocéndrias, através de proteinas especializadas
como a termogenina ou proteina de desacoplamento 1 (UCP1) (CANNON &
NEDERGAARD, 2004). Assim como o TAB, o TAM esta presente em diversos
locais e responde a influéncias ambientais, porém, os adipdcitos marrons
presentes no periodo neonatal sdo distintos dos que estdo presentes na vida
adulta (WU et al., 2012).

O tecido adiposo bege é originado a partir do TAB, através do seu
“escurecimento”. O tecido adiposo bege tem a caracteristica de apresentar baixa
expressao basal de termogenina ou UCP1, ocorrendo o mesmo no TAB. Além
disso, o tecido adiposo bege apresenta sensibilidade especial ao hormdnio
irisina, liberado durante exercicios fisicos (HANDSCHIN & SPIEGELMAN, 2008;
BOSTROM et al., 2012).

2.1.3. Obesidade e processo inflamatorio

Regularmente era creditado ao tecido adiposo um papel Unico para o
armazenamento de energia na forma de lipideos, no entado esse tecido tembém
possui um papel endoécrino, através da liberacdo de adipocinas e citocinas
(AHIMA and LAZAR., 2008). Essas moléculas funcionam como sinalizadores,
atuando no metabolismo do musculo esquelético, figado, cérebro, pancreas e no
proprio tecido adiposo (QATANANI and LAZAR., 2007). Na década de 1990,
estudos mostraram que a obesidade € uma doenca inflamatéria, com maior
expressao do gene responsavel pela producdo da adipocina e TNF-a no tecido
no adiposo de ratos obesos em comparacdo com normais (HOTAMISLIGIL et

al.,, 1993). Novos estudos se seguiram, relacionando a obesidade com
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alteracfes nas funcdes endocrinas e metabdlicas do tecido adiposo, mostrando
um aumento na sintese de citocinas proé-inflamatérias como o TNF-a, IL-6,
Interleucina-1p (IL-1B) e outros (Figura 4) (BULLO et al., 2007; SHAH et al.,
2008).

Outra caracteristica do processo inflamatério presente na obesidade é o
crescente infiltrado de células imunoldgicas no tecido adiposo. O namero de
macrdéfagos se encontra elevado no tecido adiposo de camundongos obesos ou
alimentados com dieta rica em gordura em comparagdo com camundongos
normais, contribuindo para o aumento na expresséo de adipocinas (XU et al.,
2003; WEISBERG et al., 2003; ITO et al., 2008).

Figura 4. Influéncia do peso e restricdo caldrica na producdo de adipocinas pro
e anti-inflamatorios. Em A, a restricdo calorica eleva a producéo de adipocinas
anti-inflamatérias e diminui a producdo de adipocinas pro-inflamatorios,
ocasionado uma maior susceptibilidade a infeccdes, em B em individuos magros
hd um equilibrio na producdo de adipocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatorias, em C em individuos obesos ocorre o aumento, levando a uma

inflamacéao crénica.
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Fonte: Adaptado de Mancuso, 2016.

No tecido adiposo, o processo de ativagdo dos macroéfagos pro-
inflamatério e anti-inflamatoério (respectivamente M1 e M2), € influenciado por
fatores metabdlicos. Foi relatado que em tecidos de ratos obesos houve um
aumento na populacdo de macrofagos M1, afetando negativamente a
sensibilidade a insulina (OLEFSKY & GLASS, 2010; TATEYA et al.,, 2013;
CASTOLDI et al., 2016). Nao s6 os macréfagos, mas também as células Natural
Killers (NK) estdo aumentadas no tecido adiposo de obesos em comparacédo a
magros, podendo contribuir para o meio inflamatorio (LIU et al., 2009; OHMURA
et al., 2010; SCHIPPER et al., 2012b; WENSVEEN et al., 2015a, 2015b).

Outra caracteristica da inflamagdo, encontrada na obesidade, é sua
cronicidade. O infiltrado de células imunoldgicas e expressao de citocinas pro-
inflamatérias ocorrem gradualmente, contrastando com a resposta inflamatoria
aguda (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011). A inflamacéo observada em ratos ja
foi relatada em seres humanos. Diversos estudos descreveram processos
inflamatérios de citocinas, infiltracdo de macréfagos e aumento da atividade de
guinase no tecido adiposo de obesos em comparacdo a individuos magros
(BOEHM et al., 2007; BASHAN et al., 2007). Foi relatado que niveis séricos
elevados de mediadores inflamatoérios, como o Inibidor do Plasmogénio-1 (PAI-
1) e PCR, est&o associados com DM2 (TABAK et al., 2010; YARMOLINSKY et
al., 2016). Estudos recentes de Brahimaj e colaboradores 2017, observaram que
as proteinas S100A12 e IL-13 podem ser utilizadas como diagnéstico para pré-
diabetes e que a IL-17 apesar de ainda ter um papel incerto, pode ser usada
para o diagnostico de diabetes tipo 2.

As adipocinas sao citocinas liberadas pelo tecido adiposo, e sédo capazes
de atuar em processos fisiopatologicos e fisioldgicos, afetando o metabolismo de
lipidios e glicose, saciedade e apetite, fun¢des imunoldgicas e inflamacéo (LAGO
et al., 2007; WOZNIAK et al., 2009; LAGO et al., 2009). A atuacéo e producéo
das adipocinas sdo alteradas na obesidade, podendo levar a um estado de
hiperinflamacéo (BALISTRERI et al., 2010).
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As adipocinas apresentam uma grande diversidade, existindo mais de
cinquenta tipos, incluindo TNF-q, leptina, ASP, PCR, IL-6, resistina, termogenina,
interleucina-1 (IL-1), interleucina-8 (IL-8), adiponectina, apelina, visfatina
(BALISTERI et al., 2010; SIPPEL et al., 2014).

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, DM2, hiperlipidemia,
periodontite e hipertenséo (SAITO & SHIMAZAKI, 2007; MORITA et al., 2011).

A hiperplasia dos adipdcitos, ocasionada em condi¢des de sobrepeso e
obesidade, aumenta a quantidade de adipocinas pro-inflamatoérias, como a IL-6
e TNF-a (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. Obesidade e Doencas periodontais

Dentre as doencas infecto-inflamatorias, a doenca periodontal ganha
destaque, sendo uma das mais comuns (HUANG & GIBSON lll, 2015). As
doencas periodontais sdo doencas inflamatérias que acometem o periodonto,
denominadas gengivite e periodontite (ARMITAGE, 1999). O fator etiol6gico
destas doencas é o biofilme bacteriano dental (SOCRANSKY & HAFFAJEE,
2005).

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 que a
periodontite € caracterizada por uma inflamacéo 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, alteragcdes na mastigacdo, aumento da mobilidade dentéria e dor
(PIHLSTROM et al., 2005). A periodontite é modulada e ligada a resposta
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inflamatéria do individuo, evoluindo de uma condi¢ao de gengivite em individuos
susceptiveis (KIM et al., 2013; KAYAL, 2013).

A resposta imunolégica € um fator crucial no desenvolvimento da
periodontite (KAYAL, 2013), envolvendo moléculas sinalizadoras e células
especializadas da resposta inflamatéria (ZIA et al.,, 2011). Inicialmente, a
exposicdo a placa bacteriana gera uma lesao inflamatéria local, ativando o
sistema imune inato e liberando citocinas e outros medidores inflamatoérios
(SERRA et al., 2015).

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 irritacao e a alteracdes na
resposta do periodonto na presenca de irritacdo, 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.

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 avaliacéo,
IMC foi utilizado para mensurar a obesidade e o nivel clinicao de insercéo foi
utilizado para avaliar o status 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 aumento dos niveis plasméaticos de TNF-q,
podendo ocasionar um estado hiperinflamatorio, 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.

Alguns estudos tém sido realizados com enfoque na relacdo da
periodontite e obesidade em criangas, demonstrando um aumento no indice de
placa bacteriana e gengivite, conforme o aumento da massa corporal
(FRANCHINI et al., 2011; SFASCIOTTI et al., 2016).

Tem-se demonstrado, como descrito acima, que a obesidade esta
relacionada ao aumento na producéo de citocinas pro-inflamatérias como a TNF-

a e adipocinas como a leptina, envolvida no gasto energético, na regulacédo da
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ingestdo alimentar e funcbes neuroenddécrinas. No entanto, estes mediadores
inflamatdrios levam a aumento da inflamacé&o gengival e doencas periodontais.
Essa alteracao é influenciada pelo o aumento do tecido adiposo encontrado na
obesidade e no sobrepeso e, consequente, aumento na producgéo de adipocinas
pré-inflamatorias (SAITO et al., 2008; SCORZETTI et al., 2013; MARTINEZ-
HERRERA et al., 2017).

2.3. Obesidade e Doencas cardiovasculares

Doencas cardiovasculares sdo um conjunto complexo e multifatorial de
doencas, como AVC, hipertensédo, arteriosclerose, trombose, dentre outras.
Estas doencas levaram a Obito cerca de 17,7 milhdes de pessoas em 2015,
sendo a causa de 31% das mortes naquele ano (WHO, 2017b).

As doencas cardiovasculares estdo intimamente relacionadas a
inatividade fisica, uso de alcool, alimentacdo de baixa qualidade e fumo. No
entanto, esse quadro pode ser revertido ou, pelo menos, em parte, por mudancas
de hé&bito, por se priorizar o consumo de alimentos mais saudaveis e por
cessacao do uso de tabaco e alcool (world, 2017b).

O processo inflamatério € considerado um fator de grande importancia
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (SHRIVASTAVA et al.,
2015). A arteriosclerose é a patologia mais comum presente na doenca
coronariana. Analises sugerem que o processo de arteriosclerose é mediado por
uma inflamacao de baixo grau, através da alteracdo do endotélio das artérias
coronarianas, que esta ligado ao aumento nos niveis de citocinas pro-
inflamatérias (MADJID & WILLERSON, 2011). Dentre as citocinas proé-
inflamatérias ligadas a arteriosclerose, a PCR € a mais estudada, sendo uma
proteina de fase aguda produzida pelo figado. Os niveis elevados dessa proteina
sdo associados a obesidade, aumentando proporcionalmente com o IMC
(BULLO et al., 2003; TRAYHURN & WOOD, 2004; SCALABRO et al., 2012).

A obesidade é listada como um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (MATSUZAWA, 2006a). Como ja citado, o tecido
adiposo produz uma variedade de adipocinas, que tem a capacidade de

influenciar tecidos proximos ou distantes (NAKAMURA et al., 2014). A maior
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parte das adipocinas apresenta funcdes pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6,
atuando no estabelecimento de doencas relacionadas a obesidade (OUCHI et
al., 2016). Em oposicao, algumas adipocinas apresentam um papel protetor em
doencas cardiovasculares. Dessa forma, o desequilibrio na sintese de
adipocinas pode colaborar para o desenvolvimento de complicacdes
cardiovasculares (SHIBATA et al., 2017).

A leptina foi a primeira adipocina a ser caracterizada. Esta é regulada por
ingestao de comida, niveis de energia, hormonios e por mediadores inflamatérios
(ZHANG et al., 1994). Os niveis de leptina estdo positivamente associados com
a gordura corporal, estando sua concentracdo aumentada em pessoas obesas
e reduzidas em pessoas com peso saudavel (ENRIORI et al., 2006). Estudos
mostram que niveis elevados de leptina estdo relacionados com AVC e infarto
do miocéardio (JOHNSON et al., 2007). Além disso, devido a sua ligagdo com o
receptor de IL-6 soltvel e com PCR, dois mediadores inflamatdrios relacionados
a arteriosclerose, a leptina tem sido associada com o papel patogénico das
placas de ateromas (ZWAKA et al., 2001; SHEN et al., 2005).

Frente ao exposto, doencgas cardiovasculares sdo comuns em obesos. As
relacbes metabdlicas entre a obesidade e as doencas cardiovasculares
permitiram um maior conhecimento sobre as adipocinas. O tecido adiposo
inflamado tem efeitos particulares sobre as doencas cardiovasculares devido a
sua influéncia sobre a fisiopatologia cardiovascular. As adipocinas apresentam
um papel importante no sistema cardiovascular, ajudando na prevencao de
doencas cardiovasculares. Entretanto, observa-se que as adipocinas tém
funcdes antagonicas nas doencas cardiovasculares, como as func¢des da apelina
e visfatina (MATTU & RANDEVA, 2013). A apelina, que é secretada pelo
adipécito, pode atuar na protecdo cardiovascular, atuando como mediador de
controle cardiovascular. Ja a visfatina, que € secretada pelo TAB, sendo
secretada pelos macrofagos em infarto do miocardio e em processos
inflamataérios, contribui para inflamacéo endotelial e arteriosclerose (MATTU &
RANDEVA, 2013).

