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RESUMO

MARINHO, Marcelo Cavalcante. Protedmica quantitativa do fluido gengival de
pacientes com diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite cronica. 2016. Dissertacao
(Mestrado em Odontologia — area de concentracdo em Periodontia) - Faculdade de

Odontologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A Periodontite Crbnica (PC) é considerada uma das complicacbes do
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), podendo levar a perda dentaria e diminuicdo da
qualidade de vida. O Fluido crevicular gengival (FCG) € um exsudato inflamatorio
que expressa componentes dos tecidos periodontais e do soro sanguineo. A coleta
do FCG é uma técnica néo invasiva, que possibilita o estudo da Doenca Periodontal
e sua interagdo com o organismo. O objetivo do presente estudo foi analisar
quantitativamente as proteinas expressas no FCG de pacientes que possuem DM2 e
PC. Com essa meta, foi utilizada a coleta de FCG com periopaper, preparacdo das
amostras com marcadores isobaricos de iITRAQ, e entdo aplicada a técnica de
Espectrometria de Massas (MS). Foram recrutados 20 pacientes para a coleta do
FCG, 5 com DM2 e PC, 5 com DM2 e saude periodontal, 5 sem DM2 e com PC e 5
sem DM2 e com saude periodontal. Essa abordagem possibilitou a identificacdo de
361 proteinas e quantificacdo relativa de 187 delas, entre os diferentes grupos
estudados. Dentre as proteinas mais abundantes nas condi¢cdes de doenca estdo a
Mieloperoxidase, Elastase de Neutrofilo, S100A9, S100A8 e classes de Igs. Nos
pacientes com PC sem diabetes houve a diminuicdo de 65 proteinas, dentre elas
actinas, histonas e classes de Igs. Enquanto nos pacientes com PC e DM2 26
proteinas estavam aumentadas, além de proteinas de resposta imune/inflamatoria
também estavam aumentadas histonas e proteinas relacionadas com diferenciacéo
celular e ligante de nucleotideos. Nos pacientes com DM2 e salde periodontal
apenas 7 se mostraram aumentadas, porém entre elas proteinas de resposta
imune/inflamatéria. O estudo da relacdo das abundancias das proteinas na PC e a
associacdo de fatores de risco que predispdem a doenca podem esclarecer sobre
como o DM2 e a PC se relacionam e levar a definicAo de biomarcadores que
explicariam o risco elevado de desenvolver a PC nos individuos com o DM2.
Palavras-chave: Periodontite crénica. Fluido crevicular gengival. Diabetes mellitus

tipo 2. Prote6bmica. Marcadores isobaricos.



ABSTRACT

MARINHO, Marcelo Cavalcante. Quantitative proteomics of gingival crevicular fluid
from patients with type 2 Diabetes Mellitus and Chronic Periodontitis using isobarics
tags. 2016. Dissertation (Master in Dentistry — concentration area in Periodontics) —

Faculty of Dentistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Chronic periodontitis (CP) is considered one of type 2 Diabetes Mellitus (DM2)
complications, that can result in dental loss and decreased quality of life. The gingival
crevicular fluid (GCF) is an inflammatory exudate that expresses components of the
periodontal tissues and the blood serum. The collection of GCF is a non-invasive
technique, which allows the study of Periodontal Disease and its interaction with the
host. The present study aims to quantitatively analyze proteins expressed in GCF
obtained from patients with DM2 and CP. For this goal, we utilized periopaper strips
to collect the GCF. The sample was prepared with isobaric iTRAQ tags and then
subjected to Mass Spectrometry (MS) technique. 20 patients were recruited for GCF
collection, 5 with DM2 e PC, 5 with DM2 and periodontal health, 5 without DM2 with
PC and 5 without DM2 with periodontal health. This approach enabled the
identification of 361 proteins and the relative quantitation of 187 of them, among the
study groups. The most abundant proteins in disease conditions were
Myeloperoxidase, Neutrophil Elastase, S100A9, S100A8 and Ig classes. Patients
with diabetes and without CP had 65 protein decreased, which actins, histones and
Ig classes were the most significant. While in patiens with DM2 and CP, 26 proteins
were increased, in addition to immune response/inflammatory proteins, also were
increased histones, cell differentiation and nucleotide binding proteins. In Patients
with DM2 and periodontal health only 7 were increased, however between them
immune response/inflammatory proteins. The study of the relationship of abundances
from proteins in the CP, with associated risk factors that predispose to disease
conditions can clarify how DM2 and CP relate and lead to the definition of biomarkers

that explain the higher risk of CP development in individuals with DM2.

Key words: Chronic Periodontitis. Gingival crevicular fluid. Type 2 Diabetes Mellitus.

Isobaric tags.
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1. INTRODUCAO
1.1. Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus é definido como um grupo de doencas metabdlicas que
se caracterizam pela hiperglicemia causada por defeitos na secrecao de insulina, da
acao da insulina, ou de ambos (American Diabetes Association - ADA, 2015). A
hiperglicemia crénica causada pelo Diabetes Mellitus esta associada ao alto risco de
complicacBes microvasculares como, retinopatia, neuropatia e nefropatia, além de
complicacBes macrovasculares como, doenca cardiovascular (Gorst et al., 2015).

A prevaléncia global de individuos com Diabetes Mellitus vem crescendo, e
nas ultimas trés décadas mais que duplicou (Danaei et al.,, 2011). Em 2010, foi
estimado que 285 milhdes de individuos tivessem o Diabetes Mellitus no mundo.
Essa prevaléncia aumentara para 439 milhdes em 2030 (Shaw, Sicree e Zimmet,
2010). A epidemia global de Diabetes Mellitus é atribuida a uma combinacgéo
complexa de predisposicdes genéticas e epigenéticas, interagindo com uma
variedade de fatores ambientais e comportamentais (Chen, Magliano e Zimmet,
2012). No Brasil, a prevaléncia do diabetes € de 9 milhdes, o que corresponde a
6,2% da populagcéo adulta. As mulheres (7%), apresentam uma maior propor¢ao que
os homens (5,4%). Os percentuais na prevaléncia do diabetes por faixa etaria sao:
0,6% entre 18 a 29 anos, 5% de 30 a 59 anos, 14,5% entre 60 a 64 anos e 19,9%
entre 65 a 74 anos. Para aqueles que tinham 75 anos ou mais de idade, o
percentual foi de 19,6%, de acordo com os dados extraidos no portal Brasil, da
pesquisa nacional de saude em 2013, utilizados pelo ministerio da saude, em
parceria com o IBGE.

No mundo, a faixa etaria com maior nimero de individuos diagnosticados com
o Diabetes Mellitus é entre 40 e 59 anos de idade (Whiting et al., 2011), tendo um
grande impacto na qualidade de vida desses individuos, incluindo o impacto
psicologico de estarem cronicamente doentes, restricbes alimentares, mudancas na
vida social, sintomas causados pelo mau controle metabdlico, complicacdes cronicas
e dificuldades ao longo da vida (Pichon-Riviere et al., 2015).

Atualmente, o Diabetes Mellitus € classificado de acordo com a etiologia da
doenca, tendo quatro classes clinicas principais: Diabetes Mellitus tipo 1, que €&

definido pela destruicdo das células B pancreaticas, usualmente levando a uma
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deficiéncia total de insulina, Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), que pode variar de uma
predominante resisténcia a insulina, com deficiéncia relativa de insulina, até uma
deficiéncia predominante na secrecdo de insulina com resisténcia a insulina,
Diabetes Mellitus gestacional e outros tipos especificos de diabetes, tais como
defeitos genéticos na funcdo de células-B, defeitos genéticos na ag¢do da insulina,
endocrinopatias, dentre outros (ADA, 2015). Dentre os diferentes tipos, o DM2 é o
que atinge um maior numero de individuos, mais de 90% dos casos (Defronzo et al.,
2015).

O diagnostico do DM2 pode ser realizado através de critérios estabelecidos
de Hemoglobina Glicada (HbA1C) ou glicose plasmatica (PG), podendo ser a glicose
plasmatica em jejum (FPG) ou o teste oral de tolerancia a glicose (OGTT) apos 2
horas de ingestédo de 759 de glicose diluidas em agua (2-h PG). Os valores definidos
pela ADA e aceitos pela Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) para o
diagndstico do diabetes sédo de: HbA1C = 6,5%, FPG = 126 mg/dL e 2-h PG = 200
mg/dL. Em individuos com sintomas classicos de hiperglicemia ou em crise
hiperglicémica, um teste comum de glicose plasmatica com valor = 200 mg/dL pode
ser usado para o diagnostico (ADA, 2015).

Os niveis elevados de glicose no sangue no DM2 séo o resultado da falta de
resposta apropriada das células a insulina, denominada resisténcia a insulina. Sendo
assim, a capacidade das células de receber a glicose é diminuida, e ha a
hiperglicemia sanguinea. A secrecdo de insulina desses individuos pode ser
deficiente devido a hiperglicemia prolongada. Entretanto, os individuos com o DM2
podem apresentar niveis de insulina normais ou elevados, pela compensacao da
secrecao de insulina pelas células-B pancreaticas (Martin et al., 1992).

Varios fatores estédo relacionados com o desenvolvimento do DM2, entretanto
a etiologia especifica ndo é conhecida, ndo ha destruicdo autoimune das células-f3
pancredticas e os individuos ndo apresentam nenhuma das outras causas
conhecidas do diabetes. Estudos clinicos e fortes evidéncias apontam alguns fatores
como o aumento da idade, obesidade e sedentarismo, e mais recentemente, o
padrdao da ma alimentac&do ocidental, através do consumo excessivo de alimentos
contendo produtos finais de glicacdo avancada (Advanced glycation end-products -
AGES) (Vlassara e Uribarri, 2014).
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Os AGEs sédo moléculas de proteina e/ou lipidios modificadas, com grande
potencial de dano tecidual, formadas através de reagc6es aminocarbonilo de natureza
nao enzimatica. Estas modificacbes podem alterar irreversivelmente a conformacao
e a funcdo de diversas proteinas e estdo associados com as complicacbes
vasculares do diabetes. A formacdo desses produtos ocorre também em niveis
normais de glicemia, entretanto é excessiva na hiperglicemia e hiperlipidemia
(Nowotny et al., 2015).

Ha cada vez mais evidéncias de que a formacdo de AGEs seja um fator de
risco para o desenvolvimento da resisténcia a insulina (Tan et al., 2011). Entretanto,
0 mecanismo molecular que leva a resisténcia a insulina induzida pelos AGEs ainda
ndo é completamente compreendido. Dentre os estudos in vitro, podemos citar a
inducao da expressao do Fator de Necrose Tumoral alpha (TNF)-a pela presenca da
Albumina glicosilada (Naitoh, Kitahara e Tsuruzoe, 2001). Outro estudo in vitro
demonstrou a Proteina C quinase alpha (PKCa) como alvo da Albumina glicosilada,
levando a um aumento da fosforilacdo de serina/treonina do substrato para o
receptor de insulina (IRS) 1 e 2, e a fosforilagdo da tirosina do IRS (Miele et al.,
2003). Ambos os mecanismos citados anteriormente podem ser capazes de suprimir
a acdo da insulina. O tratamento para a melhora da resisténcia a insulina inclui a
terapia farmacologica e a reducdo de peso, com regulacdo na alimentacdo e
atividade fisica, porém raramente é alcancado o reestabelecimento ao normal
(Moller e Flier, 1991).

1.2. Doenca Periodontal

As estruturas teciduais formadas ao redor dos dentes sdo denominadas de
periodonto que € dividido em periodonto de protecdo, formado pela gengiva, e
periodonto de sustentacdo ou insercdo, formado pelo cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar. Pelo fato dos dentes estarem no ambiente Umido da
cavidade bucal e por serem superficies duras, ndo descamativas, estdo sujeitos a
colonizacdo bacteriana (biofilme dentario). Para combater a entrada de
microorganismos no sistema, nos tecidos periodontais estdo presentes ceélulas de
defesa que chegam através da corrente sanguinea e se tornam mais numerosas
durante o processo de inflamacgéo gengival. A Gengivite induzida pela placa é a

forma mais comum de inflamagao gengival, ndo atingindo os tecidos de suporte,

18



possuindo o0s sinais clinicos de eritema, edema, sangramento, sensibilidade,
fragilidade e aumento de volume (Mariotti, 1999).

A persisténcia da inflamacdo dos tecidos periodontais, em individuos
susceptiveis, pode levar a migracdo apical do epitélio juncional e destruicdo dos
tecidos de suporte do dente (Page et al., 1997). Fatores sistémicos e locais podem
influenciar na progressdo do estado inflamatério da Gengivite para 0 processo
destrutivo da Periodontite. Dentre os fatores sistémicos, podemos citar a deficiéncia
na resposta imune, como no HIV, no DM2 e no uso continuo de corticosteroides, e
além da hiper-reatividade da resposta imune/inflamatéria do hospedeiro, mediada
principalmente pela resposta de neutréfilos (Matthews et al., 2007). O gatilho que
desencadeia 0 avanc¢o do estado inflamatdrio gengival para a perda de insercao e
perda 6ssea pode ocorrer por condicdes genéticas (Stabholz, Soskolne e Shapira,
2010), epigenéticas (Lavu, Venkatesan e Rao, 2015) ou ambientais, como a
microbiota patogénica (Moore e Moore, 1994) e o fumo (Haber et al., 1993)

A presenca do biofilme dentario € necessaria para iniciar e/ou exacerbar o
processo inflamatério, e pode ser intensificada pela presenca de certos grupos
bacterianos com maior potencial de viruléncia. Em 1998, foi proposta a classificacao
das bactérias presentes no biofilme subgengival por complexos bacterianos, pelas
suas caracteristicas na patogénese da Doenca Periodontal. Dentre os cinco
complexos identificados, o denominado complexo vermelho, formado pela
Tannarella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, foi associado
a maior viruléncia e consequente progressao da Doenca Periodontal (Socransky et
al., 1998).

Os microorganismos periodontopatogénicos produzem toxinas, também
chamados de fatores de Vviruléncia, como lipopolisacarideos (LPS) e
peptideoglicanos que induzem a resposta do hospedeiro, através da producdo de
citocinas pro-inflamatérias. Dentre as citocinas que estdo relacionadas com o
processo de destruicdo do tecido periodontal, podemos citar a Interleucina (IL)-1, IL-
6, IL-11, TNF-a e Interferon (IFN)-y (Graves et al., 2008). Nos tecidos periodontais,
diversos tipos celulares sdo responsaveis pela liberacdo dessas citocinas, como
macrofagos/mondcitos (Charon, Toto e Gargiulo, 1981), linfécitos (Kawai et al.,
2006), neutrofilos e fibroblastos (Stein, Borke e Cummings, 1999; Ara et al., 2009).
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Sobretudo, € comprovado clinicamente que a remocdo do biofilme bacteriano é
necesséria para a manutencao da saude dos tecidos periodontais (Cobb, 2002).

Em estudos realizados em diversas regibes do mundo, foi avaliada a
prevaléncia das diferentes formas de acometimento periodontal através do indice
Periodontal Comunitario (IPC), onde foi encontrado de 10 a 15% da populacdo
adulta com sinais da forma grave da doenca, com Profundidade de Bolsa a
Sondagem (PBS) > 6mm, enquanto a forma de acometimento periodontal mais
prevalente foi o sangramento a sondagem e presenca de calculo (Petersen e
Ogawa, 2012).

A forma reconhecidamente mais frequente de manifestacdo da Periodontite é
a Periodontite Crdénica (PC). A PC é definida como uma doenca infecciosa,
resultando em inflamacao que afeta os tecidos de suporte do dente, causando perda
de insergdo progressiva e perda 6ssea. E caracterizada pela formagéo de bolsa e/ou
recessdo gengival e pode atingir qualquer idade, porém é mais comumente
detectada em adultos (Lindhe et al., 1999). A destruicdo periodontal avancada pode
levar ao comprometimento da vitalidade pulpar e € a segunda causa mais comum de

perda dentaria.
1.3. Arelagéo entre o Diabetes Mellitus tipo 2 e a Periodontite Crbnica

A piora do controle metabdlico no DM2 promove alteracbes nos mecanismos
da resposta do hospedeiro e no metabolismo do coladgeno, que aumentam a
susceptibilidade do individuo a desenvolver a PC. O DM2 é considerado um fator de
risco a Periodontite, entretanto, o controle glicémico € o fator determinante no
aumento do risco e gravidade (Preshaw et al., 2012). Estudo em larga escala nos
EUA mostrou que em individuos entre 45 e 95 anos, com taxas de HbA1C>9% a
prevaléncia de PC generalizada foi de 15% , de HbA1C<9% prevaléncia de 9% e em
individuos sem diabetes prevaléncia de 4% (Tsai, Hayes e Taylor, 2002), mostrando
gue o descontrole metabdlico no DM2 esta associado ao aumento na prevaléncia de
Periodontite Cronica.

A influéncia do DM2 e do controle glicémico na microbiota periodontal foi
muito estudada. Estudos buscaram encontrar a causa da maior prevaléncia de PC
em individuos com o DM2 pela colonizagdo de periodontopatdgenos ou maior

viruléncia dos microorganismos da placa bacteriana, porém a maior parte desses
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estudos possuiam vieses que ndo permitiam concluir se havia alguma diferenca na
microbiota oral dos individuos com DM2. Mais recentemente foram realizados
estudos bem conduzidos que comprovam que a microbiota periodontal nesses
individuos permanece inalterada e que o controle glicémico néo altera a composicao
do biofilme subgengival (Taylor, Preshaw e Lalla, 2013).

Existe ainda uma plausibilidade biolégica que pode conectar a PC ao
desenvolvimento do DM2, piora do controle metabdlico e complicacfes, através da
resposta inflamatéria crénica gerada pela reacdo frente a patégenos no biofilme
dental. A resisténcia a insulina pode ocorrer nesses individuos pela disfuncdo do
sistema imune, estresse oxidativo e descontrole nos niveis de citocinas
proinflamatorias (Borgnakke et al., 2013), mas ainda sdo necessarios estudos para
confirmar essa relacao.

A associacao da PC com o DM2 parece ter relagcdo com o acumulo de AGEs
nos tecidos periodontais, e para confirmar essa relacdo foram comparadas amostras
de gengiva de individuos com DM2 e PC, e foram encontrados niveis elevados de
AGEs nesses individuos em comparagdo com 0s grupos controle (Zizzi et al., 2013).
Paralelamente, sdo encontradas elevadas taxas de metaloproteinase de matriz
(MMP)-8 e MMP-9 em amostras de tecido gengival de individuos com diabetes,
guando comparadas com individuos sem a Diabetes Mellitus (Kumar et al., 2006). O
colageno se torna menos soluvel, € menos reabsorvido e reparado pelas ligacdes
cruzadas, permanecendo nos tecidos por mais tempo, atrofiado e desorganizado
(Niu et al., 2012). Dessa maneira, o colageno envelhece e fica mais susceptivel a

degradacdo por processos inflamatérios, como na PC.
1.4. O fluido crevicular gengival

O fluido crevicular gengival (FCG) é um fluido corporal derivado do soro
sanguineo que se forma no periodonto entre a gengiva e o dente. Sua funcéo de
lavagem e protecdo da interface dento-gengival se da pelo fluxo positivo de
extravasamento através de vasos capilares da regido e pela sua composicdo rica em
produtos da resposta imune, como anticorpos e mediadores inflamatorios. O
interesse em seu estudo se deriva da capacidade do FCG poder refletir a

fisiopatologia do periodonto (Embery e Waddington, 1994), assim sua analise
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detalhada pode contribuir para o entendimento da patogénese e da progressao da
PC.

A producdo de FCG tende a aumentar com a severidade da inflamacao
gengival (Armitage, 2004), porém nao foi comprovada que seja maior em individuos
gue tem DM2, ainda que os mesmos tenham mais susceptibilidade e respostas mais
severas da PC (Navarro-Sanchez, Faria-Almeida e Bascones-Martinez, 2007,
Kardesler et al., 2011). O FCG de individuos com PC e DM2 apresenta
concentracbes mais elevadas de IL-1qa, IL-6, IL-8, IL-17, IL-23 e IFN-y, quando
comparado a de individuos sem DM2, com a PC (Javed, Al-Askar e Al-Hezaimi,
2012).

A coleta do FCG pode ser realizada através da técnica de absor¢cdo com tiras
de papel (0,1 - 1,2uL) ou com tubos de vidro microcapilares (0,2 - 1,5uL), portanto
uma pequena quantidade de fluido pode ser obtida por sitio, principalmente em
individuos periodontalmente saudaveis, onde € possivel coletar apenas de 0,1 a
0,5uL, tornando desafiador o estudo desse fluido corporal. Ambas as técnicas tem
suas vantagens e desvantagens. A coleta com Periopaper é simples e pouco
invasiva, entretanto durante a etapa de recuperacdo das proteinas, algumas
proteinas ficam presas nas fibras do papel, levando a uma perda de amostra
(Griffiths, 2003). O outro método utilizando capilares de vidro é complexo pela
dificuldade de insercao do capilar no sulco gengival e pelo maior tempo de coleta e
ainda assim inclui alguma perda de proteinas (Suelter e Deluca, 1983).

Em estudos que utilizam fluidos corporais, a presenca de proteinas muito
abundantes como albumina e imunoglobulinas (lgs), que constituem cerca de 50%
do total de proteinas no soro sanguineo (Bickel, Cimasoni e Andersen, 1985), pode
atrapalhar na identificacdo de proteinas menos abundantes e de interesse cientifico.
Por esse motivo, é critico em estudos que utilizam o soro sanguineo, por exemplo,
que na preparacdo da amostra haja uma etapa de remocdo dessas proteinas
majoritarias. Dentre as proteinas encontradas no FCG, foi relatado que nos
trabalhos de Ngo et al., 2010 (66 proteinas), Bostanci et al., 2010 (101 proteinas),
Grant et al.,, 2010 (186 proteinas) e Carneiro et al., 2012 (199 proteinas), os
resultados mostraram que haviam 199 proteinas em comum entre esses estudos, e
em torno de 50 % dessas proteinas sdo compativeis com as encontradas no plasma,

enquanto as 50% demais parecem ser especificas do microambiente do sulco
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gengival. Entretanto, foi relatado também que a contribuicdo de proteinas do soro no
FCG pode aumentar de acordo com a inflamagé&o, sendo de apenas em torno de
30% em sitios saudaveis e em torno de 70% em sitios com Periodontite (Carneiro,
Nouh e Salih, 2014). Apesar dos dados mostrarem que no FCG pode haver a
presenca de proteinas abundantes provenientes do soro, a inclusédo dessa etapa
gera perda de amostra e provavel ligacao irreversivel de proteinas a resina utilizada,
tornando o processo deletério em estudos de protedmica com FCG, com as técnicas
atuais de remocéao de proteinas abundantes.

A busca de um biomarcador no FCG com potencial para indicar a perda de
insercdo e progressdo da Doencga Periodontal ndo é nova. Por conter diversos
produtos da inflamacédo do hospedeiro e da microbiota gengival, o FCG pode ser
usado como um teste diagnostico potencial para indicar a susceptibilidade do
hospedeiro a desenvolver a Periodontite (Lamster e Ahlo, 2007). Mais de 90
moléculas incluindo citocinas, enzimas proteoliticas, toxinas bacterianas e produtos
de degradacéo tecidual foram descritas como possiveis indicadores de atividade de
destruicdo periodontal (Taba et al., 2005). Entretanto, considerando a complexidade
das interacBes entre as proteinas, o estudo individualizado de algumas delas pode

ser inconclusivo.
1.5. Estudos em protedmica

A protebmica € o estudo integrado do conjunto total de proteinas expressas
por um organismo. Seu objetivo é obter uma visdo global e integrada de todas as
proteinas de uma célula, tecido ou fluido biol6égico. A técnica de Espectrometria de
Massas (MS) € uma colecdo de varias técnicas disciplinares e se tornou o método
de escolha para a andlise de amostras complexas de proteinas (Domon e
Aebersold, 2006).

Basicamente, um espectrémetro de massa consiste em uma fonte ionizadora,
um analisador de massa que mede a razdo massa/carga (m/z) dos analitos
ionizados e um detector que registra o niamero de ions a cada valor de m/z.
Atualmente existem quatro tipos basicos de analisadores de massa usados em
pesquisas protedmicas: “ion trap”, “time-of-flight” (TOF), “quadupole” e “Fourier

transform ion cyclotron” (FT-MS) (Aebersold e Mann, 2003).
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Em geral, as preparagfes para a andlise de MS incluem: extracdo e eluicao
das proteinas, purificagcdo das amostras, digestdo das proteinas e cromatografia por
troca catidnica ou hidrofobicidade. Os peptideos identificados sdo compilados em
uma “hit list” de proteinas que € o resultado final de um experimento em protedmica.

O método livre de gel, sem marcacao (label-free) ou com uso de marcacéo de
proteinas com tags de massa (iTRAQ) sdo abordagens mais avancadas, que
embora aumentem muito a complexidade de execucéo, tem potencial de revelar um
namero maior de proteinas, sendo bem mais eficientes que o desenvolvido em gel.
Destaca-se que a andlise protebmica livre de gel ainda € pouco desenvolvida no
Brasil e esta dissertacdo representa o primeiro estudo em FCG a utilizar esta
abordagem.

Para possibilitar a quantificacdo relativa das proteinas por MS, foram
desenvolvidos métodos de marcagcdo com isétopos estaveis. Neste caso, a andlise
de MS envolve a comparacdo de intensidades de sinal ou areas de picos dos
peptideos marcados, observados nos espectros de massa correspondentes.
Tornando possivel a marcacdo de peptideos em diferentes amostras bioldgicas,
como amostras representativas de saude e doenca que podem ser analisadas num
anico experimento de MS (Wiese et al., 2007).

As amostras de proteina a serem comparadas sdo quantificadas e massas
iguais de proteina sdo digeridas separadamente (em geral por tripsina), gerando
uma mistura complexa de peptideos proteoliticos. Cada digestdo de peptideos é
marcada com um reagente iTRAQ (tag) diferente. H& oito tags disponiveis, que
variam em funcdo da massa do grupo repérter que carregam (m/z 113, 114, 115,
116, 117 e 118, 119 e 121). O reagente iTRAQ liga-se covalentemente em grupos
amino livres no terminal N de todos os peptideos e nas cadeias laterais com
residuos de lisina e tirosina. Os peptideos marcados com os diferentes tags sao
reunidos em uma Unica mistura, que € analisada por Cromatografia liquida acoplada
a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS) para identificacdo e quantificacdo. A
sequéncia do peptideo é determinada a partir do conjunto de ions gerados pela
clivagem das ligacdes peptidicas. Ja a quantidade relativa de um peptideo em duas
ou mais amostras € determinada a partir do processo de fragmentacdo dos ions
precursores de peptideos marcados. A fragmentacao libera ions repoérteres de baixa

massa correspondentes aos tags. Comparando-se as intensidades de sinal dos ions
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repoOrter obtém-se a quantificacdo relativa do peptideo nas diversas amostras com
uma analise unica (Shadforth et al., 2005; Schmidt e Urlaub, 2009).

Umas das vantagens desta abordagem é a reducdo no tempo de andlise, ja
gue as amostras depois de marcadas sdo combinadas e passam a formar uma Unica
amostra, que é analisada em uma corrida no espectrébmetro de massa. Em geral sao

realizadas multiplas inje¢cdes em LC-MS/MS como replicatas técnicas.
1.6. O estudo do FCG em abordagens protedmicas

Ao longo do tempo, diversas técnicas foram utilizadas para a andlise do FCG
na busca de uma ou mais proteinas relacionadas com a Periodontite (Taba et al.,
2005). A abordagem proteémica possibilita o estudo integrado delas em diferentes
condicBes periodontais. Ainda existem poucos estudos na literatura caracterizando o
perfil proteico do FCG através de técnicas protebmicas abrangentes (shotgun),
quando comparado a quantidade de estudos utilizando outros fluidos corporais como
plasma, urina e fluido cerebroespinhal (Hu et al., 2006).

Devido a pequena quantidade de fluido coletado, e consequente limitacdo na
quantidade de amostra que pode ser obtida para esse propésito, poucos estudos
foram conduzidos utilizando o FCG. A abordagem da MS em combinagdo com
separacdo multidimensional de proteinas possibilita uma identificacdo ampla e
precisa de proteinas, num curto espaco de tempo, de analitos de uma amostra
complexa (Aebersold e Mann, 2003).

