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Domingues NB. Perfil protebmico salivar e degradacédo de histatinas em individuos
com sindrome de Down e doencga periodontal [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil protebmico e a protedlise da histatina 1 e
da histatina 5 na saliva total estimulada de individuos com sindrome de Down (SD) e
nao-sindrébmicos (NS) na presenca e na auséncia da doenga periodontal (DP).
Foram selecionados 24 individuos, os quais foram divididos em 4 grupos
experimentais (n=6): SD com DP (SDcDP), SD sem DP (SDsDP), ndo sindrbmicos
com DP (NScDP) e nado sindrédmicos sem DP (NSsDP - controle). Inicialmente, os
participantes passaram por exame clinico intra-bucal para avaliagdo da condi¢ao
periodontal e determinacdo do indice CPO-D. Foi realizada a coleta da saliva
estimulada até a obtencdo de 3,0 mL. Parte da saliva foi utilizada para a analise
microbioldgica e parte foi centrifugada para obtengédo do sobrenadante da saliva total
(SST), aliquotada e armazenada em freezer -80°C para as analises protedbmica e de
degradacgdo. Os niveis salivares de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Porphyromonas gingivalis foram quantificados pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (QPCR). A analise espectrométrica foi realizada com os
pools de saliva de cada um dos quatro grupos, os quais foram submetidos a nLC-
ESI-MS/MS  (Cromatografia Liquida por ionizagdo electrospray Tandem
Espectrometria de Massas). A degradac&o proteica foi realizada pela adigdo de
histatina 1 e histatina 5 sintéticas ao SST diluido (1:10) e incubagéao a 37°C pelos
tempos 0, 0,5, 1,5, 4, 6, 8, 24 e 48 horas. Em seguida, foram realizadas as analises
de eletroforese em gel de policrilamida (PAGE) catibnica e mensuragdo da
densidade das bandas (%) das imagens obtidas. Os dados clinicos e microbiologicos
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de Dunn, e
os dados de proteina total e degradagao das histatinas foram avaliados por Anova
seguida pelos pos-testes de Tukey e Bonferroni, respectivamente (o=0,05). Os
espectros obtidos na analise protebmica foram confrontados com base de dados
especifica e apresentados de forma descritiva. Os individuos com SD apresentaram
reducdo significativa no fluxo salivar (p=0,001). Nao houve diferenca significativa
para o indice CPO-D entre os grupos (p=0,158), enquanto que para os parametros
periodontais diferencas estatisticas foram observadas, entre os grupos sem DP e
com DP (p<0,003). Com relagdo a quantidade de bactérias periodontopatogénicas,



nao houve diferenca entre os grupos para Aa (p=0,803), por outro lado, niveis
significativamente aumentados de Pg foram verificados no grupo NScDP em
comparagao aos grupos sem DP (p=0,022). A concentragdo de proteina total foi
significativamente maior no grupo SDcDP (p<0,0001). Um total de 1855 proteinas
foram identificadas nas amostras de pool de saliva, sendo 31 comuns para os quatro
grupos, porém com diferentes abundancias, 11 exclusivas para os individuos com
SD e 33 exclusivas para a DP. A degradacdo das histatinas 1 e 5 foi maior na
presenga da DP (p<0,0001). A densidade das bandas sofreu influéncia do periodo
de incubacgao (p<0,0001) e do tipo de histatina (p<0,0001), sendo observada maior
taxa de degradacdo quanto maior o periodo de incubagdo e para a histatina 5
comparada a histatina 1. Além disso, foi observada uma maior taxa de degradacéo
da histatina 1 na presenga da SD (p=0,036). Pode-se concluir que: (1) existem
diferengas de abundancia de algumas proteinas na presenga da SD e da DP, (2) a
histatina 1 é mais resistente a protedlise do que a histatina 5, e (3) a degradacéo das
histatinas 1 e 5 ocorre mais rapidamente na presenca da DP e apenas a degradagao
da histatina 1 sofre influéncia da presenca da SD.

Palavras-chave: Sindrome de Down. Saliva. Protedlise. Doengas periodontais.



Natalia BD. Salivary proteomic profile and histatins 1 and 5 degradation in individuals
with Down syndrome and periodontal disease [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2019.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the proteomic profile and histatins 1 and 5 proteolysis in
stimulated whole saliva of individuals with Down syndrome (DS) and non-syndromics
(NS) in the presence and absence of periodontal disease (PD). Twenty-four
individuals were selected and divided in the following groups (n=6): DS with PD
(DSwPD), DS without PD (DSwtPD), NS with PD (NSwPD) and NS without PD
(NSwtPD — control). First, periodontal condition and DMFT index were evaluated and
3.0 mL of stimulated whole saliva was collected. Then, part of whole saliva was used
to microbiological analysis and the remaining samples were centrifuged in order to
obtain the whole saliva supernatant (WSS), aliquoted and stored at -80°C to
proteomic and degradation assays. Levels of Porphyromonas gingivalis (Pg) and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) were quantified by real-time
polymerase chain reaction (QPCR). Spectrophotometric analyses were carried out
with saliva pools of each group by using nLC-ESI-MS/MS (Liquid chromatography
electrospray ionization tandem mass spectrometry). Protein degradation assay was
carried out with synthetic histatins 1 or 5 added to WSS (1:10) followed by samples
incubation at 37°C for 0, 0.5, 1.5, 4, 6, 8, 24 and 48 hours. Next, polyacrylamide
cationic gel electrophoresis (PAGE) analysis and measurement of bands density (%)
were performed. Kruskal-Wallis test complemented by Dunn's test was applied to
analyze clinical and microbiological data. Total protein and histatins degradation were
evaluated by using Anova followed by Tukey’s and Bonferroni post hoc tests,
respectively («=0.05). The acquired spectra obtained from proteomic analysis were
searched against specific protein database and descriptive statistics was used.
Individuals with DS showed reduced salivary flow rate (p=0.001). There was no
significant differences for the DMFT index between groups (p=0.158), while it was
noticed significant differences in periodontal parameters between groups with PD and
without PD (p<0.003). Regarding amounts of periodontopathogenic bacteria, there
were no significant differences between groups to Aa (p=0.803). On the other hand,
higher significant levels of Pg were verified in NSwPD group compared to groups
without PD (p=0.022). Total protein concentration was significantly higher in DSwPD



group (p<0.0001). A total of 1855 proteins were identified in the pool of saliva
samples, being 31 in common to all groups, however with different abundances. It
was also verified 11 exclusive proteins in individuals with DS and 33 exclusive
proteins in individuals with PD. It was noticed that the degradation occurs faster in
the presence of PD for both histatins (p<0.0001). Bands density were influenced by
incubation period (p<0.0001) and by the histatin type (p<0.0001). A higher
degradation rate of histatin 5 was observed in comparison to histatin 1, and as longer
as incubation period the greater was the degradation rate of these histatins. In
addition, it was observed a higher degradation rate for histatin 1 in the presence of
DS (p=0.036). It can be concluded that: (1) there are differences in the abundance of
some proteins in the presence of DS and PD, (2) histatin1 is more resistant to
proteolysis than histatin 5, and (3) histatins 1 and 5 degradation occurs faster in the
presence of PD and only histatin 1 degradation is influenced by the presence of DS.

Keywords: Down syndrome. Saliva. Proteolysis. Periodontal diseases.
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1 INTRODUGAO

A sindrome de Down (SD), conhecida também como trissomia do
cromossomo 21, pode implicar em algumas manifestagbes bucais como atresia
maxilar, palato ogival, pseudomacroglossia, lingua fissurada e anomalias
dentarias’?. Também esta bem estabelecidoque individuos com SD, quando
comparados aos cromossomicamente normais, apresentam fluxo salivar reduzido®5.
Além disso, a literatura mostra uma associagao entre a SD e a alta prevaléncia a
doenca periodontal (DP), a qual afeta estes individuos ainda em idade precoce®®. A
alta prevaléncia da DP em individuos com SD pode ser explicada devido a fatores de
risco sistémicos como, deficiéncias imunologicas'®'" e alteragdes no sistema de
defesa antioxidante®'?, associadas a fatores de risco locais como, colonizagdo
precoce’®'® e quantidade aumentada de micro-organismos periodontopatogénicos
na cavidade bucal'®'’  alteracdes anatdmicas dentarias, caracteristicas salivares e
higiene bucal insatisfatoria’®.

A saliva é importante para o desempenho de fungdes fisiolégicas como a
mastigacéo, degluticdo e lubrificagdo de tecidos, e, portanto, para manutencédo da
saude da cavidade bucal'®. Este fluido € também um dos mais complexos do corpo
humano, contendo moléculas sintetizadas tanto localmente  quanto
sistemicamente?®?'. A composigdo salivar inclui substancias derivadas do fluido
crevicular, soro e células sanguineas, células descamadas do epitélio intrabucal e
subprodutos bacterianos?'-?3. Isso faz com que a saliva seja considerada uma
potencial ferramenta diagndstica com a vantagemde sua coleta ser ndo invasiva e
de rapida execucgéo, além de provocar desconforto minimo ao paciente?*.

Em termos estruturais, na por¢cado organica salivar é possivel identificar 2290
proteinas'®? entre as quais, se destacam as proteinas ricas em prolina, as
amilases, as mucinas, as cistatinas, as estaterinas e as histatinas'®. O particular
interesse no estudo das histatinas se deve ao fato de que estas proteinas possuem
propriedades biolégicas bem definidas?6-?¢ e contribuem para a homeostase da
cavidade bucal®®?°32, Entre as histatinas secretadas, as principais formas
encontradas (80%) s&o as histatinas 1, 3 e 5 2%33, as quais contém 38, 32 e 24
residuos de aminoacidos, respectivamente 2%3* (Figura 1). As histatinas 1 e 3 sdo
codificadas por diferentes genes (HIST e HIS2), enquanto que a histatina 5 é
derivada da clivagem da histatina 3. As histatinas participam da formag&o da pelicula
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adquirida3'32, do processo de tamponamento e desempenham agio antifingica e
antibacteriana2:3931.35_ A histatina 1 € a Unica fosforilada®' e possui a capacidade de
inibir o crescimento de cristais de sais de fosfato de célcio?®. A histatina 5, possui
forte ac&o antifungica, ja comprovada por ser a mais eficaz entre as histatinas contra
fungos patogénicos como a Candida albicans®®2°3%36, Além da ag&o antifungica,
outros estudos in vitro demonstraram efeitos antimicrobianos das histatinas sobre
Streptococcus mutans®-3°, e inibigdo de proteases produzidas por Porphyromonas
gingivalis®®-4® e Aggregatibacter actinomycetemcomitans**, apontando claramente a

importancia destas proteinas na manuteng¢ao do equilibrio da microbiota intrabucal.

Figura 1 — Sequéncia de aminoacidos das histatinas 1, 3 e 5.

1 10 20
Histatin 1: AsptPsetHistGlujLys-Arg-His-His-Gly-TyrtArgtArg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Ser-

Histatin 3: Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Ser-

Histatin 5: Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Ser-

Fic. 3. Amino acid sequence of
histatins 1, 3, and 5 aligned to max-
imize homology. Identical residues are
enclosed by the solid line. For details see

text. 21 30 38
Histatin |: |His-Arg{Glu-Phe-Pro-Phe-Tyr-Cly-Asp-Tyr-Gly{Ser-Asn-Tyr-Leu-Tyr-Asp-Asn

26 32

Histatin 3: His-Arg-Gly-TyrqArg-----—-—-=~--===----—-=-== Ser-Asn-Tyr-Leu-Tyr~Asp-Asn

Histatin 5: His-Arg-Gly-Tyr

Fonte: Oppenheim et al. 2% P7474,

Estudos conduzidos em seres humanos mostram a eficacia clinica do uso das
histatinas, retardando a formacdo de biofime e reduzindo a severidade da
gengivite*>4’. Neste contexto, atualmente tem se atribuido a essas proteinas grande
potencial para o desenvolvimento de novas terapias contra doengas bucais sem o
inconveniente de apresentarem efeitos adversos ao hospedeiro?®:3448_ Entretanto, o
grande fator limitante da acdo das histatinas produzidas naturalmente é a
discrepancia existente entre a concentragdo destas proteinas nas gléndulas
salivares e a presencga de formas intactas na saliva total?64%°°. Desta maneira, o foco
principal dos trabalhos estd voltado para a degradagdo proteica das
histatinas?6-27:31.3251.52 - yma vez que a protedlise pode ser considerada a maior
responsavel pelos baixos niveis de algumas proteinas salivares em sua forma

intacta®2.
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A etapa da degradacdo proteolitica que ocorre na cavidade bucal é
desencadeada principalmente por enzimas derivadas de bactérias ou células
epiteliais do hospedeiro®'%354, Entretanto, também contribuem para esse processo a
formagdo de complexos proteicos®®, a interagdo com células microbianas®®" e a
ligagédo das histatinas a tecidos duros e moles®. Essa somatéria de eventos torna a
protedlise extremamente rapida26-38.51.59 ¢ impossibilita o estudo das varias etapas da
degradagéo proteolitica intraoral?®52. Uma alternativa é a utilizagdo do sobrenadante
da saliva total (SST) onde a protedlise ocorre cerca de 7,5 vezes mais lentamente®®,
permitindo a visualizagcdo das etapas da degradagcdo. Como mencionado
anteriormente, as enzimas derivadas de bactérias ou células epiteliais do hospedeiro
sdo0 a principal causa desencadeante da protedlise na cavidade bucal®'53% assim,
levantou-se a hipotese de que as histatinas degradam com maior facilidade na
presengca de uma maior quantidade de micro-organismos, especialmente na
presencga da doenga periodontal (DP).

Até o presente momento, o diagnodstico da DP é realizado basicamente por
exame clinico e radiografico. Em alguns casos, o grande desafio para o profissional
é diferenciar danos aos tecidos de suporte resultantes de uma DP anterior ja
resolvida, de uma atual recorréncia da mesma?°, ressaltando-se a importancia dos
biomarcadores salivares para auxiliar no diagnéstico e contribuindo para predizer a
atividade da doenca. Embora existam na literatura muitos trabalhos abordando
biomarcadores para DP na saliva de individuos cromossomicamente normais?%-23.61-
63 devido a complexidade desta doenca ainda nio ha evidéncia suficiente que
justifique o uso desses biomarcadores em substituicdo ao exame clinico. Assim, o
desenvolvimento de novas opg¢bes de diagndstico € de grande interesse para
identificar precocemente esta condigao.

Portanto, o estudo das diferencas nos perfis proteicos salivares e no padrao
de degradacdo das histatinas entre diferentes grupos de individuos pode ser
promissor como coadjuvante no diagnostico e tratamento da DP. Além disso, é
importante estabelecer se a SD exerce alguma influéncia nestes processos, ja que
este é considerado um grupo de risco para o desenvolvimento da DP.
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2 PROPOSICAO

Avaliar o perfil protebmico e a protedlise da histatina 1 e histatina 5 na saliva
total estimulada de individuos com SD e ndo sindrébmicos, na presenca e na

auséncia da DP.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sindrome de Down

A sindrome de Down (SD) foi descrita clinicamente pela primeira vez em 1866
pelo médico John Langdon Haydon Down®. Em seu trabalho, Down, descreve e
classifica as caracteristicas fenotipicas dos pacientes com retardo mental, aos quais
se refere como f‘idiots”, de acordo com padrdes étnicos. Sao citados em sua
publicagdo quatro grupos étnicos distintos a seguir, “Ethiopian variety” “Malay
variety”, “American Continent” e “Mongolian type”, sendo a descricdo do ultimo
extremamente precisa com as caracteristicas frequentemente presentes na SD e
motivo pelo qual esta alteragdo genética recebeu o nome de Mongolismo naquela
época.

Aproximadamente 100 anos apos a publicagdo de John Langdon Haydon
Down, a SD finalmente teve sua etiologia definida. Dois grupos de pesquisadores,
Lejeune et al.?5(1959) e Jacobs et al.?6(1959), realizaram a identificagdo de um
cromossomo extra no par 21 em individuos com SD, assim esta anomalia também
passou a ser conhecida como trissomia do cromossomo 21. A SD, portanto, € uma
desordem genética que acomete 1:1000-1100 nascidos vivos®” e a manifestagéo
mais comum ocorre na forma de trissomia simples do cromossomo 21,
representando aproximadamente 95% dos casos®8.

A trissomia simples ocorre devido a uma nao-disjungdo cromossOmica
durante a primeira ou segunda divisdo mei6tica, assim, um dos gametas recebe um
cromossomo 21 adicional®®. A SD também pode ocorrer por Translocagdo
Robertsoniana ou na forma de Mosaicismo, juntos, representando 5% dos casos. Na
primeira situagdo, o brago longo do cromossomo 21 sofre um rearranjo com o brago
curto de outro cromossomo, geralmente o 14 ou 155870, Ja4 o mosaicismo ocorre
devido a divisdes mitéticas anormais apds a fecundagdo. O individuo afetado é
constituido por uma parte das células cromossomicamente normais e outras com um
cromossomo adicional, desta maneira apresenta caracteristicas mais amenas
relacionadas a SD6870

Em 1994, Korenberg et al.! realizaram um estudo com uma série de casos de
individuos com trissomia parcial do cromossomo 21 com a finalidade de identificar e
caracterizar os genes deste cromossomo superexpresso e relaciona-los com as

caracteristicas fenotipicas presentes na SD. Este trabalho evidenciou que uma unica
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regido cromossémica nao € exclusivamente responsavel pelo fenétipo da SD, ou
seja, todas as partes do cromossomo 21 sao importantes e contribuem de alguma
maneira para a determinacado das caracteristicas presentes. A superexpressao dos
genes localizados no cromossomo 21 determinam, portanto, o fendtipo
frequentemente associado a SD. Sao observadas nestes individuos caracteristicas
como baixa estatura, clinodactilia do quinto dedo da m&o, méaos e pés pequenos e
largos e prega Unica palmar’’!. Com relagéo as alteragbes faciais, sdo comumente
presentes linha palpebral obliqua, prega epicéantica, ponte nasal ampla e achatada e
orelhas com baixa implantagéo'’2.

Individuos com SD também apresentam deficiéncia intelectual e atraso no
desenvolvimento motor!, além de serem comuns algumas alteragdes sistémicas.
Segundo Abanto et al.”® (2011), as alteragdes sistémicas mais frequentes nos
individuos com SD, representando respectivamente 100% e 90% dos casos, sao a
hipotonia muscular e a deficiéncia imunologica. Na sequéncia, os autores apontam
cardiopatias congénitas como as mais frequentes nestes individuos, seguidas por
infeccbes respiratérias e risco aumentado para a ocorréncia de leucemia. Também
sdo citadas a presenca de instabilidade atlanto-axial, diabetes, hipotireoidismo e
maior incidéncia de convulsdes. Outra condi¢do importante e presente em 45% dos
individuos com SD acima de 40 anos de idade é a doencga de Alzheimer’3, sendo
esta fortemente associada ao envelhecimento precoce nestes individuos’.

Na cavidade bucal dos individuos com SD as manifestagcdes incluem atresia
maxilar, palato ogival, lingua fissurada e pseudomacroglossia, a qual ndo esta
relacionada exclusivamente ao tamanho aumentado da lingua, mas sim a uma
associagdo entre a cavidade bucal diminuida e a hipotonia muscular
generalizada’"’®, As maloclusées também s&o muito frequentes, destacando-se a
protrusdo mandibular, mordida aberta anterior e mordida cruzada posterior>76.
Individuos com SD podem apresentar anomalias dentarias como agenesias,
microdontia, dentes condides e alteragbes na cronologia e sequéncia de erupgao
dentaria>”'. Além disso, a literatura tem demonstrado que individuos com SD
apresentam uma maior prevaléncia a DP, quando comparados a individuos n&o

sindrémicos ou com deficiéncia mental®:8:9.18.77.78
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3.2 Doencga Periodontal e Sindrome de Down

A DP é uma doencga infecto-inflamatdria crénica causada, principalmente, pela
presenga de micro-organismos patogénicos no biofiime que se acumula sobre
assuperficies dentarias’. Bactérias periodontopatogénicas sdo capazes deinduzir a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, as quais ativam células do hospedeiro
dando inicio ao processo inflamatorio local®?, além de serem capazes de promover a
supressdo dos linfocitos®!. A progressdo do processo inflamatério nos tecidos
provoca a perda de suporte dentario pela degeneragdo de tecido conjuntivo e
reabsorcado éssea alveolar. Assim, a DP, quando instalada, resulta na formacao de
bolsas periodontais e pode culminar na perda dos elementos dentarios’®.

Sabe-se que a DP moderada afeta a maioria da populagédo adulta mundial®?, e
quando em sua forma severa, é a sexta infecgdo cronica mais comum no mundo®.
Em um extenso levantamento realizado nos Estados Unidos entre os anos de 1988
e 1994, os autores estimaram que a DP moderada afetava 21,80% dos adultos
norte-americanos, enquanto que 12,60% eram acometidos pelas formas moderada
ou severa da doenca®. De acordo com o “2017 International Workshop for a
Classification of Periodontal Disease and Conditions” a DP pode ser uma
manifestagcdo bucal de doencas sistémicas associada a desordens genéticas e
hematoldgicas®®28. Ainda, sabe-se que esta doenga tem seu desenvolvimento e/ou
curso de progressdo associados a fatores de risco como, fumo, diabetes mellitus,
estresse, osteoporose e deficiéncia na resposta imunolégica do hospedeiro e
envelhecimento®”. A DP se manifesta em individuos com SD de maneira severa e
ainda em idade precoce®891877.78 com uma prevaléncia que pode variar de 70 a
90% em pacientes acima de 30 anos de idade®. Sabe-se que a DP é biofilme
dependente, entretanto, a alta prevaléncia desta doenca em individuos com SD nao
pode ser associada apenas ao actumulo de biofilme dentario8%%.

Em 1977, Saxen et al.®® compararam a perda Ossea alveolar entre 35
individuos com SD, com idades variando entre 9 e 39 anos e seus controles
pareados por idade, género e grau de deficiéncia mental, utilizando radiografia
panoramica. Os autores verificaram reabsorgdes dsseas iguais ou superiores a Smm
em 69% dos pacientes com SD, enquanto que para o grupo controle esta taxa
atingiu apenas 20%. Também observaram que uma perda 6ssea mais significativa
ocorreu nos pacientes com SD a partir dos 19 anos de idade. Os resultados levaram

os autores a concluirem que os individuos com SD apresentam uma maior
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prevaléncia e severidade da DP, a qual ndo pode ser associada apenas a uma

higiene bucal insatisfatoria.

Cichon et al.® (1998) realizaram o monitoramento da condigdo clinica
periodontal durante 12 semanas em individuos com SD e naqueles com paralisia
cerebral. Foram avaliados indice de placa, indice gengival, profundidade de
sondagem e nivel de insercdo. Também determinaram o efeito do controle de
biofilme e instrugdo de higiene bucal nestes individuos durante o periodo do estudo.
Ao final das 12 semanas, foi verificada melhora nos parametros clinicos nos
individuos com paralisia cerebral e o controle de biofilme teve efeito positivo sobre a
sua condigao gengival, enquanto que para os individuos com SD n&o observou-se o
mesmo efeito. Ficou evidente que a deficiéncia imunoldgica nos individuos com SD,
leva a uma resposta inflamatoria exacerbada, que juntamente com o acumulo de

biofilme causa uma destruicdo periodontal severa.

Conforme ocorre a maturagado do biofilme na cavidade bucal, ha o aumento
da quantidade de micro-organismos anaerdbios gram-negativos, os quais estéo
fortemente associados com o desenvolvimento da DP7°. Além disso, varios estudos
tém verificado uma quantidade aumentada de bactérias periodontopatogénicas em

individuos com SD comparados a controles ndo sindrémicos'#:16.17.91,

Amano et al.’* (2000), detectaram bactérias periodontopatdégenas importantes
como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans em amostras de biofilme subgengival de
criangas com SD entre 2 e 4 anos de idade. Os autores observaram, ainda, que
houve o aumento gradual destas espécies bacterianas com o avango da idade, em
criangas com até 13 anos. Entretanto, analisando estas mesmas espécies no grupo
controle, sem SD, verificaram que as bactérias Porphyromonas gingivalis e
Treponema denticola permaneceram ausentes. Sugeriram que a colonizagdo da
cavidade bucal por micro-organismos periodontopatogénicos em individuos com SD
se inicia na primeira infancia e que alteragbes no biofilme com o avango da idade

pode influenciar o desenvolvimento precoce da DP nestes individuos.

A presengade micro-organismos patogénicos é essencial para a ocorréncia da
DP, entretanto é necessario que haja um hospedeiro susceptivel para que ela se
desenvolva. Varios estudos apontam a deficiéncia imunolégica como uma das

causas principais para a elevada prevaléncia da DP em individuos com SD'%.11.18,
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Investigagbes conduzidas em individuos com SD associam a deficiéncia imunoldgica
destes a uma redugdo na quimiotaxia de neutrofilos®?, diminuigdo na contagem de
células B e T'93 defeitos na adesdo dos linfocitos®, alteracdo na produgéo de

imunoglobulinas’®% e de mediadores inflamatérios®-2.