2.4.1. Biomarcadores
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Marcadores biol6gicos ou biomarcadores se referem a marcadores que
podem ser mensurados, quantificados e relacionados a alguma condicdo ou
estado biologico. O National Institutes of Health (NIH), nos Estados Unidos,
estabelece os biomarcadores como mensuragdes biologicas, podendo ser obtido
em diversos locais e fluidos, que podem ser utilizados para indicar processos
patogénicos, processos normais ou respostas a farmacos (STRIMBU & TAVEL,
2010). Os biomarcadores incluem proteinas, RNAs nédo codificantes, genes,
encontrados em diferentes fontes como tecidos e fluidos corporais (FOROUTAN,
2015)

A OMS definiu biomarcador como uma substéancia, processo ou estrutura
gue possa ser medido no organismo ou seus efeitos e prever ou influenciar o
desfecho da doenca (WHO, 2001). A definicdo de forma ampla pode ser aplicada
em uma gama de caracteristicas bioldégicas e moléculas provenientes de testes
laboratoriais e bioimagem (FDA-NHI, 2016). O grande crescimento do
conhecimento cientifico levou a descoberta de uma série de biomarcadores e
revolucionou a medicina clinica e o desenvolvimento de drogas (SIMON, 2009;
STOCKLEY, 2014)

Os biomarcadores podem ser divididos em quatro grupos, de acordo com
suas caracteristicas e variagoes: preventivo, diagnostico, prognostico e preditivo
(ZIEGLER et al.,, 2012; HE, 2015). O biomarcador preventivo auxilia na
prevencdo de uma doenca. Este tipo de biomarcador é muito utilizado na
prevencéo de cancer (HE, 2015). Por exemplo, mutagcdes no gene breast cancer
1 (BRCA 1) e breast cancer 2 (BRCA 2) tém maiores riscos para desenvolver
cancer de mama hereditario, aumentando as chances em cerca de 56 a 87%
(SRIVASTAVA et al., 2001).

Os biomarcadores diagndsticos servem como indicativos clinicos para
detectar e predeterminar a severidade de uma doenca. 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
diagnésticos sédo os anticorpos anti-peptideos citrulinados ciclicos (CCP), que
sdo usados como diagnosticos de artrite reumatoide (SOUSLOVA et al., 2013;
HE, 2015).
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Os biomarcadores prognosticos e preditivos sdo termos comumente
usados quando relacionados a projetos de ensaios para biomarcadores. Estes
estdo relacionados a tragos moleculares, celulares e genéticos de uma
populacao especifica. Os biomarcadores preditivos estéo ligados a resposta dos
farmacos, observando a resposta a tratamento especifico. Por outro lado, os
biomarcadores de diagnostico sdo usados para aferir o estado da doenca,
prevendo o possivel curso de uma doenca (BUYSE et al., 2010).

Dentre os biomarcadores de progndstico, o 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 no tratamento
especifico do cancer. O gene HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor-
type 2), por exemplo, € usado como um marcador preditivo, tendo um papel
importante na selecdo da modalidade de um tratamento para o cancer de mama
(DAVOLI et al., 2010).

O plasma sanguineo € um bom candidato para busca de biomarcadores
proteicos, pois apresenta proteinas que circulam por todo organismo, refletindo
0 metabolismo sistémico e o estado inflamatério (VAN DIJK et al., 2010).
Biomarcadores sanguineos sdo utilizados como forma de diagnostico para a
doenca de Parkinson, tendo a vantagem de ser menos invasivo, ocorrendo
diversos avancos nos ultimos anos (CHAHINE et al, 2014). Baixos niveis de
acido urico e ApoA (Apolipoprotein A) podem indicar um aumento no risco na
doenca de Parkinson. Baixos niveis plasmaticos do fator de crescimento
epidérmico podem servir como um biomarcador para avaliar aumento no risco
de comprometimentos cognitivos na doenca de Parkinson. Biomarcadores pro-
inflamatérios como PCR, molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e IL6 estéo
claramente relacionados ao infarto do miocardio (BOWRING et al., 2008). A
cistatina C, B2-microglobulina e creatina sdo biomarcadores importantes para o
risco de doencas das artérias periféricas (JOOSTEN et al., 2014).

A saliva também é um bom fluido corporal para ser explorado como
biomarcador proteico, pois é um fluido com facil acesso, ndo demandando
técnicas invasivas de coleta e, geralmente, bem aceita pelo paciente. Além disto,

€ um componente importante do sistema imune e pode ser uma fonte importante
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de biomarcadores, refletindo mudancas tanto na cavidade oral quanto na saude
geral (Wu et al., 2009).

Biomarcadores salivares podem ser utilizados para o diagnéstico e
prevencdo de doengas periodontais. O IL-1B, por exemplo, € usado como
marcador da resposta inflamatoria. Os niveis combinados de metaloproteinase
de matriz-8 (MMP-8), que degrada matriz colagena, e IL-13 aumentam o risco
de doengas periodontais em até 45 vezes (KATHARIYA & PRADEEP, 2010).
Biomarcadores salivares também podem ser utilizados para diagnosticar e
prevenir doengas cardiovasculares, tais como mieloperoxidase (MPO), que
combate infecc¢des a partir de seu papel citotoxico, PCR e interleucinas, que sao
associados a infarto do miocardio (FLORIANO et al., 2009).

2.4.2. Biomarcadores de Doencgas Cardiovasculares

As moléculas produzidas pelo tecido adiposo, as adipocinas, participam
ndo s6 do metabolismo energético, mas também de uma grande quantidade de
processos fisioldgicos e patolégicos (LAVIE et al., 2009; GONCALVES et al.,
2010). As alteracdes apresentadas na obesidade geram modificacGes
morfologicas e funcionais significativas, podendo levar a insuficiéncia cardiaca
(Figura 5) (GONCALVES et al., 2015).
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Figura 5. Adipocinas e suas influencias na protecédo e patogénese do sistema
cardiovascular.
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Fonte: Adaptado de Smekal & Vaclavik, 2017.

As proteinas actinas, alfa actina de musculo cardiaco (ACTC1) e Actina
de masculo liso adrtico (ACTA2) sdo relatadas como proteinas envolvidas em
doencas cardiovasculares (CHENG et al., 2017; BOUTILIER et al., 2017). Ambas
as proteinas foram relatas na literatura possuindo mutacdes em seus genes, com
a ACTA2 possuindo mais de 40 mutagdes (GUO et al., 2007; REGLADO et al.,
2015). As mutacOes presentes na ACTC1l sdo relacionadas com o
desenvolvimento cardiomiopatia hipertréfica e cardiomiopatia inflamatéria
cronica, enquanto a ACTA2 esta relacionada a doenca arterial coronariana,
aneurismas da aorta torécica, acidente vascular cerebral, juntamente com
doenca toracica da aorta (FRADE et al., 2013; GUO et al., 2007; CHENG et al.,
2017).
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Estudos recentes apontam que concentracdes elevadas de hemoglobina
podem aumentar o risco de doencas cardiovasculares e mortalidade (PANWAR
et al.,, 2016). No estudo de Kim e colaboradores em 2013 altos niveis de
hemoglobina foram associados com maior incidéncia de doencas
cardiovasculares, principalmente em homens. Os niveis de hemoglobina
também mostraram uma correlacdo positiva entre o nivel de IMC, glicemia de
jejum, tabagismo, pressao arterial e colesterol total (KIM et al., 2013)

As adipocinas liberadas pelo tecido adiposo tém a capacidade de penetrar
nos vasos coronarianos (YUDKIN et al., 2005). Além de atuar como uma fonte
energética, o tecido adiposo possui efeitos protetores sobre os vasos e
miocardio, através da producdo e secrecdo de vasodilatadores e adipocinas
inotropicas. Porém, com o aumento do tecido adiposo observado na obesidade,
h& um acréscimo na producédo de mediadores pro-inflamatorios (10Z2Z0O, 2011)

A leptina é uma proteina sintetizada principalmente pelas células adiposas
em proporcdo com a quantidade de massa gordurosa (ESLER et al., 1998). A
leptina regula o apetite, através de um feedback negativo, evitando o ganho de
peso (FRIEDMAN, 2000). No AVC a resisténcia a insulina pode desencadear
alteracGes vasculares ateroscleroticas (WINDHAM, 2010). Um tratamento
experimental, com o uso de leptina, foi utilizado em modelos animais, sendo
realizada a adicdo de leptina intraperitoneal que diminuiu o volume de infarto
apos a oclusao da artéria cerebral média (ZHANG et al., 2007).

A adiponectina € uma das adipocinas mais sintetizadas pelos adipdcitos,
e possui um papel fundamental na fisiologia vascular, modulando a interac&o
entre as células musculares lisas, células endoteliais, plaquetas e leucécitos.
Além disto, é importante para a homeostase vascular, protegendo de
aterogénese e lesdes vasculares (NISHIMURA et al., 2008; VAIOPOULOS et al.,
2012). Concentracfes plasmaticas de adiponectina estdo diminuidas em
pacientes obesos, assim como em pacientes com doenca arterial coronariana
(KADOWAKI & YAMAUCHI, 2005; MATSUZAWA, 2007; HOPKINS et al., 2007).

2.4.3. Biomarcadores da Doenca periodontal
A doenca periodontal € uma doenca de caracteristica inflamatéria

ocasionada pela presenca de bactérias na placa dental que conseguem superar
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as defesas imunolégicas e provocar a doenca. Na periodontite avancada, o0s
niveis séricos de IL-6, IL-18, IL-8, metaloproteinase de matriz (MMP) e TNF-a se
mostram elevados (YUCEL-LINDBERG & BAGE, 2013).

Diversos estudos relacionaram a periodontite a obesidade, a qual vem
aumentado nas ultimas décadas (DESCHNER et al., 2014). Perlstein e Bissada
(1977) demostraram, em um estudo com modelos animais, que o aumento de
peso pode influenciar na gravidade da doenca periodontal. Em 1998, Saito e
colaboradores observaram, pela primeira vez, a relagdo entre periodontite e
obesidade em seres humanos (Saito et al., 1998). O aumento do tecido adiposo
na obesidade eleva a sintese de adipocinas proé-inflamatérias e diminui a
producdo de adipocinas anti-inflamatérias (Figura 6). O desequilibrio entre as
adipocinas proé-inflamatorias e anti-inflamatodrias, observado na obesidade,
ocasiona um estado inflamatorio de baixa intensidade, porém cronico (KRYSIAK
et al., 2012)

Figura 6. AlteracBes nos niveis de adipocinas observadas em quadros de

obesidade e periodontite.
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Fonte: Adaptado de Deschner et al., 2014

A visfatina € uma proteina produzida pelo tecido adiposo e por

macréfagos, que possui a capacidade de estimulagdo de mediadores pro-
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inflamatorios (MOSCHEN et al.,, 2010). Valores elevados de visfatina foram
observados em doencas inflamatorias, como DM2, aterosclerose, cancer, artrite
e obesidade (CHANG et al., 2011). Devido ao fato dos niveis de visfatina estarem
aumentados na obesidade, estudos comecaram a correlacionar essa adipocina
com o aumento do risco de inflamacgao periodontal ou o comprometimento da
saude do periodontal de pacientes obesos. A visfatina também pode ser
encontrada no fluido gengival (FG), no qual se encontra elevada em casos de
gengivite e periodontite. No caso de avaliagdo apés o tratamento periodontal, 0s
niveis de visfatina diminuem no FG (PRADEEP et al., 2011). Dessa forma, pode
ser sugerido que a visfatina pode ser produzida no periodonto e ser regulada por
processos inflamatérios, apresentando um papel na patogénese da periodontite
(DESCHNER et al., 2014).

Ao contrario da visfatina, a adiponectina possui niveis inferiores na
obesidade, assim como na periodontite, sendo que ap0s tratamento periodontal,
seus niveis se elevam (WEYER et al., 2001). A adiponectina apresenta funcdes
metabdlicos e imunes, dentre os quais, 0 estimulo a sensibilidade & insulina e a
oxidacdo de &cidos graxos, além de seu envolvimento na diferenciacdo e
proliferacéo celular (CARBONE et al., 2012).

3. Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Analisar o perfil do proteoma do plasma e da saliva de adultos jovens com
obesidade e sobrepeso em comparacdo com individuos de peso normal, e

verificar alteracdes nas proteinas apresentadas pelos grupos de estudo.
3.2 Objetivos Especificos
- Realizar exames antropomeétricos e sanguineos na populagéo de estudo;

- Detectar proteinas distintas ou com expressao diferencial entre os proteomas

de saliva e plasma.
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- Caracterizar as proteinas presentes no plasma de adultos jovens com

obesidade e sobrepeso e comparar com individuos de peso normal;

- Analisar de forma comparativa os proteomas da saliva de adultos jovens com

peso normal, obesidade e sobrepeso
4. Material e Métodos

4.1. Casuistica

A casuistica foi constituida por individuos com sobrepeso, obesidade e
normais, que foi selecionada por um periodo de 12 meses consecutivos. Os
participantes sédo estudantes e/ ou funcionarios da Unigranrio, que aceitarem o
convite de participacdo voluntaria, respeitando-se os critérios de inclusdo e
exclusédo do estudo. Os individuos selecionados foram informados sobre os
detalhes do projeto e concordaram com a avaliagdo clinica, metabdlica e
molecular. Todos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (em
anexo). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unigranrio, sob nimero 2.160.823 (documento em anexo).