Durante a coleta do FCG, apesar de todas as precaucOes para evitar
contaminacao por placa bacteriana, € comum que haja a identificacdo de proteinas
nao humanas, afinal no sulco gengival diversas espécies de microrganismos estao
presentes, em saude ou doenca periodontal. Em alguns estudos, sdo detectadas
proteinas provenientes de bactérias (Grant et al., 2010; Baliban et al., 2012), fungos
(Carneiro, Nouh e Salih, 2014) e virus (Bostanci et al., 2010; Bostanci et al., 2013).

Até a presente data, todos os estudos com FCG utilizando a tecnologia de MS
se restringiram a caracterizar o perfil proteico das diferentes condicbes periodontais
(saude periodontal, Gengivite e Periodontite) (Bostanci et al., 2010; Grant et al.,
2010; Ngo et al., 2010; Choi et al., 2011; Baliban et al., 2012; Bostanci et al., 2012,
Carneiro et al., 2012; Tsuchida et al., 2012; Silva-Boghossian et al., 2013; Carneiro,

Nouh e Salih, 2014) . Nenhum estudo analisou fatores de risco para a PC, como em
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pacientes com DM2, com excecdo de um estudo que incluiu fumantes em sua
amostra, outro fator de risco a PC, mas néo dividiu em categorias diferentes (Huynh
et al., 2014).
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2. PROPOSICAO

Testar a hipotese de que ha expressao diferenciada no perfil de proteinas no
fluido gengival crevicular de pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2 e Periodontite

Crbnica em comparagao com grupos controle.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Desenho e populacao do estudo

Este foi um estudo clinico transversal, caso-controle, exploratério. Vinte
pacientes foram selecionados para participar do presente estudo. Dez pacientes
com diagnostico de DM2 foram recrutados no ambulatorio de Nutrologia do Hospital
Universitario Clementino Fraga da UFRJ e dez pacientes sem DM2 ou fatores de
risco para PC foram recrutados no Departamento de Clinica Odontologica da
Faculdade de Odontologia da UFRJ. Dentre os pacientes com DM2, cinco
apresentavam PC e cinco eram saudaveis periodontalmente. Dentre os pacientes
sem DM2, cinco apresentavam PC e cinco eram saudaveis periodontalmente. Em
suma, os 20 pacientes recrutados foram divididos em quatro grupos, € 0S grupos
foram denominados da seguinte forma:

e DP -5 pacientes com DM2 e PC

e DS -5 pacientes com DM2 e saudaveis periodontalmente
e SP -5 pacientes sem DM2 e com PC

e SS -5 pacientes sem DM2 e saudaveis periodontalmente

Todos os participantes foram informados sobre a natureza e objetivo do
estudo, e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido antes de
entrarem no estudo (em anexo). O protocolo de tratamento e coleta dos dados foi
aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital Clementino Fraga Filho da
UFRJ (CAAE: 30865614.6.0000.5257).

Para ser incluido no estudo, o paciente tinha que ter no minimo 14 dentes, ter
entre 45 e 65 anos e diagnéstico clinico de Periodontite Crénica ou saude
periodontal. Para serem classificados com PC, os pacientes deveriam apresentar
pelo menos 4 sitios ndo adjacentes com PBS = 5mm ou Nivel Clinico de Insercdo
(NCI) = 4mm, com sangramento a sondagem. Foram classificados com auséncia de
PC os pacientes com < 10% dos sitios com sangramento a sondagem, PBS e NCI <
3mm (Page e Eke, 2007). Os pacientes com DM2 tinham que apresentar niveis de
HbAlc = 7 ou < 10, com exame feito no laboratério da instituicdo, no maximo 3
meses antes da coleta dos dados. Todos 0s pacientes estavam em tratamento com
hipoglicemiantes orais e/ou insulina, comparecendo as consultas e seguindo as

orientacdes dos médicos do respectivo setor.
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3.2. Critérios de excluséao

Os critérios de exclusdo foram: realizacdo de tratamento periodontal ou
profilaxia oral 6 meses antes do exame inicial, fumo, terapia antibidtica 6 meses
anteriormente ao exame inicial, uso de antiinflamatérios ndo esteroidais, uso de
medicacdo imunossupressora, possuir outras doencas sistémicas que poderiam
influenciar nos parémetros periodontais ou no perfil imunolégico tais como,
osteoporose, doencas autoimunes, imunodeficiéncia priméria ou secundéria, HIV
positivo, gravidez, ou lactacdo. Ndo apresentar sinais e sintomas de diagnéstico de
Periodontite Agressiva.

No grupo controle sem o DM2, os pacientes ndo poderiam apresentar
nenhum fator de risco sistémico que pudesse interferir nos resultados, portanto nao
entraram pacientes com relato de doencas sistémicas tais como, hipertenséo,

osteoporose, HIV positivo, transplantados, doencas auto-imunes, etc.
3.3. Exame e Tratamento Periodontal

Nos individuos selecionados foram obtidos os parametros clinicos por um
anico examinador, em 6 sitios por dente, com uma sonda periodontal milimetrada
UNC-15 (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). Os parametros utilizados para se determinar
a condicdo periodontal foram a PBS, o NCI e o indice de sangramento gengival
(ISG) introduzido por Ainamo e Bay (1975). Como referéncia foi utilizada a margem
gengival para medir a PBS, a juncdo cemento-esmalte para o NCI, e a auséncia ou
presenca de sangramento a sondagem para o ISG.

Os pacientes com diagnéstico de PC foram tratados com raspagem e
alisamento radicular em todos os sitios doentes e encaminhados a clinica de
Periodontia da Faculdade de Odontologia da UFRJ para acompanhamento e
manutencao.

Os pacientes receberam tratamento periodontal basico, que consiste em
raspagem e alisamento radicular com instrumentos ultrassénicos (Cavitron-Dentsply)
e manuais (Curetas Hu-Friedy). Para a raspagem supragengival, foram realizadas
consultas de aproximadamente 1 hora em ambas as arcadas superior e inferior. Na
sequéncia do tratamento foi realizado raspagem subgengival e alisamento radicular
em sitios exibindo profundidade de bolsa 25 mm ou =24mm com sangramento a
sondagem. O tratamento foi realizado sob anestesia local, em consultas de
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aproximadamente 1 hora, com o numero de consultas variavel com a necessidade
de atencao as areas especificas. Todo o tratamento foi conduzido pelo examinador e
pesquisador principal especialista em Periodontia. Os pacientes foram orientados
com técnicas de higiene oral com o0 uso de escova e fio dental. A escova interdental
e/ou unitufo foram recomendadas a partir da necessidade individual. A instrugéo de

higiene foi reforcada em todas as sessfes de terapia periodontal.
3.4. Calibracao intra-examinador

Com a finalidade de calibragdo do examinador, cinco individuos nédo incluidos
no estudo, com diagnostico de periodontite crbnica, com sitios de gravidade
moderada a grave, foram submetidos ao exame periodontal. O examinador avaliou
os individuos em dois momentos, com pelo menos 1 hora de intervalo. O grau de
confiabilidade dos valores de PBS e NCI registrados foram determinados pelo
software SPSS Statistics 21 (IBM Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), onde foi encontrado

como >90% no indice de correlacao intraclasse (ICC).
3.5. Coleta de amostras do fluido gengival

A coleta do FCG foi realizada uma semana apo0s a realizacdo do exame
clinico periodontal. Foram coletadas quinze amostras de FCG por paciente. Foram
aplicadas duas estratégias para a coleta das amostras:

e Nos pacientes com PC foram utilizados apenas os sitios com PBS = 5mm,
priorizando os sitios de maior profundidade. A coleta foi repetida nos mesmos
sitios até completar 15 amostras, no caso de o paciente ndo ter 15 sitios
doentes.

¢ Nos pacientes com saude periodontal foram utilizados os sitios com PBS < 3mm,
sem sangramento, na regiao distal de dentes ndo adjacentes, 7-8 tiras da arcada

superior ou inferior, divididos entre elementos anteriores e posteriores.
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Figura 1. Coleta do FCG com tira de Periopaper

O FCG foi coletado utilizando tiras de Periopaper (OraFlow Inc., Amityville,
NY, USA). O local da coleta foi isolado com gaze estéril, removida a placa
supragengival, se presente, com uma cureta estéril, e a area secada com jato de ar
da seringa triplice. A coleta foi realizada previamente a qualquer intervencéo, para
evitar sangramento. As amostras visivelmente contaminadas com sangue foram
descartadas. As tiras foram inseridas cerca de 1mm na entrada da bolsa/sulco
durante 30s a 1 min, visando a otimizagdo da coleta. Em seguida, o volume foi
mensurado utilizando um Periotron 8000 (OraFlow Inc., Amityville, NY, USA). As
amostras foram imediatamente colocadas em tubos de Eppendorff (Axygen
Scientific, Inc., Union City, USA), inseridas em gelo para transporte (realizado em
menos de 2 horas) até o armazenamento a - 20°C para posterior analise.

Figura 2. Periotron 8000
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Figura 3. Insercdo da tira de Periopaper nos eletrodos do Periotron 8000

Os valores dados pelo Periotron 8000 foram transformados em volume real
(uL) através da construcdo de uma curva padréo, pela equacao polinomial de quarto
grau (y=ax*+bx3+cx2+dx+e). Para calibracdo do Periotron 8000 foi usada uma
microseringa tipo Hamilton (volume méaximo de 2 pL, com graduacfes de 0,02 pL)
para adicdo de volumes conhecidos (saliva humana) a cada 0,1 pL nas tiras de
Periopaper. Cada volume foi mensurado trés vezes e a média desses valores foi

usada para a construcao da curva padrao.
3.6. Analise Estatistica

Foi usado o programa estatistico SPSS Statistics 21 (IBM Brasil, Sdo Paulo,
SP, Brasil) para as analises dos resultados clinicos. A média dos parametros clinicos
(PBS, NCI e ISG) de boca inteira de cada paciente foram utilizadas para a obtencao
das médias de cada grupo. Também foi usado o volume obtido em cada tira de
periopaper dos 15 sitios coletados de cada paciente para a obtencdo das médias do
volume de FCG de cada grupo. Diferencas significativas nos parametros clinicos e
demograficos entre os grupos de estudo foram determinadas através dos testes
Kruskal- Wallis e MannWhitney.

3.7. Analise Protebmica

A andlise protedmica foi realizada na Unidade Multidisciplinar de Gendmica,
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, e na Unidade de Espectrometria de
Massas e Protedmica, no Instituto de Bioquimica Médica, ambas unidades da
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

A anélise protedmica incluiu etapas de extracdo de proteinas, digestdo das
proteinas e espectrometria de massas para identificacdo e analise quantitativa das
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proteinas. O método utilizado foi livre de gel, por marcacdo com “tags” isobaricos. O
método, denominado iTRAQ (isobaric tags for relative and absolute quantification) -
(Ross et al., 2004) permite marcar peptideos de diferentes amostras com reagentes
isétopos estaveis, possibilitando a quantificacdo relativa de proteinas em diversas
amostras num sé experimento. Para a preparacdo das amostras foi utilizado o kit

4plex de reagentes iTRAQ para proteinas (Applied Biosystem, Carlsbad, CA - USA).
3.7.1. Preparacédo das amostras de fluido gengival

Para a eluicdo das proteinas, as tiras de Periopaper de cada paciente (n=15)
foram eluidas em 150 uL de bicarbonato de aménio (NH4;HCO3) 100mM e, em
seguida, sonicadas durante um minuto. Para a remocdo de possiveis restos
celulares e restos do papel, as amostras foram centrifugadas (12000g, 5 min). O
sobrenadante de cada amostra foi combinado de acordo com a condigéo, totalizando
4 tubos, com em torno de 500 pL. As tiras que restaram no tubo foram estocadas.

A concentracdo de proteina de cada grupo de amostras foi quantificada
usando o kit de ensaio proteico (Bio-Rad®), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Foram retiradas aliquotas correspondendo a 200ug de proteina soluvel
total de cada amostra. As amostras foram evaporadas em Speed-Vac até o volume
de em torno 30 a 40uL de amostra de proteina. Em seguida, em cada um dos quatro
tubos, foram realizadas as etapas usando os reagentes do kit iTRAQ desnaturacao,
reducdo de pontes de enxofre, bloqueio das cisteinas e digestdo das proteinas:

e Desnaturacdo e reducdo das proteinas: Foram adicionados 2uL do reagente
“Denaturant” do kit iTRAQ (SDS 2%), 4uL do reagente “Reducing Reagent” do kit
ITRAQ (tris-(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 50mM) seguido de incubacéao por 60
minutos a 60°C.

e Alquilacdo das cisteinas: Foram adicionados 2uL do reagente “Cysteine-Blocking
Reagent” do kit iTRAQ (metil metanetilsulfonato (MMTS) 200mM em isopropanol)
seguido de incubacado por 10 minutos a temperatura ambiente.

e Digestdo das proteinas com tripsina: Foram adicionados 8L de tripsina (1pg/uL)
(Promega Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, reconstituida em bicarbonato
de amoénio 25mM pH 8, conforme instru¢cbes do fabricante), para uma propor¢ao

de tripsina:proteina total = 1:25 (w/w) e incubou-se durante 16 horas a 37°C.
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Com o objetivo de purificar os peptideos para a marcagdo e eliminar o
bicarbonato de amoénio por sua incompatibilidade com os marcadores do iITRAQ, 0s
produtos de cada digestao foram purificados em uma coluna de fase reversa (C18,
Oasis HLB Cartridge, Waters). As amostras foram primeiramente acidificadas pela
adicdo de acido férmico, na concentracédo final de 2%. Verificado o pH em torno de
3-4, as amostras foram centrifugadas (12.000 g , 15 min). A coluna foi condicionada
com 1 mL de metanol, e equilibrada com 1 mL de H20. A amostra foi aplicada na
coluna, e esta foi lavada com 1mL de metanol 5% + TFA 0,1%. Os peptideos foram
eluidos com 1mL de metanol 99,9% + TFA 0,1%. O eluato foi seco a vacuo, em
Speed-Vac.

As misturas de peptideos foram ressupensas em 30 pL “Dissolution Buffer’
(kit ITRAQ) e foi verificado o pH<7. A marcacéo foi feita de acordo com as instrucdes
do fabricante do kit iTRAQ (iTRAQ™ Reagents Methods Development Kit).
Utilizamos os reagentes iTRAQ 114, 115, 116 e 117, sendo os isébaros: (A) 114 DP;
(B) 115 DS; (C) 116 SP e (D) 117 SS. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por 60 minutos. Ap0s a marcacao, as amostras foram entdo combinadas
em um novo tubo.

Seguiu-se uma etapa de purificacdo de peptideos para remover detergentes,
utilizando coluna Pierce® Detergent Removal Spin Columns (Thermo Cientific,
Rockford, IL, EUA) de acordo com as instruc8es do fabricante. Inicialmente o pH das
amostras foi acidificado para pH 3,0 por adicdo de 20 volumes de KH2PO4 10 mM
/acetonitrila 25% pH 3,0 (tampéo de carregamento). A coluna foi condicionada com
este mesmo tampao, centrifugando-se a 2000 g por 5 min. A amostra foi aplicada,
repetindo-se a etapa de centrifugacdo. Em seguida foi feita a lavagem adicionando-
se 400 uL de tampéo de carregamento seguido de centrifugacdo. Finalmente os
peptideos foram eluidos por adicdo de 400 puL de KH,PO, 10mM /acetonitrila 25%/
KCI 1 M pH 3,0 e centrifugacdo. Com o0 objetivo de remover os outros reagentes,
como tags de massa nao incorporados e sais, a amostra foi em seguida passada em
uma coluna de fase reversa Oasis HLB Cartridge (Waters Corp., Millford, MA, USA),
como descrito anteriormente. O eluato com o0s peptideos foi seco a vacuo, em

Speed-Vac. O resumo da preparacdo de amostras pode ser visualizada na figura 5.
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Figura 4. Esquema de preparacdo das amostras de proteinas do FCG para analise em
espectrometria de massas LC-MS/MS.

3.7.2. Anélise por LC-MS/MS

A amostra foi ressuspendida em 200 pL de formiato de aménio 5 mM,
acetonitrila 5% pH 3,2, misturada em vortex e centrifugada a 12.000 g por 10 min. O
sobrenadante foi recuperado e 10 pL desta solucéo foi injetada em LC-MS/MS. A
analise foi feita em sistema LC-MS/MS no equipamento QUADRUPOLO-ORBITRAP
Q-Exactive Plus (Thermo Cientific, Rockford, IL, EUA) no Laboratério Brasileiro de
Controle de Dopagem, Instituto de Quimica (UFRJ). O instrumento estava acoplado
a sistema nanoLC Easy (Thermo Cientific, Rockford, IL, EUA). A configuracédo da
cromatografia foi baseada no método de Liu et al. (2006), com algumas
modificacdes. Consistiu em uma cromatografia liquida que incluiu uma pré coluna
fase reversa (nanoACQUITY BEH130 C18, Waters) e uma coluna analitica C18
(Thermo Cientific, Rockford, IL, EUA).
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Os peptideos eluidos da pré coluna foram separados na coluna analitica de
fase reversa usando um gradiente linear de 0,1% de acido férmico em agua (fase
movel A) e 0,1% acido formico em acetonitrila (fase movel B) durante 60 minutos
executados pela bomba binaria. O gradiente consistiu de 5 minutos em 95% de A e
5% de B, em seguida, 5-25 minutos, 60% de A e 40% de B, 25-30 minutos, 15% de
A e 85% de B, 30-40 minutos, 15% de A e 85% de B, 40- 42,5 minutos, 95 de A e
5% de B, seguido por reequilibrio da coluna (95% de A e 5% de B) de 42,5-60
minutos a uma taxa de fluxo de 300 nL/min. A mistura de peptideos foi injetada e
analisada quatro vezes, compondo as réplicas ténicas.

Os espectros de massas foram adquiridos em ion positivo. O analisador
Quadrupolo foi calibrado com os ions fragmentos de MS/MS [GLU1]-fibrinopeptideo
B (SigmaAldrich, St. Louis, MO) (GFP, 100 fmol/uL em 50:50:1, metanol: H20: &cido
acético) de 50 a 2000 m/z. O ion precursor GFP m/z 785.8426 com dupla carga foi
utilizado como correcdo de massa de bloqueio para medi¢des precisas de aquisicao

de p6s MS. Foi utilizada aquisicdo de DDAms? *

Data Dependent Acquisition” sendo
escolhidos os 20 ions precursores mais intensos (Top 20) para a fragmentacdo. O
capilar e cone tensdo foram fixados em 3700 V, respectivamente. O tempo de
varredura foi fixado em 1 segundo e o intervalo de varredura de pesquisa de MS foi
150-2000 Da. O numero maximo de ions precursores selecionados para a
fragmentacao (MS/MS) foi trés ions de carga 2, 3 ou 4, detectados a partir de uma
varredura unica de MS. O MS/MS foi obtido a uma taxa de varredura de 1 segundo,
adquiridos ao longo da faixa de 50 a 2000Da. A energia normalizada de coliséo foi
elevada de acordo com a m/z e estado de carga i6nica do precursor a 30 NCE. O
controle do equipamento, a aquisicdo e andlise de dados, visualizacdo dos
espectros de massa e armazenamento dos dados foram feitas através do software

TraceFinder Forensis 2.3 e Xcalibur (ThermoScientific).
3.7.3. Processamento de dados e identificacdo de proteinas

Os espectros MS/MS foram armazenados em arquivos .raw, e processados
utilizando o programa Peaks 7.0 (Bioinformatic Solutions). Foram usados como
parametros, falha na clivagem por tripsina, 1; modificacdo fixa, carbamidometilacéo
de cisteina; modificacdo variavel, oxidacdo de metionina. Quantificacdo ITRAQ 4

plex. Para busca foi usado o banco de dados homo sapiens 2015 presente no
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UNIPROT. As identificacbes de proteinas foram estabelecidas pela deteccdo de
peptideos Unicos e valor de FDR < 1%.

3.7.4. Analise Quantitativa

A quantificacéo relativa de proteinas foi obtida utilizando o programa PEAKS
7.0 (Bioinformatic Solutions). O programa apresenta o valor de confianca de cada
proteina identificada através do valor de -10*log;o (valor de p) (-10IgP) do peptideo.
Para determinar o valor de confianca do peptideo, o programa PEAKS 7.0 usa uma
funcd@o discriminativa linear para mensurar a qualidade do espectro do peptideo
correspondente e o valor é convertido para um valor de p. Posteriormente, o valor de
P é convertido para -10IgP, sendo assim, quanto maior for o valor de -10IgP, maior a
significancia da correspondéncia com a proteina. O peptideo de suporte foi
considerado de alta confianca se o valor de -10IgP foi maior do que 20, ou seja, se 0
valor de p foi menor de 1%.

Em seguida, foram excluidas as entradas duplicadas e as identificacfes de
virus, resultando assim uma “hit list” de proteinas de alta confianga com
identificagcbes apenas de proteinas humanas. Das proteinas identificadas, foram
consideradas para a andlise apenas as que tiveram a quantificacdo em todos os
grupos do estudo. As proteinas quantificadas foram classificadas por categoria
funcional e localizacdo celular de acordo com informa¢des do banco de dados
Uniprot e links associados.

Foram registradas as razbes entre os marcadores 114:115, 114:116 e
114:117 (comparacao entre o grupo sem DM2 e com saude periodontal (SS), com
os grupos de doenca (SP, DS, DP)). As razbes entre os marcadores foram entdo
exportados para Microsoft Office Excel e foi feita a comparacgéo entre os marcadores
115:117 e 116:117 (comparacdo entre o grupo com DM2 e PC (DP), com o grupo
sem DM2 e com PC (SP), e o grupo com DM2 e saude periodontal (DS)).

Apenas foram consideradas como diferencialmente expressas as proteinas
cujas mudancas na razdo apresentavam valores maiores que 1,25 ou menores que
0,75 e um valor de p <0,05. A partir deste ponto foram analisadas separadamente as
comparacoes: 114:115, 114:116, 114:117, 115:117 e 116:117.
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4. RESULTADOS
4.1. Dados clinicos e demograficos

Os dados clinicos e demograficos da populacdo de estudo  estdo
demonstrados na tabela 1. Os grupos dessa populacdo apresentaram caracteristicas
compativeis em idade e auséncias dentarias (p>0,05, teste de Kruskal-Wallis).

O exame clinico periodontal mostrou média significativamente mais alta na
PBS e NCI nos grupos DP e SP que nos grupos DS e SS (p<0,01, teste de Mann-
Whitney). A média de % de sitios com ISG foi significativamente mais alta nos
grupos DP e DS, que nos grupos DS e SS (p<0,01, teste de Mann-Whitney). Os
grupos de PC, DP e SP nao tiveram diferenca significativa entre si, com média na
PBS 3,49+1,36 e 3,34+1,46, média no NCI 3,84+1,63 e 4,09+1,78, e no ISG 32% e
28%, respectivamente. Os grupos de saude periodontal, DS e SS ndo tiveram
diferenga significativa entre si, com média na PBS 2,28+0,76 e 2,21+0,79, e média
no NCI 2,31+0,77 e 2,31+0,77, e no ISG 5% e 3%, respectivamente.

Dentre os sitios coletados, as médias de PBS, NCI e % de ISG dos grupos
DP e SP foi significativamente maior que nos grupos DS e SS (p<0,01, teste de
Mann-Whitney). Os grupos de PC, DP e SP ndao tiveram diferenga significativa entre
si, com média na PBS 5,86+1,13 e 6,55+1,57, média no NCI 6,26+1,48 e 7,20+1,69,
e no ISG 81% e 72%, respectivamente. Os grupos de salude periodontal, DS e SS
ndo tiveram diferenca significativa entre si, com média na PBS 2,75+0,54 e
2,74+0,56, e média no NCI 2,79+0,59 e 2,81+0,62, respectivamente. Nos grupos de
saude periodontal ndo foram coletados sitios com presenca de sangramento a
sondagem.

O volume de fluido gengival coletado por tira de periopaper foi diferente entre
0S grupos, sendo significativamente mais alto dos grupos DP e SP, que nos grupos
DS e SS (p<0,01, teste de Mann-Whitney). Foram compativeis entre si, ndo havendo
diferenca significativa entre os grupos com PC, com 0,75+0,22 (DP) e 0,72+0,21
(SP) por tira, respectivamente, e entre 0s grupos com saude periodontal, com
0,58%0,21 (DS) e 0,58+0,26 (SS) por tira, respectivamente.
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Tabela 1. Dados clinicos e demogréficos da populacao do estudo.

VARIAVEIS GRUPOS
DP DS SP SS
Idade (anos) 58,2+6,90 54,6+8,01 51,4+559 58,0+6,12
Género (F) 2 3 3 3
(M) 3 2 2 2
Dentes ausentes (%) 7,0+5,56 6,8+2,68 6,4+3,05 5,8+5,63

Todos os sitios

PBS (mm) 3,49+1,36* 2,28+0,76 3,34+1,46* 2,21+0,79
NCI (mm) 3,84+1,63* 2,31+0,77 4,09+1,78* 2,29+0,81
ISG (%) 32* 5 28* 3

Sitios coletados

PBS (mm) 5,86+1,13* 2,75+0,54 6,55+1,57* 2,74+0,56
NCI (mm) 6,26+1,48* 2,79+0,59 7,20+1,69* 2,81+0,62
ISG (%) 81* 0 72* 0
Volume de fluido coletado (pL) 0,75+0,22* 0,58+0,21 0,72+0,21* 0,58%0,26

PBS, Profundidade de bolsa & sondagem; NCI, Nivel de inser¢do clinico; ISG, indice de
sangramento a sondagem; SS, sem diabetes e saudavel periodontalmente; SP, sem diabetes e
periodontite; DS, diabetes e saudavel periodontalmente; DP, diabetes e periodontite.

O asterisco indica diferenca estatisticamente significativa referente ao grupo saudavel (SS)
(Teste de Mann-Whitney, Teste-U, p<0,01).

4.2. ldentificacdo e Quantificacao de proteinas marcadas por iTRAQ

No presente estudo as proteinas extraidas das tiras de papel foram marcadas
utilizando tags isobaricos de ITRAQ (isobaric tags for relative and absolute
quantification) para identificar proteinas diferencialmente expressas nas amostras de
diferentes condi¢des. Posteriormente as amostras foram combinadas, para serem
submetidas a analise de LC-MS/MS. Foram realizadas 4 replicatas técnicas.

No total, 361 proteinas humanas foram identificadas com alto grau de
confianga (valor p > 0,01) (Anexo 1). A maior parte delas n&o foi marcada pelos tags
de iTRAQ, portanto ndo foi possivel fazer a quantificacdo das mesmas. Um total de

187 proteinas humanas foram identificadas e marcadas por iTRAQ nas quatro
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condi¢des de estudo (Tabela 2), e foram identificadas diferengas significativas nas
concentracbes em 104 delas (Tabela 3). Dentre elas, 49 foram relacionas a
inflamac&o/resposta imune, 47 a estrutura/adeséo celular, 26 ao metabolismo, 19 ao
transporte, 20 a diferenciacdo celular/ligante de nucleotideos, 13 a regulacdo de
enzimas/proteinas e 13 pertencentes a outras categorias. A distribuicdo das
proteinas por funcdo biolégica e localizagéo celular nas amostras de estudo esta

demonstrada na figura 6.
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Tabela 2. Lista das 187 proteinas identificadas e quantificadas por marcadores de iTRAQ com sua respectiva funcao e localizacao

celular, busca por UniProt/SwissProt.