Os individuos com SD também apresentam um desequilibrio entre os
sistemas pro e antioxidante®®e sua relagdo com o desenvolvimento da DP esta bem
estabelecida®121%, Este desequilibrio ocorre devido a uma producgdo exacerbada de
espécies reativas de oxigénio (EROs)'0', as quais possuem grande potencial

citotdxico, e o seu acumulo resulta em dano oxidativo aos tecidos locais'%2.

Em estudos longitudinais com duragdo de 7 anos’ e de 8,5 anos'® foram
realizados acompanhamentos clinicos periodontais em individuos com SD, e
verificou-se médias de perdas Osseas anuais de 0,04 mm e 0,03 mm,
respectivamente. Além disso, estes estudos observaram que a regido anterior
inferior foi a mais afetada pela DP. Interessantemente, houve um aumento no
numero de sitios doentes no decorrer do estudo sem que a composi¢cao da
microbiota periodontopatogénica se alterasse’ e a principal causa de perda dentaria
foi associada a periodontite%3.

A despeito da elevada prevaléncia de DP em individuos com SD, sdo raros os
trabalhos na literaturaabordando o tratamento periodontal nesses individuos. Tanaka
et al.®" (2015) compararam o efeito do tratamento periodontal ndo cirdrgico e os
niveis de periodontopatogenos em individuos com SD e controles
cromossomicamente normais, ambos com DP. Verificaram que o tratamento
periodontal ndo cirurgico melhorou os parametros clinicos de ambos os grupos e nao
houve diferenga significativa entre os mesmos. Com relagdo aos parametros
microbioldgicos, 45 dias apds o tratamento, os niveis de bactérias do complexo
vermelho (Porphyrononas gingivalis,Tannerella forsythia e Treponema denticola)
permaneceram elevados nos sitios doentes dos pacientes com SD, o que foi
significativamente diferente do grupo controle. Os autores sugeriram que a
associagdo de tratamentos adjuvantes a terapia periodontal convencional se faz
necessaria para controlar os niveis de periodontopatogenos.
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3.3 Saliva e Suas Fungoes na Cavidade Bucal

A saliva desempenha importantes fungdes relacionadas com a manutengao
da homeostase da cavidade bucal, entre elas destacam-se, lubrificagdo e protegao
dos tecidos, capacidade de tamponamento, mineralizacdo das superficies dentarias,
agdo antimicrobiana, entre outras'®1%5. A saliva total € uma mistura complexa de
fluidos provenientes das glandulas salivares maiores e menores, fluido crevicular,
além de conter bactérias orais, debris de alimentos e células descamadas do epitélio

intrabucal?!.22.105

Individuos saudaveis produzem uma meédia diaria de 1,0 a 1,5 L de saliva
(0,69 a 1,04 mL/min). As glandulas salivares maiores sao as principais contribuintes
na secrecao deste fluido, e tratando-se do fluxo da saliva total ndo-estimulada temos
participacdo de 20% das glandulas parétidas, 65% das glandulas submandibulares,
7% a 8% das glandulas sublinguais e menos de 10% das glandulas salivares
menores'%. Entretanto, a participagdo de cada glandula se altera quando se trata da
producdo da saliva total estimulada, sendo a parotida responsavel por uma
contribuicdo de aproximadamente 60%'%7. A saliva produzida pelas glandulas
salivares menores possui alto teor de mucinas e imunoglobulinas quando comparada
aquela produzida pelas glandulas salivares maiores. Logo, apesar de contribuirem
com baixos volumes de fluido secretado, essas glandulas s&o consideradas
importantes para lubrificagdo e protecdo dos tecidos bucais, bem como, para a

resposta imune local'%,

A capacidade tampao salivar € a propriedade que corrige alteragdes de pH
causadas pela liberacdo de ions acidos ou basicos, por exemplo, provenientes da
fermentacao de carboidratos. Os principais sistemas tamponantes salivares sao o
sistema bicarbonato e o sistema fosfato'%®. O sistema bicarbonato ¢ o mais efetivo
entre eles, uma vez que o HCO3 possui a capacidade de se difundir pelo biofiime e
atua na neutralizacdo dos acidos. Sua excelente acdo tamponante pode ser
atribuida devido ao aumento das concentragcdes deste composto com o aumento do
fluxo salivar nas secregbes das glandulas salivares maiores'’®. Em momentos de
baixo fluxo salivar o sistema bicarbonato € ineficaz e entdo, a capacidade tampao é
exercida pelo sistema fosfato'%®. Apesar da concentragéo de fosfato aumentar com a

7

reducdo do fluxo salivar, a efetividade deste sistema € reduzida, uma vez que a
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maior parte deste composto ja esta na forma H2PO3 e ndo € capaz de assumir um

ion hidrogénio extra'%4.

Outra importante fungédo da saliva € a de manter a integridade dos elementos
dentarios, atuando nos processos de desmineralizacdo e remineralizacdo. A difusao
dos acidos produzidos pelas bactérias na estrutura dental pode levar a dissolugao
dos cristais de hidroxiapatita, a qual ocorre em um pH critico entre 5 e 5,5. A
capacidade tampdo da saliva exerce grande influéncia sobre o pH do biofilme
dental,além disso, a supersaturagcao de minerais no fluido salivar € essencial para o
processo de remineralizacdo da superficie do esmalte, inibindo a instalacdo e

progressdo da carie'"".

A alta concentragdo de minerais na saliva é mantida pela agcdo de algumas
proteinas, como por exemplo a estaterina, que estabiliza as concentragcdes de calcio
e fosfato, impedindo a precipitacdo espontdnea de fosfato de calcio''? e também
estd envolvida com o inicio da formagdo da pelicula adquirida’®*1%  Além da
estaterina, outras proteinas salivares como as histatinas, cistatinas e proteinas ricas
em prolina estdo presentes na pelicula adquirida, a qual permite a difusdo de
minerais como o calcio e o fosfato contribuindo para o processo de remineralizagao

do esmalte04.105,

Com relacdo a acdo antimicrobiana, a saliva apresenta componentes
imunologicos caracterizados pelas imunoglobulinas, que representam uma das
primeiras linhas de defesa contra antigenos'3. A fungdo primaria das
imunoglobulinas € inativar bactérias, fungos e virus por meio da ligagédo ou
aglutinagdo com estas particulas, prevenindo assim, a adesdo das mesmas na
mucosa oral''*. As duas maiores classes de imunoglobulinas presentes na saliva
humana s&o a imunoglobulina A (IgA) e imunoglobulina G (IgG), entretanto também
estdo presentes em fragbes menores outras imunoglobulinas como IgM, IgD and
IgE™"3. A IgA é a mais abundante entre as imunoglobulinas da saliva e é produzida
principalmente por células plasmaticas locais, embora também possa ser derivada
do soro sanguineo, assim como a IgG, sendo o fluido crevicular o canal de entrada
destas imunoglobulinas para a cavidade bucal'®'"3. A agdo antimicrobiana também
€ marcada pelos componentes ndo imunoldgicos que compreendem as proteinas

salivares, as quais serdo melhor descritas a seguir.
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3.4 Proteinas Salivares

A saliva total contém uma variedade enorme de proteinas, entre as quais
temos as principais familias que compreendem amilase, cistatinas, mucinas,
estaterina, proteinas ricas em prolina (PRPs) e histatinas''3. Estas proteinas atuam
individualmente ou em conjunto, desempenhando diversas fungbes como agao
antimicrobiana, formag¢ao da pelicula adquirida, adesao e/ou clearance de micro-

organismos, prote¢do aos elementos dentarios, entre outras'04.113,

A a-amilase € a proteina mais predominante na saliva humana e € produzida
principalmente nas glandulas parétidas®'. Uma de suas fungdes mais amplamente
conhecidas € a de iniciar a digestdo de amido e glicogénio na cavidade bucal pela
hidrélise das ligagbes a-1,4-glicosidicas®''"3. Devido a sua elevada abundancia, a a-
amilase também esta presente na pelicula adquirida e no biofiime dentario'%'"7 e
participa do processo de adesdo de bactérias sobre a superficie dos elementos
dentarios'"”. Por outro lado, a a-amilase, em solugdo, mostrou possuir alta afinidade
por algumas espécies de estreptococos''®'2°, apontando sua importancia no
processo de clearance bacteriano, uma vez que a interagao entre esta proteina e as

bactérias impede as mesmas de se aderirem ao biofilme dentario’"”.

As cistatinas compreendem a familia de inibidores de proteases de cisteina,
entre as quais, sete estdo presentes na saliva: cistatina-A, cistatina-B, cistatina-C,
cistatina-D, cistatina-S, cistatina-AS e cistatina-SN'?'. Estas proteinas sao
produzidas em maior quantidade nas glandulas submandibulares, mas também sao
encontradas na secregdo das parotidas e no fluido crevicular''®122, As cistatinas sdo
capazes de bloquear a agdo de proteases enddogenas e bacterianas'?'. Além disto,
esta associado as cistatinas C e S a capacidade de inibir o crescimento de
Porphyromonas gingivalis'?® e as cistatinas S e SN a capacidade de se ligarem a
bactérias e lipopolissacarideos que sao frequentemente responsaveis pela
destruicdo tecidual associada as reacdes inflamatorias'?*. Ainda, a literatura tem
mostrado que pacientes com doenga periodontal podem apresentar niveis mais
elevados de cistatina-C comparado a individuos periodontalmente saudaveis, como
mecanismo preventivo no processo de degradagdo dos tecidos periodontais’?5126,

O terceiro grupo mais abundante de proteinas na saliva total s&o as mucinas,

sendo a MUC5 e a MUC7 as mais importantes''3. Estas proteinas sdo altamente



21

glicosiladas, com a MUCS5 apresentando peso molecular superior a 1000 kDa,
enquanto que a MUCY possui um peso molecular bem inferior, variando entre 180 e
200 kDa''3. As mucinas sio secretadas pelas glandulas submandibular, sublingual e
glandulas salivares menores e possuem como fungdes principais evitar o
ressecamento do epitélio, minimizar injurias de natureza mecanica aos tecidos e

atuar contra micro-organismos3'.

As mucinas formam uma camada viscoelastica, de pelo menos 10 a 22 ym,
que recobre todas as superficies da cavidade bucal, agindo como um importante
lubrificante durante os processos de mastigagdo, degluticdo e fala’®. A alta
viscosidade salivar pode ser atribuida principalmente a MUCS5, a qual tem a
capacidade de formar um gel viscoelastico hidrofilico devido a grande quantidade de
cadeias de oligossacarideos''®, o que a torna um lubrificante muito efetivo. A MUC5
pode contribuir para minimizar a sensacao de xerostomia, uma vez que foi
demonstrado em estudo piloto que individuos expostos a radioterapia de cabeca e
pescocgo, sem sintomas de xerostomia ou com xerostomia moderada, apresentavam
niveis mais elevados de MUC5 na saliva submandibular em comparacdo aos
individuos com xerostomia severa'?’. Ainda, a MUC5 tem a capacidade de formar
complexos proteicos®', o que justifica a sua participagdo em todos os estagios da
formacao da pelicula adquirida®'®.

Propriedades antimicrobianas também estdo presentes nas mucinas,
especialmente na MUC7'?', a qual apresenta a capacidade de aglutinar espécies
bacterianas, fungicas e virais''®'?'. Ja foi demonstrado que uma sequéncia de 23
residuos de aminoacidos provenientes da MUC7 exibiram atividade antibacteriana
contra  Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Streptococcus gordonii e Streptococcus mutans'?®. A literatura também apresenta
uma associagdo entre baixos niveis salivares de MUC7 e pacientes com
periodontite, e esta proteina apresenta niveis trés vezes menores nos individuos
com periodontite associada a Aggregatibacter actinomycetemcomitansdo que o0s
controles periodontalmente saudaveis'?. Além disso, também foi demonstrado que o
peptideo derivado do N-terminal da MUC7 apresenta ac¢do antifungica contra
Candida albicans'°131,

A estaterina é uma proteina fosforilada rica em prolina e tirosina com baixo

peso molecular, sintetizada e secretada pelas glandulas parétidas e
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submandibulares®'. Esta proteina é bastante susceptivel a degradagéo proteolitica, o
que somado a sua elevada afinidade as superficies dentarias explica os baixos
niveis de estaterina na saliva total®'. A estaterina é responsavel por inibir a
precipitagdo primaria e secundaria de fosfato de calcio, ou seja, evita a precipitagcao
espontanea destes sais que estdo supersaturados na saliva, bem como inibe o
crescimento de cristais deste composto''?132133. Devido a sua alta afinidade pela
hidroxiapatita, a estaterina € uma das proteinas precursoras no desenvolvimento da
pelicula adquirida e foi verificado que a sua abundancia se mantém constante
durante todo este processo''®. Outra propriedade da estaterina € a inibicdo do
crescimento de bactérias anaerdbias, funcdo atribuida ao C-terminal desta
proteina'®4121. A estaterina ainda atua inibindo a adesdo de Streptococcus mutans a
superficie dentaria’* e contribui para a defesa do hospedeiro contra fungos''®. Foi
observado que a estaterina induz a transicdo de hifa (forma mais invasiva dos
fungos) a levedura em cepas de Candida albicans, podendo participar da modulagéo
da candidose oral'.

As proteinas ricas em prolina (PRPs) constituem aproximadamente 30% da
fragdo proteica da saliva produzida pelas glandulas parétidas e submandibulares,
sdo altamente fosforiladas e compreendem os subtipos: PRPs acidas (aPRPs),
PRPs basicas (bPRPs) e PRPs glicosiladas (gPRPs)3"'3. A heterogeneidade
dessas proteinas tantona sequéncia primaria de aminoacidos, quanto no tamanho e
modificagdes pods-traducionais sugere a existéncia de uma diversidade funcional
significativa®'. Ja foi verificado que as aPRPs se ligam ao hidroxido de calcio, isto &,
possuem grande afinidade com a hidroxiapatita e assim inibem o crescimento de
cristais de fosfato de calcio em solugbes supersaturadas?®!, e participam da formagao
da pelicula adquirida'®'15, Ambas, aPRPs e bPRPs, estido presentes na pelicula
adquirida’"® e ligam-se as espécies bacterianas e fungicas, modulando a adeséo
microbiana as superficies dentarias''®. Com relagido as gPRPs, foi proposta a sua

atuagédo como lubrificante na cavidade bucal®’.

As histatinas sao proteinas catibnicas secretadas pelas glandulas salivares
maiores, apresentam baixo peso molecular e s&o ricas do aminoacido histidina3".
Estas proteinas exercem diversas fungdes como, acao antibacteriana e
antifingica?®-3%313%  participam da formagdo da pelicula adquirida'®, atuam

favorecendo a cicatrizagéo tecidual'®* e ainda agem na protegdo do esmalte durante
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o processo de desmineralizagao'38. Entre as histatinas secretadas, as trés formas
principais encontradas sdo a histatina 1 (38 residuos de aminoacidos), histatina 3
(32 residuos de aminodcidos) e histatina 5 (24 residuos de aminodacidos)3®34. Os
genes HIS1 e HIS2sado responsaveis por codificar as histatinas 1 e 3,
respectivamente, enquanto que a histatina 5 é derivada de modificacbes pos-

translacionais proteoliticas da histatina 33'.

A maior acao antifungica € observada para a histatina 5, a qual exibe efeito
sobre Candida albicans®3%3¢ e Cryptococcus neoformans'®. Além disso, também
foi verificado que a histatina 5 age de forma sinérgica com drogas antifingicas™°. A
literatura também apresenta as histatinas como potenciais agentes antibacterianos,
sendo demonstrada agdo frente a bactérias como Streptococcus mutans®’-3°,
Porphyromonas gingivalis*®4* e Aggregatibacter actinomycetemcomitans**.Foi
comprovado clinicamente em seres humanos, a seguranga e eficacia do uso toépico
das histatinas, as quais foram aplicadas na forma de enxaguatdrio bucal e
formulacdo em gel e mostraram efeito na reducdo de biofilme, diminuigdo do

sangramento gengival e melhora do quadro de gengivite*®47.

As histatinas também se relacionam com a doencga periodontal devido a sua
propriedade de cicatrizacdo de feridas''-'#2 e agéo sobre metaloproteinases*?. Tem-
se demonstrado que a histatina 1 € a mais envolvida no processo de cicatrizagao
dos tecidos, estimulando a migragdo de células epiteliais e fibroblastos ao local da
injuria’#1-142_ Boink et al.’* (2016) verificaram o efeito positivo das histatinas sobre a
migracao celular em células estromais mesenquimais derivadas da derme, tecido
adiposo e tecido gengival, afirmando o efeito benéfico deste peptideo no processo
de cicatrizagdo. Os autores também sugerem a utilizagdo das histatinas como novos
agentes terapéuticos na cicatrizagdo de feridas cutaneas'?. Com relagdo as
metaloproteinases, sdo um grupo de enzimas que agem em conjunto promovendo a
degradagdo da maioria das proteinas da matriz extracelular, crescimento e
renovagao tecidual normal. Estas encontram-se em niveis elevados em individuos
com doenca periodontal'**, o que corrobora com os processos de inflamacgado e
destruicado tecidual indesejados. Nesse sentido, foi verificado que as histatinas s&o
capazes de inibir as metaloproteinases derivadas do hospedeiro, apresentando agao
principalmente sobre as MMP-2 e MMP-942
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3.5 Degradacao Proteolitica das Histatinas

Como descrito anteriormente, as histatinas sao peptideos catibnicos que
desempenham diversas fungdes, contribuindo notoriamente para a homeostase da
cavidade bucal®'33, Curiosamente, foi verificado que a saliva é o Unico fluido do
corpo humano em que estes peptideos estdo presentes’#®, entretanto, existe uma
discrepancia entre a concentragdo das histatinas na saliva total comparada as
secregbes em nivel glandular®'®!. Apos serem secretadas, as histatinas participam
de interagbes com proteinas?”-5%146 micro-organismos®®-%” e com os tecidos duros e
moles?7-138.147 Estes processos contribuem, em parte, para que haja uma redugéo da
concentracdo das histatinas na saliva total, sendo importante salientar que estas
interagcbes podem provocar mudangas estruturais macromoleculares, modulando
e/ou modificando a fung&o original da proteina. Por exemplo, foi verificado in vitro
que o complexo proteico entre a amilase e a histatina 1 mantém a fung&o original de
digestdo de carboidratos da amilase, enquanto que a propriedade antifungica
atribuida a histatina 1 é reduzida?’. Além disso, também foi demonstrado que a
histatina 1 resiste por maior tempo a protedlise quando forma complexos com a
amilase?’. Em outro estudo in vitro, os autores também verificaram redugdo da
atividade antifungica da histatina 5 contra Candida albicans, quando associada com

a amilase8.

Apesar da grande complexidade do fluido salivar e da riqueza de
possibilidades de interagdes entre as moléculas, a protedlise tem sido a maior
responsavel pelos baixos niveis das histatinas em sua forma intacta na saliva total
quando comparado a secregao salivar em nivel glandular®'.52%°_ Foi verificado que a
concentragédo de histatina na secre¢cdo das glandulas paroétidas varia entre 30 e 55
Mg/mL e, na secregdo das glandulas submandibulares e sublinguais, atinge valores
de concentragdo entre 13 e 70 ug/mL3'. Em contrapartida, a concentragdo de
histatina na saliva total varia de 2 a 8 ug/mL3'. Inicialmente, a biossintese das
proteinas salivares compreende processos proteoliticos pds-translacionais, os quais
ocorrem no interior das glandulas salivares®. Assim, foi verificado que uma infima
atividade proteolitica acontece em nivel glandular, entretanto, este processo nao é
fisiologicamente relevante tendo em vista que a saliva permanece no interior do
ducto salivar por um curto periodo de tempo?. O segundo nivel da protedlise e o

mais significativo ocorre na cavidade bucal e &€ desencadeado por enzimasderivadas



25

de bactérias ou células epiteliais do hospedeiro®'5354. Foi observado ainda que a
degradagéao das proteinas ocorre 7,5 vezes mais rapidamente na saliva total do que
no SST(sobrenadante da saliva total), demonstrando mais uma vez que a maior
atividade das proteases na saliva é proveniente de células do hospedeiro ou esta
associada as bactérias orais®®. O processo de protedlise é extremamente rapido e
eficaz, o que justifica a impossibilidade de detectar
eletroforeticamente,cromatograficamente ou por ensaios imunoquimicos as
histatinas salivares em sua forma nativana saliva total*>'4%. Desta maneira, é
indicada a utilizacdo do SST diluido como alternativa para retardar a protedlise e
possibilitar o estudo das varias etapas da degradacéo destas proteinas na cavidade
bucal®?8% bem como, a caracterizagdo dos produtos por espectrometria de massas e
a investigacdo da atividade biologica e funcional destas sequencias de

peptideos?6:32:52.60,

A analise por espectrometria de massas, permitiu a identificagdo de diferentes
sequéncias de peptideos derivadas da histatina 1 em amostras de SST, sendo que
Sun et al.?% (2009) identificaram 5 fragmentos, enquanto que McDonald et al.3?
(2011) observaram 8 fragmentos diferentes. Para a histatina 5, os trabalhos também
apresentam diferentes quantidades de peptideos identificados, sendoencontrados 17
fragmentos por Sun et al.®° (2009), e 19 fragmentos por Helmerhorst et al.?® (2006).
Em estudo sobre a analise da estrutura e funcdo das proteinas salivares, foi
demonstrado que nem sempre a proteina inteira € necessaria para manter algum
nivel de atividade®. Algumas sequéncias de residuos de aminoacidos especificos
sdo capazes de exercer bioatividade?65".1%0, Neste sentido, foi observado que o
dominio bioativo das histatinas esta localizado na regido central, mais precisamente,
compreendendo os residuos de aminoacidos nas posigbes 12-14'%0. Além disso,
foram identificados dois sitios de clivagem primaria, os residuos Arg'3 e Arg'’, alvos
preferenciais das proteasesna histatina 1 e na histatina 5%°. Ainda assim, foi
verificado que as clivagens primarias nao afetam as propriedades de cicatrizagao de
feridas e atividade antifungica das histatinas, sugerindo que a atividade funcional
destas proteinas é mantida na cavidade bucal mesmo apds a proteolise®.
Corroborando com este principio, Helmerhorst et al.?6 (2006), também verificaram
que os produtos finais da degradagé&o da histatina 5 mantiveram atividade contra
Candida albicans. A manuteng¢ao da atividade antifungica também foi observada no
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menor fragmento derivado da histatina 5, o P-113, produto composto por 12
aminoacidos (AKRHHGYKRKFH) localizado no sentido da regido do N-terminal®®".
Assim, é de grande relevancia o entendimento da protedlise intrabucal e a
caracterizacao de seus subprodutos, facilitando a selecdo dos peptideos de
interesse para analise funcional adicional e permitindo o estudo de estratégias para

prolongar o tempo de retengao destes peptideos bioativos na cavidade bucal.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostragem

Segundo os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica em
2010'%2, existem 116.467 adultos com idades entre 20 e 55 anos na cidade de
Araraquara. Para determinar o numero amostral foi considerada a prevaléncia da SD
como 0,1%°%’. Para o célculo da amostra do grupo SD, foi utilizado precisdo de 3%
(d), numero da populacdo de referéncia de 116.467 (N), valor-limite da area de
rejeicao de 1,96 (z) e a prevaléncia esperada para o fenbmeno a ser investigado (P),
no caso 0,1% para SD.

Férmula:

B N.z2.P (100 — P)
d2.(N—1)+ z2. P(100 — P)

n

Foi obtido um “n” igual a 5 individuos e a esse resultado foram acrescidos
20% para compensar eventuais perdas, chegando-se ao tamanho final aproximado
da amostra de 6 individuos com SD. Para os demais grupos, o numero amostral foi o

mesmo e as amostras foram pareadas por género.

4.2 Selecao da Casuistica

A aprovacgdo para a realizagdo deste estudo foi obtida junto ao Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (CAAE:
56686416.0.0000.5416 - Parecer n° 1.603.989) (ANEXO A). Os participantes nao
sindrémicos foram selecionados nas clinicas de ensino desta mesma instituicdo e os
SD em escolas para pacientes com necessidades especiais da cidade de
Araraquara. Todos tiveram historico médico e odontologico avaliados.