Foram incluidos 18 individuos, categorizados de acordo com o IMC em
magros ou com peso normal, com sobrepeso e obesos, constituindo, dessa

forma, 3 grupos de avaliacao.
Critérios de incluséo

Para participar do estudo, os individuos deveriam ter idade entre 18 e 35
anos, IMC 2 18,5 kg/m? e < 24,9 kg/m? para peso normal; IMC = 25 kg/m? e <
29,9 kg/m? para o grupo com sobrepeso; e IMC 2 30 kg/m? para o grupo obeso,
além de apresentarem pelo menos 20 dentes.

Critérios de exclusao

Caso o voluntario apresentasse uma das seguintes condi¢des, ndo era

incluido no estudo: presenca de intolerancia a glicose ou DM2, hipertenséo
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arterial, hepatopatia, nefropatia, endocrinopatias, neoplasias e doencas
cardiovascular, autoimune, hematoldgica, psiquiatrica e inflamatoéria intestinal.
Outros critérios de exclusdao compreenderam: gestacao e lactacdo, tabagismo,
uso de farmacos que interferem com o peso corporal, metabolismo de
carboidratos e lipidios e hipotensores. Uso de substancias ilicitas. Necessitar de
guimioprofilaxia para o atendimento odontolégico ou ter feito uso de
antimicrobianos nos ultimos seis meses. Ou ter recebido tratamento periodontal

no ultimo ano. Além disto, ndo poderiam ser alunos do curso de odontologia.

4.2. Dados anamnésicos

Foram registrados em questionario anamnésico o género, a raga, a renda

familiar, dados de saude geral e odontoldgica.

4.3. Avaliacao Clinica

4.3.1. Exame intra-oral

Os exames clinicos foram realizados por examinadores qualificados, e
incluem registros dicotomizados da presenca de biofilme dental supragengival,
sangramento gengival; sangramento a sondagem e/ ou supuracao a sondagem
e mensuracgao da profundidade de sondagem (PS) e do nivel clinico de insercao
(NCI) em mm. O exame clinico foi iniciado pelo registro de presenca de biofilme
dental, que foi realizado através da visualizacdo das superficies dentarias apos
secas com jato de ar em campo sob isolamento relativo. A seguir, é feita a
sondagem periodontal 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, a&ngulo mésio-
vestibular, angulo 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 nao foram

incluidos da avaliagéo clinica.

4.3.2 Exame antropomeétrico
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a) IMC

Os individuos foram pesados e medidos em uma mesma balanga com
estadidbmetro (balanca antropométrica mecanica, Mod. 104A, Balmak). Esta
balanca € capaz de mensurar até 300 Kg e seu estadibmetro possui régua
antropomeétrica retratil, medindo até 2 m com graduacao de 0,5 cm. Portanto, o
peso foi registrado em kg e a altura em cm. Para a realizacao destas avaliacdes,
0s participantes estavam trajando roupas leves, descal¢os, sem acessorios ou
bolsas e com os bolsos vazios. Ao subir na balanga, o individuo distribui o peso
em ambos os pés e olha para a linha do horizonte. O IMC foi calculado através

da divisao do peso (em kg) pela altura ao quadrado (em m2).

b) Circunferéncia da cintura (CC) e do quadril (CQ)

Estas afericbes foram realizadas com fita métrica metalica, graduada em
centimetros, com o paciente em pé. A CC e a CQ sao medidas, respectivamente,
no ponto meédio entre a crista iliaca e o Ultimo arco costal e na maior
circunferéncia posterior das nadegas. A relacéo cintura-quadril (RCQ) foi obtida

com a divisao da CC pela CQ.

4.4 Aferigcdo da pressao arterial

A pressao arterial (PA) foi aferida por método oscilométrico, utilizando-se
um monitor automatico da marca OMRON. Os manguitos possuem tamanho
apropriado ao brago dos participantes e os registros séo feitos com o individuo
sentado. Ap6s 5 min de repouso, sao realizadas trés medidas sequenciais, com
intervalos de 3 min, com vistas ao calculo da média dos niveis pressoéricos. Sao
descartados valores que apresentam diferencas acima de 10 mmHg na PA

sistdlica e 5 mmHg na PA diastdlica.
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4.5 Analises laboratoriais
Amostras de sangue foram coletadas apos 12 h de jejum e aliquotas de
plasma e soro foram estocadas a -20°C ou -80°C, conforme apropriado ao

método.

a) Glicemia de jejum

A glicemia de jejum foi obtida pelo método enzimatico (hexoquinase).
Neste método foram utilizados tubos sem anticoagulantes, nos quais as
amostras foram centrifugadas imediatamente ap0s a coleta. Os valores séo

expressos em mg/dl.

b) Insulina

A insulina foi determinada por ELISA (Enzo Life Sciences), e seu valores

expressos em pU/mil.

c) Indice de resisténcia a insulina

Para o estabelecimento do indice de resisténcia a insulina, foi aplicada a
formula do HOMA-IR (homeostasis model assessment — insulin resistance), em
gue a resisténcia foi determinada pelo produto da insulinemia (uU/ml) e glicemia
de jejum (mmol/l), dividido por 22,5. Esse indice possui alta correlacdo com o
clamp euglicémico/ hiperinsulinémico. A resisténcia insulinica foi definida por um
HOMA-IR = 2,71, de acordo com o observado em amostra da populacdo

brasileira de origem multiétnica.

d) Perfil lipidico

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

a) Extracdo das proteinas da saliva

A saliva foi coletada como descrito por Gongalves e colaboradores (2010),
na parte da manha e com o voluntario em jejum de 12 horas e sem consumir
nenhum liquido por um periodo de 1 hora antes da coleta. Foram utilizados dois
mL de &gua Milli-Q pelos participantes para que bochechassem por 5 min e
depois cuspissem em um pote coletor universal estéril. Em seguida, a amostra
foi homogeneizada com 1 mM de fenilmetilsulfonil fluoride (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) e 1 mM de ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA;
Sigma-Aldrich). As amostras foram mantidas em gelo e rapidamente
centrifugadas a 13.500 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo e misturado com 1 mM de Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich).

O sobrenadante da saliva foi submetido a precipitagdo com TCA 20%,
segundo SANTOS e colaboradores, 2011. As proteinas foram recuperadas pela
adicao de 300 pL de Bicarbonato de Amdnia (50mM). Todo material biolégico foi

armazenado a -80°C.

b) Extrac&o das proteinas do plasma

As amostras de sangue (5 ml) foram coletadas por via intravenosa com o
voluntario em jejum de 12 horas e armazenadas em tubos contendo EDTA com
anticoagulante. O plasma foi separado por centrifugacéo a 4.500 rpm por 10 min
a 25°C, e, apos, foi transferido para tubos de 1,5 ml e homogeneizados com 1
mM Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich), sendo preservados a -80°C até

0 processamento. As amostras de plasma foram enriquecidas por deplecédo de
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albumina, com o uso de colunas ProteoPrep Blue Albumin & IgG Depletion Kit

(Sigma-Aldrich), utilizando 50 pl de plasma.

c) Caracterizacao das proteinas

As concentracOes das proteinas de saliva e plasma foram mensuradas
com o uso do reagente de Brarford. Foi utilizado 158 pl de agua Milli-Q, junto de
40 pl de reagente Bradford e 2 yl de amostra. As reagdes foram incubadas por
5 minutos 6em uma placa de Elisa e foram quantificadas utilizando um

espectrofotdmetro com a absorvancia de 595 nm (BRADFORD, 1976).

d) Analise por espectrometria de massa (LC-ESI-MS/TOF)

Para cada amostra, o extrato total de proteinas foi analisado e
caracterizado em conjunto por espectrometria de massas (MS). Cada mistura
complexa de proteinas de saliva ou de plasma foi submetida a digestdo com
tripsina (método shotgun). Foi utilizado o protocolo do Laboratério de
Espectometria de Massas do Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio) para
a digestéo das proteinas por tripsina (CARNIELLI et.al., 2018).

As amostras foram tratadas com 8 M de ureia, seguida de reducéo
proteica com ditiotreitol (5 mM por 25 min a 56 ° C) e alquilagdo com
iodoacetamida (14 mM por 30 min a temperatura ambiente no escuro). Para a
digestédo de proteinas, a ureia foi diluida até uma concentracédo final de 1,6 M
com bicarbonato de aménio 50 mM e 1 mM de cloreto de célcio foi adicionado
as amostras para digestao com tripsina por 16 ha 37 ° C (25 ug de tripsina). A
reaccao foi extinta com acido formico a 0,4%.

Como forma de se observar as modificagdes nas concentracbes das
proteinas, foram preparados 3 pools com as amostras coletadas: normal;
sobrepeso e obeso. Cada pool contém amostras com a mesma concentragao

dos 6 voluntarios de cada grupo.
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Os peptidomas foram analisados por injecéo direta no espectrébmetro de
massas para avaliagdo comparativa dos perfis de massas dos peptideos
presentes no plasma e na saliva. A andlise por espectrometria de massa (MS)
foi realizada usando uma coluna capilar de cromotografia liquida de alto

desempenho (Nano-UPLC) de fase reversa.

As amostras de saliva foram analisadas no Sistema de Espectrometria de
Massas ESI/MALDI-QTOF, em parceria com o Laboratério de Macromoléculas
na Diretoria de Metrologia Aplicada as Ciéncias da Vida (DIMAV)-Inmetro. Para
corrida de MS, foi realizado uma primeira aplicacdo das amostras cada uma com
1 microlitro (ul). Apés a primeira aplicagdo todas as amostras foram
normalizadas. A normalizacdo é um processo que permite equiparar as
abundancias das proteinas, mesmo com as diferencas de concentracdo das
proteinas em cada amostra. O processo de normalizacdo equiparou a
concentracéo de todas as amostras com a amostra de menor concentragdo. I1Sso
nos permitiu realizar ndo s6 uma identificacdo mais fidedigna como avaliar
melhor as modificagcdes nos valores de concentracdes das proteinas de uma
amostra para outra. Apos a normalizacdo as amostras foram aplicadas 3 vezes

no espectometro.

4.7 Analise dos dados/ estatistica

A andlise dos dados foi realizada com o emprego do programa estatistico
IBM SPSS (“Statistical Package for the Social Sciences”), versao 20.0. A
frequéncia de sitios com sangramento e com biofilme, assim como a média da
PS e NCI, foram calculadas para cada paciente, e, posteriormente, para cada
um dos grupos estudados (grupos: normal, com sobrepeso e obeso). Os
parametros PS e NCI foram categorizados em niveis rasos (0 — 3 mm), médios
(4 — 6 mm) e profundos (= 7 mm), e a média de suas frequéncias calculadas para
cada paciente e nos grupos. Foram também calculadas a média de idade e a
frequéncia das racas, do sexo, e dos niveis socioecondmicos nos grupos
estudados. Diferencas significativas foram avaliadas pelos testes Kruskal-Wallis

e Qui-quadrado.
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Os dados obtidos com MS/ MS foram pesquisados no banco de dados de
proteinas humanas no UNIPROT (https://www.uniprot.org/), através da
ferramenta Progenesis (Waters), utilizada no Inmetro, e Sacffold, usada no
LNBio, para identificar e caracterizar as proteinas de cada amostra e detectar
variacfes nos proteomas. As analises qualitativas das amostras salivares foram
realizadas manualmente no programa Exccel, ja que néo era possivel fazer essa
analise on programa Progenesis. Além dessas analises foi realizado o diagrama
de venn (bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) para organizar as
proteinas identificadas.

Qualquer peptideo nao-triptico, passando do critério do filtro, foi
descartado, porque foi demonstrado que a maioria destas identificacbes de
peptideos é incorreta (Elias, et al., 2005). Finalmente, apenas as proteinas para
as quais um ou dois peptideos unicos forem identificadas foram relatadas ao final

deste estudo. O nivel de significancia foi estabelecido a 5%.

5. Resultados

5.1. Descri¢cdo da amostra

As variaveis demogréficas dos grupos peso normal (n = 6), sobrepeso (n
= 6) e obeso (n = 6) estdo apresentadas na Tabela 2. A idade média dos
participantes foi de 24 anos (+ 4,29), sendo 0 grupo obeso com uma média de
idade significantemente (p < 0,05; teste Kruskal-Wallis) maior (28 + 3,2) que os
outros grupos. A maioria dos voluntarios foi constituida de mulheres, totalizando

15 voluntarios.

Tabela 2. Dados demograficos da populacéo estudada.

Variaveis Normal Sobrepeso Obeso Todos Valor
(n=6) (n=6) (n=6) (n=18) de p*

Idade média (+ dp) 21,6 + 25+5 28+3,2 248+ <
1,6 4,2 0,057

Género (% Mulheres) 100 100 50,0 77,7 <
0,05*

Género (% Homens) 0 0 50,0 22,3 NS
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Raca%

Branca 33,3 16,7 83,3
Parda 50 66,6 0
Preta 16,6 16,7 16,6
Ocupacao (%)

Estudante 100,0 75,0 50,0
Funcionério 0 25,0 25,0
Estudante/ 0 0 25,0
Funcionario

Nivel Educacional (%)

Médio completo 50,0 100,0 25,0
Superior completo 50,0 0 75,5

44,4
38,8
16,6

78,6
14,3
7,1

57,1
42,9

NS
NS
NS

NS
NS
NS

NS
NS

*Teste do Qui-quadrado; TTeste Kruskal-Wallis; NS: N&o significante; dp: desvio-

padrao.

