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Resumo

A procura, em tempo Util, de ferramentas de diagnéstico eficazes em termos de
custos, com elevada precisdo e sensibilidade, e procurando que sejam nao-invasivas, €
uma area que tem sido alvo de muitos estudos por parte dos investigadores. Detetar
patologias nos seus estados iniciais pode melhorar: 0 seu progndstico, a eficacia da
terapéutica, a taxa de sobrevivéncia, entre outros.

O rastreio, o0 diagndstico e monitorizacdo de varias doencas implica
procedimentos invasivos, dolorosos, como é o caso da colheita de sangue e das bidpsias.

H& varios anos que a saliva tem mostrado ser um bom meio para diagnostico e
monitorizacdo tanto da doenca como da terapéutica. Sdo vérias as vantagens que este
fluido bioldgico apresenta em relacéo ao soro: colheita ndo-invasiva (nao dolorosa) e mais
segura (ndo ha utilizacdo de agulhas), ndo requer profissionais especializados, a sua
manipulacéo, transporte e armazenamento sdo procedimentos faceis e permite a colheita
em qualquer individuo, seja ele pediatrico, adulto ou geriatrico.

Um conhecimento aprofundando dos constituintes salivares, tanto quantitativos
como qualitativos, é fundamental para a tornar possivel a identificacdo de biomarcadores
salivares carateristicos de determinada doenca.

Este trabalho teve como objetivo geral a apresentacdo da saliva como potencial
meio de diagnostico utilizando a andlises das proteinas como ferramenta promissora no
diagnostico e monitorizacdo da Diabetes Mellitus, do Cancro da Mama e da

Polineuropatia Amiloiddtica Familiar.

Palavras-chave: Biomarcadores; Diagndstico; Proteina; Saliva.






Abstract

The search for useful diagnose tools on time, concerning costs, with high precision
and sensitivity, and trying that they are non-invasive, is an area that has been largely
studied by investigators. Detecting pathologies in their early stages can improve: the
prognostic, the treatment effectiveness, and survival ratio, among others.

The screening, diagnose and monitoring of various diseases imply procedures that
are invasive, painful, such as the blood collection or biopsies.

For many years, saliva has been given proof to be a good diagnose and monitoring
mean for the disease and for the treatment. There are several advantages that this
biological fluid presents regarding sorus: non-invasive collection (non-painful), it is safer
(avoiding the use of needles), it does not require specialized professional, its easy
manipulation, transportation and storage, it is possible to collect from any individual
(children, adult or elder).

A deep knowledge of the saliva constituent, qualitative and quantitative, is
fundamental in order to identify saliva biomarkers of specific diseases.

The present work main goal is the presentation of saliva as a potential diagnose
mean by using protein analysis as a promising tool in the diagnose and monitoring of
Mellitus Diabetes, Brest Cancer and Transthyretin-related hereditary amyloidosis.

Keywords: Biomarkers; Diagnostic; Protein; Saliva.
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CAPITULO I - Introducéo

CAPITULO I — Introduco

Ha muito tempo que o ser humano anseia na melhoria da qualidade de vida,
sempre com 0 objetivo de aproveitarmos ao méximo esta dadiva que é a Vida. Esta
melhoria passa por varios dominios: dominio da saude fisica, o dominio psicolégico, o
grau de independéncia, as relacfes sociais, 0 meio envolvente e ainda as crengas pessoais
e espirituais. (Grad, 2002) No ambito da melhoria da qualidade de vida entra o papel do
farmacéutico como profissional de satde. (Organizacion Mundial de la Salud., 1993) O
farmacéutico tem um papel importante na sociedade portuguesa que se traduz em fungdes
como: o aconselhamento do uso racional do medicamento, a monitoriza¢do do doente, a
sensibilizacdo para um estilo de vida mais saudavel e na capacidade de despistar de forma
precoce algumas doengas, identificando sinais de alerta. (Faria, 2015)