Foram selecionados um total de 24 individuos, de ambos os géneros e
qualquer etnia, dentro da faixa etaria de 20-55 anos de idade, os quais foram
divididos em 4 grupos de pesquisa, sendo: 6 individuos com SD e com DP (Grupo
SDcDP), 6 individuos com SD e sem DP (Grupo SDsDP), 6 individuos n&o
sindrémicos com DP (Grupo NScDP) e 6 individuos nao sindrémicos sem DP (Grupo
NSsDP - controle). Todos os individuos selecionados possuiam no minimo quinze

dentes na cavidade oral (excluindo os terceiros molares). Nao foram incluidos
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individuos com alteragdes sistémicas (diabetes mellitus, desordens cardiovasculares
nao controladas, doenga auto-imune, liquen plano), fumantes, que faziam uso
cronico de alcool, gestantes ou lactantes, mulheres em fase de menopausa,
individuos com historia de tratamento periodontal nos ultimos 6 meses, que
passaram por tratamento radioterapico de cabeca e pescogo, que utilizaram anti-
inflamatdrios e/ou imunossupressores nos ultimos 3 meses, que faziam uso continuo
de medicamentos beta-bloqueadores, com comportamento n&o colaborador e
individuos com SD do tipo mosaico. Os objetivos desta pesquisa foram explicados
aqueles que preencheram os critérios de selecdo estabelecidos e aos pais e/ou
responsaveis no caso dos individuos com SD. Em seguida, estes foram convidados
a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE A) e o
Termo de Assentimento (APENDICE B).

4.3 Exame Clinico Intrabucal

Os voluntarios passaram por exame clinico intrabucalpara a avaliacido da condigao
periodontal e experiéncia de carie dentaria. Este exame foi realizado por um unico
examinador calibrado (N.B.D.), obtendo-se valores de kappa=0,83 e kappa=0,89,

para o exame clinico periodontal e indice CPO-D, respectivamente.

4.3.1 Exame clinico periodontal

O exame clinico periodontal foi realizado em cadeira odontoldégica sob a luz
do refletor, utilizando-se sonda milimetrada Williams (SSWhite Duflex, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) e espelho bucal plano (SSWhite - Duflex, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Inicialmente foram avaliados os indices de placa visivel (IPV) e de
sangramento marginal (SM), seguido pela profilaxia dos elementos dentarios com
escova de Robinson e pasta profilatica (Herjos - Coltene, Bonsucesso, RJ, Brasil).

A avaliagdo periodontal dos pacientes foi realizada em seis sitios (mesio-
vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, lingual e disto-lingual) por
elemento dentario (com excegéo dos terceiros molares) de acordo com o periograma
adotado pela disciplina de Periodontia da FOAr — UNESP (ANEXO B), composto

pelos seguintes indices:
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e Profundidade de sondagem (PS): medida dada em milimetros que
compreende a disténcia entre a margem gengival e o fundo do sulco ou bolsa

periodontal.

e Sangramento a sondagem (SS): observacdo de sangramento até 10
segundos apdés a remogao da sonda do sulco ou bolsa periodontal, sendo

classificado como presente ou ausente.

¢ Nivel gengival (NG): medida dada em milimetros que compreende a distancia
entre a margem gengival e a jungdo amelo-cementaria, sendo positiva para

hiperplasia e negativa nos casos de recesséo gengival.

e Nivel de insercdo (NI): distancia entre a juncdo amelo-cementaria e o fundo

do sulco ou bolsa

A DP crénica foi considerada em pacientes com PS=4mm, presenca de SS e

com NI>3mm em oito sitios ou mais ndo adjacentes®.

4.3.2 Experiéncia de carie dentaria

Apds o exame clinico periodontal, foi realizada a quantificagdo dos dentes
permanentes em cariados, perdidos e obturados (indice CPO-D) de acordo com os
critérios da Organizagdo Mundial de Saldde (OMS)'3 (ANEXO C), utilizando-se
espelho bucal plano e sonda exploradora n® 5 (Duflex - SS White, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil).

4.4 Coleta da Saliva
Para minimizar as variagdes do ciclo circadiano, a saliva total estimulada pela

mastigacdo de um pedacgo de Parafilm, foi coletada entre 9 e 11 horas da manh3,
apo6s um periodo de jejum minimo de 2 horas. A saliva produzida nos primeiros 10
segundos foi descartada e, entado, foi prosseguida a coleta utilizando sugador portatil
a vacuo (Aspiramax modelo MA520-60, Sdo Paulo, SP, Brasil), adaptado a uma
sonda e tubo coletor mantido em gelo®, até a obtengdo de 3,0 mL. A coleta foi
realizada por um periodo maximo de 15 minutos, com a finalidade de evitar
alteragdes na composicédo salivar. Em seguida, uma parte da saliva (200 pL) foi

utilizada para analise microbioldgica e o restante da amostra foi centrifugada a
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16.000 x g (Centrifuga 5504R — Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), a 4°C por um
periodo de 10 minutos para separar bactérias, células e residuos. A saliva total e o
SST foram separados em aliquotas de 500 yL em microtubos de 2,0 mL (Eppendorf
Safe-Lock — Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), e armazenados em freezer a -80°C
até a realizacdo das analises.

4.5 Quantificagdo Absoluta de Periodontopatégenos por PCR em Tempo Real
(qPCR)

As amostras de saliva ndo centrifugadas previamente armazenadas em
freezer -80°C foram descongeladas. O DNA gendmico humano e microbiano foi
extraido e purificado utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(PROMEGA, Madison, WI, Estados Unidos). A concentragdo de DNA foi
determinada por espectrofotometria de luz UV (Biomate 3 — Thermo Electron
Corporation, Winconsin, Estados Unidos) a 260 nm, e a relagdo entre as
absorbancias a 260 nm e 280 nm (A260/280), foi considerada adequada entre 1,8-
2,0. Este DNA serviu como molde para a quantificagdo dos micro-organismos
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans por qPCR.

Para a quantificacdo absoluta, foram utilizados plasmideos recombinantes
albergando uma copia do gene 16SrRNA de amostras de referéncia de
Porphyromonas gingivalis W83 e Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2.
Estes foram construidos e gentilmente fornecidos para este trabalho, pelo grupo de
pesquisa coordenado pela Prof?. Dr?. Marcia Pinto Alves Mayer do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo
(USP). Os plasmideos foram obtidos de acordo com a seguinte metodologia: as
bactérias alvo foram cultivadas em meios especificos, em anaerobiose, as colbnias
resuspensas em agua estéril e o DNA extraido.

Para a reacdo de amplificagdo foi utilizada Taq DNA Polymerase Platinum
(Invitrogen, S&do Paulo, Brasil), de acordo com as instru¢des do fabricante. Foi usado
DNA molde das amostras de referéncia, e os iniciadores espécie especificos
complementares a 16SrRNA de Porphyromonas gingivalis (5" TGT AGA TGA CTG
ATG GTG AAA ACC 3" e 5ACG TCA TCC CCA CCT TCC TC 3)™ e
Aggregatibacteractinomycetemcomitans (5° GGC ACG TAG GCG GAC CTT 3 e &
ACCAGGGCTAAAGCCCAATCS5)'%, originando produtos de 197 pb e 80 pb

respectivamente. Os amplicons gerados foram clonados utilizando o kit TOPO TA
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Cloning version R (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Para confirmagdo da identidade, os insertos foram
sequenciados utilizando iniciadores existentes no vetor (M13 Reverse: CAG GAA
ACA GCT ATG AC).

A quantificagdo de cada espécie nas amostras estudadas foi realizada por
meio de qPCR em reacdes usando os mesmos pares de primers complementares a
16SrRNA de cada espécie bacteriana, utilizando o termociclador SDS 7500 (Applied
Biosystems, S&o Paulo, Brasil). Os produtos foram detectados por fluorescéncia
usando o SYBR Green Power Kit (Applied Biosystems, Sao Paulo, Brasil), seguindo
o protocolo recomendado pelo fabricante. A quantificacido foi feita de forma absoluta
por meio da realizacdo em cada placa de uma curva padrdo usando diluigdes
seriadas com 5 concentragdes conhecidas do DNA molde da bactéria de referéncia
e um controle negativo (agua em lugar de DNA), em triplicata. As reacbes foram
realizadas em placas de 96 pocgos, usando um volume total de 22 yl em cada poco,
sendo 1 yl de DNA da amostra (ou do padréo ou do controle negativo), 11 pl de
SYBR Green mix e 100 nM de primer Reverse e primer Forward para
Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

O seguinte protocolo térmico foi adotado: 95°C durante 10 min, seguido por
40 ciclos de desnaturacédo a 95°C durante 15 s, anelamento a 60°C durante 1 min e
extensao a 95°C durante 15 s. A analise da curva de melting foi realizada a 65-95°C
para confirmar se os produtos de PCR das amostras e dos plasmideos de referéncia
(padrdes) apresentam curvas de melting idénticas. Os resultados das corridas foram
analisados com auxilio do software SDS 7500 (Applied Biosystems, S&o Paulo,
Brasil), de modo que a quantidade de bactérias em cada amostra foi obtida em
funcdo da curva padrao do referido micro-organismo. As curvas padréo utilizadas
apresentaram valor minimo de R?=0,90 e eficiéncia de amplificagdo entre 90% e

110%. Os resultados foram expressos em niimeros de copias do gene 16SrRNA®".

4.6 Analises Salivares

As anadlises salivares, a seguir descritas, foram desenvolvidas em parceria
com a Universidade de Western — Ontario, Canada, na Schulich School of Medicine

& Dentistry em colaboragdo com o Prof. Dr. Walter Luiz Siqueira.
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4.6.1 Analise da proteina total e preparo das aliquotas

A analise da proteina total nas amostras de SST foi realizada em duplicata
utilizando-se o ensaio do acido bicinconinico (BCA) (Pierce Chemical, Rockford, IL,
Estados Unidos), o qual € composto pelo reagente A (carbonato de sadio,
bicarbonato de sddio, acido bicinconinico e tartarato de sddio em hidroxido de sédio
0,1M) e pelo reagente B (solugdo aquosa de sulfato de cobre 4% m/v). Neste ensaio,
a albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como padréo e a agua destilada como

branco.

Para confecgao da curva padrédo foram usadas 8 diferentes concentracdes da
BSA (25ug/mL, 125 pug/mL, 250 pg/mL, 500 pyg/mL, 750 pg/mL, 1.000 pyg/mL, 1.500
pug/mL, 2.000 pg/mL). Em uma placa de 96 pogos, foi pipetado em cada pogo 25 pL
de cada concentracédo da curva padrao, 25 uL da amostra ou do branco, com 200 pL
do Work Reagent (reagentes A + reagente B). Em seguida, essa placa foi incubada
a 37°C durante 30 min. Apds o periodo de incubagdo, aguardou-se que a mesma
atingisse temperatura ambiente e prosseguiu-se com a leitura da absorbéncia em
espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 560 nm durante 10 segundos. As
médias dos valores de absorbancia de cada amostra foram convertidas em
concentragdo de proteina total por mililitro de saliva e expressos em mg/mL de

saliva.

A partir da obtencédo dos valores de concentragdo de proteina total de cada
amostra foram calculados os volumes necessarios para obtencdo de aliquotas
contendo 20ug de proteina cada. Estas aliquotas foram destinadas para as corridas
iniciais de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) e Eletroforese em Gel
de Poliacrilamida (PAGE) Catibnica que se fizeram necessarias para verificar a
presenca e qualidade proteica e confirmar a auséncia das histatinas nas amostras
de SST, respectivamente.

4.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O método de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em presencga de
dodecil sulfato de sédio (SDS) permite a separagéo das proteinas de acordo com o
seu peso molecular. A realizagcdo desta corrida foi necessaria para avaliagdo da
qualidade das amostras de SST. Um total de 20 ug de proteina por amostra (de
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cada paciente) foi ressuspendida em 20 pL de tamp&o (0,4 M Tris—HCI pH 6,8, 2%
SDS, 20% glicerol, 165 mM ditiotreitol (DTT), 0,4% azul de bromofenol, 2% 2-
mercaptoetanol). Em seguida, as amostras foram fervidas durante 5 minutos e
inseridas diretamente nos pogos do gel de poliacrilamida a 12%. Na primeira coluna
de cada gel foi inserido 5 pyL do padrao (Precision Plus Protein™ All Blue Pre-stained
Protein Standards, BioRad, Hercules, Canada). A corrida de eletroforese foi
realizada a uma voltagem constante de 100 V. Apds a corrida, os géis foram corados
overnight com Azul de Coomassie (40% metanol, 10% acido acético, 2 g Azul de
Coomassie). Os géis foram descorados (40% metanol, 10% acido acético, 50% agua
destilada) durante 2 horas sob leve agitagado e armazenados em agua ultrapura até a
analise das imagens. As imagens dos géis foram obtidas por densitbmetro Bio-Rad
ChemiDrop MP (Bio-Rad Inc., Hercules, Estados Unidos), conectado a um
computador utilizando o software Image Lab™ 5.2 (Bio-Rad Inc., Hercules, Estados
Unidos).

4.6.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) catiénica

O método de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) catidnica promove
a separacgao das proteinas de acordo com a carga. Proteinas catibnicas se deslocam
do catodo para o &nodo®®'%6, Esta corrida foi realizada para confirmarmos a
auséncia das histatinas 1 e 5 no SST. Um total de 20 ug de proteina por amostra (de
cada paciente) foi ressuspendida em 20 yL de tampéao (4 g de sacarose, 4 mg de
verde de metila em um volume final de 10 mL) e como padréo foram utilizados 4 ug
de cada histatina (1, 3 e 5). Ambos os géis, de empilhamento e de separagao, foram
polimerizados por meio de luz incandescente de 100 W durante 9 minutos cada e a
corrida de eletroforese foi realizada a uma voltagem constante de 120 V. Os géis
foram corados (0,1% azul de Coomassie, 8% metanol, 7% acido acético) overnight
com leve agitagdo. A descoloragéo foi feita com 40% de metanol, 10% de &acido
acético e 50% de agua em um volume final de 1 L. Apds a aquisicdo das imagens
dos géis (Bio-Rad ChemiDrop MP, Bio-Rad Inc.,Hercules, Estados Unidos) as
mesmas foram analisadas com o software Image Lab™ 5.2 (Bio-Rad Inc., Hercules,
Estados Unidos).

Em seguida aplicou-se o0 método de Coloragdo de Prata (Silver Stain, Pierce®

Color Silver Stain Kit, Rockford, IL, Estados Unidos) o qual é altamente sensivel (<1
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ng) e permite a detecgdo de proteinas em nanogramas. Este método foi utilizado
para uma confirmag¢ao dupla da auséncia das histatinas nas amostras de SST.
Primeiramente os géis foram fixados overnight (50% etanol, 5% acido acético) até
que parassem de encolher. Apos este periodo, os géis foram lavados com agua
ultrapura (4x40 minutos) para retornarem ao tamanho original. Em seguida, os géis
foram imersos por 30 minutos na Silver Working Solution (2 mL reagente de prata,
28 mL de agua ultrapura), lavados durante 20 segundos em agua ultrapura e
incubados na Reducer Solution (50% aldeido redutor, 50% base redutora) até que
as bandas de interesse se tornassem visiveis. Na sequéncia, os géis foram lavados
novamente em agua ultrapura e incubados durante 40 minutos na Stabilizer Solution
(2 mL base estabilizadora, 88 mL agua ultrapura). A aquisigdo das imagens dos geéis

e analise das imagens foram realizadas como descrito anteriormente (item 4.6.2).

4.6.4 Digestao in-solution das proteinas para espectrometria de massas

A partir dos resultados obtidos pelo BCA, foram preparados 4 pools de SST
em microtubos de 2 mL, a fim de representar cada grupo do estudo, sendo: Pool 1
(grupo NSsDP), Pool 2 (grupo NScDP), Pool 3 (grupo SDsDP) e Pool 4 (grupo
SDcDP). Para isso foram pipetados 20 ug de proteina de cada individuo de cada
grupo, os volumes foram homogeneizados e em seguida liofilizados em um
evaporador rotatorio (VacufugeTM Eppendorf AG, Barkhausenweg, Hamburgo,
Alemanha). Em seguida, cada pool foi ressuspendido em 50 pL da solugéo 1 (4 M de
uréia, 10mM DTT - ditiotreitol, 50 mM NH4HCOs3, pH 7,8) e incubado a temperatura
ambiente por 1 hora. A digestdo foi realizada adicionando-se 150 pL da solugédo 2
(50 mM NH4HCO3, pH 7,8) e 2% em peso de tripsina (Promega, Madison, WI,
Estados Unidos) por um periodo de 16 horas em banho-maria a 37°C. Ao término da
digestdo, as amostras foram purificadas e dessalinizadas (ZipTip C-18 Pipette Tips,
EMD Millipore Inc., Alemanha), liofilizadas e submetidas a analise por Cromatografia
Liquida por ionizagdo electrospray Tandem Espectrometria de Massas (LC-ESI-
MS/MS).

4.6.5 Cromatografia liquida por ionizagao electro spray tandem espectrometria
de massas (LC-ESI-MS/MS)

Para esta analise foi utilizado o nano-HPLC Proxeon (Thermo Scientific, Sao
Jose, CA, Estados Unidos), que permite cromatografia liquida in-line com a coluna
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capilar de 75 mm x 610 cm (Pico TipTM EMITTER, New Objective, Woburn, MA,
Estados Unidos) preenchida com resina C18 com poros de 5 ym de didametro e 200
A (Michrom BioResourses, Auburn, Califérnia, EUA), acoplada ao espectrémetro de
massas (LTQ- Velos, Thermo Scientific, Sao Jose, CA, Estados Unidos), usando
ionizagao por eletrospray em modo de busca, na faixa de valores m/z 390-2000 em
tandem MS/MS. As amostras ja secas foram ressuspendidas em 20 yL de acido
férmico 1% e submetidas a nLC-ESI-MS/MS. O HPLC de fase reversa nanoflow foi
desenvolvido com um gradiente linear de 85 minutos variando de 0 a 100% de
solvente B (acido formico 0,1% em acetonitrila), num fluxo de 200 nL/min, com
pressdo maxima de 280 bar. Cada espectro (MS) obtido foi seguido por sele¢cdo
sequencial automatizada de sete peptideos para CID (collision-induceddissociation),
com exclusdo dinamica dos ions previamente selecionados.

Foram obtidas as listas das proteinas presentes em cada grupo e
confeccionado o diagrama de Venn(Venny 2.1)'%’. As proteinas em comum aos
quatro grupos, bem como, as intersecgdes de interesse foram selecionadase as

principais fungdes retiradas do banco de dados UniProt'58.

4.6.6 Ensaio de degradacao das histatinas 1 e 5 em SST

Para avaliar a taxa de degradagdo da histatina 1 e da histatina 5 na saliva
total, os experimentos foram conduzidos em amostras individuais de SST diluido
(1:10) (n=24), sendo 6 NSsDP (controle), 6 NScDP, 6 SDsDP e 6 SDcDP.

Histatina 1 ou histatina 5 sintéticas (American Peptide Company, Sunnyvale,
CA, Estados Unidos) foram adicionadas as amostras de SST (1:10) em uma
concentragéo final de 100 pg/mL e foram incubadas a 37°C em banho-maria por
diferentes periodos de tempo (t): 0, 0,5, 1,5, 4, 6, 8, 24 e 48 horas. Imediatamente
apos a adicado das proteinas (t=0) e dos diferentes periodos de incubagdo uma
aliquota de 50 uL de cada amostra foi removida e passou por processo de fervura
durante 5 minutos a fim de inibir qualquer atividade proteolitica (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema representativo do ensaio de degradacgdo das histatinas 1 e 5.
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Fonte: Autoria propria.

O mesmo protocolo de ensaio de degradagdo das histatinas, foi realizado
utilizando-se agua ultrapura + histatina 1 ou 5 (controle positivo). As aliquotas foram
liofilizadas(Vacufuge™ Eppendorf AG, Barkhausenweg, Hamburgo, Alemanha) e
posteriormente, ressuspendidas para a realizagdo da eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) catidnica.

4.6.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) catidonica apos ensaio de
degradacao

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) catiénica foi executada como
descrito anteriormente (item 4.6.3). As aliquotas foram ressuspendidas em 20 pL de
tampéo (4 g de sacarose, 4 mg de verde de metila em um volume final de 10 mL) e
inseridas nos pogos do gel. O primeiro po¢o recebeu o padréo (4 ug de cada
histatina - 1, 3 e 5) e o0s pogos subsequentes receberam as amostras
correspondentes a cada periodo de incubagédo (t=0 até t=48 h). A corrida de
eletroforese foi realizada a uma voltagem constante de 120 V e os protocolos de
coloracdo e descoloragédo dos geéis foram os mesmos ja descritos. As imagens dos
géis foram obtidas por densidmetro (Bio-Rad ChemiDrop MP, Bio-Rad Inc.,
Hercules, Estados Unidos) e analisadas com o software Image Lab™ 5.2 (Bio-Rad
Inc., Hercules, Estados Unidos).

A partir das analises das imagens dos geéis obtidos, foi realizada a
mensuragao da densidade das bandas (%) durante o processo de degradagao
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destas proteinas. A banda referente ao t=0 (imediatamente apdés a adigdo da
histatina 1 ou 5) teve o seu valor de intensidade considerado 100%. As outras
bandas, referentes aos demais periodos de incubagdo, tiveram a densidade
calculada com base na primeira banda de referéncia (t=0).

4.7 Analise Estatistica

As caracteristicas demograficas e os dados clinicos n&o apresentaram
distribuicdo normal (Shapiro-Wilk; p<0,05) e homocedasticidade (Levene; p<0,05),
portanto, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, complementado
pelo pos teste de Dunn para comparagdo dos grupos dois a dois. Com relagéo a
quantificagdo dos micro-organismos na saliva, todos os grupos apresentaram
distribuicdo normal dos dados para Pg (Shapiro-Wilk; p=0,105), entretanto, 0 mesmo
comportamento n&o foi observado para Aa (Shapiro-Wilk; p<0,046). Assim, optou-se
pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para ambos os micro-organismos. Os
dados de proteina total apresentaram distribuicdo normal (Shapiro-Wilk; p=0,191) e
homogeneidade de variancias (Levene; p=0,697), sendo aplicado o teste ANOVA a
um fator e o pos teste de Tukey para comparag¢des multiplas.

Os dados de MS/MS referentes a analise protedmica qualitativa nas amostras
SST foram confrontados com o banco de dados de proteinas humanas (UniProt e
TrEMBL, Swiss Institute of Bioinformatics, Geneva, Suiga, http://ca.expasy.org/sprot)
usando o algoritmo SEQUEST no software Proteome Discoverer 1.3 (Thermo
Scientific, San Jose, CA, Estados Unidos) e MASCOT (Matrix Sciences). Os filtros
utilizados no SEQUEST como critério aplicado aos espectros MS/MS foram: 1.5; 2.5;
3.1; 3.1; 4.5 para o Xcorr aplicado em adig¢ao ao filtro Percolator. Os resultados das
buscas foram filtrados a uma taxa de falsas descobertas de 1% utilizando uma
estratégia de pesquisa de banco de dados inversa.

A significancia da influéncia da presencga da SD e da DP sobre a degradacgéo
das histatinas nos diferentes periodos de analise foi avaliada pelo teste ANOVA de
medidas repetidas mista. Tanto para histatina 1 como para histatina 5, a maioria dos
dados mostraram distribuicdo normal (Shapiro-Wilk; p=0,075 e p=0,181,
respectivamente), portanto, considerou-se uma tendéncia a normalidade. Entretanto,
como o pressuposto de esfericidade da matriz de variancias-covariancias nao foi
alcancado (Mauchly; p<0,0001), foi aplicada a correcdo pelo fator Epsilon de
Greenhouse-Geisser.Para identificar os pares de médias que diferiam entre si, nos
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momentos avaliados, procedeu-se a comparagdo multipla de médias com corregao
de Bonferroni.

As analises de dados foram realizadas com o software (PASW Statistics, v.22,
SPSS Inc, Chicago, IL, Estados Unidos), considerando um nivel de significancia de
0,05.
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5 RESULTADO

Um total de 40 individuos foram examinados, sendo 21 n&o-sindrémicos e 19
com SD. Entre os ndo-sindrébmicos, 9 ndo se enquadraram nos critérios de inclusao
(2 devido a idade avangada, 2 por fazerem uso de medicamentos, 2 que foram
diagnosticados com periodontite agressiva, 2 fumantes e 1 que apresentou menos
de 15 dentes na cavidade bucal). No grupo SD, 2 individuos nao colaboraram
durante o exame clinico e coleta de saliva e 5 ndo se enquadraram nos critérios de
inclusdo do estudo (3 devido ao uso de medicamentos e 2 que apresentaram
quantidade de saliva insuficiente). Assim, os 24 individuos selecionados foram
alocados em 4 grupos distintos de acordo com a presenga ou auséncia da DP e com
a sua condig&o genética, sendo: 6 NSsDP, 6 NScDP, 6 SDsDP e 6 SDcDP.