5.2. Dados Antropométricos

Os dados de IMC, altura, peso, circunferéncia de cintura, circunferéncia de

guadril e relacdo cintura quadril sédo apresentados na Tabela 3. Como esperado,

houve diferenca estatistica para todas as variaveis antropométricas, com

excessao da altura, entre os grupos avaliados.

Tabela 3. Dados antropométricos dos grupos estudados.

R Normal Sobrepeso  Obeso Total Valor
Parametros
(n =6) (n =6) (n =6) (n =18) de p*
<
IMC (Kg/m?) 21,4+25 274+026 356+31 281%6,3
0,001
Altura (m) 161+103 16+£10 1,677 1,62+ 9 NS
97,8 +
Peso (Kg) 556+83 683%123 146 74,1+21 0,002
CC (cm) 694+81 80,1+52 101+6,7 83,6 +13 <0,001
114,1 +
CQ (cm) 90,3+6,1 995+3,0 101,8 £ 11,5 <0,001

7,7




48

RCQ 0,75+0,04 080+0,04 089+01 081+0,1 <0,008

*Teste Kruskal-Wallis; NS: N&o significante; CC: circunferéncia de cintura; CQ:

circunferéncia de quadril; RCQ: relagéo cintura-quadril.

5.3. Diagnostico periodontal

Os dados da avaliacdo periodontal estdo apresentados na Tabela 4. Os
dados clinicos médios dos grupos nao diferiram significativamente. Os
porcentuais de calculo dental variam entre mais ou menos 4,8% e 8,2%,
enguanto os de biofilme dental variam entre 10,9% e 16,4%. Os porcentuais de
sangramento gengival demonstraram uma tendéncia a ser menor em individuos
do grupo peso normal, de valor intermediario no grupo sobrepeso e maior no
grupo obeso. O mesmo pode ser observado para 0 sangramento a sondagem,
para o qual os valores dos grupos normal e sobrepeso foram relativamente
menores do que no grupo obeso. Nenhum participante apresentou supuracao a
sondagem (dado ndo mostrado).

A Figura 7 apresenta a distribuicdo do diagnéstico periodontal de acordo
com o0s grupos avaliados. Ao todo, 33,3% dos voluntarios apresentaram

gengivite.

Tabela 4. Dados clinicos periodontais da populacdo estudada de acordo com o

grupo.

Variaveis Normal Sobrepeso Obeso Valor
(n =6) (n =6) (n =6) de p*

Calculo dental (%) 7,7+5,4 48+4,1 8277 NS

Biofilme (%) 10,9+9,8 16,4+159 145+151 NS

Sangramento gengival 13,2+149 21,8+20,2 45,1+36,1 NS
(%)

Sangramento a 20,1+115 21,3+18,3 35,7%30,2 NS
sondagem (%)

Média PS (mm) 20 2,3+0,8 2,3+0,5 NS
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Média NCI (mm) 2+0 2,5%0,5 2,305 NS

*Teste Kruskal-Wallis. NS: n&o significante

Figura 7. Diagnéstico periodontal de acordo com os grupos do estudados.

Normal = Sobrepeso =6 Obeso =

E Saudavel mGengivite

5.4 Dados sanguineos

As amostras sanguineas foram utilizadas para a realizacdo da
identificacdo das proteinas e para a avaliacdo da saude dos participantes Tabela
5. Os valores de de presséo sistolica e diastolica foram significativos entre os
grupos. Os demais valores apresentados como LDL e HDL ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos, esse resultado possivelmente esta
relacionado a diferenca dos parametros entre os voluntéarios de cada grupo,
aumentando o desvio padrdo e diminuindo a diferenca significativa entre os

grupos.

Tabela 5. Dados do exame sanguineo e pressao arterial dos grupos estudados
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Grupos

Variaveis Valor de P

Normal Sobrepeso Obeso
Colesterol 159+21,1 177,8+35,2 187,1+40 NS
Total mg/dl
HDL mg/dl 50+119 538+10,7 46,5%6,3 NS
Triglicerideos 79,6 + 26,4 121,5+85,7 105,5+ 65,4 NS
mg/dl
LDL mg/dl 84+11,8 99,7+30 1195+ 34,7 NS
Glicose mg/dl 91,6 +13,9 86,155 92+4,8 NS
Insulina 9,2+4,1 10,2+ 3,6 11,2+8,3 NS
mcUl/ml
HOMAIR 21+11 2,1+0,7 26+21 NS
Presséo
Sistélica 100,8+54 1148+115 125+7,2 0,004
mmHg
Presséo
Disastélica 648+57 748171 81,3+45 0,004
mmHg

5.5. Identificacdo das proteinas

Foram identificados um total de 65 proteinas salivares e 29 plasmaticas,
das quais 7 proteinas sdo comuns aos dois fluidos (Figura 8), 58 exclusivamente
identificadas na saliva e 22 no plasma. Dentre as proteinas comuns, estdo as

proteinas: hemoglobina subunidade alfa e beta; serotransferrina; albumina;
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Imunoglobulina pesada constante gama 2, imunoglobulina lambda constante 2 e

Imunoglobulina pesada constante alfa 1.

Figura 8. Proteinas salivares e plasmaticas identificadas na espectrometria de

massas.

Saliva

Plasma

A partir da identificacdo das proteinas, foram realizadas comparacdes
manuais entre 0s grupos para observar as mudancas qualitativas entre os dados
proteicos. Das 65 proteinas salivares encontradas, 52 eram comuns aos trés
grupos de estudo (Figura 9). Interessantemente, 3 proteinas foram
exclusivamente encontradas em obesos - Proteina semelhante a beta-actina 2;
hemoglobina subunidade beta; hemoglobina subunidade alfa; 4 em sobrepeso -
Calicreina-1; POTE membro da familia de dominio ankyrin E; Membro da familia
do dominio ankyrin POTE I; POTE ankyrin membro da familia de dominio F; e 6
compartilhadas entre o grupo dos obesos e sobrepesos, actina de musculo liso
aortico, actina de musculo cardiaco alfa 1, actina de musculo liso gama-entérico,
proteina 1 rica em prolina salivar basica, membro 1 da familia B com dobra BPI

e membro 2 da familia A com dobra BPI
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Figura 9. Distribuicdo quantitativa das proteinas identificadas de acordo com o

grupo.

obrepeso

Na Tabela 6 estdo apresentadas as proteinas salivares identificadas. A
superexpressao e subexpressédo das proteinas foram avaliadas na comparacao
entre os grupos, dois a dois, com o uso dos programas de andlise de dados de
MS. As comparacdes realizadas foram: normal vs sobrepeso; normal vs obeso
e sobrepeso vs obeso.

A maior parte das proteinas identificadas sao relacionadas com resposta
imune ou com outras fungbes nao relacionadas ao sistema imune. Algumas
proteinas apresentaram diferente expressdo em comparagdo ao grupo Normal,
tais como Lipocalina-1 e a Zinco-alfa-2-glicoproteina. Como exemplo, a proteina
de transporte 1 semelhante a TOM1 estava significativamente superexpressa no
grupo Sobrepeso e Obeso em relagdo ao grupo Normal, sendo a abundancia
relativa dessa proteina em obesos significativamente maior que no grupo
sobrepeso. Além disso, houve proteinas exclusivas do grupo Sobrepeso e
Obeso, como Membro 1 da familia B com dobra BPI e Membro 2 da familia A

com dobra BPI.
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Tabela 6. Proteinas salivares identificadas e apresentadas de acordo com superexpressao (1) ou subexpressao (]) ha comparacao

entre 0s grupos.

Acesso Proteina Sobrepeso Valordep Obeso/ Valor de p Obeso/ Valor de p
/Normal Normal Sobrepeso

Transporte

P31025 Lipocalina-1 NS NS 1,381 4,00E-03 1,23] 4,00E-03

P25311 Zinco-alfa-2-glicoproteina ™M,15 1,00E-03 NS NS NS NS

P02787 Serotransferrina 11,29 1,00E-03 1,23] 1,00E-03 NS NS

075674 Proteina 1 semelhante a TOM1 11,68 3,00E-03 2,271 6,00E-04 1,357 1,00E-03

P23280 Anidrase carbdnica 6 1,43 2,00E-04 1,507 6,00E-04 1,057 0.02

Respostaimune

P01857 Imunoglobulina cadeia pesada ™,27 0.01 NS NS 1,38 3,00E-04
gamal

PODOY- Imunoglobulina cadeia lambda 2 11,58 2,00E-05 1,107 0.01 1,43] 8,00E-06

2

P02788 Lactotransferrina ™M,17 0.03 1,23] 0.01 1,43] 2,00E-05

Q8TAX  Mucina-7 11,42 1,00E-03 NS NS 1,341 4,00E-03

7
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P22079
Q8N4F0

P05109
P06702

P61626

P04083
P02808
P01876

P01877

P04406

P59665

Q9UGM

3
Q8TDL5

Lactoperoxidase

Membro 2 da familia B com dobra
BPI

Proteina S100-A8

Proteina S100-A9

Lisozima C

Anexina Al

Staterina

Imunoglobulina cadeia pesada alfa
1

Imunoglobulina cadeia pesada alfa
2

Desidrogenase de gliceraldeido-3-
fosfato

Defensina de Neutrofilo 1

Proteina apagada em tumores
cerebrais malignos 1

Membro 1 da familia B com dobra
BPI

11,37
11,48

NS
NS

11,41

11,79
11,87
11,74
11,83

11,34

11,48
NS

SO

2,00E-03
5,00E-04

NS
NS

2,00E-03

2,00E-05
2,00E-03
4,00E-07
2,00E-05

2,00E-03

1,60E-02
NS

1,531
1,771

1,09]
1,20

2.871

1,021
2,71|
NS
1,191

1,38]

11,43
11,28

OB

8,00E-04
4,00E-04

0.04
0.01

5,00E-05

NS

5,00E-03

NS

5,00E-03

3,00E-04

2,10E-03
1,30E-02

1,111
1,201

NS
1,26]

2,051

1,75]
1,451
1,74]
1,53]

1,03]

12,12
NS

SO/OB

1,00E-03
8,00E-03

NS
1,00E-04

6,00E-05

1,00E-09

NS

3,00E-05

5,00E-05

NS

2,80E-03
NS

NS
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Q96DR
5

P01591
BO9A064

P01859

P15515

Glicolise
P06733

Membro 2 da familia A com dobra
BPI

Imunoglobulina cadeia J

Polipeptidio 5 semelhante a
imunoglobulina lambda
Imunoglobulina cadeia pesada
gama 2

Histatina-1

Alfa enolase

Processo metabdlico

P02768

Albumina sérica

Processo metabélico de carboidratos

P04745
P19961

Alfa amilase 1

Alfa amilase 2B

Protease inhibitor

P01036
P01037
P01034
P28325

Cistatina-S
Cistatina-SN
Cistatina-C
Cistatina-D

SO

11,27
11,71

11,76

11,70

11,36

11,16

12,06
11,39

11,37
11,68
11,63
12,86

2,00E-04
7,00E-06

4,00E-04

6,00E-04

1,00E-04

1,00E-03

3,00E-07
2,00E-03

2,00E-03
1,00E-04
2,00E-03
1,00E-04

OB

NS
1,067

1,63

2,071

2,13|

1,201

1,341
1,681

1,32
NS
1,631
2,711

NS
0.03

3,00E-04

4,00E-03

4,00E-06

1,00E-03

8,00E-03
5,00E-04

8,00E-03
NS

1,00E-03

2,00E-04

SO/OB

1,28]
1,61]

2,86

NS

1,57]

NS

2,761
2,331

1,81}

1,68

1,004
NS

3,00E-05
1,00E-06

1,00E-04

NS

3,00E-05

NS

7,00E-05
5,00E-06

1,00E-04

1,00E-04
NS
NS
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P09228

Castatina-AS

Desconhecido

P02814

P02812

AG6NCC
3

P78358
P06870
P04280

Q562R1

Proteina 3B regulada  por
androgénio da glandula submaxilar
Proteina 2 rica em prolina salivar
basica

Membro 80 da subfamilia A da
Golgina

Antigeno 1 de cancer/testiculo
Calicreina -1

Proteina 1 rica em prolina salivar
béasica

Proteina 2 semelhante a beta-

actina

Denagrulacdo deneutroéfilo

P68871
P01833

P69905
Outros

Hemoglobina subunidade beta
Receptor polimérico de
imunoglobulina

Hemoglobina subunidade alfa

11,14

NS

129,37

11,90

11,30

SO
SO

11,66

0.01

NS

1,00E-05

4,00E-05

4,00E-03

2,00E-05

1,65]

NS

16,611

1,441

1,94]