Accesso -10lgP  Cober- #Pepti #Unico Massa Descricdo Funcéo Localizacéo celular
tura deos Média
(%) (Da)
sp|P52209|6PGD_HU  98.78 13 5 5 53140 6-phosphogluconate Metabolismo / Enzima Citoplasma
MAN dehydrogenase, Hidrolitica
decarboxylating
sp|P60709|ACTB_H  315.69 60 39 6 41737 Actin, cytoplasmic 1 Estrutura do Citoplasma
UMAN citoesqueleto
sp|P63261|ACTG_H 315.69 60 39 6 41793 Actin, cytoplasmic 2 Estrutura do Citoplasma
UMAN citoesqueleto
Sp|Q6JON1JACD10_  26.81 2 2 1 11883 Acyl-CoA Metabolismo Mitocondria
HUMAN 4 dehydrogenase family
member 10
sp|QO1518|CAP1_H  73.35 6 3 3 51902 Adenylyl Estrutura do Membrana
UMAN cyclase-associated citoesqueleto/Polarida
de celular
protein 1
sp|P02763|JA1AG1_H 215.12 34 11 8 23512 Alpha-1-acid Transporte/Resposta Extracelular
UMAN glycoprotein 1 imune
sp|P19652|A1AG2_H 146.88 26 6 3 23603 Alpha-1-acid Transporte Resposta Extracelular
UMAN glycoprotein 2 imune
sp|P01009|A1IAT_HU 245.93 47 18 18 46737 Alpha-1-antitrypsin Inibidor de Extracelular
MAN protease/Resposta de
fase aguda
sp|P04217|A1BG_HU 124.08 16 8 8 54254  Alpha-1B-glycoprotein Né&o conhecida Extracelular
MAN
sp|P08697|A2AP_HU  48.07 6 4 3 54566 Alpha-2-antiplasmin Inibidor de Extracelular
MAN protease/Resposta de
fase aguda
sp|P02765|FETUA_H 118.82 17 7 5 39325 Alpha-2-HS- Resposta de fase Extracelular

UMAN

glycoprotein

aguda/Metabolismo
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sp|P01023|A2MG_H
UMAN

sp|P12814/ACTNL_H
UMAN

sp|P04745|AMY1_H
UMAN

sp|PO6733|[ENOA_H
UMAN

sp|P04920|B3A2_HU
MAN
sp|PO4083JANXAL_H
UMAN

sp|P02647|APOAL_H
UMAN
sp|Q7Z591|AKNA_H
UMAN
sp|P20160|CAP7_HU
MAN
sp|Q5T4J0|GCNT6_
HUMAN

sp|P02749|APOH_H
UMAN
sp|QOUIFS|BAZ2B_
HUMAN

sp|P62158|CALM_H
UMAN
sp|P27482|CALL3 H

339.87

30.10

144.80

233.27

21.92

72.23

236.00

30.75

57.66

28.51

33.14

39.20

78.95

62.36

37

12

46

12

63

11

19

16329

10305

57768

47169

13700

38714

30778

15513

26886

44527

38298

24045

16838

16891

Alpha-2-macroglobulin

Alpha-actinin-1
Alpha-amylase 1

Alpha-enolase

Anion exchange protein
2
Annexin Al

Apolipoprotein A-I

AT-hook-containing
transcription factor
Azurocidin

Beta-1,3-galactosyl-O-
glycosyl-glycoprotein
beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltrans
ferase 6
Beta-2-glycoprotein 1

Bromodomain adjacent
to zinc finger domain
protein 2B
Calmodulin

Calmodulin-like protein

Oseeo
Inibidor de
proteases/coagulacédo
sanguinea
Organizacdo celular

Ligante de ions

Resposta
imune/Crescimento
celular
Transporte intracelular

Resposta
imune/Ligante ao
calcio/ Antiapoptose
Metabolismo/transport
e de lipideos
Fator de transcricéo

Resposta imune

Metabolismo/Glicosila
cao de proteinas

Transporte/Coagulaca
0
Fator de transcricéo

Regulador de enzimas/
Traducdo de sinal
Ligante de calcio

Extracelular

Citoplasma/Membrana
Extracelular

Extracelular/Nucleo

Membrana

Extracelular/Membrana/Nucle
o/Citoplasma

Extracelular
Nucleo
Extracelular/Citoplasma

Citoplasma/Golgi

Extracelular

Nucleo

Citoplasma

Extracelular
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UMAN
sp|P27797|CALR_H
UMAN

sp|QIUDT6|CLIP2_
HUMAN

sp|P04040|CATA_H
UMAN

sp|P49913|CAMP_H
UMAN

sp|P08311|CATG_H
UMAN

sp|citoes| CD2AP_HU

MAN

sp|043264|ZW10_H
UMAN
sp|P00450|CERU_H
UMAN
sp|P53621|COPA _H
UMAN
sp|P23528|COF1_HU
MAN
Sp|A6NC98|CC88B_
HUMAN
sp|Q01955|CO4A3_H
UMAN
sp|P01024|CO3_HU
MAN
sp|POCOL4|CO4A H
UMAN

sp|POCOL5|CO4B_H
UMAN

75.36

24.05

72.32

60.97

47.57

22.07

33.41

152.78

33.41

107.11

29.81

33.90

333.88

145.26

145.26

10

12

11

10

21

48142

11583

59756

19301

28837

71451

88830

12220

13834

18502

16480

16181

18714

19278

19275

3
Calreticulin

CAP-Gly domain-
containing linker protein
2
Catalase

Cathelicidin
antimicrobial peptide
Cathepsin G

CD2-associated protein
Centromere/kinetochore
protein zw10 homolog
Ceruloplasmin
Coatomer subunit alpha
Cofilin-1
Coiled-coil domain-
containing protein 88B
Collagen alpha-3(1V)
chain

Complement C3

Complement C4-A

Complement C4-B

Sintese de
Proteinas/Regulador
de traducdo
Liga microtabulos ao
corpo lamelar
dendritico
Metabolismo/Protecdo
celular
Resposta imune

Resposta
imune/Protedlise
Estrutura do
citoesqueleto/Diviséo
celular
Divisdo celular

Transporte de ions

Metabolismo/Transpor
te intracelular
Estrutura do
citoesqueleto
Nao conhecida

Organizacéo Celular
Resposta imune

Resposta
imune/Ativagdo do
complemento
Resposta
imune/Ativacdo do

Citoplasma/RE

Citoplasma

Citoplasma/Peroxisoma
Extracelular
Membrana/Extracelular

Citoplasma

Citoplasma
Extracelular

Citoplasma

Membrana/Ndcleo/Citoplasm

a
Membrana

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular
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sp|P00751|CFAB_H
UMAN

sp|P31146|COR1A _
HUMAN

sp|P08185|CBG_HU
MAN
sp|P01040|CYTA_H
UMAN
sp|P04080|CYTB_H
UMAN
sp|P54108|CRIS3_H
UMAN
sp|Q8NEUS|DP13B_
HUMAN
sp|Q6UWP2|DHR11
_HUMAN

sp|P15924|DESP_HU
MAN
sp|Q5KSL6|DGKK_
HUMAN
sp|P78527|PRKDC _
HUMAN

sp|Q8NGO6|TRI58_
HUMAN

sp|QIY6C2IEMILL_
HUMAN

sp|Q01469|FABP5_H

UMAN
sp|P02671|FIBA_HU
MAN

142.58 6
124.25 15
22.66 7
208.65 90
190.39 88
27.26 3
23.06 5
25.58 5
37.31 1
28.80 1
54.06 2
24.05 1
21.91 1
91.10 28
100.02 8

85533

51026

45141
11006
11140
27630
74493
28308
33177
4
14182
9
46909
3
54766
10666
7
15164

94973

Complement factor B

Coronin-1A

Corticosteroid-binding
globulin
Cystatin-A

Cystatin-B

Cysteine-rich secretory
protein 3
DCC-interacting protein
13-beta
Dehydrogenase/reductas
e SDR family member
11
Desmoplakin

Diacylglycerol kinase
kappa
DNA-dependent protein
kinase catalytic subunit

E3 ubiquitin-protein
ligase TRIM58
EMILIN-1

Fatty acid-binding
protein, epidermal
Fibrinogen alpha chain

complemento
Resposta
imune/Ativagdo do
complemento
Resposta
imune/Organizacao
celular
Transporte

Inibidor de protease
Inibidor de protease
Resposta imune
Proliferacéo celular

Atividade de
oxidoredutase

Estrutura do
citoesqueleto
Metabolismo/Coagula
cao
Fator de
transcricdo/Resposta
imune
Regulacéo de
proteinas
Adesé&o celular

Metabolismo/Transpor
te
Coagulacao/Traducéo
de sinal

Extracelular

Membrana/Citoplasma

Extracelular
Citoplasma
Citoplasma/Ndcleo
Extracelular
Nucleo/Citoplasma

Extracelular

Citoplasma
Membrana/Citoplasma

Nucleo

Citoplasma
Extracelular
Citoplasma

Extracelular




sp|P02675|FIBB_HU
MAN

sp|P02751|FINC_HU
MAN

sp|Q5CZCO|FSIP2_
HUMAN
sp|P21333|FLNA_H
UMAN
sp|P04075|ALDOA_
HUMAN
sp|P06396|GELS_HU
MAN
sp|P06744|G6PI_HU
MAN

sp|P09211|GSTP1_H
UMAN
sp|P04406|G3P_HU
MAN

sp|P00738|HPT_HU
MAN

sp|P08107|HSP71_H
UMAN
(PODMV8 e
PODMV9)
sp|P11142|HSP7C_H
UMAN

sp|P04792|HSPB1_H
UMAN

sp|P69905|HBA HU

166.08

92.15

35.00

21.21

123.08

242.59

145.15

157.02

174.37

245.59

171.44

141.02

52.40

230.67

26

15

29

12

33

40

34

25

18

62

12

13

17

18

17

12

11

10

14

17

11

11

55928

26262

78062

28073

39420

85697

63147

23356

36053

45205

70052

70898

22783

15258

Fibrinogen beta chain

Fibronectin

Fibrous sheath-
interacting protein 2
Filamin-A

Fructose-bisphosphate
aldolase A
Gelsolin

Glucose-6-phosphate
isomerase

Glutathione S-
transferase P
Glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase
Haptoglobin

Heat shock 70 kDa
protein 1A/1B

Heat shock cognate 71
kDa protein

Heat shock protein beta-
1

Hemoglobin subunit

Coagulacdo

Adesao
celular/Resposta de
fase aguda
Metabolismo

Estrutura do
citoesqueleto
Metabolismo/Glicolise

Estrutura do
citoesqueleto
Enzima
glicolitica/Motilidade
endotelial
Resposta
imune/Apoptose
Metabolismo/Glicolise

Metabolismo/Resposta
de fase aguda

Metabolismo

Resposta
imune/Transcrigdo de
sinal
Ativacgéo de
actina/Resisténcia a
estresse
Transporte de oxigénio

Extracelular

Extracelular

Citoplasma/Mitocéndria
Citoplasma
Extracelular/ Citoplasma
Citoplasma
Extracelular/Citoplasma
Citoplasma/Nucleo
Membrana/Nucleo/Citoplasm
a

Extracelular

Citoplasma

Citoplasma/Ndcleo

Nucleo/Citoplasma

Citoplasma
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MAN alpha

sp|P68871|HBB_HU  257.68 73 12 12 15998 Hemoglobin subunit Transporte Extracelular
MAN beta
sp|P02790|HEMO_H 164.84 20 10 9 51676 Hemopexin Transporte do heme Extracelular
UMAN
sp|O60812|HNRC1_  26.07 3 2 1 32142  Heterogeneous nuclear  Ligante de nucleotideo Nucleo
HUMAN ribonucleoprotein C-like
1
sp|B2RXH8HNRC2  26.07 3 2 1 32072  Heterogeneous nuclear  Ligante de nucleotideo Nucleo
_HUMAN ribonucleoprotein C-like
2
sp|Q02539|H11 HU  33.12 8 2 2 21842 Histone H1.1 Organizacdo celular Nucleo
MAN
sp|P16403|H12_HU  33.12 7 2 1 21365 Histone H1.2 Organizagéo celular Ndcleo
MAN
sp|P16402|H13 HU  33.12 4 1 1 22350 Histone H1.3 Organizacdo celular Nucleo
MAN
sp|P10412|H14_ HU  33.12 4 1 1 21865 Histone H1.4 Organizagéo celular Ndcleo
MAN
sp|P22492|H1T HU  33.12 4 1 1 22019 Histone H1t Organizacdo celular Nucleo
MAN
sp|P33778|H2B1B_H 181.57 53 13 1 13950  Histone H2B type 1-B Organizacgéo celular Nucleo
UMAN
sp|P06899|H2B1J H 181.57 53 13 1 13904 Histone H2B type 1-J Organizacéo celular Nucleo
UMAN
sp|P23527|H2B10_H 181.57 53 13 1 13906  Histone H2B type 1-O Organizacg&o celular Nucleo
UMAN
sp|Q16778|H2B2E_H 181.57 53 13 1 13920  Histone H2B type 2-E Organizagéo celular Ndcleo
UMAN
Sp|Q5QNW6|H2B2F  189.90 59 14 2 13920  Histone H2B type 2-F Organizacgéo celular Nucleo
_HUMAN
sp|P68431|H31_HU  56.46 21 4 4 15404 Histone H3.1 Organizagéo celular Nucleo
MAN
sp|Q16695|H31T HU 56.46 21 4 4 15508 Histone H3.1t Organizacdo celular Nucleo
MAN
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sp|Q71DI13|H32_HU
MAN
sp|P62805|H4_HUM
AN
sp|O14686|KMT2D _
HUMAN

sp|Q4GOP3|HYDIN_
HUMAN
sp|P01876|IGHAL_H
UMAN
sp|P01857|IGHG1_H
UMAN
sp|P01859|IGHG2_H
UMAN
sp|P01860[IGHG3_H
UMAN
sp|P01861[IGHG4_H
UMAN
sp|P01742|HV101_H
UMAN
sp|P01743|HV102_H
UMAN
sp|P06326|HV107_H
UMAN
sp|P01761|HV106_H
UMAN
sp|P23083|HV103_H
UMAN
sp|P01814|HV201_H
UMAN

56.46

190.36

37.69

20.49

253.87

343.64

306.74

268.00

310.66

35.57

35.57

35.57

35.57

35.57

23.95

sp|P01834{IGKC_HU 333.44

MAN
sp|P01599|KV107_H
UMAN

112.81

21

57

37

68

57

42

61

18

6

74

26

12

21

45

35

28

34

22

12

21

15388

11367

59339

57590

37655

36106

35901

41287

35941

12472

12946

13579

13732

13009

14276

11609

11814

Histone H3.2
Histone H4

Histone-lysine N-
methyltransferase 2D

Hydrocephalus-inducing

protein homolog
Ig alpha-1 chain C
region
Ig gamma-1 chain C
region
Ig gamma-2 chain C
region
Ig gamma-3 chain C
region
Ig gamma-4 chain C
region
Ig heavy chain V-I
region EU
Ig heavy chain V-I
region HG3
Ig heavy chain V-I
region Mot
Ig heavy chain V-I
region SIE
Ig heavy chain V-I
region V35
Ig heavy chain V-II
region OU

Ig kappa chain C region

Ig kappa chain V-I
region Gal

Organizagéo celular

Organizagéo celular

Proliferacédo

celular/Regulacéo de

transcricao
Motilidade ciliar

Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune

Resposta imune

Nucleo
Nucleo

Ndcleo

Membrana/Cilio
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular
Extracelular

Extracelular
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sp|P01614|KV201_H

UMAN
sp|P06309|KV205_H
UMAN
sp|P06310|KV206_H
UMAN
sp|P01621|KV303_H
UMAN
sp|P04433|KV309_H
UMAN
sp|P06314|KV404_H
UMAN
sp|POCGO5|LAC2_H
UMAN
sp|P01871|IGHM_H
UMAN
sp|P04220|MUCB_H
UMAN
sp|B9A064|IGLL5 H
UMAN
sp|P12268|IMDH2_H
UMAN
sp|014654|IRS4_HU
MAN
sp|Q14624|ITIH4 H
UMAN
sp|P02533|K1C14 H
UMAN
sp|P19012|K1C15 H
UMAN

sp|P04264|K2C1 HU

137.25

137.25

138.37

110.10

88.55

121.85

230.89

202.21

151.83

220.12

22.28

30.62

75.57

134.54

101.51

74.74

23

23

20

58

37

31

71

24

21

39

14

20

9

11

11

12

10

11

12676

12664

14707

10729

12575

14966

11294

49307

43057

23063

55805

13376
7
10335
7
51562

49212

66039

Ig kappa chain V-1
region Cum
Ig kappa chain V-II
region GM607
(Fragment)
Ig kappa chain V-II
region RPMI 6410
Ig kappa chain V-1l
region NG9 (Fragment)
Ig kappa chain V-III
region VG (Fragment)
Ig kappa chain V-1V
region B17
Ig lambda-2 chain C
regions
Ig mu chain C region

Ig mu heavy chain
disease protein

Immunoglobulin
lambda-like polypeptide
5

Inosine-5'-
monophosphate
dehydrogenase 2
Insulin receptor

substrate 4

Inter-alpha-trypsin
inhibitor heavy chain H4
Keratin, type |
cytoskeletal 14
Keratin, type |
cytoskeletal 15
Keratin, type Il

Resposta imune

Resposta imune

Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta imune
Resposta
imune/Ligante de

antigeno
Resposta imune

Diferenciacdo celular

Traducdo de sinal
Resposta de fase aguda

Estrutura do
citoesqueleto
Estrutura do
citoesqueleto
Estrutura do

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Extracelular

Citoplasma/Nucleo

Membrana
Extracelular
Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma
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MAN
sp|Q01546|K220_H
UMAN
sp|P13647|K2C5_HU
MAN
sp|P02538|K2C6A_H
UMAN

sp|P48668|K2C6C_H
UMAN

sp|095678|K2C75_H
UMAN

sp|P01042|KNG1_H
UMAN

sp|P02788| TRFL_HU
MAN

sp|P30740[ILEU_HU
MAN

splQ8WWIL|LMO7_
HUMAN

sp|Q5T7N2JLITD1_
HUMAN

sp|Q7LBC6|KDM3B
_HUMAN
sp|P61626|LYSC_HU
MAN
sp|P14780|MMP9_H
UMAN

sp|P08582| TRFM_H
UMAN
sp|P27816|MAP4 H

52.11

182.00

219.06

218.59

122.57

113.01

311.04

156.59

29.25

28.99

40.27

92.58

139.54

76.59

24.21

12

23

29

27

17

36

24

2

18

13

4

1

18

22

21

13

29

24

65841

62378

60045

60025

59560

71957

78182

42742

19269

98849

19158

16537

78458

80215

12100

cytoskeletal 1
Keratin, type Il
cytoskeletal 2 oral
Keratin, type Il
cytoskeletal 5
Keratin, type Il
cytoskeletal 6A

Keratin, type Il
cytoskeletal 6C
Keratin, type Il
cytoskeletal 75
Kininogen-1

Lactotransferrin
Leukocyte elastase
inhibitor

LIM domain only
protein 7

LINE-1 type transposase

domain-containing
protein 1
Lysine-specific
demethylase 3B
Lysozyme C

Matrix
metalloproteinase-9

Melanotransferrin

Microtubule-associated

citoesqueleto
Estrutura do
citoesqueleto
Estrutura do
citoesqueleto
Estrutura do
citoesqueleto/Prolifera
cdo celular
Estrutura do
citoesqueleto
Estrutura do
citoesqueleto
Inibidor de
protease/Coagulacdo
Transporte/Resposta
Imune

Resposta
imune/Inibidor de
protease
Degradacéo de
proteinas
N&o conhecida

Organizacg&o celular
Resposta imune
Degradacéo de

colageno/Resposta

imune

Transporte de ferro

Estrutura do

Citoplasma
Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma
Citoplasma
Extracelular

Extracelular/Citoplasma

Extracelular/Citoplasma

Citoplasma/Nucleo

Né&o conhecida

Nucleo
Extracelular

Extracelular

Membrana

Citoplasma
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UMAN

sp|P26038|]MOES_H  66.53
UMAN
splQ8WXI7|MUC16_  33.99
HUMAN
sp|P24158/PRTN3_H  162.90
UMAN
sp|PO5164[PERM_H  219.84
UMAN
sp|P35579|MYH9 H  35.90
UMAN
sp|P29966|MARCS_  20.38
HUMAN
sp|Q8IVLLNAV2 H  25.18
UMAN
sp|PO8246|ELNE_H  104.91
UMAN
sp|P80188INGAL_H  201.06
UMAN
sp|Q6KCTINIPBL_  20.52
HUMAN
sp|Q16625|0CLN_H  20.29
UMAN
sp|P62937|PPIA_HU  99.06
MAN
sp|Q06830|PRDXL_  97.56
HUMAN
sp|QIBY49PECR H  31.24
UMAN
sp|P13796/PLSL_HU 197.69
MAN

6

1

30

32

2

5

5

21

39

26

25

27

13

26

11

18

24

13

67820

2E+06

27807

83869

22653

31555

26816

28518

22588

31605

59144

18012

22110

32544

70289

protein 4
Moesin

Mucin-16
Myeloblastin

Myeloperoxidase
Myosin-9
Myristoylated alanine-
rich C-kinase substrate
Neuron navigator 2
Neutrophil elastase
Neutrophil gelatinase-
associated lipocalin
Nipped-B-like protein
Occludin
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase A
Peroxiredoxin-1
Peroxisomal trans-2-

enoyl-CoA reductase
Plastin-2

citoesqueleto

Estrutura do

citoesqueleto
Resposta imune inata

Protease de serina

Resposta
imune/Antiapopitose

Estrutura do
citoesqueleto/Organiza
cdo celular
Metabolismo/Substrat
0 da proteina quinase
C
Desenvolvimento
neuronal
Resposta
imune/Protease de
serina
Transporte

Diferenciacdo celular

Organizacéo
celular/Adeséo
Dobramento de

proteinas
Metabolismo/Regulaca

0 redox
Metabolismo/Alongam
ento de &cidos graxos

Estrutura do

citoesqueleto/Ligante

Citoplasma
Membrana/Extracelular
Extracelular/Membrana/Citop
lasma
Extracelular/Nucleo/Lisossom
0

Citoplasma

Citoplasma/Membrana

Nucleo

Membrana/Extracelular

Extracelular
Ndcleo
Membrana
Citoplasma/Extracelular
Citoplasma/Melanossoma
Citoplasma/Peroxissoma

Citoplasma
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sp|POCG47|UBB_HU
MAN
sp|POCG48|UBC_HU
MAN
sp|P07737|PROF1_H
UMAN

sp|Q9UPA5|BSN_HU
MAN

sp|Q13948|CASP_H
UMAN
sp|Q9P219|DAPLE_
HUMAN
Sp|Q7Z589|EMSY_H
UMAN
sp|QIY6VO|PCLO_H
UMAN
sp|P80511|S10AC_H
UMAN
sp|P05109|S10A8_H
UMAN
sp|P06702|S10A9_H
UMAN
sp|P25815|S100P_HU
MAN
sp|Q8TF72|SHRM3_
HUMAN
sp|A6NJS3|IVIUL H
UMAN

sp|P14618|KPYM_H
UMAN

138.33

138.33

218.07

29.12

23.31

21.40

22.57

28.49

62.72

160.55

273.11

78.18

24.54

35.57

190.95

26

9

50

1

14

55

84

34

34

23

19

25762
77039
15054
41647
5
77455
22822
8
14146
7
55328
5
10575
10835
13242
10400
21685

6
13370

57937

Polyubiquitin-B
Polyubiquitin-C

Profilin-1

Protein bassoon

Protein CASP
Protein Daple
Protein EMSY
Protein piccolo
Protein S100-A12
Protein S100-A8
Protein S100-A9
Protein S100-P
Protein Shroom3
Putative V-set and
immunoglobulin
domain-containing-like

protein IGHV10R21-1
Pyruvate kinase PKM

da actina
Regulagéo de
proteinas
Regulacdo de
proteinas
Estrutura do
citoesqueleto/Ligante
da actina
Proliferacédo
celular/Resposta a
estresse
Transporte

Diferenciacdo celular
Diferenciagdo celular
Organizagéo celular
Resposta
imune/Antimicrobiana
Resposta
imune/Antimicrobiana
Resposta imune
Transporte/proliferaca
o celular
Organizacéo celular

Resposta imune

Metabolismo/Glicdlise
/Apoptose

Citoplasma/Ndcleo

Citoplasma/Nucleo

Citoplasma

Ndcleo

Citoplasma/Golgi
Citoplasma

Nucleo

Juncéo celular/sinapse

Extracelular/Citoplasma/Mem

brana

Extracelular/Membrana/Citop

lasma

Extracelular/Citoplasma/Ndcl

eo/Membrana
Citoplasma/Nucleo

Citoplasma

Extracelular

Membrana/Nucleo/Citoplasm

a
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sp|QIUHV5|RPGFL 2354

_HUMAN
sp|P52566|GDIR2_H  154.73
UMAN
sp|P21817RYR1_HU  23.13
MAN
sp|Q9UQ35|SRRM2_  23.22
HUMAN
sp|P02787|TRFE_HU  296.82
MAN
sp|P02768|ALBU_H  437.81
UMAN
sp|Q9UBCYISPRR3_ 51.39
HUMAN
sp|QIPOW2|HM20B_  35.89
HUMAN

sp|P10599[THIO HU  86.03

MAN
sp|Q86V8LTHOCA  29.22
HUMAN
sp|Q8WZ42|TITIN._  79.16
HUMAN
sp|P37837|TALDO_  106.33
HUMAN
sp|P29401TKT_HU  207.95
MAN
sp|P60174[TPIS_HU  114.78
MAN
sp|Q86TO3[TM558_  21.61
HUMAN

1

41

38

62

20

21

17

26

19

73265

22988

56518

29961

77064

69367

18154

35813

11737

26888

4E+06

37540

67878

30791

29470

Rap guanine nucleotide
exchange factor-like 1
Rho GDP-dissociation
inhibitor 2
Ryanodine receptor 1

Serine/arginine
repetitive matrix protein
2
Serotransferrin

Serum albumin

Small proline-rich
protein 3
SWI/SNF-related
matrix-associated actin-
dependent regulator of
chromatin subfamily E
member 1-related
Thioredoxin

THO complex subunit 4
Titin
Transaldolase
Transketolase
Triosephosphate
isomerase
Type 1

phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate 4-

Diferenciacdo celular
Metabolismo
Metabolismo/Ligante
de célcio
Diferenciacdo celular
Transporte
Transporte

Organizagéo celular

Diferenciagdo celular

Metabolismo
Diferenciagdo celular
Diferenciacdo celular

Metabolismo

Metabolismo

Metabolismo/Glicogén

ese
Metabolismo

Membrana/Citoplasma/Nucle
0
Citoplasma
Citoplasma/Membrana

Nucleo

Extracelular
Extracelular
Citoplasma

Nucleo

Nucleo/Citoplasma/Extracelul
ar
Nucleo
Nucleo
Citoplasma
Extracelular/Citoplasma/Nucl
eo
Citoplasma/Nucleo

Citoplasma/Lisossoma
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sp|QIH3Y6|SRMS_
HUMAN
sp|P62979|RS27A_H
UMAN
sp|P62987|RL40_HU
MAN
sp|B2RTY4|MYO9A
_HUMAN
sp|P08670|VIME_H
UMAN
sp|P02774|VTDB_H
UMAN
sp|P04004|VTNC_H
UMAN

sp|Q01668|CACLD _
HUMAN

sp|Q5GHT77|XKR3_
HUMAN

21.90

138.33

138.33

21.93

25.55

97.36

34.99

32.54

20.24

33

41

54507
17965
14728
29270
4
53652
52964
54306
24513
9

53448

phosphatase
Tyrosine-protein kinase
Srms
Ubiquitin-40S ribosomal
protein S27a
Ubiquitin-60S ribosomal
protein L40
Unconventional myosin-
IXa
Vimentin

Vitamin D-binding
protein
Vitronectin

Voltage-dependent L-
type calcium channel
subunit alpha-1D
XK-related protein 3

Metabolismo/Diferenc
iagdo celular
Regulacdo de

proteinas
Regulagéo de
proteinas
Organizagéo celular

Organizagéo celular

Transporte/Resposta
imune
Adeséo
celular/Resposta
imune
Transporte

Né&o conhecida

Citoplasma
Citoplasma/Nucleo
Citoplasma/Ndcleo

Membrana

Citoplasma

Extracelular

Extracelular

Membrana

Membrana

Acesso: O nimero de acesso da proteina como na base de dados FASTA.

-10lgP: Pontuacao de confianca da proteina.