5.1 Caracteristicas Demograficas, Dados Clinicos e Parametros Periodontais

O grupo NSsDP (controle) foi composto por 4 individuos do género masculino
e 2 do género feminino, enquanto que os demais grupos foram constituidos por 3
individuos do género masculino e 3 do género feminino, ndo sendo observada
diferencga estatistica significante com relagdo ao género entre os grupos (teste exato
de Fisher; p=1,000). Em todos os grupos, os individuos apresentaram entre 15 e 28
dentes na cavidade bucal, porém no grupo NSsDP (controle), o numero de dentes foi
superior quando comparado aos demais grupos (Kruskal-Wallis; p=0,004 e Dunn;
p<0,019). A analise estatistica apontou diferencas para idade (p=0,046), com o
grupo NScDP apresentando mediana de 44 anos de idade (min:24 e max: 54 anos)
que foi significativamente maior que a dos grupos SDsDP (31 anos; min: 26 e max:
37 anos) e SDcDP (31 anos; min: 21 e max: 45 anos), os quais nao diferiram entre
si. Também ndo houve diferenga significativa entre o grupoNSsDP (controle) (36
anos; min: 33 e max: 48 anos) e 0os demais grupos.

Os dados clinicos e parametros periodontais podem ser observados em
detalhes na Tabela 1. Com relagéo ao fluxo salivar, este foi significativamente menor
nos individuos com SD comparado aos individuos nao-sindromicos (p=0,001). Nao
foi observada diferenga estatistica para os valores de indice CPO-D entre os grupos
deste estudo (p=0,158). O teste de Kruskal-Wallis ainda, mostrou diferengas
significativas entre os grupos para todos os parédmetros periodontais avaliados
(p=<0,003). Com relagéao ao IPV (%), valores significativamente mais elevados foram
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observados no grupo SDsDP comparado ao grupo NSsDP (controle) (Dunn;
p=0,008). Os grupos SDcDP e NScDP foram semelhantes entre si (Dunn; p=0,694).
Entretanto, os individuos com SD ndo apresentaram diferencas significativas nos
valores de IPV (%) independentemente da presenga da DP (Dunn; p=0,935).
Também foi observado que o grupo SDsDP apresentou valores semelhante de IPV
(%), SM e SS quando comparado ao grupo NScDP (Dunn; p=0,776, p=0,367 e
p=0,220 respectivamente).

Para os parametros PS e NI, pode ser observado na Tabela 1 diferencas
estatisticamente significantes na comparagéo entre os grupos sem DPe com DP
(Dunn; p=<0,037 e p<0,030 respectivamente), sendo verificada uma maior
porcentagem de sitios com PS> 4mm na presenga da DP para individuos NS (Dunn;
p<0,0001) e para individuos com SD (Dunn; p<0,042). Com relagdo ao NI= 3 mm (%
sitios), esta variavel apresentou valores significativamente mais elevados no grupo
NScDP em comparagdo aos grupos NSsDP (Dunn; p<0,0001) e SDsDP (Dunn;
p<0,002). Porém, ndo houve diferenga nas comparagbes SDcDP e SDsDP (Dunn;
p<0,063) e entre SDsDP e NSsDP (Dunn; p<0,391).



Tabela 1 — Dados clinicos eparametros periodontais avaliados nos grupos estudados (média;+desvio-padréo) e (mediana; min-

max).
Grupos
Variaveis Nao-sindréomico Sindrome de Down Valor de p*
Sem DP (n=6) Com DP (n=6) Sem DP (n=6) Com DP (n=6)
Média Mediana Média Mediana Média Mediana Média Mediana
(xdp) (min-max) (xdp) (min-max) (xdp) (min-max) (xdp) (min-max)
Fluxo Salivar 1,43 1,42 0,84 0,72 0,22 0,24 0,24 0,15
(ml/min) (+0.50) (0,83-2,00)° (+0,51) (0,35-1,62)° (+0,08) (0,11-0,33)? (£0,21) (0,10-0,64)% 0,001
indice CPO-D 5,67 6,00 717 7,00 6,50 6,50 4,67 2,50
(#1,51) (4,00-8,00)* (+£3,54) (2,00-11,00)* (+2,26) (3,00-10,00)® (#7,12) (0,00-19,00)* 0,158
IPV
(% faces) 6,25 6,70 48,04 48,44 38,16 32,67 44,79 35,71 0,003
(£2,26) (3,57-8,92)° (+13,01) (27,88-68,00)° (+18,84) (21,15-70,65)° (+31,10) (16,96-100,00)°
SM
(% faces) 0,30 0,00 19,49 21,52 9,41 9,06 28,45 18,61 0,002
(£0,73) (0,00-1,78)? (+13,23) (4,16-32,00)° (£5,56) (3,00-16,30)° (+26,72) (8,03-79,34)°
SS
(% sitios) 0,89 0,00 31,81 29,82 19,93 19,21 34,08 33,31 0,002
(£1,91) (0,00-4,76)? (+12,79) (17,31-48,55)° (£12,00) (1,28-34,78)° (+18,07) (13,58-66,67)°
PS
(mm) 1,67 1,62 2,97 2,91 1,86 1,90 2,55 2,50 0,0001
(£0,22) (1,39-2,04)2 (+0,43) (2,51-3,57)° (£0,24) (1,53-2,17)? (£0,37) (2,09-3,14)°
PS 24mm
(% sitios) 0,00 0,00 26,17 23,00 2,00 2,50 13,67 11,00 0,0001
(£0,00) (0,00-0,00)° (+13,08) (11,00-42,00)° (+1,67) (0,00-4,00)? (£7,31) (7,00-25,00)°
NI
(mm) 1,67 1,62 3,43 3,28 1,81 1,82 2,69 2,45 0,0001
(£0,22) (1,39-2,05)? (+0,70) (2,78-4,49)° (+0,20) (1,49-2,05)2 (£0,54) (2,22-3,51)°
NI 2 3mm
(% sitios) 9,67 5,50 67,83 67,00 17,33 20,00 42,83 43,50 0,0001
(£9,97) (2,00-28,00)* (+14,32) (51,00-86,00)° (£5,35) (7,00-21,00)2 (£9,91) (29,00-56,00)°°

dp=desvio-padrao; DP=Doenca Periodontal; IPV=indice de Placa Visivel: SM=Sangramento Marginal; SS=Sangramento a Sondagem;
PS=Profundidade de Sondagem; NI=Nivel de Insergédo. *Teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes indicam a presenga de diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos. (pos-teste de Dunn; p<0,037).

Fonte: Autoria propria.
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5.2 Quantificagao Absoluta de Periodontopatégenos por PCR em Tempo
Real (QPCR)

Os resultados referentes a Quantificagdo Absoluta por PCR em Tempo
Real (qPCR) de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e
Porphyromonas gingivalis (Pg) estdo apresentados na Tabela 2.

Foi verificada auséncia de diferenga estatistica na contagem de cépias
do gene 16rRNA entre os grupos estudados para o micro-organismoAa
(Kruskal-Wallis; p=0,803). Por outro lado, uma quantidade significativamente
aumentada de coépias do gene 16rRNA para o patégeno Pg foi verificada no
grupo NScDP em comparagéo aos grupos NS e SD sem DP (Dunn; p=0,003 e
p=0,037 respectivamente). Ainda, verificou-se auséncia de diferenga estatistica
significativa na quantificacdo de Pg entre os grupos SDcDP e SDsDP (Dunn;
p=0,624), SDcDP e NScDP (Dunn; p=0,111) e entre os grupos SDsDPe
NSsDP (Dunn; p=0,348).

Tabela 2 - Copias do gene 16SrRNA de micro-organismos
periodontopatogénicos (meédia;tdesvio-padrdo) e (mediana; min-max) em

amostras de saliva de acordo com o grupo.

Micro-organismo Log 1 + numero de cépias do gene 16SrRNA Valor
de p*
Nao-Sindémico Sindrome de Down
Sem DP (n=6) Com DP (n=6) Sem DP (n=6) Com DP (n=6)
Média Mediana Média Mediana Média Mediana Média Mediana

(xdp) (min-max) (xdp) (min-max) (xdp) (min-max) (xdp) (min-max)
Aa 1,75 2,08 1,97 2,34 1,41 1,40 2,03 2,42 0,803

(£1,09)  (0,43-2,75°  (+0,86) (0,29-2,50)°  (+1,27) (0,15-2,75)  (£0,99)  (0,14-2,81)°
Pg 1,04 1.14 4,57 5,23 1,53 1,52 1,99 1,65 0,022

(+0,35) (0,42-1,34)? (+1,84) (1,14-6,20)° (+0,63) (0,77-2,18)? (+1,57) (0,33-4,95)

dp=desvio-padrao; DP=Doenca periodontal. *Teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentesindicam a presenca
de diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. (pos-teste de Dunn; p<0,037).
Fonte: Autoria propria.

5.3 Proteina Total e Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) em
Presenca de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e Catidnica

Os resultados referentes a concentragdo de proteina total (mg/mL) nas
amostras de SST podem ser observados na Tabela 3. O grupo SDcDP

apresentou maior concentracdo de proteina total estatisticamente
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significantecomparado aos outros grupos (Tukey; p<0,003), os quais nao

diferiram entre si (Tukey; p=0,479).

Tabela 3 — Concentracédo de proteina total (mg/mL) em amostras de saliva de

acordo com o grupo (média;tdesvio-padréo) e (mediana; min-max).

Grupos Concentragao de Proteina Total (mg/mL)  Valor de
Média (+dp) Mediana (min-max) p*
Nao Sindromico sem DP 1,05 (+£0,27) @ 1,13 (0,70-1,42)
com DP 1,17 (+£0,37) 2 1,31 (0,50-1,50)
Sindrome de sem DP 1,37 (+£0,45) @ 1,45 (0,80-2,00) <0,0001
Down
comDP 2,26 (10,41)® 2,38 (1,59-2,68)

dp=desvio-padrao; DP=Doenca Periodontal. *ANOVA a um fator. Letras diferentes indicam
a presenca de diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. (pos-teste de Tukey;
p=<0,003).

Fonte: Autoria prépria.

A corrida inicial de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
promoveu a separagcdo das proteinas de acordo com o seu peso molecular
permitindo a visualizagado do padrao proteico em cada amostra de SST(Figura
3). E possivel observar que todas as amostras apresentaram padrdes proteicos
semelhantes entre os individuos do mesmo grupo, entretanto, pela densidade
das bandas, nota-se que houve pequena divergéncia com relagdo a
abundéancia das proteinas entre os grupos. Esta analise foi confirmada pelos
resultados de concentragao de proteina totalapresentados na Tabela 3.
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Figura 3 — Imagens dos géis SDS-PAGE apos eletroforese e coloragédo com

Azul de Coomassie.

250KD
150 KD
100 KD

75kD

Cada gel representa um grupo do estudo: (A) Nao-sindrémico sem DP (controle); (B)
N&o-sindrémico com DP; (C) Sindrome de Down sem DP e (D) Sindrome de Down com
DP. A coluna da esquerda de cada gel (coluna 1) corresponde as bandas do padréao
utilizadas como referéncia, e as colunas 2 a 7, correspondem as bandas obtidas de
acordo com o peso molecular na amostra de SST de cada individuo do grupo.
Fonte: Autoria propria.

Para confirmar a auséncia das histatinas nas amostras de SST foi
realizada a Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) Catiénica, seguida
da coloragao com Azul de Coomassie (Figura 4) e Coloragao de Prata (Figura
5).
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Figura 4 — Imagens dos géis de Poliacrilamida Catidnica apos eletroforese e

coloragao com Azul de Coomassie.
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Cada gel representa um grupo do estudo: (A) Nao-sindrémico sem DP (controle); (B) N&o-
sindrémico com DP; (C) Sindrome de Down sem DP e (D) Sindrome de Down com DP.A
coluna da esquerda de cada gel (coluna 1) corresponde as bandas do padrao de histatina
e as colunas 2 a 7, correspondem as bandas das amostras de SST de cada individuo do
grupo.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 5 — Imagens dos géis de Poliacrilamida Catiénica apds eletroforese e

coloragao de prata.

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

Cada gel representa um grupo do estudo: (A) Nao-sindrdmico sem DP (controle); (B)
N&o-sindrémico com DP; (C) Sindrome de Down sem DP e (D) Sindrome de Down com
DP. A coluna da esquerda de cada gel (coluna 1) corresponde as bandas do padréao de
histatina e as colunas 2 a 7, correspondem as bandas das amostras de SST de cada
individuo do grupo.

Fonte: Autoria propria.

5.4 Identificagao das Proteinas - Digestao in-solution

A identificagdo das proteinas foi realizada em triplicata por LC-ESI-MS/MS,
usando para cada grupoNSsDP, NScDP, SDsDP e SDcDP, o pool das amostras de
saliva contendo 20 ug de proteina de cada individuo. O cromatograma base-pico da
cromatografia de fase reversa monitorada pelo espectrdbmetro de massas representa
a intensidade de todos os ions de peptideos da amostra emuma unica corrida. As
triplicatas doscromatogramascorrespondentes aopool/ de cada grupo estédo
apresentadas nas Figuras 6 a 9. Pode ser observadoque existe uma eluicdo

consistente das proteinas/peptideosentre 10 e 60 minutos.
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Figura 6 — Cromatogramas do pool de saliva do grupo nao-sindrbmico sem doenga

periodontal. A separacdo de peptideos foi sucedida utilizando coluna de cromatografia

liquida de fase reversa com nano fluxo, e gradiente de eluigdo variando de 0 a 100% de

solvente B (acido férmico 0,1% em acetonitrila) em 85 minutos.
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Figura 7 — Cromatogramas do pool de saliva do grupo nao-sindrbmico com doenga

periodontal; A separacdo de peptideos foi sucedida utilizando coluna de cromatografia

liquida de fase reversa com nano fluxo, e gradiente de eluigdo variando de 0 a 100% de

solvente B (acido férmico 0,1% em acetonitrila) em 85 minutos.
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Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 8 — Cromatogramas do pool de saliva do grupo sindrome de Down sem doencga

periodontal. A separacdo de peptideos foi sucedida utilizando coluna de cromatografia

liquida de fase reversa com nano fluxo, e gradiente de eluigdo variando de 0 a 100% de

solvente B (acido férmico 0,1% em acetonitrila) em 85 minutos.
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Figura 9 — Cromatogramas do pool de saliva do grupo sindrome de Down com doenga

periodontal. A separacdo de peptideos foi sucedida utilizando coluna de cromatografia

liquida de fase reversa com nano fluxo, e gradiente de elui¢gdo variando de 0 a 100% de

solvente B (acido férmico 0,1% em acetonitrila) em 85 minutos.
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Foram identificadas um total de 1855 proteinas nos pools das amostras de
saliva dos 4 grupos. Destas, 697 foram exclusivas para o grupo NSsDP, enquanto
que os grupos NScDP, SDsDP e SDcDP apresentaram 377, 99 e 330 proteinas
exclusivas, respectivamente (Figura 10). Além disso, 31 proteinas foram
identificadas em comum aos quatro grupos (Figura 10 e Tabela 4).

Entre as diversas proteinas identificadas, destacam-se especialmente aquelas
encontradas em comum nos grupos SD e NS com doenga periodontal (33
proteinas), bem como, as 11 proteinas em comum para os grupos de individuos com
SD. Desta maneira, estas proteinas tiveram sua func¢do estudada ja que podem estar
potencialmente relacionadas com a DP e a SD, respectivamente (Tabelas 5 e 6). As
listas completas com as proteinas exclusivasidentificadas em cada grupo estao
disponiveis nos APENDICES C, D, E e F.

Figura 10 — Diagrama de Venn mostrando a relagdo do numero de proteinas
identificadas em amostras de pool de saliva dos grupos estudados e suas inter-
relagdes.

NScDP SDsDP

>l

NSsDP SDcDP

NSsDP=Na&o-sindrémico sem doenga periodontal (controle);
NScDP=Nao-sindrébmico com doenga periodontal; SDsDP=Sindrome
de Down sem doencga periodontal e SDcDP=Sindrome de Down com
doenga periodontal.

Fonte: Autoria propria.



Tabela 4 - Proteinas salivares identificadas por espectrometria de massas na abordagem de digestao in-solution em comum nos pools de

saliva de todos os grupos.

Numero de Nome da Proteina Principal Fungao Razao de Abundancia

Acesso Molecular/Biolégica* NScDP/NSsDP SDsDP/NSsDP SDcDP/NSsDP

P04745 a-amilase Metabolismo 0,51 0,29 0,24

Q8WXI7 Mucina-16 Lubrificagao 0,98 0,35 0,75
e Protecao

P02814 Proteina 3b andrégeno-regulada da Componente Celular 0,91 0,45 0,59

glandula submaxilar

Q8Wz42 Titina Adesao 1,15 1,16 0,97

Q7Z5P9 Mucina-19 Lubrificagao 1,25 0,30 1,36
e Protecao

P01036 Cistatina-S Antimicrobiana 0,74 0,42 0,25

Q9HC84 Mucina-5b Lubrificagao 0,50 0,31 0,56

e Antimicrobiana

Q03164 Histona-lisina n-metiltransferase 2a Sinalizagao Celular 0,88 0,35 0,63

P98088 MUCD5ac (fragmento) Lubrificagao 0,85 0,43 1,25
e Protecao

Q9Y6V0 Proteina Piccolo Adesao 1,41 0,14 0,41

Q12955 Anquirina-3 Metabolismo 0,81 0,25 0,19

P23280 Anidrase Carbonica 6 Nao especificada 0,46 0,23 0,29

P02751 Fibronectina Adesao 0,63 0,56 0,59

Q6W4X9 Mucina-6 Lubrificagao 0,48 0,63 0,52
e Protecao

P12273 Proteina induzida por Prolactina Interagéo 0,75 0,63 0,67

proteina/proteina

continua
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Tabela 4 - Proteinas salivares identificadas por espectrometria de massas na abordagem de digestao in-solution em comum nos pools de

saliva de todos os grupos.

conclusao
Q86YZ3 Hornerina Ceratinizagao 0,18 0,18 1,64
Q96DA0 Homélogo B da proteina 16 de Adesao 0,71 0,48 0,67
granulo de zimogénio
P01833 Receptor Polimérico de Transporte 0,57 0,67 0,86
imunoglobulina
P04080 Cistatina-B Antimicrobiana 0,52 0,86 0,48
€ Metabolismo
Q7Z2U7 Proteina nao caracterizada Nao especificada 0,19 0,67 0,62
Q15772 Proteina Quinase preferencialmente Diferenciagéo Celular 0,14 0,62 0,29
espressa pelo musculo estriado
ABK6EL7 cDNA flj78668 Sinalizagao celular 1,29 1,79 0,79
e Adesao
B4DW52 cDNA flj55253 Adesao 1,15 1,54 1,46
Q8IVLO Neuron navigator 3 Resposta Imune 1,15 0,85 1,08
P01024 Complemento C3 Resposta Imune 0,67 0,50 1,00
Q5D862 Filagrina-2 Componente Celular 1,08 0,42 0,83
P10599 Tiorredoxina Resposta Imune 0,27 0,64 0,27
e Antioxidante
HE6VRG3 Ceratina 1 Componente 0,82 1,27 0,91
Celular/Estrutural
E5RJ29 Ph and sec7 domain-containing Regulagao 0,57 0,57 0,43
protein 3 da Transdugao
AOA024QZH6  Serine arginine-rich pre-mrna splicing Nao especificada 4,14 3,57 1,14
factor sr-a1, isoform cra_a
P06733 a-~enolase Resposta Imune 0,80 1,40 2,20

e Transcrigao

*Os dados referentes as principais funcdes das proteinas foram retirados do banco de dados Uniprot'®.

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 5 — Proteinas salivares identificadas por espectrometria de massas na abordagem de digestao in-solution em comum nos
pools de saliva dos grupos NScDP e SDcDP.

Nidmero de Nome da Proteina Principal Fungao Razao de Abundancia
Acesso Molecular/Bioldgica* SDcDP/NScDP
B4E2K8 cDNA FLJ61075 Receptor 0,44
Q9Y4F3 Regulador de Meiose e Fator 1 de Adeséo e Meiose

estabilidade do mRNA 0,52
FSWEP2 Fator de ribosilacdo do ADP - proteina Nao especificada

6- proteina 4 1,35
Q9NXV6 Proteina de interagdo - CDKN2A Regulacéo 1,14
B2RMV2 Proteina CYTSA Nao especificada 1,08
Q99102 Mucina-4 (Fragmento) Adesao 5,09

AOAOJ9YWKS3 Proteina cordon-bleu Adesao 0,82
AOAOAOMSW3 Proteina do complexo poro nuclear Nao especificada

Nup214 1,09
Q7L804 Familia Rab11 - interagcdo com Nao especificada

proteina 2 0,45
ABKS8N3 cDNA FLJ78740 Diviséao Celular 0,20
Q5SYBO Dominios FERM e PDZ - contendo Regulagéo da proteina G

proteina 1 0,20
Q5VWNG6 Proteina FAM208B Nao especificada 0,89
Q6WRIO Imunoglobulina - super familia Diferenciagéo Celular

membro 10 0,89
Q96HA1 Proteina de membrana nuclear Transporte

envelope POM 121 2,50
E7EVAO Proteina Microtubo-associada Adesao 2,00

continua

[4S



Tabela 5 — Proteinas salivares identificadas por espectrometria de massas na abordagem de digestao in-solution em comum nos

pools de saliva dos grupos NScDP e SDcDP.

conclusao

Q4GLM9 NADH  -ubiquinona  oxidoredutase Transporte

cadeia 5 0,75
PO7737 Profilina-1 Adesdo ATP 1,50
E9PPIO Transportador de &nions organicos Transporte

membro da familia do Solute carrier

5A1 0,33
B3KXT2 cDNA FLJ45998 Receptor 1,83
B4E2A4 cDNA FLJ53275 Nao especificada 1,00
Q5T1R4 Fator de Transcricao HIVEP3 Regulacéo da Transcrigao 1,20
B2R6H6 cDNA, FLJ92954 Heterodimerizagao proteica 2,75
B2R7X4 cDNA, FLJ93646 Receptor 3,00
H3BQMO Non-canonical poly(A) RNA polimerase Adeséo e Divisao Celular

PAPD5 3,25
Q14517 Protocaderina Fat 1 Adesao Celular 1,00
Q8TDJ6 DmX- proteina 2 Regulacédo Endécrina 2,00
Q4W5T8 Proteina n&o caracterizada Putativa Adesao celular

PKP4 (Fragmento) 1,00
Q9BTCO Obliterator 1 — Indutor de apoptose Apoptose 2,33
Q9UQ26 Regulador da membrana sinaptica de Diferenciagao

exocitose - proteina 2 1,33
B4E186 cDNA FLJ56834 Nao especificada 1,67
B3KU50 cDNA FLJ39199 Adesédo RNA 5,00
H3BRG5 Proteina 13 transportadora de lipideo Transporte

StAR-related (Fragmento) 5,67

AOAOAOMS66 Fosfatase LPIN1 Catabolismo 3,00

*Os dados referentes as principais funcdes das proteinas foram retirados do banco de dados Uniprot'®.

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 6 - Proteinas salivares identificadas por espectrometria de massas na abordagem de digestao in-solution em comum nos

pools de saliva dos grupos SDsDP e SDcDP.

Nidmero de Nome da Proteina Principal Funcgao Razao de Abundancia
Acesso Molecular/Biolégica* SDcDP /SDsDP

Q6P0QS8 Proteina quinase 2 — Serina/Treonina Adeséo e

microtubo associada Regulagéo Celular 0,88
ATE2D6 Proteina NAV2 Neurogénese 0,63
B4DSS0 cDNA FLJ59300 Receptor e Adesao RNA 5,17
B9EK39 Proteina TANC1 Nao especificada 0,50
QoUL88 Miosina - regido variavel de

imunoglobulina de cadeia pesada Nao especificada

(Fragmento) 1,20
Q59H82 Dominio PR- variante zinco finger Adeséo

proteina 2 (Fragmento) 1,60
Q5SXM2 snRNA-proteina ativadora do complexo Adesado DNA e

subunidade 4 Transcricéo 3,25
Q68DY8 Proteina n&o caracterizada Putativa Adeséo Celular

DKFZp686111137 1,50
Q96RY5 Proteina cramped-like Adesao DNA 3,50
P78386 Ceratina, tipo Il Hb5 Estrutural 3,50
ABKABS8 cDNA FLJ77595 Adeséao 8,50

*Os dados referentes as principais fungdes das proteinas foram retirados do banco de dados Uniprot'®.

Fonte: Autoria propria.
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5.5 Ensaio de Degradacdo das Histatinas 1 e 5 em SST e Eletroforese em Gel
de Poliacrilamida (PAGE) Cationica

Na Figura 11 estdo representados os géis do controle positivo, em que a
corrida de eletroforese foi realizada com agua ultrapura e proteina, confirmando a
auséncia do processo de degradagdo. As Figuras 12 a 15 representam a
degradacgéao das histatinas 1 e 5 e os produtos formados, apos a eletroforese em gel
de Poliacrilamida (PAGE) Catibnica de cada participante do estudo. A mensuragéo
da densidade média das bandas (%) referentes aos individuos de cada grupoesta
apresentada na Tabela 7 e nos Graficos 1 e 2.