OB

OB

OB

1,181

OB

3,00E-04

NS

4,00E-05

5,00E-04

4,00E-04

0.01

1,88]

1,111

1,77]

1,32]

1,49]

SO

SO/O0B

OB

OB

1,40]

OB

8,00E-05

0.02

1,00E-05

1,00E-03

1,00E-03

3,00E-04
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P82970

Q6S8J3

POCG3
8
A5A3EOQ

P62736
P68032
P63267

P63261
Q9HCS8
4
P0O7737
Q96DA
0

Proteina 5 contendo dominio de
ligagdo ao nucleossomo do grupo
de alta mobilidade

Membro E da familia de dominio
POTE ankirina

Membro | da familia de dominio
POTE ankirina

Membro F da familia de dominio
POTE ankirina

Actina de musculo liso aértico
Actina de musculo cardiaco alfa 1
Actina de musculo liso gama-
entérico

Actina__ citoplasmaética 2

Mucina 5B

Profilin-1
Proteina 16 granular de Zimogen

homologa B

11,24

SO
SO
SO
SO
SO

SO

11,17
11,83

NS
NS

0.03

0.01
1,40E-02

NS
NS

NS

OB
OB
OB

NS
NS

NS
NS

NS

NS
NS

NS
NS

1,25]

SO

SO

SO
SO-0OB
SO-OB

SO-OB

1,20]
11,64

1,44]
1,441

0.03

0.01
2,00E-02

4,00E-04
4,00E-05
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Q5VSP
4
Q8WXA
9
P18615
Q6P5S2
Q9BUR
4
Q14508

P54725

P0O7098

Proteina 1 tipo lipocalina 1, putativa

Proteina 1 reguladora de splicing
rica em glutamina/lisina

Fator de alongamento negativo E
Homodlogo de Proteina LEG1
Proteina 1 do corpo da telomerase
cajal

Proteina 2 do dominio central de
guatro dissulfuretos WAP

Proteina de reparo por excisdo UV
RAD23, homdlogo A

Triacilglicerol gastrico lipase

NS

NS

11,37

12,45

11,37

11,10

19,57

11,57

NS

NS

1,00E-03

9,00E-05

1,00E-04

0.03

1,00E-05

1,00E-04

1,461

NS

1,061

2,361

1,43]

1,59]

4,621

2,321

7.09e-003

NS

NS

8,00E-04

1,00E-04

4,00E-04

4,00E-05

4,00E-04

1,451

1,12]

1,30]

1,04]

1,04]

1,45]

2,07]

1,481

6,00E-03

0.02

0.03

NS

NS

7,00E-04

1,00E-05

6,00E-03

Legenda: NS: ndo significante; - : proteinas exclusivas onde ndo houve comparacdo NO: normal; SO: sobrepeso; OB: obeso; (1):

hiperexpressao; (|): hipoexpressao.
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No plasma, foram identificadas 29 proteinas. Dessas, 21 foram
encontradas em todos os grupos (Figura 10). Entre os grupos normal e obesos,
somente 1 proteina foi compartilhada, enquanto que Normal com Sobrepeso,
foram 2 proteinas. Os grupos Sobrepeso e Obeso compartilharam 3 proteinas.

O grupo Sobrepeso ainda apresentou 2 proteinas exclusivas.

Figura 10. Distribuicdo das proteinas plasmaticas de acordo com 0s grupos
estudados.

Normal Sobrepeso

Na Tabela 7 estdo apresentadas as proteinas plasmaticas identificadas.
As mesmas comparacgOes foram realizadas, assim como com as identificacdes
de saliva, para deteccao de quais proteinas foram quantificadas como mais ou
menos abundantes em cada condig&o.

A proteina de transporte Serotransferrina esta relacionada ao risco de
doenca cardiaca reuméatica e apresentou uma abundancia significativamente
maior no grupo Sobrepeso e Obeso, comparados ao grupo Normal. Essa mesma
proteina também estava significativamente superexpressa no grupo Obeso na

comparac&o com grupo Sobrepeso.
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Tabela 7. Proteinas plasmaticas identificadas e apresentadas de acordo com hiperexpressdo (1) ou hipoexpressdo (|) na

comparacao entre 0s grupos.

Acesso Proteina Normal vs Valor de p Normal vs Valordep Sobrepesovs Valordep
sobrepeso obeso obeso

Transporte

P02787 Serotransferrina 11,3 7,00E-03 11,47 1,60E-03 11,13 1,60E-02

Metabolic process

P02768 Albumina sérica NS NS 12,24 5,00E-04 121 4,00E-04

Immune response

P01876 Imunoglobulina pesada

11.39 1,00E-02 11,73 4,00E-03 NS NS
constante alfa 1
P01834 imunoglobulina
11,75 1,00E-04 12,32 1,00E-02 NS NS
constante kappa
PODOY2 Imunoglobulina
11,4 4,00E-03 11,55 5,00E-04 NS NS
constante lambda de 2
P01024 Complemento C 3 15,33 1,00E-04 11,95 3,00E-02 12,73 1,00E-04
P02671 Cadeia alfa de
o _ 12,9 1,00E-02 NS NS 12,81 1,00E-02
fibrinogénio
P01860 Imunoglobulina pesada
NS NS 11,96 2,00E-03 NS NS

constante gama 3
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P01859

POCOLS5
P02679

P04196

P01871

Imunoglobulina pesada
constante gama 2
Complemento C4-B
Cadeia gama de
fibrinogénio
Glicoproteina rica em
histidina
Imunoglobulina pesada

constante um

Migracéao de células endoteliais de

vasos sanguineos

P02647

Apolipoproteina A-l

Resposta de fase aguda

P01009

Alfa-1-antitripsina

Resposta inflamatoria aguda

P02652
Outro
P04217

Apolipoproteina A-lI

Glicoproteina alfa 1 B

Processo metabdlico de vitamina

D

NS
13,63

113,1

NS

NS

12

NS

11,44

11,5

NS

1,00E-02

6,00E-04

NS

NS

1,00E-03

NS

3,00E-02

1,00E-02

11,44
NS

11,95

NS

14,7

NS

11,86

11,81

11,96

1,60E-02

NS

2,00E-03

NS

1,00E-02

NS

6,00E-04

1,00E-02

1,00E-02

NS NS
NS NS
125,52 2,00E-04
16,76 4,00E-03
16,76 4,00E-03
12 1,00E-04
12,24 2,00E-03
12,6 4,00E-04
NS NS
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P02774 Proteina de ligacdo a
vitamina D

Coagulacédo sanguinea

P01023 Alfa 2 macroglobulina

Processo metabdlico de proteina

celular

P00450 Ceruloplasmina

Denagrulacéo de neutréfilos

P02766 Transtiretina

Coagulacao sanguinea

P68871 Hemoglobina
subunidade beta

Regulacdo positiva de morte

celular

P69905 Hemoglobina
subunidade alpha

Regulacdo negativa do processo

apoptotico de células musculares

lisas

NS

11,75

SO

NS

SO

NS

NS

1,00E-04

NS

NS

NS

12,86

NS

OB

NS

NS

1,00E-04

NS

NS

12,52

11,63

SO

11,45

13,08

12,75

8,00E-03

8,00E-04

3,00E-02

1,00E-03

2,00E-03
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P02749 Beta-2-glicoproteina 1

Processo metabolico de

triglicérides

P02656 Apolipoproteina C-llI

Resposta inflamatoria

P02763 Glicoproteina acida alfa
1

Desenvolvimento do tecido

muscular cardiaco

P02753 Proteina de ligacdo ao
retinol

Degranulacao de plaquetas

P0O1011 Alfa-1-antichimotripsina

Contracdo do musculo liso da

artéria

P01019 Angiotensinogénio

Legenda: NS: nao significante; -: proteinas exclusivas onde ndo houve comparag¢do NO: normal; SO

hiperexpressao; (|): hipoexpressao.

NO

NS

SO

NS

SO

SO

NS

NS

1,4

NO

OB

NO

OB

5,00E-03

OB

SO

16,84

SO

14,14

SO

4,00E-03

4,00E-02

: sobrepeso; OB: obeso; (1):
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6. Discussao

Os dados clinicos foram avaliados, auxiliando na definicdo dos critérios de
exclusdo. Os dados periodontais serviram para avaliar a saude ou doenca dos
voluntarios, observando a presenca de voluntarios com gengivite ou saudaveis.
Outra observacao realizada foi a presenca de de dois voluntarios que
apresentavam sindrome metabdlica (dados ndo apresentados) que seréo
estudados em trabalhos futuros.

A analise protebmica de saliva e plasma sanguineo sao ferramentas
eficientes para investigacao das variagées na expressao e secrecdo de proteinas
pelo organismo, em resposta a condicdo fisio-patolégica. Neste estudo, foi
possivel detectar uma variedade de fatores proteicos envolvidos com diversas
funcbes bioldgicas, como resposta imune, transporte, degranulacéo do neutrofilo
€ outros processos metabdlicos.

Algumas modificacbes na metodologia foram imperativas para o
aprimoramento das analises. Foi necessario o ajuste do protocolo de coleta de
saliva, comparado a Golcalves et al, 2010. Observamos que o bochechar com 2
ml de 4gua Milli-Q por 5 minutos proporcionava maior eficiéncia na extracao de
proteinas, gerando um aumento na concentracdo proteica obtida ao final do
protocolo. Outra alteracdo necesséria foi na deplecdo de albumina. Inicialmente
usavamos 100 pl de plasma no kit de deplecéo de albumina, como recomendado
pelo fabricante, o que proporcionou a identificacdo de apenas 4 proteinas
diferentes. Seguimos entdo com subsequebtes volumes menores de amostra (75
e 50 uls), sendo que o volume de 50 pl de amostra depletada foi 0 mais promissor
na identificacdo de maior variedade de proteinas ao final da analise.

Os ensaios de Espectrometria de Massas foram realizados em dois sistemas
diferentes: no INMETRO o Synapt ESI/MALDI-QTOF (WATERS) foi utilizado
para analise das proteinas de saliva, e no LNBIO, o Espectrometro Q-TOF
Premier (WATERS) a foi aplicado nas caracterizacbes das amostras de
proteinas do plasma. Com isso, na etapa de identificacdo a partir dos dados de
MS, foram utilizados dois programas diferentes, com diferentes ferramentas e
testes estatisticos, devido as caracteristicas de cada programa. O programa
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Progenesis (Waters), presente na Plataforma de MS do INMETRO, usa o teste
ANOVA para avaliacdo das diferencas entre os valores de abundancia das
proteinas identificadas. O programa Scaffold, do LNBIO, usa o teste T para
validar estatisticamente as diferencas.

As proteinas salivares e plasméaticas apresentadas na discussdo sao
proteinas exclusivas ou com uma significativa modificacdo, sendo as melhores
para representar as duas amostras estudadas. O numero de proteinas
relacionadas a doenca periodontal foi pequeno devido a mesma quantidade de
voluntarios com gengivite em cada grupo de IMC. Posteriormente serao
realizadas comparacdes entre os grupos de doentes e saudaveis dentro de cada

grupo de IMC.

6.1. Proteinas salivares

A saliva possui diversas fungdes, que incluem lubrificacdo, defesa contra
bactérias e digestéo inicial de alimentos. Além disto, vem sendo usada como
fonte de biomarcadores inflamatorios relacionados a doencgas bucais e doencas
sistémicas. Neste contexto, ja foi demonstrado que na saliva é possivel a
identificacdo de proteinas relacionadas a doencas cardiovasculares, e a

diferentes tipos de cancer, como o de mama e o oral (LEE, 2009).

A possibilidade de uso da saliva como uma fonte de diagndstico precoce
de doencas, estimulou o presente estudo a buscar por indicacdes de que as
proteinas salivares fossem semelhantes aquelas encontradas no plasma nos
mesmos individuos. De acordo com os resultados, foram detectadas 7 proteinas
nos dois fluidos biolégicos de todos os individuos.

Nas andlises comparativas, observou-se um grupo de proteinas
exclusivas e especificas para cada condicao fisio-patolégica. Além disso, dentre
as que eram comuns a todas as condi¢cdes, muitas apresentaram variacdes
expressivas e significativas nas concentracdes, destas a maioria ja foi descrita

como relacionada a resposta imune, outras fungdes e transporte.
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6.1.1. Actinas

No presente estudo, a proteina Actina de musculo liso aortico (ACTA2 -
actin aortic smooth muscle) foi obsevada apenas nas amostras de saliva de
individuos com sobrepeso e obesos, ndo sendo detectada no grupo Normal.
Essa alteragdo pode indicar uma possivel relagdo entre a superexpressao de
ACTA2 e o aumento do IMC. Esta proteina encontra-se na célula muscular lisa,
representando 40% da proteina total dessa célula (LU et al., 2015). Mais de 40
mutacdes ja foram observadas no gene ACTA2, sendo responsaveis por cerca
de 15% dos aneurimas diagnosticados (REGALADO et al., 2015). Foi
demonstrado, em estudos anteriores, que a proteina ACTA2 estava relacionada
com doencas cardiovasculares devido as mutacdes encontradas no seu gene
(GUO et al., 2007; CHEN et al., 2017). Entretanto, o aumento da proteina ainda
nao foi relacionado com doencas cardiovasculares. Assim, apesar de ter sido
demonstrado que hé influéncia do IMC sobre a concentracdo dessa proteina,
ainda permanece sem esclarecimento se a hiperegulacédo da proteina também
pode influenciar no risco de doencas cardiovasculares como ja foi observado em

mutacdes do gene ACTA2.