Cobertura: Porcentagem da sequéncia da proteina coberta pelos peptideos de suporte.

#Peptideos: Numero de peptideos de suporte de alta confianca.

#Unico: Namero de peptideos de suporte de alta confianca que sdo unicamente mapeados ao grupo de proteinas.

Massa média (Da): Massa da proteina calculada pela massa média.

Descricdo: Nome da proteina como na base de dados FASTA.

Funcéo: Principal funcdo ou funcéo no local onde foi encontrada.

Localizac&o celular: localizacdo celular mais comumente encontrada.
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A Inflamatérias/Resposta imune

Estrutural/Adesao celular

26% .
0 = Metabolismo

= Transporte
m Diferenciacao celular/Ligante de nucleotideos

25%
Regulacéo de enzimas/proteinas

= Proteinas pertencentes a outras categorias

Extracelular
40% m Citoplasma

= Nucleo

® Membrana

Figura 5. A) Distribuicdo das 187 proteinas identificadas e quantificadas em categorias de
funcao biolégica. B) Distribuicdo das proteinas identificadas e quantificadas em categorias de
localizacdo celular.

A abundancia relativa das proteinas detectadas nas amostras de FCG dos
grupos de estudo esta exposta na Tabela 3. O grupo controle SS foi usado como
referéncia para comparagcdo com os demais grupos. Foram detectadas 104
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proteinas com diferenca na abundancia relativa em comparacdo com o grupo SS.

Foi considerada significante a variagdo de abundancia de proteina pela diminuicéo

na razéo <0,75, pelo aumento na razdo >1,25 e valor de p<0,05.

Tabela 3. Razéo das 104 proteinas detectadas e marcadas com tags de iTRAQ que

tiveram diferenca significativa na abundancia relativa entre os grupos de doenca e o

grupo controle SS, divididas por funcéo bioldgica.

Accesso Descricao Razao Razio Razdo Razao
SS/SS SP/SS DS/SS DP/SS
Inflamatdrias/Resposta imune
sp|P02765 | FETUA_HUMAN Alpha-2-HS-glycoprotein 1 0,684 - -
sp|P06733|ENOA_HUMAN Alpha-enolase 1 0,609 - -
sp|P04083 | ANXA1_HUMAN Annexin A1 1 - 0,492 0,531
sp|P20160|CAP7_HUMAN Azurocidin 1 - - 1,297
sp|P49913 | CAMP_HUMAN Cathelicidin antimicrobial 1 0,499 - 0,536
peptide
sp|P31146|COR1A_HUMAN Coronin-1A 1 0,676 - -
sp|P09211|GSTP1_HUMAN Glutathione S-transferase P 1 0,513 0,652 0,720
sp|P01876 |IGHA1_HUMAN Ig alpha-1 chain C region 1 0,617 - -
sp|P01857|IGHG1_HUMAN Ilg gamma-1 chain C region 1 0,625 - -
sp|P01859 |IGHG2_HUMAN Ig gamma-2 chain C region 1 - - 1,391
sp|P01860|IGHG3_HUMAN Ig gamma-3 chain C region 1 1,300 - 1,299
sp|P01814|HV201_HUMAN Ig heavy chain V-II region OU 1 - - 1,263
sp|P01834|IGKC_HUMAN Ig kappa chain C region 1 1,517 1,373 1,425
sp|P01614|KV201_HUMAN Ig kappa chain V-Il region Cum 1 0,732 - -
sp|P06309|KV205_HUMAN Ig kappa chain V-II region GM607 1 0,732 - -
(Fragment)
sp|P06310|KV206_HUMAN Ig kappa chain V-Il region RPMI 1 - 1,321 -
6410
sp|P04433|KV309_HUMAN Ig kappa chain V-Ill region VG 1 0,657 - -
(Fragment)
sp|POCGO5 |LAC2_HUMAN Ig lambda-2 chain C regions 1 - - 1,340
sp|P01871|IGHM_HUMAN Ig mu chain C region 1 - - 0,571
sp|P04220 | MUCB_HUMAN Ig mu heavy chain disease 1 1,253 - -
protein
sp|B9A064|IGLL5_HUMAN Immunoglobulin lambda-like 1 0,541 - -
polypeptide 5
sp|Q14624|ITIH4_HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor 1 0,731 - -
heavy chain H4

sp|P61626|LYSC_HUMAN Lysozyme C 1 0,702 - -
sp|Q8WXI17| MUC16_HUMAN Mucin-16 1 0,505 0,629 -
sp|P05164 | PERM_HUMAN Myeloperoxidase 1 - - 1,475
sp|P08246 | ELNE_HUMAN Neutrophil elastase 1 - - 1,269
sp|P05109|S10A8_HUMAN Protein S100-A8 1 1,830 1,800 2,500
sp|P06702|S10A9_HUMAN Protein S100-A9 1 2,322 2,220 3,497
Estrutural/Adeséo celular
sp|P60709 | ACTB_HUMAN Actin, cytoplasmic 1 1 0,429 0,589 0,564
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sp|P63261|ACTG_HUMAN
sp|Q01518| CAP1_HUMAN

sp|P12814|ACTN1_HUMAN
sp| Q9Y5K6 | CD2AP_HUMAN
sp|P23528|COF1_HUMAN
sp|Q01955|CO4A3_HUMAN
sp|P15924 | DESP_HUMAN
sp|Q02539|H11_HUMAN
sp|P16403|H12_HUMAN
sp|P16402|H13_HUMAN
sp|P10412|H14_HUMAN
sp|P22492|H1T_HUMAN
sp|P33778|H2B1B_HUMAN
sp|P06899|H2B1)_HUMAN
sp|P23527|H2B10_HUMAN
sp|Q16778| H2B2E_HUMAN
sp|P68431|H31_HUMAN
sp| Q16695 |H31T_HUMAN
sp|Q71DI3|H32_HUMAN
sp|P62805|H4_HUMAN
sp|P19012|K1C15_HUMAN
sp|P04264|K2C1_HUMAN
sp|P13647|K2C5_HUMAN
sp| P48668|K2C6C_HUMAN
sp| 095678| K2C75_HUMAN
sp|P27816| MAP4_HUMAN
sp|P26038| MOES_HUMAN
sp|P13796 | PLSL_HUMAN
sp|P07737 | PROF1_HUMAN
sp|Q9Y6VO|PCLO_HUMAN
sp|P04004 | VTNC_HUMAN
Metabolismo
sp|P52209|6PGD_HUMAN

sp|Q6JQN1|ACD10_HUMAN
sp| Q01469 | FABP5_HUMAN
sp| Q5CZCO|FSIP2_HUMAN
sp|P04075| ALDOA_HUMAN
sp|P04406 | G3P_HUMAN
sp|P29966 | MARCS_HUMAN

sp| Q06830 | PRDX1_HUMAN
sp|Q9BY49 | PECR_HUMAN

sp|P14618|KPYM_HUMAN

Actin, cytoplasmic 2
Adenylyl cyclase-associated
protein 1
Alpha-actinin-1
CD2-associated protein
Cofilin-1
Collagen alpha-3(IV) chain
Desmoplakin
Histone H1.1
Histone H1.2
Histone H1.3
Histone H1.4
Histone H1t
Histone H2B type 1-B
Histone H2B type 1-J
Histone H2B type 1-0
Histone H2B type 2-E
Histone H3.1
Histone H3.1t
Histone H3.2
Histone H4
Keratin, type | cytoskeletal 15
Keratin, type Il cytoskeletal 1
Keratin, type Il cytoskeletal 5
Keratin, type |l cytoskeletal 6C
Keratin, type Il cytoskeletal 75
Microtubule-associated protein 4
Moesin
Plastin-2
Profilin-1
Protein piccolo
Vitronectin

6-phosphogluconate
dehydrogenase, decarboxylating
Acyl-CoA dehydrogenase family
member 10
Fatty acid-binding protein,
epidermal
Fibrous sheath-interacting
protein 2
Fructose-bisphosphate aldolase
A
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Mpyristoylated alanine-rich C-
kinase substrate
Peroxiredoxin-1
Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA
reductase
Pyruvate kinase PKM

[

PR R RPRRRPRRRPRRRPRRPRRPRRPRRPRREPRRPRRRPRRRERRRRRR

0,429
0,687
0,665
0,537
0,672
0,617
0,501
0,691
0,691
0,691
0,691
0,691

0,602

1,271

0,706

0,602

0,645

0,583

0,305

0,703
0,610

0,611

0,589

0,723

0,711

0,582

0,564
0,737

0,749

0,491

0,639

0,330




sp|P52566 | GDIR2_HUMAN
sp|P21817|RYR1_HUMAN
sp|P10599| THIO_HUMAN
sp|P60174 | TPIS_HUMAN
sp| Q86T03| TM55B_HUMAN

sp| Q9H3Y6 | SRMS_HUMAN
Transporte
sp|P19652|A1AG2_HUMAN
sp|P04745|AMY1_HUMAN
sp|P27482|CALL3_HUMAN
sp|P69905 |HBA_HUMAN
sp|P68871|HBB_HUMAN
sp|P02790| HEMO_HUMAN
sp|Q13948| CASP_HUMAN
Diferenciagdo celular/Ligante
de Nucleotideos

sp|Q72591| AKNA_HUMAN

sp|043264|ZW10_HUMAN

sp| 060812 | HNRC1_HUMAN
sp|B2RXH8 | HNRC2_HUMAN
sp|P12268|IMDH2_HUMAN

sp| Q6KC79 | NIPBL_HUMAN
sp|Q9UPA5|BSN_HUMAN
sp|Q9P219| DAPLE_HUMAN
sp| Q9UHV5 | RPGFL_HUMAN

sp|Q9UQ35 | SRRM2_HUMAN

sp|Q86V81| THOC4_HUMAN
sp|Q8Wz42|TITIN_HUMAN
Regulagdo de
enzimas/proteinas
sp|P01009|A1AT_HUMAN
sp|P01023 | A2MG_HUMAN
sp|P24158| PRTN3_HUMAN
Proteinas  pertencentes a
outras categorias
sp|Q6UWP2|DHR11_HUMA
N

sp|P04792 | HSPB1_HUMAN
sp|Q4GOP3|HYDIN_HUMAN

sp|Q8WWI1|LMO7_HUMAN

sp|Q5T7N2|LITD1_HUMAN

Rho GDP-dissociation inhibitor 2
Ryanodine receptor 1
Thioredoxin
Triosephosphate isomerase
Type 1 phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate 4-phosphatase
Tyrosine-protein kinase Srms

Alpha-1-acid glycoprotein 2
Alpha-amylase 1
Calmodulin-like protein 3
Hemoglobin subunit alpha
Hemoglobin subunit beta
Hemopexin
Protein CASP

AT-hook-containing transcription
factor
Centromere/kinetochore protein
zw10 homolog
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein C-like 1
Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein C-like 2
Inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase 2
Nipped-B-like protein
Protein bassoon
Protein Daple
Rap guanine nucleotide
exchange factor-like 1
Serine/arginine repetitive matrix
protein 2
THO complex subunit 4
Titin

Alpha-1-antitrypsin
Alpha-2-macroglobulin
Myeloblastin

Dehydrogenase/reductase SDR

family member 11
Heat shock protein beta-1
Hydrocephalus-inducing protein
homolog

LINE-1 type transposase domain-
containing protein 1
Neuron navigator 2

[N N =

R R R R R R R

e

0,631
0,549
0,637
0,671
0,672

0,653
0,707

0,610

0,628

1,278
1,644

0,722

0,643

0,677

0,640

0,692
1,277

0,731

0,599
0,615

1,290

0,645

0,730

1,301

0,746

1,302
0,708

1,479

1,267

1,267

1,255
1,361

1,379

1,898

1,508
1,471
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sp|P62937 | PPIA_HUMAN Peptidyl-prolyl cis-trans 1 0,621 - -
isomerase A

A quantificacdo relativa de cada proteina em relacdo ao grupo SS foi considerada significante
quando os valores foram <0,75 para diminuicao, >1,25 para aumento e valor de p <0,05. SS,
sem DM2 e saudavel periodontalmente; SP, sem DM2 e com PC; DS, DM2 e saudavel
periodontalmente; DP, DM2 e PC.

Na razdo entre a abundancia das proteinas do grupo SP/SS foram
encontradas 65 proteinas significativamente diminuidas, 14 relacionadas a
inflamacao/resposta imune, 23 a estrutura/adesédo celular, 13 ao metabolismo, 6 ao
transporte, 4 a diferenciacdo celular/ligante de nucleotideos, 1 a regulacdo de
enzimas/proteinas e 4 proteinas pertencentes a outras categorias. Foram
encontradas 11 proteinas significativamente aumentadas, 5 relacionadas com
inflamacé&o/resposta imune, 2 a estrutura/adesao celular, 1 ao metabolismo, 2 a
diferenciacdo celular/ligante de nucleotideo e 1 proteina pertencente a outra
categoria (Fig. 7).

Na razdo entre a abundéncia das proteinas do grupo DS/SS foram
encontradas 20 proteinas significativamente diminuidas, 3 relacionadas a
inflamacao/resposta imune, 8 a estrutura/adesdo celular, 3 ao metabolismo, 2 ao
transporte, 3 a diferenciacao celular/ligante de nucleotideos e 1 proteina pertencente
a outra categoria. Foram encontradas 7 proteinas significativamente aumentadas, 4
relacionadas com inflamacao/resposta imune, 2 a diferenciacao celular/ligante de
nucleotideo e 1 proteina pertencente a outra categoria (Fig. 8).

Na razdo entre a abundancia das proteinas do grupo DP/SS foram
encontradas 15 proteinas significativamente diminuidas, 4 relacionadas a
inflamacé&o/resposta imune, 5 a estrutura/adeséo celular, 5 ao metabolismo e 1 ao
transporte. Foram encontradas significativamente aumentadas 26 proteinas, 10
relacionadas com inflamacao/resposta imune, 5 a estrutura/adesao celular, 2 ao
metabolismo, 1 ao transporte, 6 a diferenciacédo celular/ligante de nucleotideo e 2 a
regulacdo de enzimas/proteinas (Fig. 9).

Na razdo entre a abundancia das proteinas do grupo DP/DS foram
encontradas 3 proteinas significativamente diminuidas, 1 relacionada a
inflamacgéo/resposta imune e 2 ao transporte. Foram encontradas 43 proteinas
significativamente aumentadas, 13 relacionadas a inflamacao/resposta imune, 11 a

estrutura/adesdo celular, 3 ao metabolismo, 5 ao transporte, 8 a diferenciacédo
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celular/ligante de nucleotideo, 1 a regulacdo de enzimas/proteinas e 2 proteinas
pertencentes a outras categorias (Fig. 10).

Na razdo entre a abundancia das proteinas do grupo DP/SP foram
encontradas 3 proteinas significativamente diminuidas, 2 relacionadas a
inflamacé&o/resposta imune e 1 a estrutura/adeséo celular. Foram encontradas 83
proteinas significativamente aumentadas, 30 relacionadas a inflamacgéao/resposta
imune, 22 a estrutura/adesao celular, 11 ao metabolismo, 8 ao transporte, 5 a
diferenciacéo celular/ligante de nucleotideo, 6 a regulacdo de enzimas/proteinas e 4
proteina pertencente a outra categoria (Fig. 11 e 12).
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Alpha-2-HS-glycoprotein

Alpha-enolase

Cathelicidin antimicrobial peptide
Coronin-1A

Glutathione S-transferase P

Ig alpha-1 chain C region

lg gamma-1 chain C region

Ilg gamma-3 chain C region

Ig kappa chain C region

Ig kappa chain V-II region Cum

1g kappa chain V-1l region GM607 (Fragment)
Ig mu heavy chain disease protein

Ig kappa chain V-IIl region VG (Fragment)
Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
Lysozyme C

Mucin-16

Protein S100-A8

Protein S100-A9

Actin, cytoplasmic 1

Actin, cytoplasmic 2

Adenylyl cyclase-associated protein 1
Alpha-actinin-1

CD2-associated protein

Cofilin-1

Collagen alpha-3(1V) chain

Desmoplakin

Histone H1.1

Histone H1.2

Histone H1.3

Histone H1.4

Histone H1t

Histone H3.1

Histone H3.1t

Histone H3.2

Histone H4

Keratin, type Il cytoskeletal 1

Keratin, type Il cytoskeletal 5

Keratin, type Il cytoskeletal 75
Microtubule-associated protein 4

Moesin

Plastin-2

Profilin-1

Vitronectin

6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating
Acyl-CoA dehydrogenase family member 10
Fatty acid-binding protein, epidermal

Fibrous sheath-interacting protein 2
Fructose-bisphosphate aldolase A
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
Peroxiredoxin-1

Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase
Pyruvate kinase PKM

Rho GDP-dissociation inhibitor 2
Thioredoxin

Triosephosphate isomerase
Tyrosine-protein kinase Srms

Alpha-1-acid glycoprotein 2

Alpha-amylase 1

Calmodulin-like protein 3

Hemoglobin subunit alpha

Hemoglobin subunit beta

Hemopexin

Centromere/kinetochore protein zw10 homolog
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2
Protein Daple

Rap guanine nucleotide exchange factor-like 1
Serine/arginine repetitive matrix protein 2
THO complex subunit 4

Myeloblastin

Dehydrogenase/reductase SDR family member 11
Heat shock protein beta-1
Hydrocephalus-inducing protein homolog
Neuron navigator 2

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

Inflamatorias/Resposta imune
Estrutural/Adeséao celular

= Metabolismo

m Transporte

m Diferenciacéo celular/Ligante de
nucleotideos

Regulacdo de enzimas/proteinas

= Proteinas pertencentes a outras
categorias

Figura 6. Razdo das abundancias relativas das proteinas diferencialmente expressas do grupo SP/SS
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Annexin Al

Glutathione S-transferase P

Ig kappa chain C region

Ig kappa chain V-II region RPMI 6410
Mucin-16

Protein S100-A8

Protein S100-A9

Actin, cytoplasmic 1

Actin, cytoplasmic 2

Alpha-actinin-1 Inflamatarias/Resposta imune
Desmoplakin 1
Keratin, type | cytoskeletal 15 | Estrutural/Adeséo celular
Keratin, type Il cytoskeletal 1 |
Keratin, type Il cytoskeletal 6C | = Metabolismao
Vitronectin |
Glyceraldehyde-3-phosphate. .. ) m Transporte
Myristoylated alanine-rich C-kinase...
Thioredoxin m Diferenciacdo celular/Ligante de

Hemoglobin subunit alpha nucleotideos

Hemoglobin subunit beta Regulacéo de enzimas/proteinas

AT-hook-containing transcription factor

Inosine-5'-monophosphate. .. = Proteinas pertencentes a outras

Rap guanine nucleotide exchange factor-... categorias
Serine/arginine repetitive matrix protein 2
THO complex subunit 4
LINE-1 type transposase domain-...
Neuron navigator 2
o o5 1 15 2 25

Figura 7. Razdo das abundéncias relativas das proteinas diferencialmente expressas do grupo DS/SS.
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Annexin Al
Azurocidin
Cathelicidin antimicrobial peptide
Glutathione S-transferase P
Ig gamma-2 chain C region
Ig gamma-3 chain C region
Ig heavy chain V-II region OU
Ig kappa chain C region
Ig lambda-2 chain C region
Ig mu chain C region
Myeloperoxidase
Neutrophil elastase
Protein S100-A8
Protein S100-A9
Actin, cytoplasmic 1
Actin, cytoplasmic 2
Adenylyl cyclase-associated protein 1
CD2-associated protein
Histone H2B type 1-B
Histone H2B type 1-J
Histone H2B type 1-O
Histone H2B type 2-E
Keratin, type Il cytoskeletal 1
Protein piccolo
Fatty acid-binding protein, epidermal
Fibrous sheath-interacting protein 2
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
Ryanodine receptor 1
Thioredoxin
Type 1 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 4-... = ; ;
Alpha.1-a¢id glycoprotein 2 Regulacédo de enzimas/proteinas
Protein CASP
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like 1 = Proteinas pertencentes a outras
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like 2 categori as
Nipped-B-like protein
Protein bassoon
Rap guanine nucleotide exchange factor-like 1
Titin
Alpha-1-antitrypsin
Alpha-2-macroglobulin

= Inflamatérias/Resposta imune

. EstruturallAdesdo celular

. = Metabolismo

m [ransporte

m Diferenciacao celular/Ligante de
nucleotideos

Figura 8. Razdo das abundéancias relativas das proteinas diferencialmente expressas do grupo DP/SS.
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Alpha-1-antitrypsin

Cathelicidin antimicrobial peptide
Complement C3

Complement factor B

Ig gamma-2 chain C region 1 Inflamatorias/Resposta imune
Ig kappa chain V-IIl region NG9 (Fragment)
Ig lambda-2 chain C regions Estrutural/Adesédo celular

Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
Mucin-16

Myeloperoxidase

Neutrophil elastase

Protein S100-A8

Protein S100-A9 m Diferenciacéo celular/Ligante de
nucleotideos

i m Metabolismo

. m Transporte

Alpha-actinin-1
Desmoplakin Regulacio de enzimas/proteinas
Fibronectin

Histone H2B type 1-B 1 = Proteinas pertencentes a outras
Histone H2B type 1-J categorias
Histone H2B type 1-O
Histone H2B type 2-E
Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral
Keratin, type Il cytoskeletal 6C
Protein piccolo
Vitronectin
Acyl-CoA dehydrogenase family member 10
Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-glycoprotein...
Haptoglobin
Fibrous sheath-interacting protein 2
Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate
Hemopexin
Hemoglobin subunit beta
Hemoglobin subunit alpha
Serum albumin
Voltage-dependent L-type calcium channel...
Heterogeneous nuclear ribonucleopr...
Heterogeneous nuclear ribonucleopr...
Histone-lysine N-methyltransferase 2D
Nipped-B-like protein
Protein bassoon
Serine/arginine repetitive matrix protein 2
Titin
THO complex subunit 4
Alpha-2-macroglobulin
Fibrinogen beta chain
Neuron navigator 2

Figura 9. Razdo das abundancias relativas das proteinas diferencialmente expressas do grupo DP/DS.
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Alpha-2-HS-glycoprotein
Alpha-enolase

Annexin Al

Azurocidin

Cathepsin G

Complement C3
Complement C4-A
Complement C4-B
Complement factor B
Glutathione S-transferase P
Ig alpha-1 chain C region

Ig gamma-1 chain C region
Ig gamma-2 chain C region
Ig gamma-4 chain C region
Ig heavy chain V-1l region OU
Ig kappa chain V-II region Cum

Ig kappa chain V-II region GM607...
Ig kappa chain V-Ill region NG9...
Ig kappa chain V-IIl region VG...

Ig kappa chain V-IV region B17
Ig lambda-2 chain C regions
Ig mu chain C region

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy...

Lactotransferrin

Matrix metalloproteinase-9
Mucin-16

Neutrophil elastase
Protein S100-A12

Protein S100-A8

Protein S100-A9

Actin, cytoplasmic 1

Actin, cytoplasmic 2
Alpha-actinin-1
CD2-associated protein
Cofilin-1

Collagen alpha-3(1V) chain
Desmoplakin

Fibronectin

Gelsolin

Histone H2B type 1-B
Histone H2B type 1-J
Histone H2B type 1-O
Histone H2B type 2-E
Histone H3.1

Histone H3.1t

Histone H3.2

Histone H4

Keratin, type Il cytoskeletal 75
Microtubule-associated protein 4
Plastin-2

Protein EMSY

Vitronectin

Inflamatérias/Resposta imune

Estrutural/ Adeséo celular

0

02 04 06 08

1

12 14 16 18 2

Figura 10. Razdo das abundancias relativas das proteinas diferencialmente expressas do grupo DP/SP.



6-phosphogluconate dehydrogenase,...

Apolipoprotein A-I

Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-...

Catalase

Fructose-bisphosphate aldolase A
Haptoglobin

Peroxiredoxin-1

Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA reductase
Pyruvate kinase PKM

Ryanodine receptor 1
Tyrosine-protein kinase Srms
Alpha-1-acid glycoprotein 2
Beta-2-glycoprotein 1
Ceruloplasmin

Hemoglobin subunit alpha
Hemoglobin subunit beta
Hemopexin

Serotransferrin

Serum albumin

Centromere/kinetochore protein zw10...

Nipped-B-like protein
Protein bassoon

Serine/arginine repetitive matrix...

THO complex subunit 4

Titin

Alpha-1-antitrypsin
Alpha-2-antiplasmin
Alpha-2-macroglobulin

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM58
Myeloblastin

CAP-Gly domain-containing linker...
Coiled-coil domain-containing protein...
Dehydrogenase/reductase SDR family...

Neuron navigator 2

= Metabolismao

m Transporte

m Diferenciacéo celular/Ligante de
nucleotideos

Regulacdo de enzimas/proteinas

= Proteinas pertencentes a outras
categorias
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Figura 11. (continuacéo) Raz&o das abundancias relativas das proteinas diferencialmente expressas do grupo

DP/SP.

65



As proteinas com diferenca na abundéancia relativa mais expressiva entre os
grupos estdo representadas pelos graficos a seguir. Nas figuras 13 e 14 estéo
demonstradas as proteinas relacionadas com a resposta imune/inflamatoéria. Dentre
elas, conforme descrito na figura 13, a S100A9 e S100A8 foram as que tiveram
maior aumento nas condi¢cdes de doenca quando comparadas aos outros grupos,
seguidas pela Mieloperoxidase, Elastase de Neutréfilo e Azurocidina, que tiveram

aumento no grupo DP em relacéo aos outros grupos.
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Figura 12. Razdo da abundancia relativa de Mieloperoxidase, Elastase de neutrdfilo,
Azurocidina, S100A9 e S100A8 entre as condi¢cBes do estudo. SS, sem diabetes e saudavel
periodontalmente; SP, sem diabetes e periodontite; DS, diabetes e saudavel periodontalmente;
DP, diabetes e periodontite.
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Na figura 14, a Ig Kappa regido C teve aumento significativo nos grupos de
doenca (SP, DS e DP) quando comparadas ao grupo SS, assim como outras
proteinas da familia das Igs. A Anexina Al e Glutationa S Transferase P teve
diminuicdo nas condi¢cdes de doenca (SP, DS, DP), quando comparadas ao grupo
SS, enquanto a Anexina Al teve diminuicdo, e a Glutationa S Transferase P teve
aumento na relacdo DP/SP. O Peptideo Antimicrobiano Catelicidina se mostrou
diminuido apenas nas condicfes de PC quando comparadas com saude periodontal
(SP/SS, DP/SS e DP/DS) e nas relacdes entre saude/saude periodontal e PC/PC
nao houve diferenca (DS/SS e DP/SP).
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©
2
T 1,2 -
(O]
E L mRaz&o0 SP/SS
§ mRazdo DS/SS
20,8 ®m Razao DP/SS
>S5
9 B Razao DP/DS

0,6 ~
g B Raz&o DP/SP
z§ 0.4 O N&o significativo
&

0,2

0
Ig kappa  Annexin A1 Glutathione Cathelicidin
chain C S-transferase antimicrobial
region P peptide

Figura 13. Razdo da abundéancia relativa de Ig kappa chain C region, Annexin 1, Glutathione S-
transferase P e Cathelicidin anitimicrobial peptide entre as condi¢cfes do estudo. SS, sem
diabetes e saudavel periodontalmente; SP, sem diabetes e periodontite; DS, diabetes e saudavel

periodontalmente; DP, diabetes e periodontite.
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Na figura 15 estdo demonstradas proteinas relacionadas com a
estrutura/adeséao celular. As Actinas Al e A2 citoplasmaticas tiveram diminui¢ao
significativa em todas as condi¢des de doenca (SP, DS, DP), quando comparadas
ao grupo SS e aumento na relacdo DP/SP. A Desmoplaquina e Vitronectina tiveram
diminuicao significativa apenas nos grupos SP e DS, quando comparadas ao grupo

SS, e aumento nas relacdes entre DP/DS e DP/SP.
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Figura 14. Razdo da abundéancia relativa de Actin cytoplasmatic 1, Actin cytoplasmatic 2,
Desmoplakin e Vitronectin entre as condi¢cdes do estudo. SS, sem diabetes e saudavel
periodontalmente; SP, sem diabetes e periodontite; DS, diabetes e saudavel periodontalmente;

DP, diabetes e periodontite.
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Na figura 16 estdo demonstradas proteinas relacionadas com metabolismo e
diferenciacdo celular. O Substrato C-quinase Rico em Alanina Miristoilada
(MARCKS) apareceu diminuido em todas as comparac¢fes, com excecao da relagdo
DP/SP. O Fator de troca de nucleotideo rap guanina 1 se mostrou levemente
elevado nas condi¢cdes de doenca SP, DS e SP, em comparacdo com 0 grupo SS,
enquanto a Titina apareceu elevada apenas na comparacdo do grupo DP com os

demais grupos.
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Figura 15. Razdo da abundancia relativa de Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate, Rap
Guanine nucleotide exchange fator-like 1 e Titin entre as condi¢des do estudo. SS, sem
diabetes e saudéavel periodontalmente; SP, sem diabetes e periodontite; DS, diabetes e

saudavel periodontalmente; DP, diabetes e periodontite.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo demonstramos variacées quantitativas no perfil proteico do
FCG de individuos com DM2 e PC, utilizando os respectivos grupos controles entre
essas condicdes. Através de abordagem protebmica, foram identificadas 361
proteinas com alto nivel de confianca (p < 0,01). Foram quantificadas 187 proteinas
nos diversos grupos em que foram coletadas amostras de FCG e, dessas proteinas,
104 mostraram diferencas significativas de abundancia.