A analise estatistica dos dados contidos na Tabela 7, mostrou que a
densidade das bandas sofreu influéncia significativa do periodo de incubagéo
(Anova; p<0,0001, poder=1,000). Além disso, foi constatado que o processo de
degradagdo mostrou-se mais acentuado na presenca da DP com significancia
estatistica (Anova; p<0,0001, poder=0,964) e que houve uma maior taxa de
degradagdo da histatina 5 quando comparada a histatina 1 (Anova; p<0,0001,
poder=0,959).

Avaliando-se a degradacdo de cada histatina em SST (1:10) separadamente
foi verificada uma maior taxa de degradacao para a histatina 1 nos individuos com
SD em comparagdo com o0s nao sindrbmicos (p=0,036) e naqueles que
apresentavam DP em comparagdo com os sem DP (p=0,030) (Grafico 3). No
entanto, ndo houve interagcdo entre esses fatores (SD eDP) (p=0,580) e nem com os
periodos de incubagao (p=0,076). Para a histatina 5, a presenga da SD nao teve
efeito significativo sobre o processo de degradacéo (p=0,791). Por outro lado, foi
verificada uma maior taxa de degradagéo na presenga da DP do que na auséncia da
mesma (p=0,005). Ainda, foi observada interacdo significativa entre DP e os
periodos de incubagao para esta proteina (p=0,005) (Grafico 4).
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Figura 11 - Imagens dos géis de Poliacrilamida Catidnica apos eletroforese e

coloragdo com Azul de Coomassie. (A) Controle positivo da histatina 1 e (B) Controle
positivo da histatina 5.
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A coluna da esquerda (coluna 1) corresponde as bandas do padrao de histatina e as

colunas 2 a 7 mostram os diferentes periodos de incubacgao (t=0; 0,5; 1,5; 4; 6; 8; 24 e 48
horas).

Fonte: Autoria propria.
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Figura 12 - Imagens dos géis de Poliacrilamida Catidnica apos eletroforese e
coloracdo com Azul de Coomassie referentes ao grupo n&o-sindrémico sem doencga

periodontal (controle).
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A primeira coluna da esquerda corresponde as bandas do padrdo de histatina e as demais
eolunas mostram o processo de degradacao das histatinas e a formagéo dos produtos nos
diferentes periodos de incubagao (t=0; 0,5; 1,5; 4; 6; 8; 24 e 48 horas). As imagens dos géis de
(A) até (F) representam a degradagao da histatina 1 e de (G) até (L) representam a degradagao

da histatina 5nas amostras individuais de SST (1:10).

Fonte: Autoria propria
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Figura 13 - Imagens dos géis de Poliacrilamida Catidnica apos eletroforese e
coloracdo com Azul de Coomassie referentes ao grupo n&o-sindrémico com doencga

periodontal.
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A primeira coluna da esquerda corresponde as bandas do padrao de histatina e as demais
colunas mostram o processo de degradacdo das histatinas e a formagao dos produtos nos
diferentes periodos de incubagéo (t=0; 0,5; 1,5; 4; 6; 8; 24 e 48 horas). As imagens dos géis de
(A) até (F) representam a degradagéao da histatina 1 e de (G) até (L) representam a degradagao
da histatina 5nas amostras individuais de SST (1:10).

Fonte: Autoria propria.
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Figura 14 - Imagens dos géis de Poliacrilamida Cationica apos eletroforese e
coloracdo com Azul de Coomassie referentes ao grupo sindrome de Down sem

doenca periodontal.
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A primeira coluna da esquerda corresponde as bandas do padrdo de histatina e as demais
colunas mostram o processo de degradagédo das histatinas e a formagdo dos produtos nos
diferentes periodos de incubagao (t=0; 0,5; 1,5; 4; 6; 8; 24 e 48 horas). As imagens dos géis de
(A) até (F) representam a degradagao da histatina 1 e de (G) até (L) representam a degradagao

da histatina 5nas amostras individuais de SST (1:10).

Fonte: Autoria propria.
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Figura 15 - Imagens dos géis de Poliacrilamida Catidnica apos eletroforese e
coloragcdo com Azul de Coomassie referentes ao grupo sindrome de Down com

doenca periodontal.
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A primeira coluna da esquerda corresponde as bandas do padrdo de histatina e as demais
colunas mostram o processo de degradagdo das histatinas e a formagdo dos produtos nos
diferentes periodos de incubagédo (t=0; 0,5; 1,5; 4; 6; 8; 24 e 48 horas). As imagens dos géis de
(A) até (F) representam a degradagao da histatina 1 e de (G) até (L) representam a degradagao

da histatina 5nas amostras individuais de SST (1:10).
Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 7 — Densidade das bandas (%) (média; +desvio padréo), em relagdo a banda
de referéncia (t=0), respectivamente para histatina 1 e histatina 5, durante os
diferentes periodos de incubagdo nas amostras individuais de SST (1:10) de cada

grupo.

Periodo Grupos

Incucti;géo Néo-sindrémico Sindrome de Down

Sem DP Com DP Sem DP Com DP

(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
oOh 100,00 (+0,00) 100,00 (+0,00) 100,00 (+0,00) 100,00 (+0,00)
0,5h 93,78 (£3,90) 88,14 (+11,91) 95,57 (+2,65) 79,58 (+22,13)
1,5h 84,32 (£5,18) 69,23 (+25,13) 88,16 (+13,11) 62,02 (+23,39)

Densidade das
Bandas (%) - 4h 76,46 (+17,81) 54,55 (+25,54) 54,85 (+26,98) 40,73 (+25,12)
His1 6h 63,84 (+16,90) 46,23 (+26,43) 40,11 (428,14) 34,76 (+25,87)
8h 57,12 (+19,34) 36,43 (+22,96) 29,62 (+23,15) 18,79 (+15,33)
24h 41,28 (+23,26) 15,82 (+13,52) 12,65 (+10,60) 4,76 (+4,06)
48h 21,40 (+15,03) 2,90 (£3,74) 2,13 (£3,55) 0,00 (+0,00)
oOh 100,00 (+0,00) 100,00 (+0,00) 100,00 (+0,00) 100,00 (+0,00)
0,5h 94,42 (+5,46) 77,59 (+18,79) 89,16 (+10,24) 82,22 (+12,16)
1,5h 80,50 (+13,64) 46,05 (+36,13) 76,26 (+19,50) 54,48 (+27,43)
Densidade das

Bandas (%) - 4h 55,01 (+20,65) 17,47 (+19,22) 44,26 (+34,35) 15,32 (+27,38)
His5 6h 39,22 (+22,71) 9,99 (+15,72) 32,41 (+27,23) 8,20 (+19,71)
8h 24,88 (+14,01) 4,49 (+10,05) 20,11 (+22,03) 6,43 (+15,75)
24h 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 1,01 (+2,48) 0,00 (+0,00)
48h 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00) 0,00 (+0,00)

DP=Doenca periodontal.
Fonte: Autoria propria.
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Grafico 1 — Comparagao da degradacdo da histatina 1 entre os grupos do estudo
durante diferentes periodos de incubagdo. Média da densidade das bandas (%) da
histatina 1.
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Grafico 2 — Comparagao da degradacdo da histatina 5 entre os grupos do estudo

durante diferentes periodos de incubagdo. Média da densidade das bandas (%) da
histatina 5.
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Grafico 3 — Influéncia da presenca da doenca periodontal e da sindrome de Down
na degradagdo da histatina 1 nas amostras individuais de SST (1:10) durante

diferentes periodos de incubag¢do. Média da densidade das bandas (%) da histatina
1.
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Grafico 4 — Influéncia da presenca da doenca periodontal e da sindrome de Down
na degradagdo da histatina 5 nas amostras individuais de SST (1:10) durante

diferentes periodos de incubagdo. Média da densidade das bandas (%) da histatina
5.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, as caracteristicas demograficas e os parametros clinicos
foram avaliados para que fosse possivel alocar os pacientes nos grupos de estudo
propostos (Tabela 1). Visto que o grupo NScDP apresentou uma maior mediana da
idade comparado aos grupos SDcDP e SDsDP (p=0,046), fica evidente que a DP
afeta individuos adultos cromossomicamente normais durante a meia idade de
vida®. Por outro lado, estes resultados também refletem a manifestagao precoce da
DP nos individuos com SD, o que ja foi demonstrado pela literatura®®91877 Também
foi verificado neste estudo fluxo salivar reduzido nos individuos com SD (p<0,001), o
que condiz com os resultados apresentados por outros autores3-51%9.160 De acordo
com Chaushu et al.”® (2002), a hipossalivagdo nos individuos com SD pode estar
relacionada com fatores inerentes a esta alteragao genética.

A diminuicdo do fluxo salivar pode contribuir para o aumento do risco a carie
dentaria, ja que este fluido é responsavel pelo clearance e tamponamento dos
acidos produzidos na cavidade bucal'®*1%5 Entretanto, no presente estudo nao foi
possivel relacionar o baixo fluxo salivar com a experiéncia de carie dentaria, uma
vez que todos os grupos apresentaram valores semelhantes de indice CPO-D. Estes
resultados reforcam que a doenca carie é multifatorial e biofilme-agucar
dependente'®!, ou seja, ndo & possivel atribuir o seu desenvolvimento a um Unico
fator de risco.

Estudos anteriores demonstraram que individuos com SD possuem maiores
indices de inflamagdo gengival comparados a individuos n&o sindrémicos e com
deficiéncia mental, com acumulo de biofilme semelhante®°. Nossos achados
mostram que o I[PV (% faces) foi semelhante entre os grupos SDcDP e NScDP.
Também nao foi verificada diferenca estatistica entre esses grupos, em relagado aos
indices SM e SS. Baseado na literatura®°77 individuos com SD apresentam uma
maior prevaléncia a DP em comparacao aos individuos nao-sindrébmicos, contudo,
de acordo com os critérios de inclusdo deste estudo, foram incluidos nos grupos
NScDP e SDcDP, individuos que apresentavam PS24 mm, presenca de SS e
NI>3mm em pelo menos oito sitios ou mais ndo adjacentes, buscando niveis
semelhantes de DP entre os grupos NS e SD.

A quantificacdo das bactérias, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Porphyromonas gingivalis, foi realizada pela técnica da qPCR. Esta técnica é
bastante sensivel, portanto, € capaz de detectar as bactérias de interesse mesmo
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que estejam presentes em baixos niveis'®. Ambas as bactérias
periodontopatogénicas investigadas foram detectadas nas amostras de saliva dos
participantes deste estudo. Foi verificada auséncia de diferengca estatistica no
numero de copias do gene 16rRNA entre os grupos (p=0,803) para Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Tabela 2). Sabe-se que esta bactéria esta bastante
envolvida no desenvolvimento da periodontite agressiva'®®, o que justifica o
resultado obtido, uma vez que a amostra foi composta por individuos sem DP e
individuos com periodontite cronica. Estudos anteriores que compararam
quantidades de Aggregatibacter actinomycetemcomitans entre individuos com SD e
controles ndo - sindrébmicos, também verificaram auséncia de diferenca
significativa®'3164. A presenca de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na
microbiota bucal é menor que a de outros patdégenos como Porphyromonas
gingivalis e Fusobacterium nucleatum'®® e que a presenga deste micro-organismo
pode estar relacionada com a severidade da DP'’. Entretanto, em estudo anterior,
Amano et al.' (2000), identificou Aggregatibacter actinomycetemcomitans em
amostras de biofilme de criangas com SD entre 2 e 4 anos de idade, demonstrando
a colonizagdo precoce da cavidade bucal destes individuos por este patdgeno.
Assim, tem sido sugerido que existe a possibilidade de que a espécie
Aggregatibacter actinomycetemcomitans possa ser detectada em sitios
periodontalmente sadios'#166,

Com relacdo a Porphyromonas gingivalis, neste estudo verificou-se uma
quantidade significativamente aumentada deste periodontopatdégeno no grupo
NScDP comparado aos grupos sem DP (p=0,022), independentemente da presenga
da SD (Tabela 2). Este resultado era esperado uma vez que esta bactériaesta
relacionada com o desenvolvimento da periodontite crénica’’. Segundo a literatura,
individuos com SD apresentam niveis mais elevados de Porphyromonas gingivalis
comparados aos individuos nido — sindrémicos'314.91.164  Entretanto, no presente
estudo, ndo foi verificada diferengca estatistica nas comparagdes entre os grupos
SDcDP e NScDP, SDsDP e NSsDP e entre SDcDP e SDsDP para as quantidades
de Porphyromonas gingivalis nas amostras de saliva analisadas. Corroborando com
estes resultados, Domingues et al.® (2017) também n&o observaram diferengas
significativas na quantificacdo de bactérias periodontopatogénicas, em amostras de
saliva, entre criangas com SD e o controle n&o-sindrémico. Por outro lado, estudos

realizados com amostras de biofilme subgengival'®'4°" e saliva total'®* verificaram
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um aumento significativo nos niveis de bactérias periodontopatogénicas nos
individuos com SD comparados aos individuos NS. De acordo com Umeda et al.'®
(1998), o uso exclusivo de saliva para realizar a quantificagdo de bactérias
periodontopatégenas pode subestimar a presenca de algumas espécies como
Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, comparadas ao
biofilme subgengival. Entretanto, foi demonstrado que existe uma correlagao positiva
entre os niveis de periodontopatdgenos em amostras de saliva e de biofilme
subgengival de individuos com periodontite cronica e periodontite agressiva'®®, o que
justifica a utilizacdo de saliva total para esta finalidade. O que pode ter influenciado
os resultados do presente estudo é o tamanho da amostra (n=6 por grupo), ja que os
outros trabalhos citados, diferentemente deste, tinham como um dos principais
objetivos comparar os niveis de bactérias em individuos sindromicos e n&o-
sindrémicos, e os grupos foram compostos por um maior numero de individuos.

A identificacdo das proteinas presentes nas amostras de saliva dos individuos
incluidos neste estudo foi realizada com o equipamento LC-ESI-MS/MS. Neste
meétodo, primeiramente ocorre a separagao por cromatografia liquida das moléculas
proteicas, seguida da injecdo das mesmas por eletrospray para o interior da cdmara
de espectrometria de massa. Em seguida, as particulas sofrem ionizagao, e, entao,
sdo identificadas pela relagcdo massa/carga. Uma segunda analise espectrométrica é
realizada na sequéncia para melhorar a resolugcdo nas areas de interesse'’?. Os
resultados obtidos a partir desta analise mostraram diferengcas na abundancia de
algumas proteinas entre os grupos estudados, o que era esperado uma vez que
foram avaliados individuos com SD e NS, ambos sem e com DP (Figura 10 e
Tabelas 4 a 6).

A o-amilase apresentou menor abundancia nos grupos com SD em relag&o
ao grupo nao-sindrébmico controle (razdo SDsDP/NSsDP: 0,29 e razéo
SDcDP/NSsDP: 0,24). Essa proteina apresenta afinidade por algumas espécies de
estreptococos''9120, assim, quando esta presente na pelicula adquirida pode atuar
como receptora de micro-organismos, promovendo a adesao dos mesmos sobre 0
esmalte dentario''”. Desta forma, a redug&o nos niveis de a-amilase em individuos
com SD pode atuar como um fator protetor a instalacdo e desenvolvimento da carie
dentaria. Outra propriedade da a-amilase reportada pela literatura € a capacidade de

promover a morte celular de bactérias periodontopatogénicas, como Porphyromonas
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gingivalis'™'. Assim menores niveis dessa proteina, podem estar relacionados com
maiores niveis dessa bactéria, bem como com a maior prevaléncia de DP nos
individuos com SD em relagdo aos NS. Em individuos NS, a menor abundancia
desta proteina também pode corroborar com a presengca de DP, conforme foi
observado no presente estudo (razdo NScDP/NSsDP: 0,51).

As cistatinas sdo inibidoras naturais de cisteina protease, atuando na
protecdo e regulagdo durante o processo de inflamag&o'?''72. No presente estudo, a
cistatina-S e a cistatina-B mostraram-se diminuidas nos grupos NScDP, SDsDP e
SDcDP em comparagdo ao grupo controle (razdo NScDP/NSsDP:0,74,
SDsDP/NSsDP: 0,42 e SDcDP/NSsDP: 0,25 para cistatina-S, e razao
NScDP/NSsDP: 0,52, SDSDP/NSsDP: 0,86 e SDcDP/NSsDP: 0,48 para cistatina-B),
apontando que a presenga da DP e da SD influenciaram os niveis de cistatinas
salivares. Estudos anteriores, apresentaram resultados conflitantes quando os niveis
de cistatinas na saliva de individuos sem DP e com DP foram comparados. Aguirre
et al.’”® (1992), observaram auséncia de diferenga estatistica na concentragdo de
cistatinas salivares entre os grupos de individuos periodontalmente saudaveis e
doentes, enquanto que outrosestudos, utilizando uma abordagem protedmica,
apontam niveis significativamente mais elevados destas proteinas na auséncia da
DP174-176 _ As cistatinas sdo proteinas com propriedade antimicrobiana’?? e os niveis
reduzidos destas proteinas na presenca da DP podem indicar um mecanismo
compensatorio frente a quantidade aumentada de bactérias periodontopatogénicas.
Ja para os individuos com SD, corroborando com os resultados do presente estudo,
Cabras et al.’”” (2013) verificaram uma reducgio da cistatina-S e da cistatina-B em
comparagao aos controles nao-sindomicos. Estes achados também podem estar
relacionados com a quantidade aumentada de periodontopatégenos na cavidade
bucal dos individuos com SD'6.17:91 e resposta inflamatoria exacerbada’® ",

Além das cistatinas, outras proteinas também apresentaram menor
abundéancia nos grupos NScDP, SDsDP e SDcDP em comparagdo ao grupo
controle, como a proteina induzida por prolactina (razdo NScDP/NSsDP: 0,75,
SDsDP/NSsDP: 0,63 e SDcDP/NSsDP: 0,67) e a Tiorredoxina (razéo
NScDP/NSsDP: 0,27, SDsDP/NSsDP: 0,64 e SDcDP/NSsDP: 0,27). A proteina
induzida por prolactina possui a propriedade de inibir o crescimento bacteriano por
meio da adesdo a superficie destes micro-organismos'’®, assim, os baixos niveis

desta proteina nas amostrasde saliva dos individuos com DP e com SD encontrados
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neste estudo sdo bastante coerentes. Além disso, outros trabalhos verificaram niveis
reduzidos da proteina induzida por prolactina na saliva de pacientes com gengivite'”
e periodontite crénica', corroborando com os resultados obtidos no presente
estudo. Com relacéo a Tiorredoxina, esta estabelecido que esta proteina participa de
vias intra-celulares, como a do H20-, a fim de reduzir o estresse oxidativo'’®. Desta
maneira, a reducdo da abundéancia desta proteina nos grupos NScDP, SDsDP e
SDcDP pode ser associada ao aumento de estresse oxidativo e dano tecidual, ja
bem estabelecido pela literatura nos individuos com SD%'? e também durante a
progresséo da DP1%2,

A a-enolase € uma proteina com fungéo glicolitica, além de possuir outras
diferentes propriedades regulatérias como, por exemplo, a de atuar como uma
proteina de estresse hipoxica'®. Alguns estudos tem demonstrado niveis elevados
de a-enolase no cérebro de pacientes com doenca de Alzheimer''.182 Sabe-se que
a doenca de Alzheimer se manifesta precocemente em individuos com SD, o que
esta muito relacionado ao elevado estresse oxidativo e envelhecimento precoce’.
Os participantes com SD do presente estudo exibiram valores elevados de a-
enolase em comparagéao ao grupo NSsDP (controle) (razdo SDsDP/NSsDP: 1,40 e
SDcDP/NSsDP: 2,20), o que pode estar associado a maior susceptibilidade destes
individuos ao desenvolvimento da doenca de Alzheimer.

Varios estudos avaliaram a degradacdo das histatinas em individuos com
periodonto saudavel utilizando amostras de SST (1:10) a fim de retardar este
processo e ser possivel a avaliagdo e quantificagdo dos produtos gerados durante
degradagdo destas proteinas?627:32.52.60.183 = gntretanto, pouco se sabe sobre este
processo na presenga da DP'8. McDonald et al.>?> (2011) realizando analise por
meio de HPLC em amostras de SST (1:10) de individuos periodontalmente
saudaveis, verificaram o surgimento de produtos de degradac&o da histatina 1 apos
0,5 h de incubagdo. Além disso, no estudo de Sun et al.®° (2009) foi possivel
observar que a histatina 1 resistiu a protedlise até 40 h de incubagao. No presente
estudo, foi verificada a formacéo de produtos de degradagéo da histatina 1 apds 1,5
h de incubacgao e, também, foi possivel observar até 48 h de incubacdo a marcacgao
da banda com a mesma mobilidade eletroforética do padrdo da histatina 1 no grupo
NSsDP (controle) (Figura 12). A mensurac&o da densidade das bandas (%) mostrou
que com 1,5 h de incubagéo apenas 15,68% da histatina 1 foi degradada e que esta
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taxa aumentou para 78,60% no periodo de 48 h (Tabela 7). Entretanto, resultados
divergentes foram apresentados pela literatura, em que foi demonstrada uma perda
de 50,00% da histatina 1 com 1,5 h de incubacgao®’, bem como taxas de perda que
variaram entre 83,00% e 96,00% em apenas 2 h de incubagéo?’-32.

Com relagédo a histatina 5, foi observado no presente estudo, o surgimento
dos produtos de degradagao no grupo NSsDP (controle) apds 0,5 h de incubagéo e
este processo se intensificou entre 4 e 8 h (Figura 12). De acordo com Helmerhorst
et al.?6 (2006), a analise por HPLC mostrou que a formagdo de fragmentos da
histatina 5 foi mais intensa entre os periodos de 4 e 14 h. Além disso, longos
periodos de incubagdo de até 48 h, levaram ao aparecimento de fragmentos
menores e a auséncia completa da histatina 5 em sua forma intacta. Corroborando
com estes achados, neste estudo, longos periodos de incubagédo culminaram com a
completa degradagédo da histatina 5. Também foi verificado que aproximadamente
75,10% desta proteina foi degradada apos 8 h de incubagéo (Tabela 7). Por outro
lado, outros estudos verificaram uma redugdo de 75,00% em apenas 1,5 h de
incubagao®2%° e degradagéo completa da proteina apds 8 h de incubag&o®2.

Estes resultados conflitantes podem ser explicados, em parte, devido a
utilizacdo de diferentes metodologias (HPLC e espectrometria de massas) para
avaliar o processo de degradacgio das histatinas nos estudos citados 2627:32,52,60,183
Além disso, deve-se considerar diferencas interindividuais entre os participantes
destes estudos, ja que esta bem estabelecido que existe uma variagdo na atividade
proteolitica salivar?29183 E importante salientar que as diferencas observadas
correspondem as analises salivares em individuos n&o-sindrbmicos e
periodontalmente saudaveis. Até onde € do conhecimento dos autores, este € o
primeiro estudo que avaliou a degradagao das histatinas na presenga da SD e pouco
foi publicado na literatura abordando a degradagdo das histatinas na presenga da
DP'84 Thomadaki et al.”® (2013), compararam a taxa de degradacgao da histatina 5
entre individuos sem DP e com DP utilizando PAGE catibnico nos periodos de
incubacédo 0 h, 0,5 h, 1,5 h e 3 h. Os autores ndo observaram diferengas
significativas entre os grupos, diferentemente do presente estudo, em que diferengas
significativas na taxa de degradac&o da histatina 5 entre os individuos sem DP e
com DP foram verificadas (p=0,005) (Figura 13, Tabela 7 e Grafico 4). Esta
divergéncia entre os resultados pode ser explicada, uma vez que, Thomadaki et
al.'84 (2013) avaliaram o processo de degradagio da histatina 5 apenas até 3 h de
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incubacdo e nao coletaram dados referentes ao indice de placa e as condi¢des
sistémicas dos participantes, o que pode influenciar a atividade proteolitica.