A alfa actina de mdusculo cardiaco (ACTC1) também foi observada
somente nos grupos Obesos e Sobrepeso. ACTC1 é a isoforma de a-actina
estriada mais numerosa em cora¢gfes maduros e dominate no musculo
esquelético fetal. A ACTC1 desempenha um papel importante na regulacéo do
movimento e na forma da célula (OLSON et al., 2000; MATSSON et al., 2008;
ILKOVSKI et al., 2005). Em bebes, ap6s o nascimento, a proteina ACTC1 no
musculo esquelético tem sua expressao diminuida a niveis insignificantes,
porém pode ser expressa em musculo esquelético maduro doente, como em
distrofia muscular e em miofibras em regeneracdo (ROLAND et al., 2006;
SENNIS et al., 2008).

Mutacdes na proteina ACTC1 tem sido relacionadas com o
desenvolvimento de cadiomiopatia hipertrofia (CMH). Até o momento foram

descobertas 12 mutaces em pacientes com CMH. CHM € um grupo de doencas
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relacionado a hipertofria do miocardio, apresentando fendtipos variaveis
(SEMSARIAM et al., 2015; BAXI et al., 2016).

No estudo de Augiéere et al., 2015, foi relatado que uma mutacéo no gene
ACTCL1 resultou em defeitos cardiacos cogénitos, além de arritimia. Em um outro
estudo (YOSHIDA et al., 2016), sugere-se que uma mutacdo na proteina em
questdo pode levar a uma arritimia potencialmente fatal. Diferentemente dos
estudos citados, no presente ndo foram estudadas mutacdes e, sim, a deteccao
das proteinas em saliva e plasma. Desta forma, estudos mais aprofundados séao
necessarios para entender se o aumento dessa proteina esta associado aos

fendtipos estudados neste trabalho.

Assim como as outras actinas, a Actina de muasculo liso gama entérico
(ACTG2) também so foi identificada nos grupos Sobrepeso e Obeso. Duas
actinas de musculo liso foram descritas, a aSMA, que é codificada pelo gene
ACTAZ2, e yYSMA, codificada pelo gene ACTG2. Estudos descreveram a aSMA
como predominante no musculo liso respiratério e vascular, enquanto que a
YySMA ¢é predominante nas células musculares lisas dos tratos urogenital e
gastrointestinal. Devido a seu padrao de expressao, aSMA e ySMA também sao

conhecidas como actinas a-vasculares e y-entéricas (ARNOLDI et al., 2013).

No estudo de Benzoubir et al., 2015, foi observado a relacéo da transicéao
epitélio-mesenquimal (TEM) com os niveis de ACTG2. Naquele estudo, o
carcinoma hepatocelular foi estudado, sendo as células tratadas com TGF-j3,
uma citocina inibidora de tumor, e tendo a expressao de ACTG2 nao identificada.
Na etapa in vitro, a ACTG2 foi identificada como um marcador para TEM. Além
disso, foi observado que a ACTG2 esta relacionada com a agressividade de
carcinoma hepatocelular e identificacéo deste cancer.

6.1.1.1 Proteina semelhante a beta-actina 2 (ACTBL?2)

A proteina beta actina (ACTBL2) é considerada uma proteina tem sido
usada como referécia na quantificacdo de sua expressdo em tumores. A ACTBL2

estd relacionada a uma variedade de canceres, estando desregulado na
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leucemia e cancer de ovario (GUO et al., 2013). Nos presentes resultados, a
proteina ACTBL2 s0O foi observada no grupo Obeso, ndo sendo possivel a
identificacdo nos demais grupos. No trabalho Ghazanfar et al., 2017, os autores
relacionaram ACTBL2 com cancer colorretal, que € a terceira forma mais letal de
cancer (SIEGEL et al.,, 2015). Naquele estudo, a ACBL2 foi encontrada em
grande abundancia em amostras de tumores colorretais, tanto por analise
protedmica quanto histoquimica, indicando a possbilidade de ser usada como

um potencial biomarcador associado a este tipo de cancer.

6.1.2. Proteinas da familia BPIF

As proteinas da familia BPIF s&o localizadas em maior concentragdo em
locais onde a defesa inata é importante, por exemplo, em brénquios, traqueia,
passagens aéreas, e nas glandulas salivares. Na cavidade bucal, sdo produzidas
pelas glandulas parotidas, sendo especificas desse local em mamiferos,
incluindo os humanos. Tem pouca ou nenhuma expressao basal detectada em
outros tecidos ou érgaos, como os rins (BINGLE & CRAVEN, 2002). Esta familia
de proteinas esta relacionada com a neutralizacdo da atividade de LPS de
bactérias gram-negativas, destruindo a membrana celular e levando a lise da

célula.

No presente estudo, a proteina BPIFB1 (BPI fold-containing family B
member 1) foi identificada exclusivamente nos grupos Obeso e Sobrepeso,
enquanto a proteina BPIFB2 (BPI fold-containing family B member 2) foi
detectada como mais abundante nos em obesos e sobrepeso, em relacdo a
individuos de IMC normal. Apesar da proteina BPIFB2 ser pouco estudada como
biomarcador, a sua proximidade com a BPIFB1 é um fator que deve ser levado
em consideracdo como um possivel biomarcador. Essas proteinas estédo
ausentes em regifes alveolares saudaveis, além de exibir expresséao limitada
nas vias aéreas saudaveis (BINGLE et al., 2010; BINGLE et al., 2012). As
proteinas da familia BPIF tém sido relacionadas com doencgas pulmonares
cronicas, como fibrose cistica (FC), uma doenca hereditaria, relacionada ao
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acumulo de muco, que pode danificar variados 6rgdos do corpo (BINGLE et al.,
2012; NHI, 2018).

No estudo de Scheetz et al., 2004, foi observado aumento de BPIFB1 em
células epiteliais de pacientes com FC. No estudo de Bingle et al., 2012, foi
demonstrado que a proteina BPIFB1 esta elevada em pacientes FC, assim como
no modelo de murino usado no trabalho. Para os autores ainda néo esta claro
se 0 aumento da proteina esta relacionado com o desenvolvimento da doenca,
porém existe a possibilidade de que o aumento estaria respondendo a um

remodalemanto epitelial ocorrido na doencga.

A proteina BPIFB1 também se encontrou elevada na doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), que € um conjunto de doencas que ocasionam o fluxo
restrito de ar e perda progressiva da funcéo pulmonar. A DPOC apresenta uma
resposta inflamatoria excessiva, com producdo de muco, que pode ocasionar
bronquite crdénica e enfisema (VESTBO et al., 2013; VOGELMEIER, et al., 2017).
Nos estudos de Fernandez-Blanco et al., 2018, e De Smet et al., 2018, foi
observado que BPIFB1 estava aumentada em pacientes com DPOC em
comparacdo com pacientes saudaveis. Em 2018, Fernandez-Blanco e
colaboradores verificaram que os niveis de BPIFB1 esta inversamente
relacionado com a capacidade respiratéria, além de ter correlagdo com a
gravidade da doenca. No estudo de De Smet et al., 2018, o mRNA e a proteina
BPIFB1 se mostraram elevados em pacientes com DPOC e, assim como
Fernandez-Blanco e colaboradores, também observaram que a proteina esta

inversamente correlacionada com a funcao pulmonar.

Nos achados descritos aqui, a proteina BPI fold-containing family A
member 2 (BPIFA2) também se mostrou presente somente nos grupos
Sobrepeso e Obeso. No estudo de Kota et al., 2017, a proteina BPIFA2 mostrou
aumento de expressao em camundongos lacking Nur77 apds 3 horas de leséo
renal induzida, um aumento de 8 vezes com 6 horas e 7 vezes apés 24 horas de
lesdo. Naquele estudo, foi observado aumento da proteina logo apds sepse,
isquemia e nefrotoxicidade na insuficiéncia renal aguda (IRA), além de ser um
bom biomarcador para IRA em camundongos e humanos. Além disso, o estudo

levantou uma hipétese de que o aumento na quantidade da BPIFA2 no sangue
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e na urina dos camundongos tem ligacdo com a elevacao da proteina na saliva.
O aumento desta proteina também foi observado em nosso trabalho, o que
poderia indicar a possibilidade de emprego desta como biomarcador em analises

de saliva, assim como dos demais membros da familia BPIF.

6.1.3. Calicreina-1

O sistema calicreina € um importante modulador dos sistemas
cardiovascular, nervoso e renal (GOLIAS et al., 2007). Essa proteina atua na
inducéo de genes e na ativacdo de proenzimas, de moléculas relacionadas a
vasodilatacdo, fibrindlise e coagulacdo (BRYANT and MADAR 2009). Ja foi
demonstrado que esta proteina apresenta uma relacéo inversa com doencas
cardiovasculares (RAN et al., 2015). Em nossos resultados, a calicreina so foi
identificada no grupo Sobrepeso, sendo observado um aumento de sua
expressao nesse grupo em relacdo ao grupo normal. Este achado vai em direcéo
oposta a outras proteinas encontradas, cujas alteracfes sdo mais relacionadas
como indicacdo de doencas cardiovasculares. H4, entretanto, a possibilidade de
uma associacao entre a super expressao de Calicreina e as causas ou sintomas

do aumento inicial de peso.

No estudo de Yiu e colaboradores de 2014, foi observado a caracteristica
pré-inflamatério da calicreina-1. O grupo observou uma superexpressao em
tecido renal diabético humano e induzida por alto nivel de glicose em células
epiteliais tubulares proximais, mediando o processo inflamatério da doenca. O
resultado dessa pesquisa corrobora com nossos resultados, observando um

aumento no grupo do sobrepeso.

6.1.4. Proteinas salivares basicas ricas em prolinale 2

As proteinas salivares basicas ricas em prolina (PRP) comumente

chamadas de PRPs béasicas sdo encontradas nas glandulas parotidas e em
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secrecdes bronquicas e nasais. As PRPs basicas ndo possuem a capacidade de
se aderir a superficie dos dentes, porém conseguem se ligar a bactérias
(MATSUMOTO et al., 2008).

Em nosso estudo, a PRP 2 apresentou um expressivo aumento nos
grupos Sobrepeso e Obeso, chegando a ser quase 30x mais abundante no grupo
de sobrepeso, em relagdo a condicdo Peso normal. Por outro lado, a PRP 1 foi
identificada exclusivamente nos individuos com sobrepeso e obesidade. No
estudo de Ribeiro et al, 2012, foi observado que o peptideo IB-4 de PRPs basicas
estava aumentado em criangas com caries, estando positivamente
correlacionado aquela doenca. No presente estudo, os dados parecem
demonstrar que houve um grande impacto na expressao dessas proteinas com
0 aumento de peso. Dessa forma, estudos futuros, mais aprofundados, seriam
necessarios para analisar se essas proteinas podem ser usadas como

biomarcadores para doencas orais, como a carie dentéria.

6.1.5. Membros da familia de dominio POTE ankirin E, l e F

As proteinas POTE sdo expressas na prostata, no ovario, no testiculo e
na placenta. Essas proteinas sdo encontradas apenas em primatas, sendo
identificados 13 paralogos para essa proteina. Além disto, sdo expressas, de
forma elevada, em uma ampla variedade de canceres, como de pulméao, célon,
ovario e pancreas (BERA et al., 2002; BERA et al., 2004; BERA et al., 2006).

No estudo de Wang et al., 2015, a proteina POTE member E (POTEE),
uma das trés encontradas em nosso estudo, mostrou-se elevada em pacientes
com cancer de pulmao. Outra observacdo daquele estudo foi que em pacientes
com baixo POTEE houve maior sobrevida comparado a pacientes com maiores
niveis de POTEE. Em nosso estudo, as trés proteinas foram identificadas
somente no grupo Sobrepeso. Apesar das trés proteinas apresentarem a mesma
alteracdo, ndo esta claro se o aumento de peso influenciou na mudanca dessas

proteinas, uma vez que no grupo Obesos elas ndo foram identificadas.
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6.1.6. Homélogo A da proteina RAD23 de reparo por excisdo UV (RAD-23)

A proteina RAD-23 é conhecida por duas funcdes: poder se ligar a
substratos ubquitinados e ao proteossoma para ajudar na degradacéo de certos
substratos (CHEN & MADURA, 2006), e auxiliar no inicio da reparacao de
excisdo de nucleotideos (BERGINK et al., 2012). Em nosso estudo, a RAD-23
foi identificada em todos o0s grupos, sendo observado superexpressao
significativa nos grupos Sobrepeso e Obeso, em relacdo ao Normal. Em 2015,
Jablonski e colaboradores relacionaram os niveis de RAD-23 com esclerose
lateral amiotréfica (ELA). A ELA causa a morte dos neurdnios motores inferiores
e superiores, levando a uma paralisia (Rothstein, 2009). Na medula espinhal de
pacientes com ELA, foi descoberto que a RAD-23 estava aumentada, e também
foi observado que a diminuicdo da RAD-23 possui um efeito protetor contra
proteinas que sdo conhecidas por se agregarem na ELA. Considera-se que a
RAD-23 se liga a substratos ubquitinados, impedindo sua degradacao através

da remodelacao das cadeis de ubiquitina.