O presente estudo foi o primeiro a comparar o perfil proteico do FCG de
individuos com DM2, um fator de risco para a PC, através da técnica proteébmica. As
361 proteinas identificadas no presente estudo foram correlacionadas com os
estudos em protebmica em FCG encontrados na literatura (Bostanci et al., 2010;
Grant et al., 2010; Ngo et al., 2010; Choi et al., 2011; Baliban et al., 2012; Bostanci
et al., 2013). Dentre elas, 183 proteinas ainda ndo haviam sido relatadas como
presentes no FCG. Destas, 178 proteinas foram detectadas também por outros
autores e relacionadas como presentes em estados de saude ou inflamacéo
periodontal (154), ou apenas na PC (1), gengivite (10) ou saude periodontal (13)
(Fig. 17).

10 13 1 ® Proteinas encontradas pela
primeira vez no FCG

m Proteinas relacionadas com
saude e doencga periodontal

» Proteinas relacionadas com
183 gengivite
154

m Proteinas relacionadas com
saude periodontal

m Proteinas relacionadas com
doenca periodontal

Figura 16. Distribuicdo das 361 proteinas detectadas em FCG no presente estudo e a

comparacdo com bancos de dados dos estudos prévios com FCG.
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A analise protedmica de fluidos corporais humanos é desafiadora devido ao
grande numero de proteinas que podem ser identificadas e pela modificacdo que
elas podem sofrer quando estéo atuando nos tecidos. Como por exemplo, ligando-se
a outras proteinas para exercerem sua funcado ou tendo uma acao diferente quando
encontradas no FCG que ndo a funcdo ja reconhecida dessa proteina. Quando
comparamos as identificagcbes de proteinas pelos estudos em FCG, percebemos
gque um grande numero de proteinas foram identificadas, entretanto devido as
diferentes metodologias utilizadas, as identificacbes de proteinas podem apresentar
muita variabilidade.

A variacdo individual na expressdo de proteinas pelos individuos pode ser
minimizada com o aumento do numero de amostras. Entretanto, sabemos que a
variedade de proteinas detectadas se deve a algumas variaveis que podem interferir
no resultado como as diferentes técnicas de coleta, preparacdo de amostras e
manejo, pré-fracionamento das proteinas, deplecao por afinidade de proteinas mais
abundantes, separacdo por cromatografia multidimensional, quantificacdo de
proteinas, analise de dados e critérios de busca em bancos de dados (Hu, Loo e
Wong, 2006).

Para a definicdo de biomarcadores que possam servir de diagndstico ou de
prognostico da perda de insercdo, é preciso que haja a definicdo do “baseline” de
saude periodontal e devido a essa grande variacdo de proteinas identificadas é dificil
definir o que seria esse “baseline”. Portanto, além da nossa investigacao principal,
analisando os estados de doenca comparando com os estados de saude,
encontramos proteinas no FCG em saude periodontal que ainda ndo haviam sido
identificadas. Entdo podemos afirmar que, nosso estudo acrescentou novas
proteinas identificadas ao banco de dados de FCG em saude periodontal (187
proteinas).

Para a coleta de amostras do FCG, com o objetivo de se obter um volume
suficiente de amostra, foi tomada a decisdo de fazer um pool de amostras, assim
como foi utilizado em outros estudos publicados na literatura (Grant et al., 2010;
Bostanci et al., 2010; Baliban et al., 2012), sacrificando o detalhamento de cada sitio
no intuito de uma obtencdo de um maior volume de amostra que fosse
representativa de cada grupo, gerando assim um maior nimero de proteinas

identificadas, especialmente aquelas de menor abundéancia (Kido et al., 2012).
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Similarmente, o pool de amostras de sitios aleatérios, ao invés da inclusdo de todos
os sitios, tem efeitos deletérios, podendo potencialmente subestimar ou
superestimar a abundancia das proteinas identificadas. Acreditamos que a
estratégia de coleta utilizadas no atual estudo, para atingir um maior nimero de
sitios, representativos de saude e doenca periodontal, tenha superado esses
problemas.

No desenvolvimento do protocolo de preparacdo das amostras, a inclusao da
etapa de deplecéo do excesso de albumina se mostrou deletéria, pois houve perda
na quantidade de proteinas identificadas e, ainda assim, a albumina foi detectada
pela MS (dados nao apresentados). A albumina do soro tem funcéo de transporte de
diversas outras proteinas como hormdnios, citocinas e lipoproteinas (Dea et al.,
2002). O efeito deletério dessa etapa também foi demonstrado por estudo recente,
onde a resina usada ap0s a deplecao do excesso de albumina foi submetida a LC-
MS e foram identificadas 37 proteinas que permaneceram aderidas no processo
(Carneiro et al., 2012).

Dentre os resultados encontrados na literatura em relagdo ao volume de FCG
coletado através da técnica com o periopaper, podemos dizer que no presente
estudo o volume coletado de 0,72+0,21 em individuos com PC foi compativel com os
resultados encontrados por Carneiro, Nouh e Salih (2014) (0,73+0,19), Silva-
Boghossian et al. (2013) (0,30+0,06) e Bostanci et al. (2010) (0.58+0,30). O volume
coletado de individuos com saude periodontal (0,58+0,26) foi maior que no estudo
do Carneiro, Nouh e Salih (2014) (0,49%0,12), Silva-Boghossian et al. (2013)
(0,10+0,03), Bostanci et al. (2010) (0.16+0.09) e Bostanci et al. (2013) (0,25+0,14). O
resultado de maior volume coletado em pacientes saudaveis se deve a técnica de
coleta, onde em pacientes saudaveis utilizamos um tempo maior de insercdo da tira
no sulco gengival, com o objetivo de otimizar a coleta e ter uma quantidade de
proteinas satisfatéria para conduzir o experimento. A otimizacdo da coleta do FCG
foi possivel pois o objetivo do estudo ndo foi comparar o volume ou o fluxo de FCG
entre esses grupos.

A média da concentracdo de proteinas por tira de periopaper em pacientes
com saude periodontal do presente estudo (~22 pg/mL) foi menor que no estudo de
Carneiro, Nouh e Salih (2014) (~49 pg/mL) e de Bostanci et al. (2013) (~56 pg/mL).

A média da concentragdo de proteinas por tira de periopaper em pacientes com PC
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também foi menor (~31 pg/mL) em comparacdo com o estudo do Carneiro, Nouh e
Salih (2014) (~56 pg/mL).

A recuperacdo das proteinas das tiras de periopaper foi menor em nosso
estudo (62%) em comparacdo ao estudo do Carneiro, Nouh e Salih (2014) (80%),
entretanto ndo foi possivel a comparacdo com mais estudos pois 0s mesmos nao
apresentam esses dados. Essa diferenca se deve a técnica utilizada para eluicao
das proteinas do papel, onde utilizamos a eluicdo simples em NH4;HCO3, enquanto o
estudo do Carneiro, Nouh e Salih (2014) utilizou a eletroeluicdo em gel, e outros
estudos utilizando FCG através da prote6bmica utilizaram PBS ou solugdo de
acetronitrila ou uréia Pela incompatibilidade do NH;HCO3; usado na elui¢éo das tiras
de papel com os reagentes de ITRAQ, foi necesséria a introducdo de uma etapa de
remocao desse eluente, através do uso de uma coluna de troca catibnica C-18,
podendo assim ter gerado alguma perda de amostra. Porém, a vantagem foi que a
inclusdo dessa etapa nos gerou uma marcagdo mais “purificada”, onde fomos
capazes de marcar principalmente peptideos, pois as proteinas ndo digeridas ou
digeridas parcialmente, ndo foram levadas para a etapa de marcacao. Outro método
eficaz de eluicdo € o uso da eletroforese em gel (GE) de SDS-PAGE, que “forga” as
proteinas a sairem do papel e sdo separadas pela sua massa (Da), tornando
possivel a andlise separada das diversas bandas formadas, diminuindo assim a
complexidade das amostras a serem analisadas por MS (Carneiro et al, 2012;
Carneiro, Nouh e Salih, 2014). Em contrapartida, além de aumentar a complexidade
da técnica e o tempo de execucdo, a GE pode limitar a detec¢do de peptideos de

menor tamanho (Pisano et al., 2005).
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Dentre os estudos comparados na literatura, dois tiveram maior concordancia
com as proteinas identificadas do presente estudo, e nestes foram encontradas 94
proteinas convergentes (Fig. 18). Nos estudos seguintes, foram coletadas amostras
de sitios com PC e saude periodontal (Baliban et al., 2012) e apenas de saude
periodontal (Tsuchida et al., 2012).

Presente estudo
361 proteinas

230

20 17
94

195 111 105

Baliban et al. Tsuchida et al.
2012 2012
420 proteinas 327 proteinas

Figura 17. Diagrama de Venn correlacionando as proteinas detectadas por MS do estudo atual
e de 2 estudos anteriores (Baliban et al, 2012; Tsuchida et al, 2012).

Parte dos estudos de protedmica baseados em MS apresentou somente uma
analise qualitativa (Ngo et al., 2010; Baliban et al., 2012; Carneiro et al., 2012;
Tsuchida et al., 2012) ou incluiu analise quantitativa em modelo de gengivite
induzida de 21 dias (Grant et al., 2010; Bostanci et al., 2013). Em individuos com
Periodontite foram desenvolvidas analises quantitativas “label-free” (Choi et al.,
2011; Silva-Boghossian et al., 2013; Huynh et al., 2014) e quantitativa com
marcadores (Tsuchida et al., 2013; Carneiro, Nouh e Salih, 2014). A utilizacdo de
marcadores para protebmica tem suas desvantagens como a perda de amostra nas
etapas necessarias para se livrar das substancias que interferem na marcacgéo, na

limpeza dos proprios reagentes da marcacao, e a “dependéncia” da qualidade da
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marcacao para a quantificacdo relativa, que pode diminuir o nimero de proteinas
identificadas e quantificadas. No presente estudo ndo houve a quantificagao
absoluta de proteinas, apenas a quantificacdo relativa entre as condi¢des do estudo.
Essa limitacdo ndo nos permite afirmar quais as proteinas mais abundantes ou
menos abundantes no FCG, ou buscar proteinas que estejam expressas em apenas
uma ou mais condi¢des. As proteinas quantificadas estavam presentes em todas as
condicOes de estudo.

Grande parte dos estudos nessa area (protebmica “label-free”) buscam
proteinas que estado presentes exclusivamente em saude periodontal, Gengivite ou
Periodontite. Mesmo em tecidos periodontais saudaveis podemos encontrar
proteinas relacionadas com a inflamacdo, em menores quantidades que tecidos
inflamados, afinal histologicamente encontramos células inflamatorias em tecido
periodontal clinicamente saudavel. Os tecidos periodontais estdo em constante
remodelamento e enfrentando a formac&o de placa bacteriana local. E possivel que
estejam expressos produtos de degradacédo tecidual e de resposta inflamatoria do
hospedeiro em tecidos periodontais saudaveis e que técnicas de MS com maior
sensibilidade possam ser capazes de detecti-las. No atual estudo, foi possivel
detectar e quantificar proteinas como o Complemento C-4 A e B, Angiotensinogénio,
Miosina-11 e algumas classes de Igs em todas as condi¢des, enquanto em outros
estudos essas proteinas foram expressas apenas por individuos com saulde
periodontal. Portanto, o caminho para a deteccdo de estados preditivos para a
Periodontite pode n&o ser apenas a identificacdo de biomarcadores, mas a sua
quantificacdo acurada.

A principal limitacdo do presente estudo foi o nimero de individuos por grupo
de amostra (5 por grupo, 20 no total) que faz com que a variacdo individual na
composicdo do FCG possa ser capaz de ter alterado a representatividade do
determinado grupo em relacdo a populacédo de individuos com o DM2. Entretanto,
como ponto forte, podemos destacar a homogeneidade na caracteristica da
populacdo e as delimitacdes estritas nos critérios de inclusdo e exclusdo. Todos os
individuos incluidos no presente estudo apresentavam faixa etaria proxima (entre 45
e 65 anos), mesmo padrao de doenca/saude periodontal entre 0s grupos com e sem
DM2, individuos com dificuldade de controle do DM2 (niveis de HbA1C = 7% e <

10%), e nédo inclusdo de individuos com fatores de risco locais e sistémicos para a
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PC nos grupos de saude periodontal, tais como o fumo, doencas genéticas,
autoimunes ou usando medicamentos imunossupressores. Outros pesquisadores
incluiram fumantes em sua amostra (Huynh et al., 2014) ou ndo especificaram a sua
incluséo (Bostanci et al., 2010; Kido et al., 2012).

Mais de 50% das proteinas quantificadas tem a funcdo de resposta
inflamatoéria/imune (26%) ou estrutura/adesdo celular (25%), mostrando a
caracteristica desse fluido corporal, de expressar proteinas de resposta inata, pela
presenca de conteudo de PMNs, adquirida, pela presenca de Igs e componentes
resultantes de degradacéao celular, como queratinas e histonas.

No presente estudo as proteinas S100A8 e S100A9 se mostraram elevadas
em todas as condi¢cdes de doenca, em comparagcdo com O grupo controle SS.
Surpreendentemente, estavam cerca de 2 vezes mais elevadas no grupo saudavel
periodontalmente com DM2 (DS), em comparagcdo com o0 grupo controle SS. No
grupo com diabetes e periodontite (DP), a S100-A8 apareceu 2,5 vezes mais
elevada e a S100-A9 3,5 vezes mais elevada. Essas proteinas sdo secretadas por
neutréfilos, mondcitos e queratindcitos e possuem a capacidade de inibir o
crescimento bacteriano e estdo relacionadas com eventos inflamatorios (Kojima et
al., 2000), entretanto como podemos ver no presente estudo também estdo
expressas em menores quantidades no FCG de individuos saudaveis (SS).

A presenca de proteinas circulantes da familia S100 tem sido associada com
condicbes inflamatérias como obesidade, artrite reumatoide e doencas
cardiovasculares (Chen et al., 2009). No DM2, seu efeito na sensibilidade a insulina
em humanos ainda precisa ser investigado, mas em modelos animais ja foram
demonstradas algumas relacbes (Ortega et al.,, 2013). No FCG, elas estédo
associadas com a inflamacao, fazendo parte da resposta imune inata.

As proteinas S100-A8 e S100-A9 séo ligantes de ions metélicos, como calcio
e zinco, e ja foram relatadas como aumentadas no FCG de individuos com
periodontite (Bostanci et al., 2013; Carneiro, Nouh e Salih, 2014). Elas s&o capazes
de se associar formando um complexo chamado Calprotectina que é encontrado em
grande quantidade no citoplasma de neutrofilos, as primeiras células na linha de
defesa nos tecidos periodontais. Quando ligada ao calcio, possui a capacidade de
sequestrar 0s ions essenciais zinco e manganés de bactérias e fungos, o que

confere sua capacidade antimicrobiana. A calprotectina ja foi relatada no
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soro/plasma (Sander et al., 1984; Muller et al., 1994; Golden et al., 1996) e em
outros fluidos corporais, como no fluido cerebroespinhal (Dunlop et al., 1991), fluido
sinovial (Berntzen et al., 1991), urina (Holt, Fagerhol e Dale, 1983), fezes (Roseth,
Schmidt e Fagerhol, 1999) e saliva (Cuida et al., 1995). No FCG esse complexo foi
relatado como aumentado em alguns individuos na fase inicial de inflamacao
gengival em gengivite experimental (Que, Andersen e Mombelli, 2004).

Estudos mostram que a expresséo de Queratinas no FCG pode ser maior em
pacientes com Gengivite e PC do que em pacientes com saude periodontal
(Mclaughlin et al., 1996). Assim como em estudos prévios (Silva-Boghossian et al.,
2013), no presente estudo foram identificadas diversas classes de queratina, porém
poucas estavam diferencialmente expressas nas condicbes de PC, como aumento
mais expressivo na razdo entre SP/SS, onde a Queratina Il, citoesqueleto 5 e 75
estavam 1,5 vezes aumentada.

Diversas classes de Histonas foram identificadas no presente estudo,
concordando com estudos prévios (Ngo et al., 2010; Carneiro et al., 2012; Silva-
Boghossian et al., 2013). Na comparacéo da abundancia relativa, as Histonas 1, 3 e
4 se encontraram diminuidas na relacdo SP/SS, enquanto na relacdo DP/SS,
apenas as Histonas 2 se mostraram aumentadas. As histonas fazem parte da
estrutura altamente complexa da cromatina, fazendo a organizagdo do material
genético. No FCG, foram relatadas como sendo componentes da resposta imune
inata de Neutrdfilos, conhecidos como “Neutrophil Extracelular Traps” (NETs) com
funcdo antimicrobiana, se ligando a microorganismos, levando a sua neutralizagdo e
degradacéo (Vitkov et al., 2009).

O MARCKS, principal substrato para a proteina quinase C e responsavel pela
regulacdo de outras proteinas através da fosforilacdo de grupos hidroxilo de
residuos de aminoacidos serina e treonina, se mostrou diminuido nas condicdes de
doenca (DS, SP e DP). Dentre outras funcgdes, estudos sugerem que ela pode ser
responsavel pela mediacdo da resposta imune, regulando a migracdo e adeséo de
neutrofilos (Eckert et al., 2010) e sugerem que a inibicAio do MARCKS poderia
causar a diminuicdo de uma resposta inflamatéria exacerbada (Damera et al., 2010),
sendo conflitante com o resultado do atual estudo.

Na comparacao entre o grupo sem o DM2 e com PC e o grupo sem o DM2 e

saude periodontal (SP/SS), foram identificadas 76 proteinas com diferenca
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significativa na abundancia relativa e 85% se encontraram diminuidas. O padréo de
variacdo da abundancia nessa comparacdo fugiu a regra em relagdo as demais
comparacgdes entre 0s grupos, onde os pacientes com PC apresentaram uma
quantidade maior de proteinas aumentadas, especialmente as inflamatdrias.
Entretanto, as proteinas S100A8 e S100A9 se mostraram aumentadas assim como
nos demais grupos, quando comparamos com O grupo SS, mostrando
compatibilidade com o resultado esperado de aumento dessas proteinas
inflamatorias. Dentre as proteinas que se apresentaram aumentadas podemos
destacar a 1gG-3, S100A8, S100A9, Queratina tipo Il citoesqueleto 5 e 75, e Fator de
troca de nucleotideo rap guanina 1.

Das diversas proteinas que se encontraram diminuidas na comparacao
SP/SS, encontramos proteinas inflamatérias e provaveis produtos de degradacéo
celular, como a Mucina-16, Histonas, Igs e Actina 1 e 2. A actina € uma das
proteinas mais abundantemente detectadas no FCG (Grant et al., 2010; Ngo et al.,
2010; Baliban et al., 2012) e foi relatada sua funcdo na regulacdo da reabsorcao
Ossea por osteoclastos através de podossomos e zonas de selamento de actina. A
presenca de actina e ligantes da Actina (Gelsolina, Profilina e Cofilina) em altos
niveis foi relatada no FCG de individuos com Periodontite (Kido et al.,, 2012),
podendo estar relacionada com o processo inflamatério devido a destruicdo celular e
consequente liberacdo de produtos intracelulares. Entretanto, no presente estudo a
actina-1 e -2 foram encontradas em niveis mais baixos nos grupos SP, DS e DD que
no grupo SS. Enquanto a profilina-1 e cofilina-1 foram mais baixas apenas no
comparacao entre SP/SS.

A comparacao entre entre o grupo com o DM2 e saude periodontal, e o grupo
sem o0 DM2 e saude periodontal (DS/SS) poderia demonstrar uma expressao similar
na quantificacdo de proteinas, afinal ambos grupos apresentavam saude
periodontal, sem a presenca de inflamacdo gengival. Entretanto, no nosso estudo
encontramos algumas diferengas na expressao proteica entre esses grupos. Foram
encontradas apenas 27 proteinas com diferenca significativa e 75% delas se
apresentaram diminuidas. Sete se mostraram aumentadas e dentre elas, a S100A8
e S100A9, se mostraram aumentadas na mesma propor¢cao que na comparacao

entre os grupos SP/SS.
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A Anexina Al se mostrou diminuida na comparacdo DS/SS, corroborando
com resultados de estudos prévios, onde foi relacionada com a condi¢cdo de saude
periodontal (Bostanci et al., 2010) e parecendo ndo se alterar com desenvolvimento
de inflamag&o no processo de gengivite (Grant et al., 2010). As anexinas sdo um
grupo de proteinas ligantes de Ca®', estdo presentes na superficie de algumas
células, como leucécitos e células epiteliais, e podem ser liberadas frente a
inflamacédo tecidual. Seu mecanismo anti-inflamatorio pode vir da sua capacidade
de se ligar diretamente a endotoxinas bacterianas, suprimindo a resposta
inflamatoéria celular e sistémica (Eberhard e Vandenberg, 1998). Em modelos
animais, a auséncia da Anexina Al esta associada com o aumento da inflamacédo de
fase aguda e de citocinas (Yang, Hutchinson e Morand, 1999; Damazo et al., 2005).
Também se mostrou diminuida nesse grupo a Mucina 16, que foi demonstrado ter
efeito protetor no epitélio de outros 6rgdos como, no ouvido médio (Kerschner, 2007)
e no epitélio da superficie ocular (Hori et al., 2004), e foi detectada também no FCG
de individuos com saude periodontal (Carneiro et al., 2012). Alguns componentes
estruturais se mostraram diminuidos, como a Actina 1 e 2, e componentes da matriz
extracelular como a Desmoplaquina e a Vitronectina.

Sabemos que individuos com DM2 e 6timo controle glicémico (HbA1C<7%)
tem a prevaléncia de PC de individuos sem o diabetes. Como esperado de um fluido
qgue tem contribuicdo na sua composicdo de componentes do soro, o resultado
encontrado sugere que o DM2, quando mal controlado, possa alterar a composicao
do FCG mesmo em individuos com saude periodontal. Visto que os individuos
incluidos no presente estudo apresentavam a glicemia alterada (HbA1C=7%), os
resultados do presente estudo sugerem que o descontrole metabdlico poderia ser
capaz de alterar a expressdo de proteinas presentes no FCG, alterando assim a
resposta imune e inflamatéria local, podendo levar esses individuos a estar mais
vulneraveis a uma mudanca da microbiota local, o que pode resultar em aumento do
risco em desenvolver a inflamacdo gengival e a perda de insercdo. Porém, sdo
necessarios mais estudos para esclarecer a contribuicdo da alteragcdo do nivel
glicémico na composicao de proteinas no FCG, em individuos com o DM2.

Na comparagcédo entre o grupo com o DM2 e PC e o grupo sem o DM2 e
saude periodontal (DP/SS), como esperado das duas condi¢cdes mais distintas entre

0S grupos de estudo, podemos observar as diferengas mais expressivas na
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quantificacdo de proteinas, principalmente nas proteinas inflamatérias, como a
S100A8, S100A9, Azurocidina, Elastase de neutrdéfilo, Mieloperoxidase e diversas
classes de Igs. A Elastase de neutrdfilo e a Mieloperoxidase foram previamente
relatadas como elevadas em individuos com PC (Choi et al., 2011) e sao
encontradas em granulos azurofilos, lisossomas especializados de neutrdfilos,
especialmente durante a fase de diferenciacao celular (Zimmer et al., 1992).

A Azurocidina foi indicada como um biomarcador potencial da Periodontite
pelo aumento da sua expressdo no FCG de pacientes com PC (Choi et al., 2011).
Entretanto, os resultados do presente estudo n&do confirmam esse achado, pois
tivemos o aumento da Azurocidina apenas na comparacdo de DP/SS, e em
nenhuma das outras comparacdes da condicdo de PC com a saude periodontal. O
maior aumento que tivemos da Azurocidina foi na relacdo DP/SP, onde ambas as
condi¢bes séo de PC.

Assim como na comparacdo do grupo DP/DS, na relagdo DP/SS a proteina
Titina também se mostrou elevada cerca de 2 vezes mais nesse grupo de PC, com
relacéo aos grupos de saude periodontal. E normalmente encontrada em células do
tecido muscular, entretanto em células ndo-musculares parece ter a funcdo de
condensacao e segregacdo dos cromossomos durante a fase de mitose celular
(Mayans et al., 1998).

Outra proteina que se mostrou aumentada na comparacdo DP/DS foi a Alfa 2
macroglubulina, que é sintetizada por fibroblastos na gengiva, e com o aumento da
inflamacdo pode ser secretada por macréfagos e linfécitos (Giannopoulou et al.,
1990). Essa proteina é capaz de inibir as quatro classes de proteases através de
sitio de ligacdo de clivagem especifico para cada protease, e seu aumento no tecido
periodontal parece indicar um consumo desse inibidor pelas proteases e um
“clearance” de proteases (Lah et al.,, 1993). Os niveis dessa proteina podem
aumentar com a idade e com a presenca de inflamagcdo gengival, em gengivite
experimental (Fransson et al., 1999).

Dentre as proteinas que se encontraram diminuidas na comparacdo DP/DS
podemos destacar algumas proteinas ligadas a inflamacao/resposta imune e
estrutura celular, como a Anexina Al, Actinas e proteinas relacionadas com

metabolismo celular.
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A comparacao entre o grupo com o DM2 e PC, e o grupo com o0 DM2 e saude
periodontal (DP/DS) evidencia a influéncia da PC no perfil proteico do FCG de
pacientes com DM2, sob as mesmas condi¢cdes de hiperglicemia. Comparando as
alteracdes do grupo DP/DS com as alteracdes do grupo SP/SS, que também tem a
PC como variavel, ndo foi observado o mesmo perfil de variagcdo de abundéancia das
proteinas, afinal o grupo SP mostrou muitas proteinas diminuidas em relagdo ao
grupo SS

Na comparacdo DP/DS podemos observar a diminuicdo de apenas 3
proteinas, enquanto 38 se encontraram aumentadas. Dentre as que tiveram
aumento mais expressivo, podemos destacar proteinas relacionadas ao transporte
celular, provenientes do soro sanguineo, como a Hemoglobina a e 3, Albumina do
soro e Hemopexina. A presenca dessas proteinas sanguineas de transporte celular
poderia nos levar a considerar a hipétese de contaminagdo com sangue durante a
coleta, especialmente nos grupos de PC, onde ha inflamacao gengival e o risco de
contaminacdo € maior que nos paciente com saude periodontal. Entretanto, no
grupo SP, onde os sitios coletados possuiam o0 mesmo grau de inflamacao gengival
que do grupo DP, foi encontrado a diminuicdo das mesmas proteinas.