No presente estudo, a histatina 5 apresentou uma degradagdo mais rapida
comparada a histatina 1 (p<0,0001) (Graficos 1 a 4). Além disso, foi observado que a
histatina 5 levou 24 h para atingir niveis ndo detectaveis nos grupos deste estudo,
enquanto que, a histatina 1 resistiu a degradacgéo até 48 h em todos os grupos, com
excecgao do grupo SDcPD. Desta maneira, os resultados obtidos podem indicar que
a histatina 1 € mais resistente a protedlise do que a histatina 5. A literatura
demonstrou que os niveis de histatina 1 na saliva sdo mais elevados que os niveis
de histatina 58, o que pode influenciar a velocidade do processo de degradacao.
Também deve-se considerar que a histatina 1 € composta por 38 residuos de
aminoacidos, diferentemente da histatina 5 que apresenta apenas 24 residuos de
aminoacidos e é um produto originado a partir da clivagem da histatina 3%3. Todos
estes fatorespodem atuar favorecendo a cascata da degradagéo da histatina 5. Sun
et al.%% (2009) também observaram que a histatina 1 é mais resistente a protedlise
comparada a histatina 5. No periodo de 1,5 h de incubacgao foi verificada uma
degradacgao de 50,00% da histatina 1, ao passo que a histatina 5 apresentou uma
degradacgédo de 75,00% neste mesmo periodo. Os autores também demonstraram
que a eficiéncia catalitica das proteases presentes no SST segue a ordem histatina
5 > histatina 3 > histatina 1. Além disso, os autores sugeriram que estas proteases
possuem uma alta afinidade pelas regides HRGY e RGYR, as quais ndo estao
presentes na sequéncia da histatina 1, justificando mais uma vez a resisténcia desta

proteina ao processo de protedlise comparada as outras histatinas na saliva total.
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7 CONCLUSAO
Baseado nos resultados deste estudo, pode-se concluir que:

e Existem diferencas de abundéncia de algumas proteinas salivares na
presenca da SD e da DP;

¢ A histatina 1 € mais resistente a protedlise do que a histatina 5;

e A degradacado das histatinas 1 e 5 ocorre mais rapidamente na presencga da

DP e, apenas a histatina 1 sofre influéncia da presencga da SD.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Por esse instrumento particular declaro, para os devidos fins éticos e legais, que

eu, , (nacionalidade) ,
portador do RG n° , residente a ,
na cidade de ,estado de , responsavel por

, entendo que estou autorizando sua

participagdo na pesquisa intitulada “Degradacdo de histatinas salivares em
individuos com sindrome de Down e influéncia antibacteriana sobre
periodontopatégenos” sob a responsabilidade da Profa. Dra. Elisa Maria Aparecida
Giro.

Declaro que tomei ciéncia e que fui esclarecido de maneira a nao restarem
quaisquer duvidas sobre a sua participacdo no estudo, de acordo com os termos
abaixo relacionados:

- A pesquisa tem por objetivo avaliar o processo de degradacdo (“quebra”) de
proteinas presentes na saliva, e a eficacia dessas proteinas contra bactérias que
causam a doenga periodontal (doenca na gengiva).

- Sera realizado um exame clinico odontolégico usando luz do refletor, sonda e
espelho bucal, e, em seguida, sera feita a coleta de saliva com o auxilio de um
sugador portatil. Esta coleta sera realizada no periodo da manha (9 — 11 horas) com
jejum minimo de 2 horas, e € um procedimento simples, rapido e ndo causa dor ou
desconforto. Em seguida, a saliva sera congelada e, posteriormente sera usada para
os estudos em laboratério.

- O exame clinico e a coleta de saliva podem causar pequeno desconforto ou a
formagdo de pequena mancha avermelhada no soalho da boca devido ao uso do
sugador, que serao prevenidos com o uso de técnicas adequadas. Além disso, risco
de contaminacdo sera prevenido com o0 uso de materiais descartaveis e
instrumentais estéreis. Também serdo adotados procedimentos de seguranga, por
meio de uso de luva, mascara, gorro, 6culos de protegao e jaleco pela pesquisadora.
Mesmo assim, a pesquisadora se responsabilizara por qualquer problema que
ocorra durante a realizacdo desses procedimentos, e o participante tera assisténcia
integral garantida se ele sentir algum desconforto, tendo toda liberdade para deixar
de participar da pesquisa a qualquer momento, sem qualquer penalidade, perda de

beneficios ou repercussao ao atendimento nesta Faculdade.
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- O participante estara contribuindo espontaneamente para a realizacdo de uma
pesquisa que trara informagdes para melhor compreensdo da doenca periodontal
(doenca da gengiva) resultando em beneficios para a populagdo de uma forma
geral.

- N&o sera oferecida remuneragao para participar da pesquisa. Apenas os gastos
com alimentagao e transporte, caso ocorram, serao ressarcidos pelos pesquisadores
quando solicitado pelo participante e/ou responsavel.

- O participante recebera orientagcdo de correta escovagao dental e outras medidas
para a manutengao da saude bucal e o tratamento odontolégico necessario. Mas,
mesmo que eu nao concorde com a sua participagdo na pesquisa, se apresentar
alguma alteragéo bucal sera encaminhado para a realizagdo do tratamento.

- Os dados e resultados obtidos na pesquisa serao utilizados para fins didaticos e de
divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras, porém, a pesquisadora
responsavel garante que a identidade do participante sera mantida em sigilo,
assegurando a sua privacidade.

- Em caso de duvidas poderei contatar a estudante de doutorado Natéalia Bertolo
Domingues ou Professora Dra. Elisa Maria Aparecida Giro no telefone (16) 3301
6336 ou o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Araraquara SP,
nos telefones: (16) 3301 6432 ou (16) 3301 6434.

- Estou ciente que receberei uma via assinada e datada deste documento “TERMO
DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO”. Desta forma, uma vez tendo lido
e entendido os esclarecimentos, dato e assino esse termo de consentimento, por
estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

Araraquara, de de 20 .

Assinatura do Responsavel pelo Participante

. . - Polegar Direito
Assinatura da Pesquisadora Responsavel g
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APENDICE B - Termo de assentimento

Este documento é destinado as pessoas com sindrome de Down que estdo sendo
convidadas a participar da pesquisa “DEGRADACAO DE HISTATINAS SALIVARES
EM INDIVIDUOS COM SINDROME DE DOWN E INFLUENCIA ANTIBACTERIANA
SOBRE PERIODONTOPATOGENOS”.

- Nosso nome é Natalia Bertolo Domingues e Elisa Maria Aparecida Giro e
estudamos a saliva das pessoas.

- Queremos saber como é a sua saliva.

- O seus pais ou responsaveis sabem que estamos pedindo o apoio de vocé. Caso vocé
participe da pesquisa, eles também terdo que concordar, assinando uma declaragédo. Mas é
importante saber que mesmo se eles concordarem que vocé participe, vocé nao é obrigado.

- N6s s6 vamos examinar a sua boca e pegar um pouco da sua saliva se vocé
quiser!

- O exame e a coleta da saliva seréo realizados na Faculdade de Odontologia de
Araraquara-FOAR e ndo causa nenhum machucado!

- Vamos pegar a sua saliva com um canudinho e ndo vai doer!

- Ndo vamos usar nenhum material sujo!

- S6 os seus pais saberdao o que nds observarmos na sua boca. Eles vao ter meu
telefone para que vocés falem comigo se tiverem alguma duvida ou quiserem algum
tratamento para os dentes. Caso vocés queiram o tratamento, n6s vamos atender
sem cobrar nada.

- Pode avisar seus pais ou qualquer outra pessoa que vocé confie se alguém nao te
tratar bem !!!

ST

Vocé deixa que a sua boca seja examinada (foto do lado esquerdo) e sua saliva seja
coletada (foto do lado direito), como mostrado nas fotos acima? Marque a carinha
feliz se vocé quiser ajudar e a carinha triste se vocé nao quiser ajudar.

00 "
O

Araraquara, de de 20 .
Participante:
Pessoa que obteve o consentimento:
Assinatura:
Responsavel pela Pesquisa: Polegar Direito do

Assinatura: Participante
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APENDICE C - Lista das proteinas exclusivas identificadas por espectrometria
de massas na abordagem de digestao in-solution no grupo NSsDP

Nome da Proteina

Mucin-5AC

Tensin-1 (Fragment)

cDNA FLJ56510, highly similar to Tumor suppressor p53-binding protein 1

Alternative protein ANKRD11

HSPC109

Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 13-like

MKL/myocardin-like protein 1

cDNA FLJ39529

Protein TANC1

Collagen alpha-1(XXVII) chain (Fragment)

Supervillin (Fragment)

Catenin delta-2

GTPase-activating Rap/Ran-GAP domain-like protein 3

Telomerase protein component 1

cDNA FLJ38861

Ankyrin repeat domain-containing protein 17 (Fragment)

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3

Late cornified envelope protein 1A

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked transcript variant 29

Mineralocorticoid receptor

RNA exonuclease 1 homolog

Protein enabled homolog

Immunoglobulin heavy constant alpha 1

Glucocorticoid modulatory element-binding protein 2

Late cornified envelope protein 1C

Ras-responsive element-binding protein 1

Integrin beta

Plakophilin 1 (Ectodermal dysplasia/skin fragility syndrome), isoform CRA a

DNA topoisomerase 2-alpha

IgGFc-binding protein

InaD-like protein

G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1

Neurobeachin

Parathyroid hormone-related protein

Transmembrane protein 40

Uncharacterized protein FLJ46757

Src homology 2 domain containing E

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked transcript variant 241

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked transcript variant 59

SRC kinase signaling inhibitor 1

Ataxin-7-like protein 1 (Fragment)

DENN domain-containing protein 4C (Fragment)

Glutamine and serine-rich protein 1

cDNA FLJ55500, highly similar to B-cell receptor CD22

Down syndrome cell adhesion molecule like 1, isoform CRA_a

Protein FAM57A (Fragment)

A-kinase anchor protein 11

Histone-lysine N-methyltransferase SETD1B

Ets transcription factor TEL-2b variant (Fragment)

F-box only protein 38

cDNA FLJ57828

Calpastatin, isoform CRA a
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cDNA FLJ55596

Zinc finger protein 385D

Alternative protein WDFY1

Synaptogyrin-2

E3 ubiquitin-protein ligase HECW?2

Uncharacterized protein KIAA1522

cDNA FLJ50636

CUB and Sushi multiple domains 1 variant (Fragment)

Tubulin polyglutamylase complex subunit 2

Treslin

E3 ubiquitin-protein ligase RNF169

FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 6

cDNA, FLJ94213

cDNA FLJ46886

cDNA FLJ38624

cDNA FLJ58249

Rho GTPase-activating protein 11A

PLEKHGH1 protein (Fragment)

MAGEL2 protein (Fragment)

mMRNA cap guanine-N7 methyltransferase

Xeroderma pigmentosum, complementation group C, isoform CRA a

Histone acetyltransferase KAT7

cDNA FLJ52602

MAP3K®6 protein

Homeobox protein MOX-1

cDNA FLJ53524

Protein unc-13 homolog A

SASH1 protein (Fragment)

Telomere zinc finger-associated protein (Fragment)

cDNA, FLJ96239

Teneurin-3

Ribosomal L1 domain-containing protein 1 (Fragment)

DNA-dependent protein kinase catalytic subunit

Kinesin-like protein KIF21A (Fragment)

Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ domain-containing protein 1 (Fragment)

Microtubule-associated protein 2

FP17780

cDNA FLJ57432

Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2

RING finger protein 219

Putative uncharacterized protein DKFZp686E13109 (Fragment)

Nebulin

Dentin sialophosphoprotein variant G (Fragment)

Roquin-2

Nuclear receptor corepressor 1

Ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 2, isoform CRA _d

Polycystic kidney disease 1-like 2, isoform CRA a

cDNA FLJ46776

Mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1

ZBTB22

RNA binding motif protein 7

PTB domain-containing engulfment adapter protein 1 (Fragment)

Protein FAM117B

cDNA FLJ52804

cDNA FLJ54004

U2 snRNP-associated SURP motif-containing protein

Probable phospholipid-transporting ATPase IH

Phosphatase and actin regulator 4
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Serine/threonine-protein kinase D1

Nuclear factor of-activated T-cells, cytoplasmic 1

cDNA FLJ53320, highly similar to Disks large-associated protein 1

Protein shisa-2 homolog

E3 ubiquitin-protein ligase HERC2

cDNA FLJ30689

Fibronectin type Il domain-containing protein 3B

Protein Shroom3

Podocan-like protein 1

Leucine zipper protein 1, isoform CRA a

cDNA, FLJ95843

Olfactory receptor (Fragment)

Pleckstrin homology-like domain, family B, member 1, isoform CRA ¢

Midnolin

Major capsid protein

ENTH domain-containing protein 1

Protein SOGA1

Olfactory receptor

cDNA FLJ50530

Netrin receptor DCC

GRB2-associated-binding protein 2

KIR2DS5 (Fragment)

Alternative protein RNF222

BTB/POZ domain-containing protein 10

Trichohyalin-like protein 1

cDNA FLJ59591

Zinc finger BED domain-containing protein 4

TATA box-binding protein-associated factor RNA polymerase | subunit C

cDNA FLJ11413 fis, clone HEMBA1000908

Misshapen-like kinase 1

Kallikrein 6 (Neurosin, zyme), isoform CRA_c (Fragment)

cDNA FLJ31479

Lim-homeobox transcription factor LHX3

Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1

Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B member 4

cDNA FLJ61649

C2 domain-containing protein 3

L1 cell adhesion molecule (Fragment)

Protein ZGRF1

Histone-lysine N-methyltransferase 2D

E3 ubiquitin-protein ligase DTX4

cDNA FLJ61741, highly similar to HIRA protein

Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 1

MUC19 variant 12 (Fragment)

Erbin

Probable G-protein coupled receptor 75

Zinc finger protein 687

Unc-51-like kinase 2 (C. elegans), isoform CRA _a

Putative uncharacterized protein DKFZp686J0330

JMJD1C protein

Arginine-glutamic acid dipeptide repeats protein

Lysine-specific demethylase 3B

Peripheral plasma membrane protein CASK

GPALPP motifs-containing protein 1

Paired box protein Pax-5 (Fragment)

Elastase 3A, pancreatic

Podocalyxin

RABBA-GEF complex partner protein 1 (Fragment)
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ZFHX2 protein

Centromere protein F

Keratin, type |l cytoskeletal 2 epidermal

GRB2-associated and regulator of MAPK protein 2

cDNA, FLJ79461, highly similar to Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator

Kinase D-interacting substrate of 220 kDa

Runt-related transcription factor 2

Zinc finger homeobox protein 3

Neurogenic locus notch homolog protein 2

Protein PRRC2C

Alpha-tectorin

Cysteine/serine-rich nuclear protein 3 (Fragment)

cDNA FLJ44973

Chloride channel CLIC-like 1, isoform CRA a

Interleukin-1 receptor accessory protein-like 1

AT-hook DNA-binding motif-containing protein 1

cDNA FLJ54385

Fas (TNFRSF6) binding factor 1

Proline and serine-rich protein 3 (Fragment)

Myb-related protein B

cDNA FLJ39512

YLP motif-containing protein 1 (Fragment)

Bromodomain and PHD finger-containing protein 3

Zinc finger protein 554

EPH receptor B4, isoform CRA b

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 17-like protein 5

PKD1 (Fragment)

NK-tumor recognition protein

Neogenin (Fragment)

cDNA FLJ56111

Synaptosomal-associated protein 47

Nuclear-interacting partner of ALK

Amyloid-like protein 1

Rho GTPase-activating protein 32

MHC class | antigen (Fragment)

Dynein, axonemal, heavy polypeptide 11, isoform CRA ¢

Putative uncharacterized protein DKFZp686B2325 (Fragment)

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked transcript variant 22

Transcription factor TFI1IB component B" homolog

cDNA, FLJ79056 (Fragment)

ATP-binding cassette sub-family A member 13

Zinc finger, AN1-type domain 2B, isoform CRA ¢

RAN binding protein 3 transcript variant a

DNA-binding protein RFX7

IQCJ-SCHIP1 readthrough (Fragment)

Protein phosphatase Slingshot homolog 2

Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia translocated to, 10 isoform a variant (Fragment)

Protein SMG8 (Fragment)

Junctional protein associated with coronary artery disease

Protein GREB1

Rho GTPase-activating protein 23

cDNA FLJ52445

Myosin phosphatase Rho-interacting protein (Fragment)

VWA7

Homeobox protein cut-like 2

Rap guanine nucleotide exchange factor 1

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3A

Uncharacterized protein C110rf24
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Olfactory receptor 10K1

FACT complex subunit SSRP1

Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-4

Transmembrane protein 200C

Neuronal PAS domain protein 3 isoform B

Complement C5

Disks large homolog 1

RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase (Fragment)

DPCR1

Neuron navigator 2

Putative uncharacterized protein CAD (Fragment)

ZFAT protein (Fragment)

Triple functional domain (PTPREF interacting), isoform CRA a

cDNA FLJ44733

SRY-box 9 (Fragment)

Protocadherin Fat 4

Histone-lysine N-methyltransferase (Fragment)

DNA helicase B

Disrupted in schizophrenia 1 isoform 24

C-type lectin domain family 14 member A

cDNA FLJ37510

Putative uncharacterized protein DKFZp779A1451 (Fragment)

Speedy protein A

Probable helicase senataxin

Leucine-rich repeat flightless-interacting protein 2

Holliday junction recognition protein

Breast cancer type 1 susceptibility protein (Fragment)

Cation-transporting ATPase

cDNA FLJ60378

Endomucin variant (Fragment)

cDNA FLJ52668

Nuclear envelope pore membrane protein POM 121C

Transmembrane and coiled-coil domains protein 1

AF4/FMR2 family member 3

Siglec-16 (Fragment)

Little elongation complex subunit 1

Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 (Fragment)

cDNA FLJ57327

B-cell CLL/lymphoma 9 protein

Protein PROCA1

Protein Wiz

Putative uncharacterized protein pp9003

Nedd4 binding protein 2

Zinc finger MYND domain-containing protein 15

Late cornified envelope protein 3A

cDNA FLJ60302, highly similar to Neurocan core protein

TBC1 domain family member 9

RNPEPL1 protein

TACRH1 protein (Fragment)

Alternative protein JMJD4

Beta globin chain (Fragment)

Xin actin-binding repeat-containing protein 2

Cystatin-SA

Helicase (Fragment)

Regulating synaptic membrane exocytosis protein 2 (Fragment)

Microtubule-associated protein 1B, isoform CRA b

cDNA FLJ25822 fis, clone TST07893

Endogenous retrovirus group K member 19 Env polyprotein
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SMC5-SMC6 complex localization factor protein 2

Pleckstrin homology-like domain family B member 2 (Fragment)

Activating transcription factor 7-interacting protein 2

Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2

Histone-lysine N-methyltransferase SETD2

Enhancer of mMRNA-decapping protein 4

Gag-Pro-Pol-Env protein

Coronin

Complement C1q tumor necrosis factor-related protein 2

Helicase SRCAP

Interleukin-15 receptor subunit alpha (Fragment)

Protocadherin alpha subfamily C, 2

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked transcript variant 6

Hypoxia-inducible factor 3-alpha

cDNA FLJ50948, highly similar to Synaptojanin-1 (EC 3.1.3.36)

HLA class | histocompatibility antigen, A-30 alpha chain

cDNA FLJ36998

Transcription initiation factor TFIID subunit 6

cDNA FLJ76153

cDNA FLJ55728

Ubiquitin-associated protein 1 (Fragment)

Serine/threonine-protein kinase ULK1

Tyrosine-protein kinase ABL1

Collagen alpha-1(XIl) chain

Protein NDNF

CMT1A duplicated region transcript 1 protein

cDNA FLJ75589

G-protein-coupled receptor 34 splice variant

cDNA FLJ14826

NKAP-like protein

ZBTB10 protein (Fragment)

Nck-associated protein 1

t-SNARE domain-containing protein 1

cDNA FLJ77548

cDNA FLJ20004 fis, clone ADKA02391

T-cell receptor beta variable 15 (Fragment)

Zinc finger protein with KRAB and SCAN domains 7

Similar to potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 1 (Fragment)

Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1H

cDNA FLJ75500

BRCA1-associated ATM activator 1

Serine/threonine-protein kinase greatwall (Fragment)

E3 ubiquitin-protein ligase TRAF7

cDNA FLJ51603

Metallothionein-3

Protocadherin-16

Synaptotagmin-like protein 5

Coiled-coil domain-containing protein 66 (Fragment)

Ankyrin repeat and MYND domain-containing protein 1

Fibronectin (Fragment)

FH1/FH2 domain-containing protein 3

CD300Hs

Myotilin

Lamin-B2

Acid-sensing ion channel 5 (Fragment)

Transmembrane channel-like protein

Seven transmembrane helix receptor

Synaptotagmin-10
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Glutathione S-transferase P

Tuberin OS=Homo sapiens

Rho GTPase activating protein 9, isoform CRA a

Agrin

Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1

cDNA FLJ75279

cDNA FLJ53288

Storkhead-box protein 1

Protein JBTS17

Ribosomal oxygenase 2

Helicase-like transcription factor (Fragment)

cDNA FLJ58741

Histone deacetylase

Protein NRDE2 homolog

cDNA FLJ76940

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 11A

CXXC-type zinc finger protein 5 (Fragment)

Uncharacterized protein C150rf39

Sodium/hydrogen exchanger

Zinc finger protein 839

SKI family transcriptional corepressor 2

IQ motif and SEC7 domain-containing protein 1

Putative POM121-like protein 1-like

KIAA1244

Adhesion G protein-coupled receptor L2 (Fragment)

Eukaryotic translation initiation factor 5B

Uncharacterized protein C3orf18

cDNA FLJ59806, highly similar to Histone deacetylase 4

Basic helix-loop-helix domain-containing protein USF3

cDNA FLJ50057, weakly similar to LIM domain only protein 7 (Fragment)

Abl interactor 2 (Fragment)

Calcium-transporting ATPase type 2C member 1

Cat eye syndrome critical region protein 2

EMI domain-containing protein 1

Poly (ADP-ribose) glycohydrolase

Putative protein FAM47C

G-protein coupled receptor 182

cDNA FLJ50409, highly similar to Transforming acidic coiled-coil-containing protein 1

Potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily, member 2, isoform CRA _j

FH2 domain-containing protein 1

Major facilitator superfamily domain-containing protein 10

Serine/threonine-protein kinase WNK2

Sentrin-specific protease 7

Sec1 family domain-containing protein 1 (Fragment)

Neurogenic locus notch homolog protein 1

cDNA FLJ52433

Late cornified envelope protein 3E

cDNA FLJ51029

Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1 (Fragment)

Fibrocystin

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12

Zinc finger with UFM1-specific peptidase domain protein

Transmembrane protein 94 (Fragment)

Keratin, type | cuticular Ha8

Sperm-specific antigen 2

Reticulon (Fragment)

Perilipin

GREB1-like protein
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Teashirt homolog 2

u30

Transcriptional regulator

Phosphotriesterase-related protein

Glycophorin-B

Myeloid leukemia factor 2 (Fragment)

Protein YIPF2 (Fragment)

Dendritic cell nuclear protein 1

Signal peptide, CUB and EGF-like domain-containing protein 2

F-box/LRR-repeat protein 7

Ephrin type-A receptor 10 (Fragment)

Cystatin-D

Down syndrome cell adhesion molecule

BRCA1-associated RING domain protein 1

Putative uncharacterized protein DKFZp686104196 (Fragment)

Inner centromere protein

Cytochrome P450 2W1 (Fragment)

Dystrotelin

Trinucleotide repeat-containing gene 18 protein

MutS protein homolog 4

Brain-enriched guanylate kinase-associated protein

UBX domain-containing protein 11

Vacuolar protein sorting 13A (Yeast), isoform CRA a

Uncharacterized protein C10rf106

Adenylate cyclase type 6

cDNA, FLJ94049

Serine/threonine-protein kinase ATR

Sushi, nidogen and EGF-like domain-containing protein 1

WD repeat, SAM and U-box domain-containing protein 1 OS=Homo sapiens GN=WDSUB1 PE=1
SV=2 - [B8ZZF2 HUMAN]

Unconventional myosin-1Xa (Fragment)

SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 2 (Fragment)

Zinc finger protein 609

Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2A, isoform CRA a

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 43 (Fragment)

Ankyrin repeat domain-containing protein 30B

Zinc finger CCCH domain-containing protein 6

BRD4-interacting chromatin remodelling complex-associated protein

cDNA FLJ59350

Putative uncharacterized protein DKFZp686D 1070 (Fragment)

Olfactory receptor 6C65

CLIP1 protein (Fragment)

PHD and RING finger domain-containing protein 1

Putative uncharacterized protein DKFZp547A023 (Fragment)

Synaptotagmin-like protein 2

cDNA FLJ60083

Acyltransferase like 2, isoform CRA a

Replication protein A 70 kDa DNA-binding subunit

cDNA FLJ46074

Zinc finger MYND domain-containing protein 12

FERM, RhoGEF and pleckstrin domain-containing protein 2 (Fragment)

Protein-associating with the carboxyl-terminal domain of ezrin (Fragment)

PRUNE2

Kinesin-like protein KIF20A

Protocadherin gamma subfamily B, 1

Thyrotropin receptor

OR14J1

Taxilin beta, isoform CRA a
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cDNA FLJ52336

cDNA FLJ13312

cDNA, FLJ94385

Polypyrimidine tract-binding protein 3 (Fragment)

Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 2

PAX4 protein

Transcription factor 4

Putative uncharacterized protein UNC5C (Fragment)