6.2. Proteinas salivares e plasmaticas

No total, 7 proteinas foram identificadas tanto na saliva quanto no plasma:
serotransferrina, imunoglobulina cadeia lambda 2, imunoglobulina cadeia
pesada alfa 1, imunoglobulina cadeia pesada gama 2, albumina sérica,

hemoglobina subunidades alfa e beta.

6.2.1 Hemoglobina subunidades alfa e beta

A hemoglobina é uma proteina essencial para a vida de seres aerobicos,
além de estar envolvida em uma grande variedade de processos bioldgicos
(SAWICKI et al., 2015). A hemoglobina livre é propensa a oxidagdo e seus
produtos possuem caracteristicas pré-oxidantes e inflamatérias. Em nosso
estudo, ambas subunidades salivares da hemoglobina foram identificadas
somentes no grupo Obeso, enquanto que a subunidade beta plasmatica foi

detectada apenas em individuos com sobrepeso e obesidade e a subunidade
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alfa foi identificada em todos os grupos. Na literatura, foi obsevado que o
aumento no nivel de hemoglobina livre estd associado com doencas
cardiovasculares, como infarto do miocardio (KIM et al., 2018; LEE et al., 2018).
Além disto, foi observado que os niveis de hemoglobina estavam aumentados
em pacientes com hipertensdo arterial. Um dos fatores que relacionam a
hemoglobina livre a hipertensédo € a sua ligagdo ao Oxido nitrico, um potente
vasodilator (MAIO et al., 2011). Por outro lado, a hemoglobina livre também esta
envolvida no processo inflamatério. O endotélio vascular desempenha um papel
importante na resposta inflamatéria na indugcdo da cascata de adesao
leucocitaria, e posterior diapedese. O aumento de hemoglobina regula
positivamente as moléculas de adesdo: molécula de adeséo celular vascular-1
(VCAM-1); molécula de adesao intracelular-1 (ICAM-1), e E selectina (SILVA et
al., 2009; GRAM et al., 2013). Essas caracteristicas, assim como os dados sobre
hemoglobina encontrados em nosso estudo, corroboram o aspecto inflamatorio

que pode estar presente no grupo Obeso.

6.2.2. Serotransferrina

A proteina serotransferrin (TF) esta ligada ao transporte de ferro. Possui
o papel de transportar o ferro dos locais absor¢éo e de degradagcédo de moléculas
heme para os sitios de armazenamento e utilizacdo. A TF atua como antagonista
da insulina, podendo levar a hiperglicemia em ratos normoglicémicos, além de
estar envolvido em processos tumorais e na atividade antibacteriana. A proteina
TF foi identificada em todos 0s grupos que estudamos, estando diminuida nos
grupos Obeso e Sobrepeso, tanto na saliva quanto no plasma. No estudo de Gao
et al., 2013, foi observado que a proteina TF estava diminuida em pacientes com
doenca cardiaca reumatica (CARAPETIS et al., 2005). Para os autores, a
diminuicdo da proteina TF pode tornar o organismo ou corpo susceptivel ao
Streptococcus pyogenes, responsavel pela doenca cardiaca reumatica, assim
podendo ser usada como um possivel biomarcador para aquela doenca. Vasko
e colaboradores, 2016, estudaram a relacdo da proteina TF com a artrite

reumatoide. Segundo o estudo, a proteina TF estava significativamente
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diminuida em pacientes com artrite reumatoide, podendo estar implicada na

patogénese da mesma, além de poder ser usada no seu diagnéstico.

6.2.3. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas, ou anticorpos, sao glicoproteinas secretas pelos
linfocitos B ou aderidas a sua membrana. Atuam como receptores que
desencadeiam expansao e diferenciacdo dos linfécitos B. No estudo de Ramella
et al, 2018, foi analisada a relacdo da imunoglobulina cadeia pesada gama 2
(IGHG2) com aneurisma da aorta abdominal (AAA). O AAA representa 80% dos
aneurismas aérticos, podendo ser ocasionado por inflamac¢do ou aneurisma
infeccioso (RAMELLA et al., 2018). Em nosso estudo, apesar da imunoglobulina
cadeia pesada gama 3 (IGHG3) ter sido observada somente no plasma, sua
alteracéo ocorreu de forma muito similar ao IGHG2, mostrando uma diminui¢cao
em seus niveis no grupo dos obesos em comparagcdo ao grupo Normal. J& na
saliva, IGHG2 apresentou aumento no grupo sobrepeso e diminuicdo no grupo
Obeso. No trabalho de Ramella et al, os autores observaram uma diminuicao
nos niveis da IGHG2, semelhantemente ao encontrado em nosso estudo. Apesar
dos autores néo apresentarem a proteina IGHG3 em seu trabalho, talvez essa

proteina possa desempenhar um papel parecido ao da IGHG2.

Em nosso trabalho, tanto a imunoglobulina cadeia lambda 2 (IGLC2)
guanto a imunoglobulina cadeia pesada alfa 1 (IGHA1l) plasmaticas
apresentaram diminui¢cdo nos grupos Obeso e Sobrepeso. Entretanto, na saliva,
IGHAL encontara-se aumentada significativamente no grupo Sobrepeso e IGCL2
em ambos os grupos IMC acima do normal. Tal diferenca provavelmente esta
relacionada a microbiota/ ambiente ecoldgico da cavidade bucal. Os niveis
plasmaticos de IGLC2 e IGHAl1 em doencas estd aumentado, como
demonstrado nos estudos de Lee et al., 2016, onde os niveis de IGHA1 estavam
diminuidos em pacientes com DPOC que foram tratados com corticoides. No
estudo de Yi et al.,, 2016, os niveis estavam aumentados em pacientes com
artrite reumatoide. A diminuigdo dessas proteinas no plasma provavelmente esta

relacionada com a elevacdo da massa corporal, jA que ambas proteinas estao
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dimuidas nos grupos Sobrepreso e Obeso estudados em compara¢cdo com o

grupo Normal.

6.2.4. Albumina

A albumina é uma proteina produzida no figado, encontrada em liquidos
extracelulares, sendo a proteina mais abundante do sangue. Ela é essencial para
a manutencdo da pressdo osmdtica e para a distribuicdo dos fluidos corporais
(GOPAL et al, 2010). Em nosso trabalho, os niveis de albumina plasmatica
apresentaram diminui¢cao no grupo Obeso em compraracdo com o grupo Normal
e Sobrepeso. Na saliva, a houve aumento tanto no grupo Sobrepeso quanto no

Obeso comparado ao Normal.

Estudos observaram associacdo entre a diminuicdo da albumina e a
mortalidade cardiovascular (SCHALK et al., 2006). Nos trabalhos de Gopal et al.,
(2010) e de Chien et al., (2017), os niveis de albumina estavam diminuidos em
pacientes com doencas cardiovasculares, estando associado a um pior
prognéstico em pacientes com inflamacdo e doencas coronarianas. Esses

resultados corroboram nossos achados em relacdo a albumina plasmatica.

No estudo de Silva-Boghossian et al., (2013), o nivel de albumina
aumentou tanto na gengivite quanto na periodontite em comparacdo aos
individuos saudaveis, sendo que na periodontite o nivel estava mais elevado do
gue na gengivite. Em um outro estudo (NAGHSH et al., 2017), foi avaliado a
relacdo entre a concentracdo de albumina com periodontite e gengivite. Os
autores observaram que os niveis elevados de albumina estavam associados

com a progressao da gengivite e da periodontite.

As diferencas entre o perfil da albumina na saliva e no plasma podem
indicar que apesar de ser um potencial biomarcador, fontes diferentes podem
indicar diferentes estados patologicos, sendo necessario um estudo prévio da
fonte de pesquisa para determinar as possiveis alteracdes esperadas em

anomalias ou doengas.
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6.3. Proteinas plasmaticas

6.3.1. Proteina de ligacdo a vitamina D

Evidéncias sugerem que o sistema da vitamina D tem diversas funcoes
fisiologicas que podem afetar Orgdos, processos metabdlicos, controle de
pressdo arterial e controle da glicemia. A acdo da vitamina D necessita da
colaboracdo do receptor de Vitamima D, que por sua vez, necessita da
cooperacao da proteinas de ligacdo a Vitamin D, ou globulina de componente
especifico do grupo (GC), o transportador palsmético da vitamina D (DELANGHE
et al, 2015). Em nosso estudo, a proteina GC mostrou uma diminui¢cdo dos seus
niveis no grupo Obeso em compara¢ao com Sobrepeso. Em Karuwanarint et al.,
2018, os autores observaram que os niveis de GC estavam diminuidos em
individuos com sindrome metabdlica (SM) em comparacdo aos individuos
saudaveis. Naquele estudo, foi encontrado relagdes negativas entre o nivel de
GC e glicose, contribuindo para o risco de SM. Em nosso estudo, o nivel de GC
foi observado diminuido no grupo Obeso sem SM (dado n&o apresentado), o que

pode vir a configurar um possivel biomarcador precoce para aquela condicao.

6.3.2. Angiotensinogénio

O angiotensinogénio (AGT) € um componente essencial do sistema
renina-angiotensina, um potente regulador da homeostase de fluidos corporais,
pressao arterial e eletrdlitos. Em nosso estudo, o AGT so foi identificado no grupo
Sobrepeso, que pode indicar uma atividade precose relacionada com causa ou
efeito do ganho de peso. O aumento do AGT urinario tem sido relacionado com
problemas renais, como insuficiéncia renal aguda (IRA) e nefrolitiase, uma
condicdo que envolve o desenvolvimento de célculos renais, com uma
prevaléncia de 5-8% em todo o0 mundo (KEDDIS & RULE, 2013). No estudo de
Yang et al., 2015, os niveis de AGT estavam aumentados em individuos com

IRA, sendo um preditor para seu desenvolvimento. Em 2014, Sun et al.
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observaram que AGT esva aumentado na nefrolitiase, sendo um biomarcador

para pacientes com nefrolitiase, indicando leséao tubular renal.

6.3.3. Ceruloplasmina (CP)

A ceruloplasmina (CP) € uma enzima produzida no figado, que possui a
funcdo de oxidar a lipoproteina de baixa densidade (LDL), além de diminuir a
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) (SHIVA et al., 2006; SHUKLA et al.,
2006). A LDL oxidada possui papel pro-aterogénico na parede arterial, enguanto
a diminuicdo da biodisponibilidade de NO promove disfuncdo endotelial,
podendo levar a aterosclerose (SHUKLA et al., 2006). Dadu et al. (2013) e Bao
et al. (2018) estudaram a relacdo dos niveis de CP com doencas
cardiovasculares. Ambos estudos observaram que o aumento dessa proteina
leva a um risco de insuficiéncia cardiaca e doenca cardiovascular. Em nosso
trabalho, a proteina CP so foi identificada exclusivamente no grupo Sobrepeso,
essa elevacdo intermediaria pode sugerir que a proteina seja um bom

biomarcador precoce para doencga cardiovascular..

6.3.4. Glicoproteina &cida alfa-1 (A1G1)

A A1G1 é uma proteina de fase aguda, produzida pelo figado em resposta
a infeccdo e inflamacéao, e tem papel importante como agente anti-inflamatério
(HOCHEPIED et al., 2003; MESTRINER et al., 2007). Estudos observaram a
relacdo de A1G1 com doencas cardiovasculares (BERNTSSON et al., 2016;
NAGHAM et al.,, 2016). Foi demostrado que os niveis de A1G1l estavam
aumentados em individuos com doenca cardiovasculares, AVC, além de estar
associado com o aumento de lipideos, disfuncéo vascular, lesdo renal e controle
glicémico insuficiente. Em nossa analise, a A1G1 foi identificada somente nos
grupos Sobrepeso e Obeso. Além disto, apresentou um aumento de mais de 6x
naconcentracdo em amostras do grupo Obeso, em relagcdo ao grupo com

sobrepeso. Frente ao relatado, esta proteina poderia ser um potencial
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biomarcador para doencas cardiovasculares, devido a auséncia em individuos
com IMC normal e seu aumento gradativo em individuos com crescente aumento

de IMC, sem doenca cardiovascular.

6.3.5. Antitripsina alfa-1

A proteina antitripsina alfa (AAT) é sintetizada no figado e circula na
corrente sanguinea, podendo ser sintetizada em menor escala por mondcitos,
macrofagos, pancreas, eritrocitos e células alveolares pulmonares. Apesar do
mecanismo nao estar claro, niveis baixos de AAT foram relacionados com DM2,
talvez pelo fato de proteger as células B do prancreas contra apoptose, através
da inibicdo das caspases-3. Estudos observaram que o nivel de AAT em
individuos com DM2 é 50% menor que em individuos saudaveis (ZHANG et al.,
2007; SANDSTROM et al., 2008).