Ainda na comparacdo entre DP/DS, além do inibidor de proteases Alfa 2
macroglobulina, tivemos também o aumento de um inibidor de proteases de serina,
a Alfa 1 antitripsina, que € capaz de inibir a degradacéo de elastina, especialmente
através da inibicdo da Elastase de Neutréfilo (Dau et al., 2015). Entretanto, em
estudo utilizando o FCG foi detectado que menos de 10% da Elastase de neutroéfilo
livre estava ligada a Alfa 1 antitripsina, que formam o complexo Alfa 1 antitripsina-
Elastase de neutréfilo, e mesmo sob as condicdes de excesso de Elastase de
Neutrdfilo, a Alfa 1 antitripsina parece inativar outras proteases, além da Elastase de
Neutrofilo, em sitios saudaveis e com Periodontite (Smith, Wang e Sim, 1994). Em
outro estudo com FCG, foram quantificados os nives da Alfa 1 antitripsina em
diferentes graus de inflamacdo (Gengivite e Periodontite em bolsas rasas e
profundas) ndo foi demonstrada alteracdo entre essas diferentes condicoes
periodontais, porém nao foram utilizados sitios saudaveis como controle (Figueredo
et al., 1999).

A comparagédo entre o grupo com o DM2 e PC, e o grupo sem o DM2 e PC

(DP/SP) foi a que mostrou o maior niumero de proteinas diferencialmente expressas,
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86 proteinas, com 96% delas aumentadas. Sendo a diferenca entre esses grupos a
presenca ou auséncia do DM2, podemos sugerir que existam alteragbes na
expressdo de proteinas dos tecidos periodontais, provocadas pela hiperglicemia
prologada do DMZ2, que se refletem no FCG. Cerca de 60% das proteinas
diferencialmente expressas nessa razéo pertencem a proteinas
inflamatorias/resposta imune (34%) e estruturais/adesdo celular (26%). Dentre as
inflamatorias/resposta imune estéo proteinas do Complemento (C)-3 e -4, Igs, MMP-
9, Lactotransferrina, Azurocidina e Elastase de neutrdfilo.

As proteinas C-3 e C-4, que se mostram aumentadas na comparacdo DP/SP,
sdo ativadas pela presenca de microorganismos, e desencadeiam eventos da
resposta imune, que incluem a opsonizacdo e apoptose bacteriana, liberacdo de
agentes pro-inflamatérios e modulacdo de outros mecanismos da resposta imune.
Estudos recentes em ratos e primatas ndo humanos indicam que o Complemento
esta relacionado com a desregulacdo da microbiota e da resposta inflamatéria do
hospedeiro, podendo resultar na destruicdo periodontal (Hajishengallis et al., 2011,
Maekawa et al., 2014). Outros estudos ja mostraram a relacdo do aumento do C-3 e
C-4 em individuos com PC generalizada (Anil et al., 1991) e em individuos com
diabetes e PC (Anil et al., 1990) entretanto, no grupo SP nédo foi observado esse
aumento.

Estudos em prote6bmica quantitativa, como o presente estudo, tem o objetivo
de fornecer um perfil geral das proteinas presentes numa amostra bioldgica, de
forma imparcial, sem a procura de proteinas especificas. A utilizacdo de marcadores
de iTRAQ possibilita uma maior precisao na quantificacdo, eliminando os viéses das
diversas injecdes de diferentes amostras bioldgicas, como na proteémica “label-
free”. As pesquisas cientificas que utilizam essa metodologia se destinam a fornecer
pistas para futuros estudos, mais aprofundados, em vez de fornecer respostas
definitivas, pois existem técnicas com maior sensibilidade que sédo capazes de
determinar variacdes de proteinas especificas, validando os achados dos estudos
em protedmica.

Pelas informagbes encontradas na literatura, no limite de nosso
conhecimento, esse € o primeiro estudo a avaliar o FCG de individuos com DM2,
como fator de risco para a PC, através da técnica protedmica. Além disso, foram

identificadas diversas proteinas que nao haviam sido previamente relatadas no FCG.
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Através da andlise do perfil proteico dos diferentes grupos de estudo, podemos
afirmar que grande parte das proteinas presentes no FCG sdo de origem da
resposta imune/inflamatoria ou produtos de degradacédo celular do hospedeiro. As
proteinas S100A8 e S100A9 foram as proteinas identificadas com diferenca mais
expressiva na abundancia entre os grupos de estudo e parecem ser biomarcadores
potenciais para indicar a perda dssea, ou como indicador de risco para tal.
Entretanto, ndo foi possivel quantificar os niveis dessa proteina na forma do
complexo chamado calprotectina. Se essas estavam atuando separadamente no
sulco gengival, estudos futuros sdo necesséarios para elucidar esses achados.
Outras proteinas diferencialmente expressas foram identificadas como possiveis
biomarcadores, como a Annexina 1 que se mostrou relacionada a saude periodontal,
além de proteinas inibidoras de proteases como a Alfa 1 antitripsina e Alfa 2

macroglobulina que parecem estar relacionadas com a PC.
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Anexo 1. Lista das 361 proteinas identificadas pela Espectrometria de Massas (ORBITRAP).

Média

ID da Cobertura ] - - Razao | Razdo | Razao | Razdo
. Acesso -10IgP #Peptideos | #Unico da Descricao
proteina g (%) P Macsa ¢ 114 | 115 | 116 | 117
1 sp|P02768|ALBU_HUMAN | 437.81 62 142 132 69367 Ser“mé‘:\?gﬂgOPSE::TOST/O:;&‘F"G”S 1 0,809 | 0,772 | 1,199
9 sp|P01857|IGHGL_HUMAN | 343.64 68 45 10 36106 | 9 %Zr;izr?s'lGﬁfl'gSé‘ig;,‘g‘zgssvi‘imo 1 0,625 | 0,964 | 0,938
Alpha-2-macroglobulin OS=Homo
2 sp|P01023|A2MG_HUMAN | 339.87 37 57 52 163290 S eipions GNSAZM PE=1 SVo3 1 0,816 | 0,985 | 1,471
3 sp|P01024/CO3_HUMAN | 333.88 35 59 57 187147 Comp'egﬁlr‘:tésp‘észzl'*;\r;lozSap'ens 1 0,786 | 0,849 | 1,088
Ig kappa chain C region OS=Homo
58 sp|PO1834|IGKC_HUMAN | 333.44 74 22 21 11609 sapibns GNLIGKG PE=L SVl 1 1,517 | 1,373 | 1,425
Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo
6 sp|P60709]ACTB_HUMAN | 315.69 60 39 6 41737 sapions, GNSACTB PEo1 Svol 1 0,429 | 0,589 | 0,564
Actin, cytoplasmic 2 OS=Homo
7 sp|P63261|ACTG_HUMAN | 315.69 60 39 6 41793 sapions GNCACTOL PECL SVol 1 0,429 | 0,589 | 0,564
Lactotransferrin OS=Homo sapiens
4 sp|P02788|TRFL_HUMAN | 311.04 36 29 24 78182 INSLTE PEat Syos 1 0,942 | 1,058 | 1,242
14 | sp|P01861IGHGA HUMAN | 310.66 61 34 8 35941 | 9 %ngir:r?s"gﬁfl'gﬁerjg;‘g‘zfssf/'iim 1 0,827 | 0,944 | 1,100
16 sp|P01859|IGHG2_HUMAN | 306.74 57 35 6 35901 | '9 izrgir:r?s'zeﬁfl'gSég%‘g‘ﬁ%f}igmo 1 0,846 | 1,108 | 1,391
Serotransferrin OS=Homo sapiens
5 sp|P02787|TRFE_HUMAN | 296.82 38 34 27 77064 ONATE PEc Svs 1 0,825 | 0,956 | 1,147
Protein S100-A9 OS=Homo sapiens
39 sp|P06702|S10A9_HUMAN | 273.11 84 18 18 13242 ON=S100AG PE=] Svet 1 2,322 | 2,220 | 3,497
27 sp|P01860|IGHG3_HUMAN | 268.00 42 28 3 41287 |9 izrgir:r?s'?’eﬁfl'gSég%‘g‘ﬁ%f}igmo 1 1,300 | 1,055 | 1,299
Actin, alpha cardiac muscle 1
15 sp|P68032JACTC_HUMAN | 266.62 44 31 2 42019 | OS=Homo sapiens GN=ACTC1 PE=1 0 0 0 0
sv=1
Actin, gamma-enteric smooth muscle
17 sp|P63267|ACTH_HUMAN | 266.62 40 29 1 41877 | OS=Homo sapiens GN=ACTG2 PE=1 0 0 0 0
sv=1
Actin, aortic smooth muscle
18 sp|P62736]ACTA_HUMAN | 266.62 40 29 1 42009 | OS=Homo sapiens GN=ACTA2 PE=1 0 0 0 0
sv=1
30 sp|P68871|HBB_HUMAN | 257.68 73 12 12 1599g | Hemoglobin subunit beta OS=Homo 1 0,653 | 0,615 | 1,043

sapiens GN=HBB PE=1 SV=2
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Ig alpha-1 chain C region OS=Homo

24 sp|P01876|IGHA1_HUMAN 253.87 37 21 8 37655 sapiens GN=IGHAL PE=1 SV=2 0,617 0,898 1,082
POTE ankyrin domain family member
32 SPIQESBJI3|POTEE_HUMA 253.52 14 25 0 121363 E OS=Homo sapiens GN=POTEE 0 0 0
N — _
PE=1 SV=3
Alpha-1-antitrypsin OS=Homo sapiens
12 sp|PO1009|A1AT_HUMAN 245.93 47 18 18 46737 GN=SERPINAL PE=1 SV=3 0,982 0,928 1,508
Haptoglobin OS=Homo sapiens
13 sp|P00738|HPT_HUMAN 245.59 34 18 17 45205 GN=HP PE=1 SV=1 0,971 0,898 1,220
10 sp|PO6396|GELS_HUMAN | 242.59 29 23 20 | gsegy | Gelsolin OS=Homo saplens GN=GSN 0,757 | 0,927 | 0,977
Apolipoprotein A-l OS=Homo sapiens
11 sp|P02647|APOA1_HUMAN | 236.00 63 21 17 30778 GN=APOA1 PE=1 SV=1 0,758 0,938 0,983
Alpha-enolase OS=Homo sapiens
20 sp|PO6733|ENOA_HUMAN | 233.27 46 20 13 47169 GN=ENO1 PE=1 SV=2 0,609 | 0,781 | 0,788
Ig lambda-2 chain C regions
74 sp|POCGO5|LAC2_HUMAN | 230.89 71 11 2 11294 | OS=Homo sapiens GN=IGLC2 PE=1 0,914 | 1,054 | 1,340
Sv=1
Hemoglobin subunit alpha OS=Homo
59 sp|P69905|HBA_HUMAN 230.67 62 11 11 15258 sapiens GN=HBA1 PE=1 SV=2 0,672 0,599 1,212
Ig alpha-2 chain C region OS=Homo
33 sp|P01877|IGHA2_HUMAN 227.21 30 17 4 36526 sapiens GN=IGHA2 PE=1 SV=3 0 0 0
POTE ankyrin domain family member
38 SPIASASEOIPOTEF_HUMA | 551 74 13 22 2 121444 |  F OS=Homo sapiens GN=POTEF 0 0 0
N — —
PE=1 SV=2
Immunoglobulin lambda-like
48 sp|BY9A064|IGLL5 HUMAN | 220.12 39 12 4 23063 polypeptide 5 OS=Homo sapiens 0,541 | 0,832 1,120
GN=IGLL5 PE=2 SV=2
Myeloperoxidase OS=Homo sapiens
8 sp|P05164|PERM_HUMAN 219.84 32 26 24 83869 GN=MPO PE=1 SV=1 1,040 1,174 1,475
Keratin, type Il cytoskeletal 6A
22 sp|P02538|K2C6A_HUMAN | 219.06 29 22 2 60045 OS=Homo sapiens GN=KRT6A PE=1 1,107 0,875 0,984
SV=3
Keratin, type Il cytoskeletal 6C
23 sp|P48668|K2C6C_HUMAN | 218.59 27 21 1 60025 | OS=Homo sapiens GN=KRT6C PE=1 1,204 0,713 0,917
Sv=3
Profilin-1 OS=Homo sapiens
66 sp|P07737|PROF1_HUMAN | 218.07 50 9 7 15054 GN=PEN1 PE=1 SV=2 0,639 | 0,762 | 0,775
Putative beta-actin-like protein 3
57 SPIQIBYX7IACTBM_HUMA | 515 46 39 18 3 42016 OS=Homo sapiens GN=POTEKP 0 0 0
N — —
PE=5 Sv=1
52 sp|P02763|A1AG1_HUMAN | 215.12 34 11 8 23512 Alpha-1-acid glycoprotein 1 1,035 1,004 1,214
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OS=Homo sapiens GN=ORM1 PE=1
sSv=1

POTE ankyrin domain family member

43 sp|POCGS8|F”\lOTEI_HUMA 209.25 14 23 2 121282 | OS=Homo sapiens GN=POTEI 0 0 0
PE=3 SV=1
Cystatin-A OS=Homo sapiens
37 sp|P01040|CYTA_HUMAN 208.65 90 9 8 11006 GN=CSTA PE=1 SV=1 0,801 0,869 0,853
Ig lambda-7 chain C region OS=Homo
96 sp|AOM8BQ6|LAC7_HUMAN 208.43 60 9 0 11303 sapiens GN=IGLC7 PE=1 SV=2 0 0 0
Transketolase OS=Homo sapiens
21 sp|P29401|TKT_HUMAN 207.95 26 18 17 67878 GN=TKT PE=1 SV=3 0,795 0,907 0,969
Ig mu chain C region OS=Homo
36 sp|P01871|IGHM_HUMAN 202.21 24 11 3 49307 sapiens GN=IGHM PE=1 SV=3 0,841 0,457 0,571
Neutrophil gelatinase-associated
42 sp|P80188|NGAL_HUMAN | 201.06 39 9 8 22588 lipocalin OS=Homo sapiens 0,777 | 0,856 0,773
GN=LCN2 PE=1 SV=2
Plastin-2 OS=Homo sapiens
26 sp|P13796|PLSL_HUMAN 197.69 27 18 13 70289 GN=LCP1 PE=1 SV=6 0,626 0,757 0,887
Pyruvate kinase PKM OS=Homo
29 sp|P14618|KPYM_HUMAN 190.95 34 23 19 57937 sapiens GN=PKM PE=1 SV=4 0,611 0,761 0,853
Cystatin-B OS=Homo sapiens
72 sp|P04080|CYTB_HUMAN 190.39 88 10 9 11140 GN=CSTB PE=1 SV=2 0,758 0,824 0,830
Histone H4 OS=Homo sapiens
50 sp|P62805|H4_HUMAN 190.36 57 12 12 11367 GN=HIST1H4A PE=1 SV=2 0,658 | 0,853 | 0,922
Sp|Q5QNW6|H2B2F_HUMA Histone H2B type 2-F OS=Homo
54 N 189.90 59 14 2 13920 sapiens GN=HIST2H2BF PE=1 SV=3 0,864 1,021 1,018
Keratin, type Il cytoskeletal 5
35 sp|P13647|K2C5_HUMAN 182.00 23 18 5 62378 OS=Homo sapiens GN=KRT5 PE=1 1,510 1,082 1,229
Sv=3
Histone H2B type 1-J OS=Homo
67 sp|P06899|H2B1J_HUMAN 181.57 53 13 1 13904 sapiens GN=HIST1H2BJ PE=1 SV=3 0,831 1,025 1,321
Histone H2B type 1-O OS=Homo
68 sp|P23527|H2B10_HUMAN | 181.57 53 13 1 13906 sapiens GN=HIST1H2BO PE=1 SV=3 0,831 1,025 1,321
Histone H2B type 2-E OS=Homo
69 sp|Q16778|H2B2E_HUMAN | 181.57 53 13 1 13920 sapiens GN=HIST2H2BE PE=1 SV=3 0,831 1,025 1,321
Histone H2B type 1-B OS=Homo
70 sp|P33778|H2B1B_HUMAN | 181.57 53 13 1 13950 sapiens GN=HIST1H2BB PE=1 SV=2 0,831 1,025 1,321
Glyceraldehyde-3-phosphate
40 sp|P04406|G3P_HUMAN 174.37 40 17 14 36053 dehydrogenase OS=Homo sapiens 0,583 0,711 0,639
GN=GAPDH PE=1 SV=3
28 sp|P08107|HSP71_HUMAN | 171.44 25 17 11 70052 Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 0,813 | 0,889 | 0,934

OS=Homo sapiens GN=HSPA1A
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PE=1 SV=5

Ig kappa chain V-Ill region WOL

100 sp|P01623|KV305_HUMAN | 167.25 57 9 1 11746 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0 0
Ig kappa chain V-Ill region Ti
101 sp|P01622|KV304_HUMAN | 167.25 52 8 1 11788 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0 0
Ig kappa chain V-Ill region HAH
102 sp|P18135|KV312_HUMAN | 167.25 44 8 1 14073 OS=Homo sapiens PE=2 SV=1 0 0 0 0
Ig kappa chain V-IIl region HIC
103 sp|P18136|KV313_HUMAN | 167.25 44 8 1 14089 0S=Homo sapiens PE=1 SV=2 0 0 0 0
Fibrinogen beta chain OS=Homo
31 sp|P02675|FIBB_HUMAN 166.08 26 12 10 55928 sapiens GN=FGB PE=1 SV=2 1 1,027 0,907 1,209
Hemopexin OS=Homo sapiens
41 sp|P02790|HEMO_HUMAN | 164.84 20 10 9 51676 GN=HPX PE=1 SV=2 1 0,707 0,816 1,074
Myeloblastin OS=Homo sapiens
81 sp|P24158|PRTN3_HUMAN | 162.90 30 7 7 27807 GN=PRTN3 PE=1 SV=3 1 0,677 0,833 0,870
Protein S100-A8 OS=Homo sapiens
77 sp|P05109|S10A8_HUMAN | 160.55 55 8 6 10835 GN=S100A8 PE=1 SV=1 1 1,830 1,800 2,500
Glutathione S-transferase P
78 sp|P09211|GSTP1_HUMAN | 157.02 33 7 6 23356 | OS=Homo sapiens GN=GSTP1 PE=1 1 0,513 0,652 0,720
Sv=2
Putative trypsin-6 OS=Homo sapiens
231 sp|Q8NHM4|TRY6_HUMAN | 156.84 16 4 4 26537 GN=PRSS3P2 PE=5 SV=2 0 0 0 0
Trypsin-1 OS=Homo sapiens
270 sp|P07477|TRY1_HUMAN 156.84 8 3 3 26558 GN=PRSS1 PE=1 SV=1 0 0 0 0
Trypsin-2 OS=Homo sapiens
271 sp|P07478|TRY2_HUMAN 156.84 8 3 3 26488 GN=PRSS? PE=1 SV=1 0 0 0 0
Leukocyte elastase inhibitor
34 sp|P30740|ILEU_HUMAN 156.59 24 9 8 42742 OS=Homo sapiens GN=SERPINB1 1 0,909 0,989 1,038
PE=1Sv=1
Rho GDP-dissociation inhibitor 2
73 sp|P52566|GDIR2_HUMAN | 154.73 41 9 8 22988 OS=Homo sapiens GN=ARHGDIB 1 0,702 0,792 0,800
PE=1 SV=3
Ceruloplasmin OS=Homo sapiens
49 sp|PO0450|CERU_HUMAN | 152.78 10 8 8 122205 GN=CP PE=1 SV=1 1 0,755 0,874 0,948
Ig mu heavy chain disease protein
51 sp|P04220|MUCB_HUMAN | 151.83 21 9 1 43057 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 1 1,253 1,116 1,075
Alpha-1-acid glycoprotein 2
93 sp|P19652|A1AG2_HUMAN | 146.88 26 6 3 23603 OS=Homo sapiens GN=ORM2 PE=1 1 0,549 0,818 0,750
Sv=2
Complement C4-A OS=Homo sapiens
46 sp|POCOL4|CO4A_HUMAN | 145.26 7 13 11 192784 GN=C4A PE=1 SV=2 1 0,843 0,977 1,107
47 sp|POCOL5|CO4B_HUMAN | 145.26 7 13 11 192750 | Complement C4-B OS=Homo sapiens 1 0,843 0,977 1,107
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GN=C4B PE=1 SV=2

Glucose-6-phosphate isomerase

91 sp|P06744|G6PI_HUMAN 145.15 12 7 63147 OS=Homo sapiens GN=GPI PE=1 0,821 0,849 0,925
Sv=4
Alpha-amylase 1 OS=Homo sapiens
85 sp|P04745|AMY1_HUMAN | 144.80 12 5 57768 GN=AMY1A PE=1 SV=2 0,637 0,771 0,772
Complement factor B OS=Homo
119 sp|P00751|CFAB_HUMAN | 142.58 6 4 85533 sapiens GN=CFB PE=1 SV=2 0,828 0,890 1,170
Heat shock cognate 71 kDa protein
83 sp|P11142|HSP7C_HUMAN | 141.02 18 12 70898 | OS=Homo sapiens GN=HSPA8 PE=1 0,770 0,874 0,945
Sv=1
Matrix metalloproteinase-9 OS=Homo
80 sp|P14780|MMP9_HUMAN | 139.54 13 10 78458 sapiens GN=MMP9 PE=1 SV=3 0,821 1,009 1,047
Ig kappa chain V-Il region RPMI 6410
124 sp|P06310|KV206_HUMAN | 138.37 20 5 14707 0S=Homo sapiens PE=4 SV=1 0,934 1,321 1,138
Ubiquitin-60S ribosomal protein L40
86 sp|P62987|RL40_HUMAN 138.33 41 6 14728 | OS=Homo sapiens GN=UBA52 PE=1 0,769 0,837 0,860
Sv=2
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
87 sp|P62979|RS27A_HUMAN | 138.33 33 6 17965 OS=Homo sapiens GN=RPS27A 0,769 0,837 0,860
PE=1 SV=2
Polyubiquitin-B OS=Homo sapiens
88 sp|POCG47|UBB_HUMAN 138.33 26 7 25762 GN=UBB PE=1 SV=1 0,769 0,837 0,860
Polyubiquitin-C OS=Homo sapiens
94 sp|POCG48|UBC_HUMAN 138.33 9 7 77039 GN=UBC PE=1 SV=3 0,769 0,837 0,860
Ig kappa chain V-Il region Cum
132 sp|P01614|KV201_HUMAN | 137.25 23 5 12676 OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 0,732 1,119 1,101
Ig kappa chain V-Il region GM607
133 sp|P06309|KV205_HUMAN | 137.25 23 5 12664 | (Fragment) OS=Homo sapiens PE=4 0,732 1,119 1,101
Sv=1
Keratin, type | cytoskeletal 16
56 sp|P08779|K1C16_HUMAN | 135.58 15 10 51268 | OS=Homo sapiens GN=KRT16 PE=1 0 0 0
Sv=4
Keratin, type | cytoskeletal 14
71 sp|P02533|K1C14_HUMAN | 134.54 14 10 51562 | OS=Homo sapiens GN=KRT14 PE=1 1,006 0,993 0,951
Sv=4
Ig heavy chain V-III region TEI
208 sp|P01777|HV316_HUMAN | 128.12 20 4 12802 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0
Ig heavy chain V-IIl region BRO
209 sp|P01766|HV305_HUMAN | 128.12 20 4 13227 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0
145 | sp|P01610|KV118 HUMAN | 124.57 45 4 11840 Ig kappa chain V-1 region WEA 0 0 0

OS=Homo sapiens PE=1 SV=1
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Coronin-1A OS=Homo sapiens

sp|P31146|COR1A_HUMA
135 N 124.25 15 8 51026 GN=CORO1A PE=1 SV=4 1 0,676 0,762 0,812
Alpha-1B-glycoprotein OS=Homo
90 sp|P04217|A1BG_HUMAN 124.08 16 8 54254 sapiens GN=A1BG PE=1 SV=4 1 0,852 0,928 1,050
Fructose-bisphosphate aldolase A
117 Sp|P°4O75|AhDOA—HUMA 123.08 15 6 39420 | OS=Homo sapiens GN=ALDOA PE=1 | 1 0,645 | 0,868 | 0,889
Sv=2
Keratin, type Il cytoskeletal 75
115 sp|095678|K2C75_HUMAN | 122.57 17 13 59560 | OS=Homo sapiens GN=KRT75 PE=1 1 1,450 0,803 0,951
SvV=2
114 P13929|ENOB_HUMAN | 122.43 15 7 46987 Beta-enolase OS=Homo sapiens 0 0 0 0
spl | - : GN=ENO3 PE=1 SV=5
Ig kappa chain V-IV region B17
107 sp|P06314|KV404_HUMAN 121.85 31 4 14966 0S=Homo sapiens PE=2 SV=1 1 0,844 0,948 1,078
Alpha-2-HS-glycoprotein OS=Homo
109 sp|P02765|FETUA_HUMAN | 118.82 17 7 39325 sapiens GN=AHSG PE=1 SV=1 1 0,684 0,870 0,985
Ig heavy chain V-IIl region POM
175 sp|P01774|HV313_HUMAN | 116.28 41 5 12953 OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0 0
Ig heavy chain V-III region TIL
204 sp|P01765|HV304_HUMAN | 116.28 21 4 12356 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0 0
Ig heavy chain V-III region TUR
205 sp|P01779|HV318_HUMAN | 116.28 21 4 12431 0S=Homa sapiens PE=1 SV=1 0 0 0 0
Ig heavy chain V-III region WAS
206 sp|P01776|HV315_HUMAN | 116.28 21 4 13091 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0 0
Ig heavy chain V-IIl region VH26
207 sp|P01764|HV303_HUMAN | 116.28 21 4 12582 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0 0
Triosephosphate isomerase
106 sp|P60174|TPIS_HUMAN 114.78 19 5 30791 OS=Homo sapiens GN=TPI1 PE=1 1 0,678 0,909 0,814
Sv=3
Kininogen-1 OS=Homo sapiens
118 sp|P01042|KNG1_HUMAN 113.01 9 6 71957 GN=KNG1 PE=1 SV=2 1 0,938 0,962 1,086
Ig kappa chain V-I region Gal
183 sp|P01599|KV107_HUMAN 112.81 26 2 11814 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 1 1,022 1,089 1,222
Ig kappa chain V-Ill region NG9
131 sp|P01621|KV303_HUMAN 110.10 58 8 10729 (Fragment) OS=Homo sapiens PE=1 1 0,774 0,769 1,042
sv=1
Cofilin-1 OS=Homo sapiens
155 sp|P23528|COF1_HUMAN 107.11 21 3 18502 GN=CFL1 PE=1 SV=3 1 0,672 0,832 1,006
Transaldolase OS=Homo sapiens
97 sp|P37837|TALDO_HUMAN | 106.33 17 5 37540 GN=TALDO1 PE=1 SV=2 1 0,858 0,949 1,008
89 sp|P08727|K1C19_HUMAN | 105.89 20 8 44106 Keratin, type | cytoskeletal 19 0 0 0 0

OS=Homo sapiens GN=KRT19 PE=1
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Sv=4