Thyroid adenoma-associated protein

Multiple epidermal growth factor-like domains protein 6

Protein regulator of cytokinesis 1, isoform CRA e

Vitamin D-binding protein

MANSC domain-containing protein 4

cDNA FLJ53742

cDNA FLJ60584

Unconventional myosin-Id

SCY1-like protein 2

cDNA FLJ51208

cDNA FLJ45949

Coronin-2B

cDNA FLJ76782

HRV Fab 027-VL (Fragment)

cDNA FLJ10083

cDNA FLJ50848

OR52E1

BLOC-1-related complex subunit 6

Testis secretory sperm-binding protein Li 209a

Golgi-associated olfactory signaling regulator

MHC class | antigen

Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein variant (Fragment)

cDNA FLJ54337

Transcriptional repressor p66-alpha

Signal-induced proliferation-associated 1 like 3

TSC22 domain family protein 1

T-box 3 (Ulnar mammary syndrome), isoform CRA a

Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 (Fragment)

Nephrin

cDNA FLJ78648

LOC100170229 protein (Fragment)

Rho guanine nucleotide exchange factor 6

Tau-tubulin kinase 1

Probable ribonuclease ZC3H12B

Putative uncharacterized protein GRB10 (Fragment)

PDZ domain-containing protein 2

cDNA FLJ59297

Transcriptional regulator ATRX

Cyclin-dependent kinase inhibitor 3

Vasopressin V2 receptor

Centrosomal protein of 104 kDa

Oxysterol-binding protein-related protein 11

Pericentrin

Ankyrin-1

cDNA FLJ13167

Phosphoinositide 3-kinase adapter protein 1

Signal peptide, CUB and EGF-like domain-containing protein 1

Sperm-associated antigen 17

Protocadherin Fat 2

Breast carcinoma amplified sequence 3
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MYQO3B protein

cDNA FLJ61052

Histone-lysine N-methyltransferase 2C (Fragment)

CGNLA1 protein (Fragment)

cDNA FLJ43580

Envoplakin, isoform CRA _a

Sacsin

Lipocalin-1

Jouberin (Fragment)

Vacuolar protein sorting-associated protein 13C

Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-79-specific (Fragment)

Rootletin

cDNA, FLJ95492

cDNA FLJ60072

GRIA4 protein (Fragment)

Protocadherin beta-1

Transmembrane protein 132B

YY1-associated protein 1

Retinitis pigmentosa 1 (Fragment)

2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial (Fragment)

Myelin gene expression factor 2

Seizure 6-like protein 2

OR6B2

Double-strand break repair protein MRE11

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2

Cytochrome P450, family 46 variant (Fragment)

cDNA FLJ40857

cDNA FLJ46459

Usher syndrome 1C binding protein 1, isoform CRA a

RNA-specific adenosine deaminase

Myosin Va (Fragment)

U60/66

Rho guanine nucleotide exchange factor 17

Protein NLRC5

BV13S1J2.2 protein (Fragment)

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 34

E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4

Uncharacterized protein C190rf47

Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog B (Fragment)

Transmembrane channel-like protein 3

Proline-rich protein 12

cDNA FLJ56590

Protein sidekick-2

Exophilin-5 (Fragment)

Armadillo repeat-containing X-linked protein 4

Ligand-dependent nuclear receptor-interacting factor 1

FYB protein (Fragment)

Dual-specificity protein phosphatase 13 isoform B (Fragment)

Inactive ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 54 (Fragment)

Dihydropyrimidinase-related protein 3 (Fragment)

B-cell CLL/lymphoma 6 member B protein

cDNA FLJ38125

Brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2-like protein 2

cDNA FLJ58726 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 - [B4DK21 HUMAN]

RcCTAGES (Fragment)

HCG2038564 (Fragment)

VPS10 domain-containing receptor SorCS2

Adenosylhomocysteinase 3 (Fragment)
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Forkhead box protein K2 (Fragment)

Alternative protein KIAA2013

HMG domain-containing protein 3

Polycystin-1 (Fragment)

cDNA FLJ51386

cDNA FLJ52882

Vitrin

Protein CBFA2T3 (Fragment)

Signal recognition particle 14 kDa protein

Membrane-associated phosphatidylinositol transfer protein 2

P protein (Fragment)

Serine/threonine-protein kinase N1

Terminal uridylyltransferase 4 (Fragment)

Sphingosine-1-phosphate lyase 1

Adhesion G protein-coupled receptor L3

Polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1, mitochondrial

Glycine dehydrogenase (decarboxylating), mitochondrial

PWWP domain-containing protein 2B

Ras association domain-containing protein 10

WD repeat-containing protein 25

Dedicator of cytokinesis protein 10

Putative uncharacterized protein DKFZp586C1419 (Fragment)

cDNA FLJ56831

U2

Transmembrane protein 245

Beta-1,4 N-acetylgalactosaminyltransferase

Protein FAM110B

Myb-related protein A

LOC401367

Disks large-associated protein 2 (Fragment)

Ring finger and WD repeat domain 2 isoform H (Fragment)

Kinesin-like protein KIF13A

Obscurin-like protein 1

NADP-dependent oxidoreductase domain-containing protein 1

Short-chain acyl-CoA dehydrogenase

Sulfotransferase family cytosolic 2B member 1

cDNA FLJ30074

cDNA FLJ52675

Limbic system-associated membrane protein (Fragment)

Keratin-associated protein 16-1

HPMS6 protein (Fragment)

Laminin alpha 3b chain (Fragment)

RAS protein activator like-3

DDB1- and CUL4-associated factor 13

CASK interacting protein 1, isoform CRA _a

MGC13008 protein

KIAA0528 protein

Ribonuclease P protein subunit p25

Spermatid perinuclear RNA binding protein isoform 2 (Fragment)

Kelch-like protein 22

Chloride channel protein

GRB2-associated-binding protein 1

RNA pseudouridylate synthase domain-containing protein 1

Erythrocyte band 7 integral membrane protein

Leucine-rich repeat and 1Q domain-containing protein 1

Zinc finger protein 385C

TACC2 protein

COP9 signalosome complex subunit 5
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GPI ethanolamine phosphate transferase 2

Fumarate hydratase, mitochondrial

cDNA FLJ38970

Unconventional myosin-VI

Signal-induced proliferation-associated 1-like protein 2

Ligand-dependent corepressor

Vestigial-like 4 (Fragment)

Semaphorin-5B

HCG2019817, isoform CRA d

OAZ1 protein

Acetyl-CoA carboxylase 2 variant (Fragment)

Thrombospondin type-1 domain-containing protein 4

KCNK4 protein (Fragment)

cDNA FLJ23920 fis, clone COL02027

cDNA FLJ40166

Transformation/transcription domain-associated protein variant (Fragment)

cDNA FLJ61174

cDNA FLJ59641

DNA cross-link repair 1A protein

ZNF268 protein

Gamma-tubulin complex component

Disks large homolog 2 (Fragment)

Putative uncharacterized protein ENSP00000383309

cDNA FLJ26930 fis, clone RCT05832

Protein shisa-7 (Fragment)

Germinal-center associated nuclear protein

cDNA FLJ77685

Neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase adapter 1

Palmitoyltransferase ZDHHCS5 (Fragment)

Zinc fingers and homeoboxes protein 1

Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase MINDY-4

Metabotropic glutamate receptor 6

Uncharacterized protein C20rf54

cDNA FLJ37346

Zinc finger SWIM domain-containing protein 8 (Fragment)

cDNA FLJ52931

Receptor tyrosine-protein kinase erbB-4

cDNA FLJ60391

GSG2 protein (Fragment)

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX4 (Fragment)

Ceramide glucosyltransferase

cDNA FLJ53239

Maestro heat-like repeat family member 5

WUGSC:H_248015.1 protein (Fragment)

Tetratricopeptide repeat protein 38 (Fragment)

cDNA FLJ61601

cDNA FLJ56472

ZNF644 protein (Fragment)

Glycoprotein

Ganglioside-induced differentiation-associated protein 2

Pol protein

Bloom syndrome protein

Putative metallothionein MT1DP

STX16-NPEPL1 readthrough (NMD candidate)

Pannexin

N-acetylated-alpha-linked acidic dipeptidase-like protein

Tyrosine-protein kinase BAZ1B

cDNA FLJ59769
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Cadherin 5, type 2 preproprotein variant (Fragment)

cDNA FLJ56701

Diencephalon/mesencephalon homeobox protein 1

Arachidonate 12-lipoxygenase, 12R-type

cDNA FLJ54284

Cell division cycle and apoptosis regulator protein 1 (Fragment)

PP10881

Protein ABHD18
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APENDICE D - Lista das proteinas exclusivas identificadas por espectrometria
de massas na abordagem de digestao in-solution no grupo NScDP

Nome da Proteina

Anti-RhD monoclonal T125 kappa light chain

Dedicator of cytokinesis protein 6 (Fragment)

Bromodomain and WD repeat-containing protein 1

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily E member 1
(Fragment)

cGMP-inhibited 3',5'-cyclic phosphodiesterase A

Cystatin-SN OS=Homo sapiens GN=CST1 PE=1 SV=3 - [CYTN_HUMAN]

cDNA FLJ32792

Nuclear receptor coactivator 2

Sorting nexin-16 (Fragment)

Ribosomal RNA processing protein 1 homolog B

KIAA0232

Glycophorin Mz II-1V (Fragment)

CIC-FOX04 fusion protein

Putative uncharacterized protein DKFZp686E2262 (Fragment)

MAX gene-associated protein

Period circadian protein homolog 1

IGL@ protein

A kinase (PRKA) anchor protein 6, isoform CRA b

HCG1985901

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 13

CREB/ATF bZIP transcription factor

Zinc finger protein 608, isoform CRA b

Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase

Nuclear receptor coactivator 1

Pleckstrin homology domain-containing family M member 1

Alpha heavy chain (Fragment)

Dynein heavy chain 5, axonemal

Trinucleotide repeat-containing gene 6A protein

Dedicator of cytokinesis protein 2

SprT-like domain-containing protein Spartan

cDNA FLJ50838

Oviductin

cDNA FLJ45733

Late cornified envelope protein 1E

CEP295 N-terminal-like protein

Myomegalin

Fibronectin type Il domain-containing protein 7

cDNA FLJ16099

Protein Shroom?2

Putative uncharacterized protein DKFZp686J11235 (Fragment)

Late cornified envelope protein 1D

cDNA FLJ46121

Complement component 1, g subcomponent, receptor 1 variant (Fragment)

WWC3 protein (Fragment)

PRR14 protein (Fragment)

cDNA FLJ57286

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 21

C2CD2L protein

TP53-binding protein 1 (Fragment)

FERM domain-containing protein 4A

Protein FAM193A

Hemoglobin subunit alpha
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TEA domain family member 4 isoform 2

Phosphodiesterase

Phosphatase and actin regulator

cDNA FLJ53253

cDNA FLJ76742

cDNA FLJ75402

cDNA FLJ77849

Bridging integrator 2 (Fragment)

Transcription initiation factor TFIID subunit 9 (Fragment)

Chromobox protein homolog 2

Anti-HER3 scFv (Fragment)

cDNA FLJ45044

cDNA FLJ46261

Phospholipid transfer protein C2CD2L

Neurofilament heavy polypeptide

BCL11a-M (Fragment)

APC11 anaphase promoting complex subunit 11 homolog (Yeast), isoform CRA b

DNA polymerase theta

Deleted in malignant brain tumors 1 protein

Parathyroid hormone/parathyroid hormone-related peptide receptor

Transforming acidic coiled-coil-containing protein 1 (Fragment)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase eta-1

Protection of telomeres protein 1

Deafness, autosomal recessive 31, isoform CRA b

Zinc finger protein 407

Forkhead box protein P4

Rho GTPase-activating protein 42 (Fragment)

Coiled-coil domain-containing protein 189 (Fragment)

Kinesin-like protein KIF26A

Protein monoglycylase TTLL8 (Fragment)

cDNA FLJ78504

Breast and ovarian cancer susceptibility protein (Fragment)

Protein TANC2

Centrosomal protein 170kDa

cDNA FLJ50076

Sphingomyelin phosphodiesterase 3 (Fragment)

cDNA FLJ45846

BRCAZ2-interacting transcriptional repressor EMSY

Glyceronephosphate O-acyltransferase variant (Fragment)

Protein dopey-2

Tether-containing UBX domain for GLUT4 (Fragment)

ADAM metallopeptidase domain 22

Uncharacterized protein C2orf71

Immunoglobulin-like domain-containing receptor 2

Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1G

SEC14-like 1 (S. cerevisiae), isoform CRA a

Zinc finger MYM-type protein 3

Pleckstrin homology domain-containing family H member 2

PDZ and LIM domain protein 2 (Fragment)

Calcium-transporting ATPase

Melanoma-associated antigen B6

Chloride channel protein 2 (Fragment)

cDNA FLJ40508

5'-AMP-activated protein kinase subunit gamma-3

Keratin, type Il cytoskeletal 71

Leucine-rich repeat kinase 2

Protein PRRC2B

Uncharacterized protein KIAA1683
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Kinesin-like protein KIF21B

G-protein coupled receptor family C group 6 member A

cDNA FLJ78751

Similar to MGC76216 protein

Microtubule-associated tumor suppressor candidate 2

cDNA FLJ61741

cDNA FLJ16204

Glycophorin A (Fragment)

Alternative protein BCAN

Transmembrane protein 39B (Fragment)

Heterochromatin protein 1-binding protein 3

cDNA FLJ78647

Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat protein Y-linked transcript variant 252

Protein unc-80 homolog

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21, isoform CRA _a

Zinc finger protein 384 (Fragment)

WAS/WASL-interacting protein family member 2

Glutaminyl-tRNA synthetase (Fragment)

Kinesin-like protein KIF13B

Adenylate cyclase type 9 (Fragment)

Xin actin-binding repeat-containing protein 1

Transmembrane protein 201 (Fragment)

Phosphoinositide phospholipase C (Fragment)

Pro-neuregulin-1, membrane-bound isoform (Fragment)

cDNA FLJ59425, highly similar to SH3-domain kinase-binding protein 1

cDNA FLJ44017

cDNA FLJ44592

HERV-H_ 2g24.3 provirus ancestral Env polyprotein

cDNA FLJ44557

Testis-expressed protein 44

Ubiquitin specific peptidase 4 (Proto-oncogene)

cDNA, FLJ93024

Tensin like C1 domain containing phosphatase (Tensin 2), isoform CRA a

cDNA FLJ61066

Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 1

Insulin-like growth factor 2 receptor variant (Fragment)

Histone-lysine N-methyltransferase SETD2 (Fragment)

Synaptojanin 1 (Fragment)

Neuroblastoma breakpoint family member 1

Contactin associated protein-like 2 isoform D (Fragment)

Kelch-like protein 13

5-methylcytosine rRNA methyltransferase NSUN4 (Fragment)

WNK?1 protein (Fragment)

cDNA FLJ50057

Tyrosine-protein kinase

cDNA FLJ54038

cDNA FLJ33592

RIMS-binding protein 3B

DNA helicase

cDNA FLJ44721

Gastrin/cholecystokinin type B receptor

Zinc finger protein ZNF-U69274 variant (Fragment)

Nucleolysin TIA-1 isoform p40

cDNA FLJ42347

G protein-coupled receptor 116, isoform CRA a

Tenascin

FERM and PDZ domain-containing protein 3 (Fragment)

Treacle protein
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cDNA FLJ54084

Integrin beta-7

Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-4

ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly factor 2

DMD protein

Trinucleotide repeat-containing gene 6B protein (Fragment)

Low affinity sodium-glucose cotransporter

cDNA FLJ76119

Zinc finger, FYVE domain containing 16, isoform CRA_a

Ankyrin repeat domain-containing protein 33B

DEP domain-containing mTOR-interacting protein

cDNA FLJ41838

cDNA, FLJ93207

Cell division control protein 45 homolog

Regulatory solute carrier protein family 1 member 1

Rearranged L-myc fusion sequence variant (Fragment)

Putative uncharacterized protein DKFZp76102023 (Fragment)

Proline-rich transmembrane protein 4

cDNA FLJ30616

Ras-specific guanine nucleotide-releasing factor RalGPS1 (Fragment)

Piwi-like protein 4

AF4/FMR2 family member 1 (Fragment)

Metabotropic glutamate receptor 5 variant F

Rab11 family-interacting protein 1

Transmembrane protein 254

Ankyrin repeat and SAM domain-containing protein 1A

Putative RNA-binding protein 15

WD repeat-containing protein 76

Terminal uridylyl transferase 1 U6 snRNA-specific isoform 1 (Fragment)

Inositol polyphosphate-4-phosphatase, type I, 107kDa, isoform CRA ¢

UACA protein

La-related protein 6

Nanos homolog 3

TPR and ankyrin repeat-containing protein 1

cDNA FLJ57242

Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1

cDNA FLJ57216

GAS2-like protein 1

cDNA FLJ51442

DNA-binding protein RFX2

cDNA FLJ75211

Mucin (Fragment)

GPR110 protein (Fragment)

Laminin subunit gamma-3

SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily A-like protein
1

Atrophin-1

Uncharacterized protein C100rf71

WD repeat-containing protein 63

Calmodulin binding transcription activator 2

Sialic acid-binding Ig-like lectin 8

Alternative protein LRFN1

cDNA FLJ56648

Talin-2

NES protein (Fragment)

cDNA, FLJ94377

Tensin-3 (Fragment)

Desmocollin 1, isoform CRA b
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Putative uncharacterized protein GAF1 (Fragment)

Rho GDP-dissociation inhibitor 1 (Fragment)

WD repeat and SOCS box-containing protein 1

Coiled-coil domain-containing protein 60

Dynein heavy chain 6, axonemal

PH-interacting protein

cDNA FLJ60422

cDNA, FLJ96589

Zinc finger protein 280D

Golgin subfamily B member 1

cDNA, FLJ93638

Rab-3A-interacting protein

Probable methyltransferase TARBP1

Contactin-2 (Fragment)

PX domain-containing protein kinase-like protein

Calmodulin-binding transcription activator 1

cDNA FLJ46506

Patched domain-containing protein 2

cDNA FLJ58505, highly similar to Cyclin-T2

cDNA FLJ44067 fis, clone TESTI4037066

Netrin receptor UNC5D

cDNA FLJ60276

cDNA FLJ53246

Transmembrane 9 superfamily member

Transketolase

Putative uncharacterized protein DKFZp686C06243 (Fragment)

Protein FAM186A

Phospholipid phosphatase 1

Bromodomain and WD repeat-containing protein 3

Slit homolog 3 protein

RanBP2-like and GRIP domain-containing protein 4

GRAM domain-containing protein 1A

Putative postmeiotic segregation increased 2-like protein 1

Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein

Fatty acyl-CoA reductase (Fragment)

Exonuclease mut-7 homolog, isoform 5

Alternative protein ACTL7B

Thyroglobulin variant (Fragment)

Beta-galactosidase-1-like protein

Serine incorporator 4

cDNA FLJ44654

DNA polymerase zeta catalytic subunit

WAPAL protein

WD repeat-containing protein 87

Contactin-associated protein-like 4

Mitochondrial dynamics protein MID51

Heavy chain Fab (Fragment)

MICA protein (Fragment)

Retinoic acid-induced protein 1

LINE-1 type transposase domain-containing protein 1

TOG array regulator of axonemal microtubules protein 1

Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchanger 2 protein

cDNA, FLJ95432

cDNA FLJ10471

Cytochrome P450 4B1

Interleukin-31

Unconventional myosin-XVB

Chondroitin sulfate proteoglycan 4
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Sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain-containing protein 1

cDNA FLJ51102

WD repeat-containing protein 97

Neuropeptide S receptor

Uncharacterized gastric protein YC11P

cDNA FLJ46643

cDNA FLJ50019

Lysine-specific demethylase 8 (Fragment)

Protein cordon-bleu (Fragment)

Protein CDV3 homolog

DNA polymerase

cDNA FLJ76309

cDNA FLJ54526

B cell specific activator protein variant delta 6/7/8/9 (Fragment)

cDNA FLJ57821

DNA excision repair protein ERCC-6-like 2

Neurexin-3-beta

Papillary renal cell carcinoma isoform 2

WD repeat-containing protein 3 variant (Fragment)

Glypican 3

Transmembrane and immunoglobulin domain-containing protein 1

Acrosomal protein KIAA1210

Coiled-coil domain-containing protein 18

MICAL-like protein 1 (Fragment)

CDKS5 regulatory subunit-associated protein 2

cDNA FLJ75605

cDNA FLJ90411

U7 snRNA-associated Sm-like protein LSm11

Coiled-coil domain-containing protein 66

cDNA FLJ54009

TFIIH basal transcription factor complex helicase XPD subunit

cDNA FLJ77769

Protocadherin beta 9 variant (Fragment)

DIS3-like exonuclease 2 (Fragment)

cDNA FLJ75649

Alternative protein ZNF132

DCTNA1/ALK fusion protein (Fragment)

55 kDa erythrocyte membrane protein

Neuropilin and tolloid-like protein 1

Tensin-4

ERBB2IP protein

cDNA FLJ13927

PLEKHADS protein

Protein furry homolog-like

cDNA FLJ52699

LOC554223 protein

Potassium voltage-gated channel subfamily F member 1

Calcium-responsive transcription factor

G-protein coupled receptor

HEAT repeat containing 1, isoform CRA b

Sarcoma antigen 1

Protein inturned

cDNA FLJ54377

ATXN2 protein (Fragment)

Protein THEMIS

SHUJUN-3

Ankyrin repeat and death domain-containing protein 1B

SEC14 domain and spectrin repeat-containing protein 1




111

ATPase Cu++ transporting beta polypeptide variant (Fragment)

cDNA FLJ54093

Uncharacterized protein C170rf102

Mutant early onset breast cancer susceptibility protein 2 (Fragment)

Ral GTPase-activating protein subunit alpha-1

DNA mismatch repair protein MIh3

Chromosome-associated kinesin KIF4A

Lysine-specific demethylase 5A

Integrin alpha-E

MICOS complex subunit MIC60 (Fragment)

Interferon regulatory factor 2 (Fragment)

Transcription factor SOX-6

Ral guanine nucleotide dissociation stimulator-like 3

La-related protein 4B

ST6 (Alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactosyl-1, 3)-N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-
sialyltransferase 6, isoform CRA d

Ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 2

Succinate--CoA ligase [ADP-forming] subunit beta, mitochondrial

2-phosphoxylose phosphatase 1

Putative uncharacterized protein DKFZp686F2450 (Fragment)

E3 ubiquitin-protein ligase BRE1A

Ribonucleoside-diphosphate reductase

cDNA FLJ20131 fis, clone COL06357

TBC1 domain family member 8B

NLR family CARD domain-containing protein 4

Sperm associated antigen 9 variant 5

Protein Wnt

Connector enhancer of kinase suppressor of ras 3

Klotho

Phosphorylase b kinase regulatory subunit alpha, liver isoform

BPI fold-containing family B member 2

E3 ubiquitin-protein ligase RNF130

FLJ00058 protein (Fragment)

Tubulin polyglutamylase TTLL4

Laminin subunit alpha-3 (Fragment)

cDNA FLJ50413

Protein KRI1 homolog (Fragment)
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APENDICE E - Lista das proteinas exclusivas identificadas por espectrometria
de massas na abordagem de digestao in-solution no grupo SDsDP

Nome da Proteina

R33683 3 (Fragment)

Immunoglobulin kappa light chain

SNC66 protein

Zinc finger CCCH-type containing 7B, isoform CRA b

Triple functional domain protein

Haptoglobin

Trinucleotide repeat-containing gene 6B protein

Putative uncharacterized protein DKFZp43412435 (Fragment)

E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 (Fragment)

cDNA FLJ51596, highly similar to BRCA1-associated RING domain protein 1

Protein KIAA2022

Transcription factor SPT20 homolog (Fragment)

CLCNKB protein

cDNA FLJ16161

cDNA FLJ51645

E3 ubiquitin-protein ligase ltchy homolog

Ena/VASP-like protein (Fragment)

cDNA PSECO0075

Activating transcription factor 6 variant (Fragment)

Zinc finger CCCH domain-containing protein 4 (Fragment)

Putative segment polarity protein dishevelled homolog DVL1P1

Methylcytosine dioxygenase TET3

cDNA FLJ77598

Cytosolic Fe-S cluster assembly factor NARFL

Rabenosyn-5

Sodium channel protein type 3 subunit alpha

Interleukin 1 receptor antagonist, isoform CRA a

14-3-3 protein zeta/delta

cDNA FLJ53691

cDNA FLJ54432, highly similar to Alpha-actinin-1

Mediator of RNA polymerase Il transcription subunit 1 (Fragment)

Pleckstrin homology domain-containing family A member 4

Pyruvate kinase

Integrin beta (Fragment)

Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha

cDNA, FLJ79338

Mucin 20 cell surface-associated protein (Fragment)