Em modelos de ratos diabéticos, o AAT estd 50% diminuido em
comparacgao aos ratos normais; entretanto, recuperaram a glicemia normal apos
14 dias de tratamento com AAT (KOULMANDA et al., 2008). Em outro estudo
(BRENER et al.,, 2018), foram realizadas infusdes de AAT em criancas e
adolescentes com DM1. O tratamento ndo apresentou evento adverso grave,
anormalidades clinicas ou laboratoriais. Foi demonstrado que 4 de 24 individuos
(16,7%) apresentaram evidéncias de funcao de células B preservada. Além
disso, episédios de cetoacidose diabética, incidéncia de hipoglicemia grave, e
hospitalizagfes relacionadas ao diabetes foi menor. Em nosso estudo, os niveis
de AAT estavam diminuidos no grupo Obeso em comparacdo ao Normal.
Entretanto, é importante lembrar que nenhum participante tinha diagndéstico de
DM1 ou DM2, dessa forma a diminuicdo de AAT em individuos saudaveis, mas
com indices altos de IMC, pode configurar um potencial biomarcador para DM1
e DM2.
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6.3.5. Cadeia gama do Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina plasmatica sintetizada no figado, e
desempenha um papel importante na coagulacao, agregacéao de eritrécitos e na
viscosidade do plasma. Assim, niveis elevados podem contribuir para um estado
protromboético, além de poderem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da SM (SOLA et al., 2007; KAPTOGE et al., 2007). J& foi
observado que individuos do sexo feminino com sobrepeso e SM apresentam 0s
niveis de fibrinogénio aumentados, o que poderia ser um possivel biomarcador
para a SM (DING et al., 2015).

Melander et al., 2015, relataram que os niveis de fibrinogénio estavam
relacionados com a predicdo de doenca cardiovascular, sendo que em
individuos sem a ocorréncia de doenca e que durante o estudo a apresentaram,
o nivel de fibrinogénio foi maior. Em nosso estudo, a cadeia gama do fibrinogénio
apresentou-se com grande diminuigdo no grupo Sobrepeso em comparagao ao
grupo Normal, e um aumento no grupo Obeso em comparagé&o ao grupo Normal.
Essa alteracdo no grupo do sobrepeso pode estar relacionada a transicdo no
aumento de peso, indo de individuos magros para com sobrepeso, porém &

necessario mais estudo para verificar essa alteragéo.

6.3.6. Proteina do sistema complemento

A proteina C3 é produzida principalmente no figado, sendo uma proteina
importante do sistema imune. Em estudos a proteina C3 estava associada a
obesidade abdominal e a alteracdo na pressdo arterial, além de ter sido
relacionado ao desenvolvimento de diabetes tipo 2. O aumento na concentracao
da proteina C3 estdo envolvidas no desenvolvimento da adiposidade visceral
(HERTLE et al., 2012).

Em nosso estudo a proteina C3 esta aumentada no grupo dos obesos e

no grupo do sobrepeso em comparagao com o grupo normal.
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No estudo de Bao et al.,, 2016, os niveis plasmaticos da proteina C3
estava aumentado em individuos com pré diabetes, sendo um risco no
desenvolvimento de diabetes tipo 2 em adultos. Esse estudo corrobora com as
alteracdes na proteina C3 encontradas em nosso trabalho, dessa forma a

proteina C3 pode ser um possivel biomarcador precoce para a diabetes tipo 2.

7. Conclusao

Diante dos resultados apresentados, as analises protedmicas
proporcionaram a deteccdo de uma variedade de fatores proteicos envolvidos
com diversas funcbes bioldégicas, como resposta imune, transporte,
degranulacdo do neutréfilo e outros processos metabolicos. Diversos
biomarcadores me potencial foram detectados, sendo relacionados a doengas
inflamatérias bucais e cardiovasculares, ou possivelmente associados as
consequéncias do ganho de peso e inducdo da inflamacao sistémica pela

obesidade.

Foram identificadas diversas proteinas que podem sem biomarcadores
para outras doencas que nao as doencas periodontais e cardiovasculares, como
cancer, DM1 e DM2, SM, fibrose cistica, doenca pulmonar obstrutiva cronica,
artrite reumatoide, carie e lesédo renal aguda. Os dados obtidos e analisados no
trabalho indicam que as analises protebmicas de saliva e plasma sé&o
promissoras para a identificagdo de biomarcadores, sendo primordial a
realizacdo de ensaios mais abrangentes para posterior confirmacdo de
biomarcadores ja existentes e na busca de novos biomarcadores para diversas
doencas. Um proximo passo seria a selecdo das proteinas obtidas com maior
potencial de aplicabilidade clinica-diagnéstica para a execucao do multiplexed
targeted proteomics com um nimero maior de amostras biologicas. Com essa
metodologia, seria possivel a aprofundar o conhecimento sobre a aplicabilidade

dessas proteinas como biomarcadores diagndésticos.

Em relacdo as amostras salivares, confirma-se que a saliva € uma fonte
rica em biomarcadores, podendo servir como uma alternativa na busca de novos

biomarcadores para diagnostico precoce.
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Comité de Etica em Pesquisa

e U N IVYE R S 1D A D E
€, UNIGRANRIO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolugao 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 doenga periodontal e cardiovascular”. Vocé foi
selecionado por ordem de chegada e sua participagcdo ndo € obrigatéria. A
gualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento.
Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador ou

com a instituicao (Unigranrio).

Os objetivos deste estudo séo estudar as associacdes entre o exame clinico das
gengivas, sua massa corporal (peso), pressdo sanguinea arterial e a
identificacao do perfil das proteinas presentes no sangue e na saliva.

Sua participagdo 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 participagdo sdo minimos.

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 informacBes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e

asseguramos o sigilo sobre sua participagcéo. Os dados n&o seréo divulgados de
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forma a possibilitar sua identificacdo. Os resultados de seus exames serao
confidencias, ou seja, somente o pesquisador tera acesso a suas informacdes e

serdo utilizados somente para o objetivo do presente estudo.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o
senhor (a), podendo tirar suas davidas sobre o projeto e sua participacéo, agora
ou a qualquer momento com o0s pesquisadores responsaveis Carlos Vinicius

Ferreira da Silva no telefone 974807050 ou no e-mail cviniciushio@gmail.com,

ou com Carina Maciel da Silva Boghossian no telefone 26727776 ou e-malil

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 participar.

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 de 20 .

Sujeito da pesquisa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Proteoma do plasma e da saliva em adultos jovens com obesidade e sobrepeso como
possivel biomarcador precoce de doenga periodontal e cardiovascular

Pesquisador: CARLOS VINICIUS FERREIRA DA SILVA
Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 68741817.0.0000.5283

Instituigdo Proponente: UNIVERSIDADE UNIGRANRIC
Patrocinador Principal: Financiamentc Propric

DADDS DO PARECER

Himero do Parecer: 2.1680.823

Apresentagao do Projeto:

A obesidade & um estado crénico relacionado a multiplas comorbidades como hiperiensdo, diabetes tipo 2,
doengas periodontais e cardiovasculares. A cbesidade acarreta um aumento na liberagdc de proteinas
dencminadas adipocinas, gue podem ser encontradas mo plasma sanguines e na saliva, criando um
processo inflamatorio prolongade e de baixa intensidade. O processo inflamatdric apresentado na
obesidade aumenta o risco para doencas cardiovasculares e periodontais. O objetive do presente estudo &
analisar o protecma do plasma e da saliva de adultos jovens com obesidade e sobrepeso em comparagio
com individuos eutrdficos, e determinar possiveis biomarcadores para as doengas periodontal e
cardiovascular. 4 populagio de estudo sera constituida por 45 alunos elou funcionarics da Unigranrio,
Campus |. Serdo incluidos individuos com idades entre 18 & 35 anos com pela menos 20 dentes. Os
individuos serdo categorizados conforme suas medidas antropométricas em eutréficos, com sobrepeso ou
obesos. Os individuos responderdc a questionarios anamnésicos; ser8o examinados quanto & sadde
odontologica; teréo suas medidas antropomeétricas mensuradas; terdo sua pressao arterial sistémica aferida;
além de serem submetidos & coleta de saliva & de sangue periférico. As amostras de saliva e de sangue
coletadas serfo submetidas a extragéo proteica segundo protocolos padronizados. A concentragio das

proteinas de saliva e plasma seréo mensuradas por kits
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comerzials e caracterizadas por espectrometria de massas. Diferengas significativas nos pardmetros clinicos
entre os grupos de saldde e doenga pericdontal e cardiovascular serdo avaliadas pelos testes Kruskal-Wallis
el ou ANOVA. Os dados categéricos serfo avaliades através do teste Qui-quadrado efou teste exato de
Fischer. O nivel de significBncia a ser utilizado sera 5%.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do presente estudo & analisar o proteoma do plasma e da saliva de adultos jovens com
obesidade e sobrepeso, e determinar possiveis biomarcadores para as doengas periodontal e

cardiovascular.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos sdo minimos, pois serdo realizados procedimentos de exame de rofina e coleta de sangue e saliva

seguindo nomas de biosseguranca.

Os beneficios para o participante serdo um melhor conhecimento de seu estado de salde bucal e geral
encaminhaments para tratamento das necessidades encontradas.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesguisa relevante que pretende avaliar que Individucs obesos e com sobrepeso apresentam
biomarcadores protéicos para doenga pericdontal &f ou cardiovascular comparados a eutroficos. Aduttos
jovens serdo submetidos a guestionaric anamnésico, mensuragdes antropomeéfricas e de pressao arterial, &
coletas de sangue e de saliva. As mensuragdes antropométricas serdo ufilizadas para classificar os
individuos em eutrdficos (n = 15), cbesos (n = 15} e com sobrepeso (n = 15). As amosfras de sangue &
saliva seréo analisadas através de técnicas bioquimicas e de espectrometria de massa para a determinagio
de seus proteomas. Finalmente, apenas as proteinas para as quais um ou dois peptideos unicos forem
identificadas serdo relatadas ao final deste estudo na identificagdo de possiveis bicmarcadores das
condigdes clinicas estudadas (doengas periodontal e cardiovascular).

Encontram-se claramente delineados no projeto de pesguisa os critérios de inclusao e de exclusao dos
participantes da pesquisa.

A casuistica sera uma amostra de conveniéncia constituida por individuos com sobrepeso, cbesidade &
eutroficos. A populagdo do estudo sera selecienada por um pericdo de 8 meses consecutivos, enfre
estudantes e funcionarios da Unigranrio que aceitarem o convite de participagio voluntaria, respeitando-se

o5 critérios de inclusdo e exclusido. Estima-se gue neste
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pericde sejam incluides aproximadamente 30 individuos distribuides, respectivamente, pelos trés grupos —
eutraficos, com sobrepeso e obesos. Os individuos selecionados serdo informados sobre os detalhes do
projeto e deverdo concordar com a avaliagdo clinica, metabdlica e molecular. Todes assinarao o Termo de
Conzentimenio Livre & Esclarecido (TCLE). Serdo registrados em questiondric anamnésico o género, a raga,
a renda familiar, dados de sadde geral e odontoldgica. Avaliagao Clinica: Exame intra-oral (exame
pericdontal & dentario), antropométrico (peso e alturs para caleuls do IMC, circunferéncia de cinturs e
quadril) 8 mensuragio da pressdo arterial Andlise do sangue - bioguimica: a) Glicemia de jejum — Método
enzimatico (hexoguinase). b} Insulina — Determinada por ELISA.c) indice de resisténcia a insulina —
aplicacdo da farmula do HOMA-IR d) Perfil lipidico.Analise protedmica:a) Extragio das proteinas da saliva)
Extragdo das proteinas do plasma) Caracterizagio das proteinas) Digestdo das proteinas em In-Gele)

Anglise por Espectrometria de massa (LC-ESI-MSIME).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os Termos de apresentaco obrigatdria encontram-se corretamente inseridos na Plataforma Brasil em
consonancia com a Resolugio CNS n® 466/2012.

Recomendagdes:

Recomends que os resultados da pesquisa, favordveis ou ndo, sejam divulgados em eventos cientificos &
publicagies na forma de arfigos e textos em revistas indexadas pelo Qualis.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O protocolo de pesquisa em aprego atende aos requisitos da Resclugdo CHNS n® 486/2012 inexistindo,
portante, pendéncias ou inadequagdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (a),

O Comité de éfica em Pesquisa da Unigranrio atendendo o previsto na Resolugho n® 466112 do CHSMS
aprovou o referido projeto na reunido ocorrida em 08 de julho de 2017. Caso o (&) pesquisador (a) altere a
pESqQUiSA SEr8 NECEssaric que o projeto retorne ao Sistema Plataforma Brasil para uma futura avaliagio e
emiss&o de novo parecer. Lembramaos que o (a) pesquisador (a) devers encaminhar o relstorio da pesquisa

apos a sua conclusdo, como um compromisse junto & esta instituigie e o Sistema Plataforma Brasil.
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