Neutrophil elastase OS=Homo

110 sp|P08246|ELNE_HUMAN 104.91 21 6 6 28518 sapiens GN=ELANE PE=1 SV=1 0,926 0,985 1,269
Keratin, type | cytoskeletal 15
111 sp|P19012|K1C15_HUMAN | 101.51 20 11 5 49212 | OS=Homo sapiens GN=KRT15 PE=1 0,975 0,721 0,896
Sv=3
Fibrinogen alpha chain OS=Homo
104 sp|P02671|FIBA_HUMAN 100.02 8 9 7 94973 sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 0,832 0,848 0,994
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A
141 sp|P62937|PPIA_HUMAN 99.06 26 5 3 18012 OS=Homo sapiens GN=PPIA PE=1 0,621 0,784 0,776
Sv=2
6-phosphogluconate dehydrogenase,
143 sp|P52209|6PGD_HUMAN 98.78 13 5 5 53140 decarboxylating OS=Homo sapiens 0,602 | 0,845 0,787
GN=PGD PE=1 SV=3
sp|Q06830|PRDX1_HUMA Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens
105 N 97.56 25 5 5 22110 GN=PRDX1 PE=1 SV=1 0,703 0,902 0,968
Vitamin D-binding protein OS=Homo
99 sp|P02774|VTDB_HUMAN 97.36 12 6 6 52964 sapiens GN=GC PE=1 SV=1 0,873 0,943 1,088
Zinc-alpha-2-glycoprotein OS=Homo
168 sp|P25311|ZA2G_HUMAN 92.84 15 3 3 34259 sapiens GN=AZGP1 PE=1 SV=2 0 0 0
Lysozyme C OS=Homo sapiens
136 sp|P61626|LYSC_HUMAN 92.58 18 4 4 16537 GN=LYZ PE=1 SV=1 0,702 0,843 0,849
Fibronectin OS=Homo sapiens
116 sp|P02751|FINC_HUMAN 92.15 3 6 5 262622 GN=FEN1 PE=1 SV=4 0,926 0,955 1,247
Fatty acid-binding protein, epidermal
127 sp|Q01469|FABP5 HUMAN | 91.10 28 4 4 15164 | OS=Homo sapiens GN=FABP5 PE=1 0,706 0,858 0,749
Sv=3
Ig kappa chain V-IIl region VG
139 sp|P04433|KV309_HUMAN 88.55 37 6 3 12575 (Fragment) OS=Homo sapiens PE=1 0,657 0,859 0,895
Sv=1
Plastin-3 OS=Homo sapiens
156 sp|P13797|PLST_HUMAN 87.11 4 4 0 70811 GN=PLS3 PE=1 SV=4 0 0 0
Thioredoxin OS=Homo sapiens
179 sp|P10599|THIO_HUMAN 86.03 21 2 2 11737 GN=TXN PE=1 SV=3 0,598 0,744 0,708
Ig kappa chain V-l region CAR
203 sp|P01596|KV104_HUMAN 85.22 34 3 3 11704 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 0 0 0
Keratin, type Il cytoskeletal 8
137 sp|P05787|K2C8_HUMAN 81.55 17 11 3 53704 OS=Homo sapiens GN=KRT8 PE=1 0 0 0
sv=7
164 | sp|Q8WZ42[TITIN_.HUMAN | 79.16 2 73 64 3812592 Titin OSZHggflsgegzs GN=TTN 1,133 | 1,047 | 1,898
180 sp|P62158|CALM_HUMAN 78.95 11 2 1 16838 Calmodulin OS=Homo sapiens 0,891 1,011 0,978
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GN=CALM1 PE=1 SV=2

Protein S100-P OS=Homo sapiens

202 sp|P25815|S100P_HUMAN 78.18 34 10400 GN=S100P PE=1 SV=2 0,821 1,075 0,991
Melanotransferrin OS=Homo sapiens
174 sp|P08582| TRFM_HUMAN 76.59 4 80215 GN=MEI2 PE=1 SV=2 0,988 1,023 1,126
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
130 sp|Q14624|ITIH4_HUMAN 75.57 4 103357 chain H4 OS=Homo sapiens 0,731 0,855 1,212
GN=ITIH4 PE=1 SV=4
Calreticulin OS=Homo sapiens
138 sp|P27797|CALR_HUMAN 75.36 10 48142 GN=CALR PE=1 SV=1 0,815 0,901 0,905
Keratin, type Il cytoskeletal 1
144 sp|P04264|K2C1_HUMAN 74.74 9 66039 OS=Homo sapiens GN=KRT1 PE=1 0,606 0,614 0,641
SV=6
Adenylyl cyclase-associated protein 1
167 sp|Q01518|CAP1_HUMAN 73.35 6 51902 OS=Homo sapiens GN=CAP1 PE=1 0,687 0,816 0,737
Sv=5
149 sp|PO4040|CATA_HUMAN | 72.32 7 59756 | Catalase OS;)I—éc;rr;oS?/zazpéens GN=CAT 0,767 | 1,111 | 1,035
Annexin A1 OS=Homo sapiens
140 sp|P04083]ANXA1_HUMAN | 72.23 12 38714 GN=ANXA1 PE=1 SV=2 0,775 0,492 0,531
147 | sp|P26038JMOES_HUMAN | 66.53 6 67820 | VOSSN OSTHOMO sapiens GN=MSN 0,667 | 0,839 | 0,804
Keratin, type | cytoskeletal 24
158 sp|Q2M2I5|K1C24_HUMAN | 66.37 6 55087 | OS=Homo sapiens GN=KRT24 PE=1 0 0 0
Sv=1
SH3 domain-binding glutamic acid-
201 Sp|Q9H299|SH3L3_HUMAN 65.11 24 10438 rich-like protein 3 OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=SH3BGRL3 PE=1 SV=1
Protein S100-A12 OS=Homo sapiens
213 sp|P80511|S10AC_HUMAN 62.72 14 10575 GN=S100A12 PE=1 SV=2 0,853 1,068 1,081
Calmodulin-like protein 3 OS=Homo
171 sp|P27482|CALL3_HUMAN 62.36 19 16891 sapiens GN=CALML3 PE=1 SV=2 0,671 0,900 0,772
Cathelicidin antimicrobial peptide
243 sp|P49913|CAMP_HUMAN 60.97 12 19301 OS=Homo sapiens GN=CAMP PE=1 0,499 0,889 0,536
Sv=1
Leukotriene A-4 hydrolase OS=Homo
278 sp|P09960|LKHA4_HUMAN 60.77 3 69285 sapiens GN=LTA4H PE=1 SV=2 0 0 0
Azurocidin OS=Homo sapiens
186 sp|P20160|CAP7_HUMAN 57.66 8 26886 GN=AZU1 PE=1 SV=3 0,888 1,206 1,297
Histone H3.1t OS=Homo sapiens
150 sp|Q16695|H31T_HUMAN 56.46 21 15508 GN=HIST3H3 PE=1 SV=3 0,661 1,231 1,236
151 sp|P68431|H31_HUMAN 56.46 21 15404 Histone H3.1 OS=Homo sapiens 0,661 1,231 1,236
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GN=HIST1H3A PE=1 SV=2

152

sp|Q71DI3|H32_HUMAN

56.46

21

15388

Histone H3.2 OS=Homo sapiens
GN=HIST2H3A PE=1 SV=3

0,661

1,231

1,236

224

sp|P05783|K1C18_HUMAN

56.26

48058

Keratin, type | cytoskeletal 18
OS=Homo sapiens GN=KRT18 PE=1
Sv=2

188

sp|PO1019]JANGT_HUMAN

54.71

53154

Angiotensinogen OS=Homo sapiens
GN=AGT PE=1 Sv=1

0,000

0,000

323

sp|P78527|PRKDC_HUMA
N

54.06

469093

DNA-dependent protein kinase
catalytic subunit OS=Homo sapiens
GN=PRKDC PE=1 SV=3

1,087

1,171

1,222

279

sp|P19971|TYPH_HUMAN

53.11

49956

Thymidine phosphorylase OS=Homo
sapiens GN=TYMP PE=1 SV=2

0,000

0,000

197

sp|P04792|HSPB1_HUMAN

52.40

22783

Heat shock protein beta-1 OS=Homo
sapiens GN=HSPB1 PE=1 SV=2

0,692

1,024

0,785

166

sp|Q01546|K220_HUMAN

52.11

12

65841

Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral
OS=Homo sapiens GN=KRT76 PE=1
Sv=2

1,146

0,973

1,227

216

sp|P01603|KV111_HUMAN

51.90

17

11900

Ig kappa chain V-I region Ka
OS=Homo sapiens PE=1 SV=1

365

sp|P46939|UTRO_HUMAN

51.57

394467

Utrophin OS=Homo sapiens
GN=UTRN PE=1 SV=2

165

sp|Q9UBCY|SPRR3_HUMA
N

51.39

20

18154

Small proline-rich protein 3 OS=Homo
sapiens GN=SPRR3 PE=1 SV=2

0,951

1,098

0,939

5578

sp|Q9UKN7|MYO15_HUMA
N

50.16

395294

Unconventional myosin-XV OS=Homo
sapiens GN=MYO15A PE=1 SV=2

178

sp|P08697|A2AP_HUMAN

48.07

54566

Alpha-2-antiplasmin OS=Homo
sapiens GN=SERPINF2 PE=1 SV=3

0,886

1,132

1,149

230

sp|Q02224|CENPE_HUMA
N

48.02

316414

Centromere-associated protein E
OS=Homo sapiens GN=CENPE PE=1
Sv=2

169

sp|P08311|CATG_HUMAN

47.57

11

28837

Cathepsin G OS=Homo sapiens
GN=CTSG PE=1 SV=2

0,908

1,180

1,139

172

sp|Q3SY84|K2C71_HUMA
N

46.98

57292

Keratin, type Il cytoskeletal 71
OS=Homo sapiens GN=KRT71 PE=1
Sv=3

568

Sp|ASKMH1|VWAS_HUMA
N

45.58

214823

von Willebrand factor A domain-
containing protein 8 OS=Homo
sapiens GN=VWAS8 PE=1 Sv=2

340

Sp|A6NNM8|TTL13_HUMA
N

45.05

93645

Tubulin polyglutamylase TTLL13
OS=Homo sapiens GN=TTLL13 PE=2
Sv=2
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506

sp|P49792|RBP2_HUMAN

44.82

358201

E3 SUMO-protein ligase RanBP2
OS=Homo sapiens GN=RANBP2
PE=1 SV=2

6115

sp|075037|KI21B_HUMAN

44.63

182661

Kinesin-like protein KIF21B OS=Homo
sapiens GN=KIF21B PE=1 SV=2

7133

Sp|QINRC6|SPTN5_HUMA
N

43.82

416753

Spectrin beta chain, non-erythrocytic
5 OS=Homo sapiens GN=SPTBN5
PE=1 SV=2

930

sp|Q5TZA2|CROCC_HUMA
N

43.45

228521

Rootletin OS=Homo sapiens
GN=CROCC PE=1 SvV=1

504

sp|Q03001|DYST_HUMAN

43.11

860679

Dystonin OS=Homo sapiens GN=DST
PE=1 SV=4

285

sp|Q13049|TRI32_HUMAN

42.96

71989

E3 ubiquitin-protein ligase TRIM32
OS=Homo sapiens GN=TRIM32
PE=1 SV=2

3302

sp|O75445|USH2A_HUMA
N

42.89

575607

Usherin OS=Homo sapiens
GN=USH2A PE=1 SV=3

534

sp|Q7LBC6|KDM3B_HUMA
N

40.27

191580

Lysine-specific demethylase 3B
OS=Homo sapiens GN=KDM3B PE=1
Sv=2

1,140

0,898 | 1,080

1018

sp|Q9CO99|LRCC1_HUMA
N

40.08

119596

Leucine-rich repeat and coiled-coil
domain-containing protein 1
OS=Homo sapiens GN=LRRCC1
PE=1 SV=2

5031

sp|Q7Z460|CLAP1_HUMAN

39.54

169450

CLIP-associating protein 1 OS=Homo
sapiens GN=CLASP1 PE=1 SV=1

3539

sp|Q9C093|SPEF2_HUMA
N

39.36

209809

Sperm flagellar protein 2 OS=Homo
sapiens GN=SPEF2 PE=1 SV=2

238

sp|QOUIF8|BAZ2B_HUMAN

39.20

240457

Bromodomain adjacent to zinc finger
domain protein 2B OS=Homo sapiens
GN=BAZ2B PE=1 SV=3

0,997

0,889 | 0,975

6446

sp|QO5BV3|EMAL5_HUMA
N

39.05

219425

Echinoderm microtubule-associated
protein-like 5 OS=Homo sapiens
GN=EML5 PE=2 SV=3

812

sp|060763|USO1_HUMAN

38.57

107895

General vesicular transport factor
p115 OS=Homo sapiens GN=USO1
PE=1 SV=2

2639

sp|Q5TB80|CE162_HUMAN

38.57

161942

Centrosomal protein of 162 kDa
OS=Homo sapiens GN=CEP162
PE=1 SV=2

6248

sp|P02549|SPTA1_HUMAN

38.46

280013

Spectrin alpha chain, erythrocytic 1
OS=Homo sapiens GN=SPTA1 PE=1
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Sv=5

376

sp|Q14566|MCM6_HUMAN

38.09

92889

DNA replication licensing factor
MCM6 OS=Homo sapiens GN=MCM6
PE=1 Sv=1

1759

sp|Q8NDAS|MROH1_HUM
AN

38.05

181248

Maestro heat-like repeat-containing
protein family member 1 OS=Homo
sapiens GN=MROH1 PE=2 SV=3

192

sp|Q86U86|PB1_HUMAN

37.85

192946

Protein polybromo-1 OS=Homo
sapiens GN=PBRM1 PE=1 SV=1

235

sp|P52907|CAZAL_HUMAN

37.79

32923

F-actin-capping protein subunit alpha-
1 OS=Homo sapiens GN=CAPZA1
PE=1 SV=3

400

sp|P35580|MYH10_HUMAN

37.77

228997

Myosin-10 OS=Homo sapiens
GN=MYH10 PE=1 SV=3

912

sp|014686|KMT2D_HUMA
N

37.69

593399

Histone-lysine N-methyltransferase
2D OS=Homo sapiens GN=KMT2D
PE=1SvV=2

1,239

0,825

1,134

680

sp|P12882|MYH1_HUMAN

37.46

223143

Myosin-1 OS=Homo sapiens
GN=MYH1 PE=1 SV=3

1240

sp|P15924|DESP_HUMAN

37.31

331774

Desmoplakin OS=Homo sapiens
GN=DSP PE=1 SV=3

0,501

0,517

0,871

879

sp|Q9Y473|ZN175 HUMAN

37.12

81610

Zinc finger protein 175 OS=Homo
sapiens GN=ZNF175 PE=1 SV=1

430

sp|Q86X52|CHSS1_HUMA
N

36.99

91784

Chondroitin sulfate synthase 1
OS=Homo sapiens GN=CHSY1 PE=1
SV=3

852

sp|Q9UPN4|CP131_HUMA
N

36.80

122149

Centrosomal protein of 131 kDa
OS=Homo sapiens GN=CEP131
PE=1 SV=3

5758

sp|Q9BY66|KDM5D_HUMA
N

36.66

174072

Lysine-specific demethylase 5D
OS=Homo sapiens GN=KDM5D PE=1
SvV=2

5975

sp|P41229|KDM5C_HUMA
N

36.66

175719

Lysine-specific demethylase 5C
OS=Homo sapiens GN=KDM5C PE=1
Sv=2

570

sp|Q8N139|ABCA6_HUMA
N

36.55

184285

ATP-binding cassette sub-family A
member 6 OS=Homo sapiens
GN=ABCA6 PE=1 SV=2

301

sp|015144|ARPC2_HUMA
N

36.48

34333

Actin-related protein 2/3 complex
subunit 2 OS=Homo sapiens
GN=ARPC2 PE=1 SV=1

239

sp|P35579|MYH9_HUMAN

35.90

226530

Myosin-9 OS=Homo sapiens

0,871

0,922

0,896
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GN=MYH9 PE=1 SV=4
SWI/SNF-related matrix-associated
actin-dependent regulator of
257 SF"QgPOWZ":lMZOB—HUMA 35.89 7 2 35813 |  chromatin subfamily E member 1- 1,229 | 1,231 | 1,209
related OS=Homo sapiens
GN=HMG20B PE=1 SV=1
sp|Q6V1PY9|PCD23_HUMA Protocadherin-23 OS=Homo sapiens
915 N 35.70 2 5 322234 GN=DCHS2 PE=2 SV=1 0 0 0
Kinesin-like protein KIF1B OS=Homo
2101 sp|060333|KIF1B_HUMAN 35.67 1 2 204475 sapiens GN=KIF1B PE=1 SV=5 0 0 0
RAD51-associated protein 2
490 Sp|Q09MP3“T\I51A2—HUMA 35.65 2 4 133907 | OS=Homo sapiens GN=RAD51AP2 0 0 0
PE=1 Sv=1
Ankyrin repeat domain-containing
1215 sp|Q8N283|ANNR35_HUMA 35.62 2 2 109966 protein 35 OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=ANKRD35 PE=2 SV=2
Ig heavy chain V-I region V35
227 sp|P23083|HV103_HUMAN 35.57 18 2 13009 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 1,067 1,131 1,135
Ig heavy chain V-1 region HG3
306 sp|P01743|HV102_HUMAN 35.57 8 1 12946 0S=Homo sapiens PE=4 SV=1 1,067 1,131 1,135
Ig heavy chain V-1 region EU
307 sp|P01742|HV101_HUMAN 35.57 8 1 12472 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 1,067 1,131 1,135
Putative V-set and immunoglobulin
domain-containing-like protein
308 Sp|A6NJS3|IV1Ul_HUMAN 35.57 8 1 13370 IGHV10OR21-1 OS=Homo sapiens 1,067 1,131 1,135
GN=IGHV10R21-1 PE=5 SV=1
Ig heavy chain V-I region SIE
309 sp|P01761|HV106_HUMAN 35.57 7 1 13732 0S=Homo sapiens PE=1 SV=1 1,067 1,131 1,135
Ig heavy chain V-I region Mot
310 sp|P06326|HV107_HUMAN 35.57 7 1 13579 0S=Homa sapiens PE=1 SV=1 1,067 1,131 1,135
Vacuolar protein sorting-associated
4861 Sp|Q70908|\f\|P13C—HUMA 35.33 1 4 422393 protein 13C OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=VPS13C PE=1 SV=1
346 sp|Q01484|ANK2_HUMAN | 35.13 2 7 433719 Ankyrin-2 OS=Homo sapiens 0 0 0
— ) GN=ANK2 PE=1 SV=4
Fibrous sheath-interacting protein 2
298 sp|Q5CZCO|FSIP2_HUMAN | 35.00 2 13 780624 | OS=Homo sapiens GN=FSIP2 PE=2 0,602 0,840 0,491
Sv=4
314 | sp|P04004|VTNC_HUMAN | 34.99 3 1 54306 Vitronectin OS=Homo sapiens 0,531 | 0,649 | 0,865
— ) GN=VTN PE=1 SV=1 ’ ’ ’
sSp|Q8WXI7|MUC16_HUMA 235813 Mucin-16 OS=Homo sapiens
222 N 33.99 1 13 3 GN=MUC16 PE=1 SV=2 0,505 0,629 0,796
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sp|Q01955|CO4A3_HUMA Collagen alpha-3(1V) chain OS=Homo
245 N 33.90 161812 sapiens GN=COL4A3 PE=1 SV=3 1 0,617 0,980 0,852
sp|Q86UWG6|N4BP2_HUMA NEDD4-binding protein 2 OS=Homo
5358 N 33.78 198800 sapiens GN=N4BP2 PE=1 SV=2 0 0 0 0
Amyloid beta A4 protein OS=Homo
292 sp|P05067|A4_HUMAN 33.72 86943 sapiens GN=APP PE=1 SV=3 0 0 0 0
Amyloid beta A4 protein OS=Pan
293 sp|Q5IS80|A4_PANTR 33.72 86971 troglodytes GN=APP PE=2 SV=1 0 0 0 0
sp|Q9Y4D7|PLXD1_HUMA Plexin-D1 OS=Homo sapiens
1482 N 33.45 212005 GN=PLXND1 PE=1 SV=3 0 0 0 0
Coiled-coil domain-containing protein
771 sp|POC221|CC175 HUMAN | 33.44 93626 175 OS=Homo sapiens 0 0 0 0
GN=CCDC175 PE=2 SV=2
Coatomer subunit alpha OS=Homo
236 sp|P53621|COPA_HUMAN 33.41 138345 sapiens GN=COPA PE=1 SV=2 1 1,077 1,136 1,012
Centromere/kinetochore protein zw10
707 sp|043264|ZW10_HUMAN 33.41 88830 homolog OS=Homo sapiens 1 0,610 0,868 0,943
GN=2ZW10 PE=1 SV=3
Alstrom syndrome protein 1
242 | SPIQBTCUMALMSIHUMA 1 53 37 460969 | OS=Homo sapiens GN=ALMS1 PE=1 | 0 0 0 0
Sv=3
SH2 domain-containing protein 4A
436 Sp|Q9H788|SNH24A—HUMA 3331 52727 | OS=Homo sapiens GN=SH2D4A 0 0 0 0
PE=1 SV=1
Beta-2-glycoprotein 1 OS=Homo
327 sp|P02749|APOH_HUMAN 33.14 38298 sapiens GN=APOH PE=1 SV=3 1 0,801 0,957 1,025
Histone H1.1 OS=Homo sapiens
249 sp|Q02539|H11_HUMAN 33.12 21842 GN=HIST1H1A PE=1 SV=3 1 0,691 0,925 0,758
Histone H1.2 OS=Homo sapiens
264 sp|P16403|H12_HUMAN 33.12 21365 GN=HIST1H1C PE=1 SV=2 1 0,691 0,925 0,758
Histone H1t OS=Homo sapiens
324 sp|P22492|H1T_HUMAN 33.12 22019 GN=HIST1H1T PE=2 SV=4 1 0,691 0,925 0,758
Histone H1.4 OS=Homo sapiens
325 sp|P10412|H14_HUMAN 33.12 21865 GN=HIST1H1E PE=1 Sv=2 1 0,691 | 0,925 | 0,758
Histone H1.3 OS=Homo sapiens
326 sp|P16402|H13_HUMAN 33.12 22350 GN=HIST1H1D PE=1 SV=2 1 0,691 0,925 0,758
ATP-dependent RNA helicase DHX29
4203 Sp|Q7Z478|D,\'I"X29—HUMA 33.07 155235 | OS=Homo sapiens GN=DHX29 PE=1 0 0 0 0
Sv=2
Unconventional myosin-XVIIIb
3046 | SPIQBIUGHINYISE HUMA | 55 o 285183 |  OS=Homo sapiens GN=MYO18B 0 0 0 0
PE=1 SV=1
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1484

sp|P36956/SRBP1_HUMAN

32.89

121675

Sterol regulatory element-binding
protein 1 OS=Homo sapiens
GN=SREBF1 PE=1 SV=2

498

sp|Q9HAV4|XPO5_HUMAN

32.59

136311

Exportin-5 OS=Homo sapiens
GN=XPO5 PE=1 SV=1

260

sp|Q01668|CACID_HUMA
N

32.54

245139

Voltage-dependent L-type calcium
channel subunit alpha-1D OS=Homo
sapiens GN=CACNALD PE=1 SV=2

0,846

0,788 | 1,031

758

sp|Q5THR3|EFCB6_HUMA
N

32.38

172929

EF-hand calcium-binding domain-
containing protein 6 OS=Homo
sapiens GN=EFCAB6 PE=1 SV=1

1236

sp|P50748|KNTC1_HUMAN

32.38

250746

Kinetochore-associated protein 1
OS=Homo sapiens GN=KNTC1 PE=1
sv=1

474

sp|P08729|K2C7_HUMAN

32.10

51386

Keratin, type Il cytoskeletal 7
OS=Homo sapiens GN=KRT7 PE=1
SV=5

416

Sp|QINXLI|MCM9_HUMAN

31.79

127313

DNA helicase MCM9 OS=Homo
sapiens GN=MCM9 PE=1 SV=4

622

sp|015371|EIF3D_HUMAN

31.73

63973

Eukaryotic translation initiation factor
3 subunit D OS=Homo sapiens
GN=EIF3D PE=1 Sv=1

633

sp|P51800|CLCKA_HUMAN

31.31

75285

Chloride channel protein CIC-Ka
OS=Homo sapiens GN=CLCNKA
PE=1 Sv=1

596

sp|Q9BY49|PECR_HUMAN

31.24

32544

Peroxisomal trans-2-enoyl-CoA
reductase OS=Homo sapiens
GN=PECR PE=1 SV=2

0,610

0,764 | 0,877

2647

sp|Q8NEZ4|KMT2C_HUMA
N

31.13

541376

Histone-lysine N-methyltransferase
2C OS=Homo sapiens GN=KMT2C
PE=1 SV=3

1313

sp|Q13233|M3K1_HUMAN

30.95

164469

Mitogen-activated protein kinase
kinase kinase 1 OS=Homo sapiens
GN=MAP3K1 PE=1 SV=4

2288

sp|015439|MRP4_HUMAN

30.81

149526

Multidrug resistance-associated
protein 4 OS=Homo sapiens
GN=ABCC4 PE=1 SV=3

191

sp|Q7Z591|AKNA_HUMAN

30.75

155139

AT-hook-containing transcription
factor OS=Homo sapiens GN=AKNA
PE=1 SV=2

1,033

1,295 1,031

1337

sp|Q92932|PTPR2_HUMAN

30.70

111271

Receptor-type tyrosine-protein
phosphatase N2 OS=Homo sapiens
GN=PTPRN2 PE=1 SV=2
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sp|QOUIW2|PLXA1_HUMA Plexin-A1 OS=Homo sapiens
4294 N 30.68 211066 GN=PLXNA1 PE=1 SV=3 0 0 0
Insulin receptor substrate 4 OS=Homo
321 sp|014654|IRS4_HUMAN 30.62 133767 sapiens GN=IRS4 PE=1 SV=1 0,984 0,923 0,956
Phosphorylase b kinase regulatory
3449 sp|Q93100|KPBB_HUMAN 30.59 124884 subunit beta OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=PHKB PE=1 SV=3
Proton-coupled amino acid transporter
391 Sp|Q6YBV°|?\136A4—HUMA 30.58 56157 | 4 OS=Homo sapiens GN=SLC36A4 0 0 0
PE=1 SV=1
BTB/POZ domain-containing protein
779 sp|Q62WBB|KNCTD8_HUMA 30.17 52440 KCTD8 OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=KCTD8 PE=2 SV=1
Girdin OS=Homo sapiens
1392 sp|Q3V6T2|GRDN_HUMAN 30.16 216040 GN=CCDC88A PE=1 SV=2 0 0 0
Alpha-actinin-1 OS=Homo sapiens
332 sp|P12814|ACTN1_HUMAN 30.10 103058 GN=ACTN1 PE=1 SV=2 0,665 0,723 0,921
Glypican-3 OS=Homo sapiens
816 sp|P51654|GPC3_HUMAN 30.07 65563 GN=GPC3 PE=1 SV=1 0 0 0
Liprin-alpha-3 OS=Homo sapiens
670 sp|O75145|LIPA3_HUMAN 30.00 133496 GN=PPFIA3 PE=1 SV=3 0 0 0
Uncharacterized protein KIAA1109
1600 sp|Q2LD37|K1109_HUMAN | 29.86 555490 OS=Homo sapiens GN=KIAA1109 0 0 0
PE=1 SV=2
Coiled-coil domain-containing protein
374 Sp|A6NC98|C,\IC885—HUMA 29.81 164808 88B OS=Homo sapiens 0,794 | 1,049 | 1,163
GN=CCDC88B PE=1 SV=1
Neuroblast differentiation-associated
291 sp|Q09666|AHNK_HUMAN | 29.42 629114 | protein AHNAK OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=AHNAK PE=1 SV=2
sp|Q58EX7|PKHG4_HUMA Puratrophin-1 OS=Homo sapiens
1730 N 29.31 130803 GN=PLEKHG4 PE=1 SV=1 0 0 0
412 | sp|Q8WWIL|LMO7_HUMAN | 29.25 192694 | M domain only protein 7 0S=Homo 0,994 | 1,151 | 1,066
- ) sapiens GN=LMO7 PE=1 SV=3 ’ ’ ’
sp|Q86V81|THOC4_HUMA THO complex subunit 4 OS=Homo
397 N 29.22 26888 sapiens GN=ALYREF PE=1 SV=3 0,643 0,730 0,929
Protein bassoon OS=Homo sapiens
401 Sp|Q9UPA5|BSN_HUMAN 29.12 416475 GN=BSN PE=2 SV=4 0,935 1,031 1,361
Coiled-coil domain-containing protein
1021 Sp|Q5M9NO|?\ID158—HUMA 29.11 127140 158 OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=CCDC158 PE=1 SV=2
379 sp|Q5T7N2|LITD1_HUMAN | 28.99 98849 LINE-1 type transposase domain- 1,219 1,301 1,101
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containing protein 1 OS=Homo
sapiens GN=L1TD1 PE=1 SV=1

661

sp|Q8IY85|EFC13_HUMAN

28.96

110129

EF-hand calcium-binding domain-
containing protein 13 OS=Homo
sapiens GN=EFCAB13 PE=1 SV=2

783

sp|Q69YJI1|PKHMP_HUMA
N

28.88

58973

Putative pleckstrin homology domain-
containing family M member 1P
OS=Homo sapiens GN=PLEKHM1P
PE=5 Sv=1