OBSL1 protein

cDNA FLJ45404

cDNA FLJ75186

Nectin-3

Inactive rhomboid protein 1

Tau-tubulin kinase 2

Putative uncharacterized protein DKFZp686N02209

Fanconi anemia group B protein (Fragment)

Protein SCAF11

cDNA FLJ46841

Probable guanine nucleotide exchange factor MCF2L2 (Fragment)

Sorting nexin-33

Protein capicua homolog

cDNA FLJ57574

Utrophin

Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 1 (Fragment)
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Paired mesoderm homeobox protein 2A

CUB and zona pellucida-like domain-containing protein 1

Zinc finger protein 558

Peroxisome biogenesis factor 1

cDNA FLJ54894

DFNB31 protein

BAH and coiled-coil domain-containing protein 1

cDNA FLJ53277

Poly [ADP-ribose] polymerase 14

cDNA FLJ60062

Zinc finger protein 154

Vacuolar protein sorting 13 homolog D (S. cerevisiae) (Fragment)

Piezo-type mechanosensitive ion channel component

Nuclear distribution protein nudE-like 1

Furry homolog (Drosophila), isoform CRA ¢

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like

Transcription elongation factor A N-terminal and central domain-containing protein (Fragment)

Glutamate receptor ionotropic, kainate 2

Immunoglobulin superfamily member 2

HSH2D protein (Fragment)

cDNA FLJ61714

STK24 protein (Fragment)

cDNA FLJ76659

AF4/FMR2 family member 4

cDNA FLJ16524

CAP-Gly domain-containing linker protein 1

Interferon regulatory factor 3c

cDNA FLJ35478

von Willebrand factor C and EGF domain-containing protein

RANBP2-like and GRIP domain-containing protein 1

KIF18B protein (Fragment)

DNA topoisomerase

HCG21296, isoform CRA _a

cDNA FLJ46612

Fatty acid-binding protein 12

Phospholipase A2

MHC class Il antigen (Fragment)

Ankyrin repeat domain-containing protein 49 (Fragment)

CD44 antigen

Cystatin-A

Parkin isoform

Putative uncharacterized protein DKFZp686F 19123 (Fragment)

Protein APCDD1 (Fragment)

cDNA FLJ58806

Tubulin alpha chain

Potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 5




114

APENDICE F - Lista das proteinas exclusivas identificadas por espectrometria
de massas na abordagem de digestao in-solution no grupo SDcDP

Nome da Proteina

Serum albumin

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (Fragment)

Serine-rich coiled-coil domain-containing protein 1

Pre-mRNA-processing factor 6

JMJD1B protein (Fragment)

Ephrin type-B receptor 6

cDNA FLJ53860

Haptoglobin (Fragment)

Amyloid beta (A4) protein-binding, family A, member 3 variant (Fragment)

Protein tyrosine phosphatase receptor type C (Fragment)

Putative uncharacterized protein GSN-AS1

cDNA FLJ56800

Fibronectin

cDNA, FLJ95509

Arf-GAP with GTPase, ANK repeat and PH domain-containing protein 1

Zinc finger protein 64 homolog, isoforms 3 and 4

Roundabout homolog 2

Adenosylhomocysteinase

E3 ubiquitin-protein ligase RNF19A

IgG L chain

Ankyrin repeat and KH domain-containing protein 1

Zinc finger protein 395

IBTK protein

Protein sprouty homolog 1 (Fragment)

Nesprin-1

Rho GTPase activating protein 6 isoform 1 variant (Fragment)

KIAAQ0638 splice variant 2 (Fragment)

Synphilin-1 (Fragment)

Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1 (Fragment)

cDNA FLJ54656

Tensin like C1 domain containing phosphatase (Tensin 2)

Proline and serine-rich protein 3

Espin (Fragment)

cDNA FLJ56608

Lysine-specific demethylase 6B (Fragment)

Interleukin-12 receptor subunit beta-2

Armadillo repeat-containing protein 3

Supervillin

G-protein coupled receptor 98

cDNA FLJ43914

Fatty acid 2-hydroxylase

Teneurin-1

Protein FAM110A (Fragment)

TRIO and F-actin-binding protein

cDNA FLJ43009

Arf-GAP with SH3 domain, ANK repeat and PH domain-containing protein 1

Immunoglobulin heavy constant alpha 2 (Fragment)

Transcription factor SPT20 homolog

Oxysterols receptor LXR-beta (Fragment)

cDNA FLJ57254, highly similar to Protein deltex-2

Leucine-rich repeat transmembrane protein FLRT1

KRTAP10-6 protein

Cytosolic phospholipase A2 beta
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cDNA FLJ51596

Transducin-like enhancer protein 3

Adenomatous polyposis coli protein 2

Tigger transposable element-derived protein 1

cDNA FLJ57190

BTB/POZ domain-containing protein KCTD3

Aconitate hydratase, mitochondrial

cDNA FLJ76439

cDNA, FLJ96628

Uncharacterized protein C120rf43 (Fragment)

HSPC271 (Fragment)

Janus kinase and microtubule-interacting protein 1

Polyhomeotic-like protein 1

Dedicator of cytokinesis 5, isoform CRA a

FERM domain-containing protein 4B

Pleckstrin homology domain-containing family H member 1

Protein WWC2

MST148 protein

Furin (Fragment)

Oxygen-regulated protein 1

MRNA decay activator protein ZFP36L2

Transcription factor E3

Ras-specific guanine nucleotide-releasing factor RalGPS1

Neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase adapter 2

Protein FAM193B (Fragment)

cDNA FLJ56510

Serine/threonine-protein kinase MRCK alpha

KIAAQ324 (Fragment)

Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1H (Fragment)

Palmitoyltransferase ZDHHC5

Spermatogenesis-associated protein 31D1

PHD finger protein 3

Retinitis pigmentosa 1-like 1 protein

EXOCY protein

Inactive rhomboid protein

Nuclear receptor coactivator 7, isoform CRA ¢

Phosphodiesterase (Fragment)

Pleckstrin homology-like domain family B member 2

Cyclin D3, isoform CRA a

MHC Class | Antigen

Centrosomal protein of 164 kDa

Ankyrin-2

Selectin-like protein

BTB/POZ domain-containing protein 8

BDP1 protein (Fragment)

Disks large-associated protein 2

Dyslexia-associated protein KIAA0319-like protein (Fragment)

Pecanex-like protein 3

SLIT and NTRK-like protein 2

Kinesin-like protein KIF26B

Keratin, type Il cuticular Hb4

DNA-binding protein Ikaros

Alpha-internexin

Dedicator of cytokinesis protein 7

Bile salt export pump (Fragment)

Tubulin-specific chaperone E

Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-10

Disrupted in schizophrenia 1 isoform 40
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ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly factor 2 (Fragment)

Voltage-dependent P/Q-type calcium channel subunit alpha-1A (Fragment)

Hemoglobin alpha-1 globin chain (Fragment)

cDNA FLJ55803

Homeobox protein Hox-B1

GCT-A3 light chain variable region (Fragment)

ABI gene family, member 3 (NESH) binding protein, isoform CRA_d

E3 SUMO-protein ligase RanBP2

Solute carrier organic anion transporter family member 1C1

UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyliransferase 8

Dynein heavy chain 10, axonemal (Fragment)

Telomerase protein component 1 variant (Fragment)

Interleukin-2 receptor (Fragment)

Uncharacterized protein C160rf59 (Fragment)

MGA protein

Microtubule-associated tumor suppressor 1

Zinc finger MYM-type protein 1 (Fragment)

cDNA FLJ42271 fis, clone TKIDN2015788

CPXM2 protein

cDNA FLJ25862

V2-7 protein (Fragment)

Isthmin-2 (Fragment)

Protein SOGA3

cDNA FLJ54303

Alpha-1-antitrypsin

Triosephosphate isomerase (Fragment)

Keratin, type |l cytoskeletal 73

Keratin, type |l cytoskeletal 78

cDNA, FLJ95131

Chromodomain Y-like protein (Fragment)

HCG2019817, isoform CRA b

DNA excision repair protein ERCC-6-like

Melanoma inhibitory activity protein 3 (Fragment)

cDNA FLJ43127

Chromosome 1 open reading frame 51

Protein FAM126B

Filamin A-interacting protein 1-like

Coxsackievirus and adenovirus receptor

cDNA FLJ45802

TIA1 cytotoxic granule-associated RNA-binding protein-like 1 isoform 2 variant (Fragment)

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase epsilon-1

Cytochrome P450

Filamin A interacting protein 1, isoform CRA ¢

Protein FAM124A

Glutathione S-transferase P (Fragment)

Lysozyme C

Dynamin-binding protein

Serine/threonine-protein kinase PAK 6

Kell blood group antigen Cellano

cDNA, FLJ93988

Protein HIRA

Zinc finger CCHC domain-containing protein 2 (Fragment)

Treacle protein (Fragment)

Coiled-coil domain-containing protein 71

NADH dehydrogenase (Ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 10, 42kDa, isoform CRA ¢

Protein Daple

KCNBH1 protein (Fragment)

High glucose-regulated protein 8
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Protein FAM71C

VWEFA and cache domain-containing protein 1

Maijor vault protein isoform E

FERM and PDZ domain-containing protein 2

cDNA FLJ53463

cDNA FLJ50627

cDNA FLJ54555

TMPRSS13 protein

Usher syndrome 2A

Myelin regulatory factor

Testis development protein NYD-SP26, isoform CRA a

Protein phosphatase 1, regulatory (Inhibitor) subunit 12B, isoform CRA_b

U3 small nucleolar RNA-associated protein 4 homolog (Fragment)

Dedicator of cytokinesis protein 4 (Fragment)

cDNA FLJ60847

Glucose-6-phosphate isomerase (Fragment)

Tyrosine 3-monooxygenasea/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta (Fragment)

PCM1 protein

Netrin-5

Fanconi anemia group D2 protein

Protein PRRC2C (Fragment)

GCN1 general control of amino-acid synthesis 1-like 1 (Yeast), isoform CRA b

Contactin-1

Putative Polycomb group protein ASXL2

Zinc finger protein 507

Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1A, isoform CRA ¢

Zonadhesin

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1

cDNA FLJ76841

Unconventional myosin-Ixa

BCL6 corepressor/retinoic acid receptor alpha fusion protein

FAM178A protein (Fragment)

TCF7L2 isoform pFC8A_TCF7L2_ex1-11-13-14

cDNA FLJ75310

Probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-Y

Carbohydrate sulfotransferase 1

Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains protein 3

Adenylyl cyclase-associated protein 1 (Fragment)

Septin-14

Ubiquitin specific peptidase 19, isoform CRA a

cDNA FLJ58176

Sodium channel protein

elF-2-alpha kinase GCN2 (Fragment)

Coiled-coil domain-containing protein 88B

Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3

Protein flightless-1 homolog

Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-1

Transcription factor Maf

Androglobin

HCG2039182, isoform CRA b

Putative uncharacterized protein FLJ38379

cDNA FLJ75992

cDNA FLJ34130

Spinster, isoform CRA f

cDNA FLJ54921

TSHZ1 protein (Fragment)

ATRX protein

Rho guanine nucleotide exchange factor 11
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Cytoskeleton-associated protein 4

Myelin transcription factor 1-like protein (Fragment)

Disks large homolog 5

Ras and Rab interactor 2

Kidney ankyrin repeat-containing protein 3

Proprotein convertase subtilisin/kexin type 5

Rho GDP-dissociation inhibitor 2 (Fragment)

Complement factor B (Fragment)

Putative ankyrin repeat domain-containing protein 31

Pyruvate kinase (Fragment)

Mis18-binding protein 1

Soluble scavenger receptor cysteine-rich domain-containing protein SSC5D

Ectopic P granules protein 5 homolog (Fragment)

YY1AP-related protein1

cDNA FLJ75516

Transcription factor SOX-10

cDNA FLJ53535

Cell surface glycoprotein CD200 receptor 1

Dematin

Transcription factor 4 (Fragment)

Putative uncharacterized protein pp11741

Protein kinase N2, isoform CRA b

Tyrosine-protein kinase receptor UFO

Zinc finger transcription factor Trps1

Nuclear receptor subfamily 5 group A member 2 (Fragment)

Small nuclear ribonucleoprotein F

HCG42028, isoform CRA _a

Alpha-adducin (Fragment)

Semaphorin-4F

Multidrug resistance-associated protein 9

H_YH98EO06.1 protein (Fragment)

cDNA FLJ77399

GTF2H2C protein

Spermatogenesis-associated protein 6

ELK4, ETS-domain protein (SRF accessory protein 1), isoform CRA_a

Phosphofructokinase muscle isoform 3 (Fragment)

RE1-silencing transcription factor

Phospholipase B1

Alternative protein CBLL1

Lymphoid-restricted membrane protein

Coiled-coil domain-containing protein 187

Thymic stromal cotransporter homolog

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 4 (Fragment)

Nebulin (Fragment)

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

RAS guanyl-releasing protein 1

Low density lipoprotein receptor-related protein 4, isoform CRA a

Testicular haploid-expressed gene protein

TTLLS5 protein (Fragment)

Dapper homolog 3

PAK2

Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 (Fragment)

Protein FAM102A

PWWP domain-containing protein MUM1

ZFP2 protein

Myeloid cell surface antigen CD33

Huntingtin

Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 3 (Fragment)
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Zinc finger and BTB domain-containing protein 40

Huntingtin-interacting protein 1

cDNA FLJ59828,

Coiled-coil domain-containing protein 14

Dystrophin (Fragment)

Threonine synthase-like 1

Condensin-2 complex subunit D3

cDNA FLJ51444

FLJ00397 protein (Fragment)

Nucleolar protein 4, isoform CRA ¢

Hydrocephalus-inducing protein homolog

PHD finger protein 12 (Fragment)

Dynein heavy chain 3, axonemal

RIMS-binding protein 3C

cDNA FLJ16598

THAP domain-containing protein 4

Protein FAM102B

Similar to FLJ40113 protein

Dystrophin related protein 2 variant (Fragment)

FRAS1-related extracellular matrix protein 3

Nuclear protein, ataxia-telangiectasia locus

T-box transcription factor TBX22

Phosphoglycerate kinase

Thymidine phosphorylase

cDNA FLJ35733

Proline-rich protein 19 (Fragment)

Adenylyl cyclase-associated protein

OXCT2 protein

cDNA FLJ34045

Testicular tissue protein Li 70

Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1

Catalase

SET binding factor 1, isoform CRA_a

Protein moonraker

cDNA FLJ34113

C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 4

HCG1985469, isoform CRA b

cDNA FLJ54422

SPANX-C

Glutamate-rich protein 3

mRNA-decapping enzyme 1B

Centromere protein C (Fragment)

Suprabasin

cDNA FLJ58887

Transcription factor GATA-5
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ANEXO A - Parecer consubstanciado do CEP

UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE Reraa o™
.
ARARAQUARA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Degradacéo de histatinas salivares em individuos com sindrome de Down e influéncia
antibacteriana sobre periodontopatégenos

Pesquisador: Elisa Maria Aparecida Giro

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 56686416.0.0000.5416

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.603.989

Apresentacao do Projeto:

O projeto “Degradacéo de histatinas salivares em individuos com sindrome de Down e influéncia
antibacteriana sobre periodontopatégenos” foi devidamente apresentado.

Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos estdo descritos de forma clara. O estudo visa comparar a degradagéo proteica da histatina 1 e
da histatina 5 na saliva total estimulada de individuos com SD e n&o sindrémicos na presenca e na auséncia
da DP. Além disso, também ser& avaliado se produtos da degradagéo destas proteinas mantém algum nivel
de atividade antimicrobiana sobre periodontopatégenos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Beneficios: Além da contribuicdo cientifica para o melhor entendimento da progressado da DP em pacientes
com SD e no desenvolvimento de novas terapias que beneficiem essa parcela da populacéo, o pesquisador
relata que caso durante o exame clinico seja observada necessidade de tratamento odontol6gico, o
voluntéario serd encaminhado para receber os cuidados necessarios. Sera oferecida também orientagédo
sobre adequada higienizagéo oral, enfatizando sua importancia para a manutencdo da saude oral.
Riscos: O pesquisador relata que existe um risco minimo aos participantes, pois, a coleta da saliva é uma

técnica néo invasiva, indolor e rapida, além disso serdo utilizados materiais estéreis e

Endereco: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459 E-mail: cep@foar.unesp.br
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descartaveis. Caso algum participante venha a sentir qualquer mal-estar ou desconforto decorrente do
exame clinico ou durante a coleta de saliva, ele sera totalmente assistido pelo pesquisador responsavel e
demais pesquisadores. Os pesquisadores também se comprometem a manter a identidade de todos os
participantes em sigilo, evitando assim qualquer eventual constrangimento. Os pesquisadores fardo uso de
EPIs.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto trara contribuicdo para a area ao qual se aplica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Todos os termos foram apresentados. Além dos TCLE foi apresentado um termo de assentimento para os
pacientes com sindrome de Down.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

O projeto esta adequado.

Consideracées Finais a critério do CEP:

Protocolo APROVADO em reunido de 23 de junho de 2016.

O pesquisador devera encaminhar relatérios parciais a cada 01 (um) ano até o prazo final da pesquisa,
quando devera encaminhar o relatério final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/06/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_646248.pdf 15:41:44
TCLE / Termos de | Termo_de_Assentimento.pdf 01/06/2016 |Natalia Bertolo Aceito
Assentimento / 15:39:25 [Domingues
Justificativa de
Auséncia
Outros Autorizacao_Clinica_Periodontia.pdf 01/06/2016 |Natalia Bertolo Aceito
15:38:24 |Domingues

Outros Autorizacao_Clinica_Infantil.pdf 01/06/2016 |Natalia Bertolo Aceito
15:37:59 | Domingues

QOutros Autorizacao_APAE.pdf 01/06/2016 |Natalia Bertolo Aceito
15:37:33 | Domingues

Projeto Detalhado / |Projeto_de_Pesquisa.pdf 01/06/2016 |Natalia Bertolo Aceito

Brochura 15:36:38 | Domingues

Investigador

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 01/06/2016 |Natalia Bertolo Aceito
15:35:59 Domingues
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TCLE / Termos de | TCLE_SD.pdf 31/05/2016 |Natalia Bertolo Aceito
Assentimento / 11:39:01 | Domingues
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_NS.pdf 31/05/2016 |Natalia Bertolo Aceito
Assentimento / 11:38:49 | Domingues
Justificativa de
Auséncia
Outros Declaracao_de_Cumprimento_das_Nor | 31/05/2016 |Natalia Bertolo Aceito
mas.pdf 11:38:33 | Domingues

Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
ARARAQUARA, 24 de Junho de 2016

Assinado por:
Ligia Antunes Pereira Pinelli

(Coordenador)
Endereco: HUMAITA 1680
Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: (16)3301-6459 E-mail: cep@foar.unesp.br
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ANEXO B - Ficha para exame clinico periodontal

EXAME INTRA BUCAL:

Aspecto da mucosa oral:

Outros:
Estado atual da Higiene Bucal: [_] Muito Boa [ Boa [] Regular [] péssima
(< 10%) (11-25%) (26-35%) (>35%)
Placa Visfvel: Sangramento Marginal:

Furca

Mob.
Sitio D|VIMID|VIM|D|V|MID|VIMID|VIM[D|V|M|D|V|M|[D|V M[M|V|DIM[V|D|M|V|DIM|V D|M[VIDIMfVIDIM|V|IDIM|V|D

Sangr.
N.G.

PS.
N.IL

Sitio D|L|M|D|L (MIDL|M|D|L|M|D|L|M|D|L|M|D|L|{M|D|L|M|M[L|D|M[L|D|M|L|D|M|L|D|M|L|D|M|L|D|M|L |D|M|L D

Sangr.
NG.
PS.
NIL

Dente | 48 47 46 45 44 FH R EEEEEEE 35 36 3 38
Furca

Mob.
Sitio p|vim|p|v|(m|p|Vv|M[D|V|M|D|V|M|D|V|M|D|V|M|D|V|M|M|VID|M|V|D|IM|V|D|M|{V|D|M|V|DIM|V|D|M|V|D|M|V|D

Sangr.
N.G.
P.S.
N.L

Sitio p|L (m|D|L [M|D|L |M|D|L |M|D|L (M|D|L |M|D|L|M|D|L|M|M|L|D|M|L|D|M|L|D|M|L|DIM|L|D|M|L|D|M|L|D|M|L|D

Sangr.
NG.
PS.

N.IL

EXAME INICIAL  Data: A Assinatura Paciente: Pront.:




ANEXO C - indices de carie dentaria (CPO e ceo)

Indice de carie dentaria (deciduos entre parénteses) — (OMS, 1997)

Codigos

0(A) -
higida

1(B) -

cariada

Coroa

Coroa

Critérios para avaliacio

Nao ha evidéncia de carie. Estagios iniciais da doenga ndo sdo
levados em consideragdo. Os seguintes sinais devem ser
codificados como higidos:

* manchas esbranquigadas ou porosas;

* descoloragdes ou manchas rugosas que ndo sejam amolecidas
ao toque de uma sonda IPC metélica;

* areas escuras, brilhantes, duras ¢ fissuradas do esmalte de um
dente com fluorose moderada ou severa;

» sulcos e fissuras pigmentadas no esmalte, mas que nao
apresentam sinais visuais de base amolecida, esmalte socavado
ou amolecimento das paredes, detectdveis com a sonda IPC;

* lesdes que, com base na sua distribuicao ou historia, ou exame

tactil/visual, parecem ser devidas a abrasao.

A cérie ¢ considerada presente quando uma lesdo em uma
fossula ou fissura, ou em uma superficie lisa, tem uma cavidade
inconfundivel, esmalte socavado, assoalho ou parede
detectavelmente amolecidos. Um dente com restauragdo
provisoria, ou que estd selado [codigo 6 (F)], mas também
cariado, também deve ser incluido nesta categoria. No caso em
que a coroa tenha sido destruida por cérie e somente a raiz tenha
restado, a carie ¢ considerada como tendo originado-se na
coroa, e portanto somente classifica-se como cérie coronaria. A
sonda IPC deve ser utilizada para confirmar evidencias visuais
de carie na oclusal, vestibular e lingual. Na divida,considerar o

dente higido.
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2(C) - Coroa
restaurada,

porém cariada.

3(D) - Coroa
restaurada e

sem carie.

4(E) - Dente
ausente como
resultado de
carie

5(F) - Dente
perdido por

outra razao

Ha uma ou mais restauragdes € a0 mesmo tempo, uma ou mais
areas estdo cariadas. Nao ha distingdo entre céries primarias e
secundarias, ou seja, se as lesdes estdo ou ndo em associagdo

fisica com a(s) restauragao(oes).

Ha uma ou mais restauragoes definitivas e inexiste carie em
algum ponto da coroa. Um dente com coroa colocada devido a
carie inclui-se nesta categoria. Se a coroa resulta de outras
causas, como suporte de protese, € codificada como 7 (G).

Nota: Com relagdo aos codigos 2(C) e 3(D), apesar de ainda
ndo ser uma pratica consensual, a presenca de iondmero de
vidro em qualquer elemento dentdrio serd considerada, neste

estudo, como condi¢do para elemento restaurado.

Dente permanente ou deciduo extraido por causa de carie e nao
por outras razdes. Essa condicdo ¢ registrada na casela
correspondente a coroa. Dentes deciduos: aplicar apenas
quando o individuo esta numa faixa etdria na qual aesfoliagcdo
normal ndo constitui justificativa suficiente para a auséncia
dentaria.

Nota: Em algumas idades pode ser dificil distinguirentre dente
ndo irrompido (cédigo 8) e dente perdido (codigos 4 ou 5).
Fazer relagdes (cronologia da irrupcdo, experiéncia de carie
etc.) pode ajudar na tomada de decisdo.

Auséncia se deve a razdes ortodonticas, periodontais,
traumaticas ou congénitas.

Nota: O codigo para deciduos (F) nestes casos devera ser mais
utilizado na faixa etdria de 18 a 36 meses, uma vez que, a partir

dos 5 anos, geralmente o espaco vazio se deve a exfoliagcdo

125



126

6(G) - Selante  H& um selante de fissura ou a fissura oclusal foi alargada para
receber um compdsito. Se o dente possui selante e estd cariado,

prevalece o codigo 1 ou B(cérie).

8(K) - Coroa Dente permanente ou deciduo ainda ndo esta irrompido,
nio irrompida  atendendo a cronologia da irrup¢do. Nao inclui dentes perdidos
por problemas congénitos, trauma etc. Os dentes classificados
como ndo irrompidos sdo excluidos de todos os calculos

relativos a carie dentaria.

9(L) - Dente Aplicado a qualquer dente permanente que ndo possa ser

excluido examinado (bandas ortodonticas, hipoplasias severas etc.).




Nao autorizo a publicagao deste trabalho até 14/02/2021
(Direitos de publicagao reservado ao autor)

Araraquara, 14 de fevereiro de 2019.

Natalia Bertolo Domingues