961

sp|Q9Y4G2|PKHM1_HUMA
N

28.88

117443

Pleckstrin homology domain-
containing family M member 1
OS=Homo sapiens GN=PLEKHM1
PE=1 SV=3

1191

sp|Q5IS58|TGIF1_PANTR

28.85

43082

Homeobox protein TGIF1 OS=Pan
troglodytes GN=TGIF1 PE=2 SV=1

1192

sp|Q15583|TGIF1_HUMAN

28.85

43013

Homeobox protein TGIF1 OS=Homo
sapiens GN=TGIF1 PE=1 SV=3

921

sp|Q92797|SYMPK_HUMA
N

28.85

141148

Symplekin OS=Homo sapiens
GN=SYMPK PE=1 SV=2

378

sp|Q5KSLE|DGKK_HUMAN

28.80

141829

Diacylglycerol kinase kappa
OS=Homo sapiens GN=DGKK PE=1
Sv=1

234

sp|Q8IWI9|MGAP_HUMAN

28.77

18

14

331836

MAX gene-associated protein
OS=Homo sapiens GN=MGA PE=1
Sv=3

4301

sp|P35749|MYH11_HUMAN

28.76

227337

Myosin-11 OS=Homo sapiens
GN=MYH11 PE=1 SV=3

358

sp|Q5T4J0|GCNT6_HUMA
N

28.51

44527

Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-
glycoprotein beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase 6
OS=Homo sapiens GN=GCNT6 PE=3
Sv=2

0,834

0,776 1,222

532

sp|Q9Y6VO|PCLO_HUMAN

28.49

553285

Protein piccolo OS=Homo sapiens
GN=PCLO PE=1 SV=4

1,238

0,766 1,370

1301

sp|Q72417|NUFP2_HUMA
N

28.48

76121

Nuclear fragile X mental retardation-
interacting protein 2 OS=Homo
sapiens GN=NUFIP2 PE=1 SV=1

2928

sp|Q07890[SOS2_HUMAN

28.42

152978

Son of sevenless homolog 2
OS=Homo sapiens GN=S0OS2 PE=1
Sv=2

641

sp|O75161|NPHP4_HUMA
N

28.15

157598

Nephrocystin-4 OS=Homo sapiens
GN=NPHP4 PE=1 SV=2
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NACHT, LRR and PYD domains-

1359 sp|Q9NX02|I\’LALP2_HUMA 28.13 120515 containing protein 2 OS=Homo 0 0 0 0
sapiens GN=NLRP2 PE=1 Sv=1
Trinucleotide repeat-containing gene
5043 sp|015417|TNC18_HUMAN 28.10 314520 18 protein OS=Homo sapiens 0 0 0 0
GN=TNRC18 PE=1 SV=3
Centrosome-associated protein 350
585 sp|Q5VTO6|CE350_HUMAN | 27.96 350931 OS=Homo sapiens GN=CEP350 0 0 0 0
PE=1 Sv=1
T-cell activation Rho GTPase-
2149 Sp|Q8N103|T£GAP—HUMA 27.95 80703 | activating protein OS=Homo sapiens 0 0 0 0
GN=TAGAP PE=2 SV=1
Dynein heavy chain 17, axonemal
7143 | SPIQIUFHZIDYHIT_HUMA |57 o5 511792 |  OS=Homo sapiens GN=DNAH17 0 0 0 0
PE=1 SV=2
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
722 sp|O14983|AT2A1_HUMAN 27.93 110252 | calcium ATPase 1 OS=Homo sapiens 0 0 0 0
GN=ATP2A1 PE=1 SV=1
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
982 sp|Q93084|AT2A3_HUMAN | 27.93 113977 | calcium ATPase 3 OS=Homo sapiens 0 0 0 0
GN=ATP2A3 PE=1 SV=2
Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum
1120 sp|P16615|AT2A2_HUMAN 27.93 114757 | calcium ATPase 2 OS=Homo sapiens 0 0 0 0
GN=ATP2A2 PE=1 SV=1
723 sp|Q12955|ANK3_HUMAN | 27.85 480416 Ankyrin-3 OS=Homo sapiens 0 0 0 0
- ) GN=ANK3 PE=1 SV=3
Laminin subunit alpha-2 OS=Homo
1789 sp|P24043|LAMA2_HUMAN 27.82 343906 sapiens GN=LAMA2 PE=1 SV=4 0 0 0 0
Noelin-3 OS=Homo sapiens
1039 sSp|Q96PB7|NOE3_HUMAN 27.82 54930 GN=OLFM3 PE=2 SV=1 0 0 0 0
Peroxidasin homolog OS=Homo
1212 sp|Q92626|PXDN_HUMAN 27.73 165274 sapiens GN=PXDN PE=1 SV=2 0 0 0 0
Zinc finger protein 292 OS=Homo
2853 sp|060281|ZN292_HUMAN 27.69 304815 sapiens GN=ZNF292 PE=1 SV=3 0 0 0 0
Transport and Golgi organization
1506 sp|Q9COB7|[TNG6_HUMAN | 27.69 120747 | protein 6 homolog OS=Homo sapiens 0 0 0 0
GN=TANGO6 PE=1 SV=2
Protein FAM184B OS=Homo sapiens
483 Sp|Q9ULE4|F184B_HUMAN 27.64 121044 GN=FAM184B PE=2 SV=3 0 0 0 0
sSp|Q8IWY9|CDAN1_HUMA Codanin-1 OS=Homo sapiens
679 N 27.45 134119 GN=CDAN1 PE=1 SV=4 0
1107 sp|Q9Y2V7|COG6_HUMAN 27.40 73279 Conserved oligomeric Golgi complex
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subunit 6 OS=Homo sapiens
GN=COG6 PE=1 SV=2

530

sp|Q8N944]AMER3_HUMA
N

27.32

90445

APC membrane recruitment protein 3
OS=Homo sapiens GN=AMER3 PE=1
Sv=2

477

sp|P54108|CRIS3_HUMAN

27.26

27630

Cysteine-rich secretory protein 3
OS=Homo sapiens GN=CRISP3
PE=1 Sv=1

0,969

1,057

1,144

966

sp|Q16787|LAMA3_HUMA
N

27.20

366650

Laminin subunit alpha-3 OS=Homo
sapiens GN=LAMA3 PE=1 SV=2

627

sp|A4UGRY|XIRP2_HUMA
N

27.06

382302

Xin actin-binding repeat-containing
protein 2 OS=Homo sapiens
GN=XIRP2 PE=1 SV=2

7147

sp|Q96T58|MINT_HUMAN

27.00

402251

Msx2-interacting protein OS=Homo
sapiens GN=SPEN PE=1 SV=1

317

sp|Q9Y623|MYH4_HUMAN

26.82

223069

Myosin-4 OS=Homo sapiens
GN=MYH4 PE=1 SV=2

453

sp|Q6JQN1JACD10_HUMA
N

26.81

118834

Acyl-CoA dehydrogenase family
member 10 OS=Homo sapiens
GN=ACAD10 PE=2 SV=1

328

sp|Q5VSTI|OBSCN_HUMA
N

26.76

12

868496

Obscurin OS=Homo sapiens
GN=0OBSCN PE=1 SV=3

254

sp|P51160|PDE6C_HUMAN

26.74

99147

Cone cGMP-specific 3',5'-cyclic
phosphodiesterase subunit alpha’
OS=Homo sapiens GN=PDE6C PE=1
Sv=2

703

Sp|Q9COAO|CNTP4_HUMA
N

26.29

145274

Contactin-associated protein-like 4
OS=Homo sapiens GN=CNTNAP4
PE=1 SV=3

563

sp|P78509|RELN_HUMAN

26.29

388389

Reelin OS=Homo sapiens GN=RELN
PE=1 SV=3

388

sp|Q9HC10|OTOF_HUMAN

26.17

226751

Otoferlin OS=Homo sapiens
GN=OTOF PE=1 SV=3

505

sp|P27708|PYR1_HUMAN

26.17

242981

CAD protein OS=Homo sapiens
GN=CAD PE=1 SV=3

540

sp|Q309B1|TR16L_HUMAN

26.10

40306

Tripartite motif-containing protein 16-
like protein OS=Homo sapiens
GN=TRIM16L PE=2 SV=3

0,000

0,000

0,000

541

sp|095361|TRI16_HUMAN

26.10

63955

Tripartite motif-containing protein 16
OS=Homo sapiens GN=TRIM16
PE=1SVvV=3

0,000

0,000

0,000

544

sp|060812|HNRC1_HUMA

26.07

32142

Heterogeneous nuclear

1,061

0,939

1,267
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N ribonucleoprotein C-like 1 OS=Homo
sapiens GN=HNRNPCL1 PE=1 SV=1
Heterogeneous nuclear
545 Sp|BZRXH8|HNNRC2—HUMA 26.07 2 32072 | ribonucleoprotein C-like 2 0S=Homo 1,061 | 0,939 | 1,267
sapiens GN=HNRNPCL2 PE=2 SV=1
Proline-, glutamic acid- and leucine-
1077 sp|Q8IZL8|PELP1_HUMAN 25.90 3 119700 rich protein 1 OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=PELP1 PE=1 SV=2
Apolipoprotein B-100 OS=Homo
806 sp|P04114|APOB_HUMAN 25.74 9 515611 sapiens GN=APOB PE=1 SV=2 0 0 0
ATP-binding cassette sub-family A
547 sp|Q86UQ4|ANBCAD_HUMA 25.74 5 576166 member 13 OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=ABCA13 PE=2 SV=3
Dehydrogenase/reductase SDR family
553 sp|Q6UWP2|IiIHR11_HUMA 25.58 1 28308 member 11 OS=Homo sapiens 0,640 | 0,802 0,901
GN=DHRS11 PE=1 SV=1
554 | splP08670[VIME_HUMAN | 25.55 1 5352 | VIMenin OSTHOMO sapiens GN=VIM 1,165 | 1,102 | 0,930
Interleukin-33 OS=Homo sapiens
838 sp|095760]1L33_HUMAN 25.31 2 30759 GN=IL33 PE=1 SV=1 0 0 0
Mediator of RNA polymerase I
567 S""QgULK““\ﬁFDB—HUMA 25.29 1 156473 | transcription subunit 23 0S=Homo 0 0 0
sapiens GN=MED23 PE=1 SV=2
Neuron navigator 2 OS=Homo
196 sSp|Q8IVL1|NAV2_HUMAN 25.18 11 268165 sapiens GN=NAV2 PE=1 SV=3 0,731 0,746 1,089
Probable maltase-glucoamylase-like
5172 sp|Q2M2H8|I,\\I/IGAL_HUMA 25.04 4 277989 | protein LOC93432 OS=Homo sapiens 0 0 0
PE=2 SV=3
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1
383 Sp|Q14204|D,\T HCL_HUMA | 5476 7 641901 | OS=Homo sapiens GN=DYNC1H1 0 0 0
PE=1 SV=5
Sp|Q8TF72|SHRM3_HUMA Protein Shroom3 OS=Homo sapiens
516 N 24.54 3 216856 GN=SHROOM3 PE=1 SV=2 0,099 1,053 0,926
Sp|Q6ZN44|UNC5A_HUMA Netrin receptor UNC5A OS=Homo
681 N 24.54 1 92931 sapiens GN=UNC5A PE=1 SV=3 0 0 0
Microtubule-associated protein 4
709 sp|P27816|MAP4_HUMAN 24.21 1 121005 | OS=Homo sapiens GN=MAP4 PE=1 0,613 0,835 0,811
Sv=3
CAP-Gly domain-containing linker
423 sp|QOUDT6|CLIP2._ HUMAN | 24.05 3 115837 protein 2 OS=Homo sapiens 0,840 1,019 1,138
GN=CLIP2 PE=1 SV=1
828 sp|Q8NGO6|TRI5S8_HUMAN | 24.05 1 54766 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM58 0,840 | 1,019 | 1,138
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OS=Homo sapiens GN=TRIM58
PE=2 SV=2
731 | sp|P01814|HV201_HUMAN | 23.95 1 14276 Ig heavy chain V-1i region OU 0,980 | 1,110 | 1,263
- ) OS=Homo sapiens PE=1 SV=1 ’ ’ ’
Histone-lysine N-methyltransferase
590 Sp|Q9UMN6”,<\IMTzB—HUMA 23.56 6 293513 | 2B OS=Homo sapiens GN=KMT2B 0 0 0
PE=1Sv=1
sp|O15061|SYNEM_HUMA Synemin OS=Homo sapiens
386 N 23.55 4 172767 GN=SYNM PE=1 SV=2 0 0 0
Up-regulator of cell proliferation
427 Sp|Q8TCYg|U§GCP—HUMA 2355 3 104987 |  OS=Homo sapiens GN=URGCP 0 0 0
PE=1 SV=2
Rap guanine nucleotide exchange
750 sp|Q9UHV5|F’2\IPGFL_HUMA 23.54 1 73265 factor-like 1 OS=Homo sapiens 1,644 1,290 1,379
GN=RAPGEFL1 PE=1 SV=2
Ankyrin repeat domain-containing
1442 sp|O75179]ANR17_HUMAN | 23.37 5 274256 protein 17 OS=Homo sapiens 0 0 0
GN=ANKRD17 PE=1 SV=3
Protocadherin Fat 2 OS=Homo
3984 sp|QINYQ8|FAT2_HUMAN 23.35 7 479321 sapiens GN=FAT2 PE=1 SV=2 0 0 0
Protein CASP OS=Homo sapiens
778 sp|Q13948|CASP_HUMAN 23.31 1 77455 GN=CUX1 PE=1 SV=2 1,062 1,071 1,292
Serine/arginine repetitive matrix
322 Sp|Q9UQ35|S,\'fRM2—HUMA 23.22 4 299616 protein 2 0S=Homo sapiens 0,722 | 0,645 | 1,075
GN=SRRM2 PE=1 SV=2
Ryanodine receptor 1 OS=Homo
199 sp|P21817|RYR1_HUMAN 23.13 12 565184 sapiens GN=RYR1 PE=1 SV=3 0,997 1,112 1,302
DCC-interacting protein 13-beta
615 Sp|Q8NEU8“,3\IP13’B—HUMA 23.06 2 74493 | OS=Homo sapiens GN=APPL2 PE=1 1,043 | 1,054 | 0,978
Sv=3
Inward rectifier potassium channel 18
840 sp|B7U540/KCJ18_HUMAN | 23.00 1 48738 OS=Homo sapiens GN=KCNJ18 0 0 0
PE=1SV=2
ATP-sensitive inward rectifier
841 sp|Q14500|KCJ12_HUMAN 23.00 1 49001 potassium channel 12 OS=Homo 0 0 0
sapiens GN=KCNJ12 PE=1 SV=2
Protein PRRC2A OS=Homo sapiens
1629 sp|P48634|PRC2A_HUMAN | 22.77 4 228861 GN=PRRC2A PE=1 SV=3 0 0 0
Corticosteroid-binding globulin
835 sp|P08185|CBG_HUMAN 22.66 2 45141 OS=Homo sapiens GN=SERPINA6 0,751 0,934 0,910
PE=1Sv=1
1109 sp|Q7Z589|EMSY_HUMAN | 2257 2 141467 Protein EMSY OS=Homo sapiens 0,831 | 0,987 | 1,049
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GN=EMSY PE=1 SV=2

1030

sp|P12268|IMDH2_HUMAN

22.28

55805

Inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase 2 OS=Homo sapiens
GN=IMPDH2 PE=1 SV=2

0,628

0,622

0,765

1771

sp|Q5VT52|RPRD2_HUMA
N

22.27

156019

Regulation of nuclear pre-mRNA
domain-containing protein 2
OS=Homo sapiens GN=RPRD2 PE=1
Sv=1

1094

sp|Q9Y5K6|CD2AP_HUMA
N

22.07

71451

CD2-associated protein OS=Homo
sapiens GN=CD2AP PE=1 SV=1

0,537

0,878

0,733

708

sp|B2RTY4|MYO9A HUMA
N

21.93

292704

Unconventional myosin-IXa
OS=Homo sapiens GN=MYQO9A PE=1
Sv=2

1,098

1,101

1,186

864

sp|P04920|B3A2_HUMAN

21.92

137009

Anion exchange protein 2 OS=Homo
sapiens GN=SLC4A2 PE=1 SV=4

0,879

1,084

0,939

1135

sp|Q9Y6C2|EMILL_HUMAN

2191

106667

EMILIN-1 OS=Homo sapiens
GN=EMILIN1 PE=1 SV=2

0,807

0,869

0,834

1065

sp|Q9H3Y6|SRMS_HUMAN

21.90

54507

Tyrosine-protein kinase Srms
OS=Homo sapiens GN=SRMS PE=1
Sv=1

0,631

0,779

0,902

527

sp|P19823|ITIH2_HUMAN

21.71

106463

Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H2 OS=Homo sapiens
GN=ITIH2 PE=1 SV=2

1086

sp|Q9H267|VP33B_HUMA
N

21.61

70585

Vacuolar protein sorting-associated
protein 33B OS=Homo sapiens
GN=VPS33B PE=1 SV=2

1196

sp|Q86TO3|TM55B_HUMA
N

21.61

29470

Type 1 phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate 4-phosphatase
OS=Homo sapiens GN=TMEM55B
PE=1 Sv=1

1,238

1,191

1,479

747

sp|Q9POL2|MARK1_HUMA
N

21.52

89003

Serine/threonine-protein kinase
MARK1 OS=Homo sapiens
GN=MARK1 PE=1 Sv=2

455

sp|Q9P219|DAPLE_HUMA
N

21.40

228228

Protein Daple OS=Homo sapiens
GN=CCDC88C PE=1 SV=3

1,278

1,083

1,131

489

sp|P21333|FLNA_HUMAN

21.21

280737

Filamin-A OS=Homo sapiens
GN=FLNA PE=1 SV=4

1,155

1,189

1,172

1222

sp|Q92888|ARHG1_HUMA
N

20.58

102435

Rho guanine nucleotide exchange
factor 1 OS=Homo sapiens
GN=ARHGEF1 PE=1 SV=2

0,000

420

sp|Q6KC79INIPBL_HUMAN

20.52

316051

Nipped-B-like protein OS=Homo
sapiens GN=NIPBL PE=1 SV=2

0,841

0,976

1,255
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467

sp|Q4GOP3|HYDIN_HUMA
N

20.49

575900

Hydrocephalus-inducing protein
homolog OS=Homo sapiens
GN=HYDIN PE=1 SV=3

1,277

0,945

1,046

1247

sp|Q9UI47|CTNA3_HUMAN

20.42

99809

Catenin alpha-3 OS=Homo sapiens
GN=CTNNA3 PE=1 SV=2

1253

sp|P29966|MARCS_HUMA
N

20.38

31555

Myristoylated alanine-rich C-kinase
substrate OS=Homo sapiens
GN=MARCKS PE=1 SV=4

0,305

0,582

0,330

1273

sp|Q16625|0CLN_HUMAN

20.29

59144

Occludin OS=Homo sapiens
GN=OCLN PE=1 SV=1

1,235

1,018

1,198

1268

sp|Q5GH77|XKR3_HUMAN

20.24

53448

XK-related protein 3 OS=Homo
sapiens GN=XKR3 PE=2 SV=1

0,890

1,012

1,002

1146

sp|043432|IF4G3_HUMAN

20.18

176651

Eukaryotic translation initiation factor
4 gamma 3 OS=Homo sapiens
GN=EIF4G3 PE=1 SV=2

1277

sp|Q6ZRQ5|MMS22_HUMA
N

20.16

142320

Protein MMS22-like OS=Homo
sapiens GN=MMS22L PE=1 SV=3

5513

sp|QOUKZA|TENL_HUMAN

20.09

305010

Teneurin-1 OS=Homo sapiens
GN=TENM1 PE=1 SV=2

ID da proteina: nimero de identificagdo da proteina.

Acesso: O nimero de acesso da proteina como na base de dados FASTA.

-10IgP: Pontuagéo de confianca da proteina.

Cobertura: Porcentagem da sequéncia da proteina coberta pelos peptideos de suporte.

#Peptideos: Numero de peptideos de suporte de alta confianca.

#Unico: Namero de peptideos de suporte de alta confianca que sdo unicamente mapeados ao grupo de proteinas.

Massa média (Da): Massa da proteina calculada pela massa média.

Descrigdo: Informagdes da proteinas como na base de dados FASTA.

Razéo 114: Grupo SS/SS.
Raz&o 115: Grupo SP/SS.
Razéo 116: Grupo DS/DP.
Raz&o 117: Grupo DP/SS.
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Anexo 2. Ficha do exame clinico periodontal

PROJETO DE PESQUISA EM PERIODONTIA - FACULDADE DE ODONTOLOGIA - FICHA CLINICA PERIODONTAL

NOME:

N PACIENTE.:

ID

GRUPO:

IDADE:

DATA:

VISITA: __

VESTIBULAR

Calculo

12 1

21

22

23

24 25

[PV

ISG

PBS

NCI

ISS

SuUpP

PALATINA

Calculo
PV

ISG

PBS

NCI

ISS

SUP

VESTIBULAR

37

36

35

34

33

32 31

41

43

44 45

46

B O _}—

47

Calculo

PV

ISG

PBS

NCI

ISS

SUP

LINGUAL

Calculo

PV

ISG

PBS

NCI
ISS

{ Sup
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Anexo 3. Termo de Consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité
de ética em pesquisa do HUCFF.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

PROJETO DE PESQUISA EM PERIODONTIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E

ESCLARECIDO

Prezado Senhor e Senhora,

A pesquisa da qual vocé esta sendo convidado a participar tem o objetivo de
melhorar o tratamento das Doencas Periodontais associadas ao Diabetes (doencas que afetam
a gengiva e 0 0sso que suportam 0s dentes na boca). As doencas periodontais sdo infeccoes
causadas pelo acumulo de bactérias especificas presentes na placa dental bacteriana. Essa
doenca aparece como uma inflamacdo da gengiva, com sangramento gengival, presenca de
tartaro e placa dental (massa branca aderida ao dente) e mobilidade (‘“amolecimento”) do
dente. A diabetes contribui para a evolucdo dessa doenca e 0 deixa mais propenso a ter
Periodontite.

Se vocé € mulher gravida, amamentando ou tiver alergia as tetraciclinas ndo
podera participar desse estudo. Para participar desse estudo vocé deve estar indo
constantemente ao seu médico, seguindo as recomendacdes que ele faz e ndo pode ter tomado
antibidtico nos altimos 6 meses, nem estar tomando anti-inflamatério regularmente. A
pesquisa envolve um exame clinico oral (exame da gengiva, medida da bolsa gengival e
sangramento da gengiva). Além disso, serd coletado com um pequeno papel estéril, um
liquido de sua gengiva, para podermos analisd-lo. Os individuos que forem selecionados e
estiverem de acordo com a pesquisa, serdo divididos em trés grupos. Os trés grupos receberdo
o tratamento tradicional para a gengiva que € a raspagem e alisamento dos dentes. O primeiro
grupo receberd o tratamento associado a um antibidtico em baixa dosagem (Doxiciclina
20mg, de 12/12 horas, durante 6 meses). O segundo grupo recebera a raspagem com um
placebo (medicamento sem efeito, durante 6 meses) e terceiro grupo sera de pacientes sem
diabetes que recebera a raspagem, sem uso de nenhuma medicagao.

Apenas um pesquisador fora do estudo sabera quem estd em cada grupo. O

pesquisador ira sortear em qual grupo vocé serd participante. Todos 0s grupos receberdo o
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mesmo tratamento, sendo a Unica diferenca o uso, ou ndo do medicamento. Todos 0s exames
serdo feitos com material estéril e equipamento odontologico adequados na Clinica
Odontoldgica da Faculdade de Odontologia da UFRJ.

E importante dizer que estudos mostraram que esse medicamento pode
melhorar o controle de sua diabetes, melhora o tratamento da Periodontite, e estamos
investigando como ele atua na pessoa com diabetes. O medicamento contém uma dose
minima dessa substancia, de forma que ndo tem nenhuma atividade antibiética. Como 0s
demais medicamentos, a doxiciclina em baixa dosagem pode causar pequenas nauseas e/ou
fotossensibilidade. Esse medicamento é vendido no Brasil em dosagem superior (100mg),
como antibidtico, na dosagem utilizada na pesquisa (20mg) é comercializado nos EUA e
paises da Europa ha mais de 10 anos.

O exame da gengiva e a coleta do fluido que sai de sua gengiva podem causar
pequeno desconforto. O tratamento da gengiva, como todo tratamento odontoldgico, oferece
riscos, como no uso de anestésicos locais e procedimentos cirlrgicos pouco invasivos.
Acreditamos baseados nos conhecimentos especificos da area que os beneficios superam o0s
riscos nessa pesquisa. Caso vocé venha a passar mal ou sentir qualquer efeito ruim do
medicamento durante a pesquisa, vocé sera retirado do estudo, tendo ainda o direito de acesso
ao tratamento, sem perder nenhum beneficio j& conseguido.

Garantimos esclarecimentos antes e durante a pesquisa sobre qualquer davida
sobre os procedimentos a serem realizados, 0s riscos que serdo expostos e quaisquer outras
informagdes que julguem necessarias. Garantimos também o direito de ressarcimento de
despesas (especialmente com transporte e alimentacdo) decorrentes da participacdo na
pesquisa. Vocé tem o direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como solicitar
indenizacdo por meios legais, em caso de danos pessoais decorrentes da pesquisa.

Algumas pessoas podem ficar mais sensiveis a luz solar, ndo se deve, portanto,
tomar sol durante o tratamento com esse medicamento sem conhecer a reagdo. O uso em
idosos (acima de 65 anos) requer acompanhamento médico.

O uso da doxiciclina pode causar reacGes adversas como: gastrintestinais:
anorexia, nauseas, vomitos, diarréia, glossite, disfagia, enterocolite e lesGes inflamatorias na
regido genital (com monilia); Casos raros de esofagite e ulceracdes esofagicas foram relatados
bem como anormalidades da funcdo hepética; Cutaneas: lesbes eritematosas e
maculopapulosas, dermatite esfoliativa e reacdes de fotossensibilidade; Toxicidade renal:
elevacdo do nitrogénio uréico tem sido relatada. ReacBes de hipersensibilidade: urticéria,

edema angioneurotico, anafilaxia, purpura anafilactdide, pericardite, doencas do soro e
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exacerbagdo do lUpus eritematoso sistémico; e/ou Hematoldgica: anemias hemolitica,
trombocitopenia,neutropenia e eosinofilia.

O objetivo desse estudo é saber como 0s pacientes com diabetes reagem ao
tratamento de raspagem e a esse medicamento. O liquido coletado de sua gengiva servira para
entender melhor como acontece o processo de doenga e de tratamento. Os resultados de seus
exames serdo confidenciais e vocé podera requisita-los quando quiser. Vocé podera desistir de
participar desse estudo, a qualquer momento, sem prejuizo a continuidade do seu tratamento

na Instituicéo.
CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes sobre o
estudo acima citado que li ou que foram lidas por mim.

Eu discuti com o Dr. Marcelo Cavalcante Marinho, sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizos e sem a perda de
atendimento nesta Instituicdo ou qualquer beneficio que eu possa ter adquirido. Eu recebereli
uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a outra ficard com o
pesquisador responsavel por essa pesquisa. Além disso, estou ciente de que eu e o pesquisador
responsavel deveremos rubricar todas as folhas desse TCLE e assinar na Gltima folha.

Nome do Pesquisador: Marcelo Cavalcante Marinho

Orientador Responsavel: Carmelo Sansone

Endereco Faculdade de Odontologia-UFRJ: Av. Brigadeiro Trompowsky, s/n CEP:
21941-590; Cidade Universitaria, Ilha do Funddo, Rio de Janeiro.

Fone: (21) 2562-2035

Cel. Marcelo: (21) 99346-7235

Se vocé tiver alguma consideragdo ou dlvida sobre a ética da pesquisa, entre em

contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho/HUCFF/UFRJ — R. Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n.° 255 — Cidade Universitaria /
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Ilha do Funddo — Sala 01D-46/ 1° andar ou pelo telefone 39382480, de segunda a sexta-feira,
das 8 as 15 horas, ou através do e-mail: cep@hucff.ufrj.br

Nome do Paciente
Data: / /

Assinatura do Paciente

Data: / /

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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