Muitas doencas iniciam-se silenciosamente, o que leva a um dificil diagnostico e
muitas vezes tardio, devido h& auséncia de sintomatologias. Sdo doencas com grande
impacto global como doencas oncologicas, cardiovasculares, metabdlicas e neurologicas
que necessitam de um método alternativo a metodologia praticada, com o objetivo de se
conseguir um diagndstico precoce. Atualmente, sabe-se que este diagnostico permite, de
certa forma, aumentar a resposta a terapéutica, diminuir impactos graves na vida do
doente, retardar complicacbes da doenca e, assim, aumentar também a taxa de
sobrevivéncia. (A. Zhang et al., 2013) (Lee & Wong, 2009)

Um bom meio de diagnéstico este deve ser altamente sensivel, com elevada
especificidade, portabilidade e de baixo custo. A saliva tem revelado um bom meio para
diagnosticos precoces, assim como, para monitorizacao da doenca e da terapéutica. Este
fluido biologico tem atraido muitos investigadores, devido as suas carateristicas que o
tornam dnico e importante, como o caso da baixa capacidade de invasdo e consequente
baixo risco de infe¢do, custo minimo, colheita facil e sem necessidade de recorrer a
profissionais especializados. O processamento, 0 transporte e a armazenagem Sao
processos simples. (A. Zhang et al., 2013) (Wong, Shen Hu, Joseph A. Loo, 2010)

Neste sentido, os diagnosticos salivares sdo uma area promissora que esta em
constante desenvolvimento com o objetivo de ser integrada, num futuro proximo, como
parte do diagndstico, monitorizacdo e para tomadas de decisdes clinicas importantes no

combate a diversas doencas. (Rodriguez-Chavez & R., 2012)
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A Saliva como Meio de Diagndstico

Esta monografia tem como objetivo geral a apresentagédo da saliva como meio de
diagndstico utilizando a andlise proteébmica como ferramenta promissora no diagnéstico

salivar de algumas doencas sistémicas.
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CAPITULO Il — Carateristicas Gerais da Saliva

CAPITULO Il — Carateristicas Gerais da Saliva

A Saliva é um liquido aquoso, composto por agua, eletrdlitos e enzimas. E uma
secrecdo glandular formada a partir de trés pares de glandulas salivares principais: a
parétida, a submandibular e a sublingual, e ocorre em duas fases: a primeira fase
denomina-se acinar e a segunda ductal. Na primeira fase ha secrecdo da saliva isotonica
a partir das células acinares. Na segunda fase ocorre modificacfes da saliva inicial: ha
absorcdo de sddio e cloro e secrecdo de potéssio e bicarbonato. Uma vez que as células
ductais sdo impermeaveis a agua, esta nao é absorvida tal como o soluto, tornando-a assim
hipotdnica. (Acevedo, 2012) (Constanzo, 2014)

A figura 1 apresenta a localizacdo das glandulas salivares principais, descritas

anteriormente.

Tngemnal n. (V)
Facwl n (VR

Glandula parotida

sidndula sublingual
Glandula sublingua Glandula submandibular

Figura 1: Localizacdo das Glandulas Salivares Principais (Adaptado de Wong, 2006)

O pH da saliva é cerca de 6,7, contudo este sofre constantemente alteragdes. Desta
forma, é importante que esta possua um sistema tampdo, como no caso do sistema
bicarbonato, que evita, por exemplo, a desmineraliza¢cdo do esmalte dos dentes e as
agressdes na mucosa. Um teor de ureia significativo é capaz de reverter as alteracdes

provocadas no pH fisiologico. (Acevedo, 2012)
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A Saliva como Meio de Diagndstico

1. As Func0es da Saliva

Sdo multiplas as fungdes que a saliva apresenta. A figura 2 representa a

esquematizacao destas funcoes.

y

Funcdes }

R R R R i)

Digestio } Tampao

Remineralizagio } Lubrificagio Protegio ]

Figura 2: As funges da Saliva. (Adaptado de Malathi, Mytulhi and Vasanthi, 2014)

Uma das principais fungdes das glandulas salivares € manter um fluxo salivar
continuo para que a cavidade oral fiqgue sempre humida. Isto deve-se em grande parte, ao
facto da saliva conter grandes quantidades de mucinas, ou seja, agentes lubrificantes que
permitem controlar a adesdo, e a eliminacdo de microrganismos, células, leucécitos e
restos de comida durante a degluticdo. (M Castagnola et al., 2011) (Acevedo, 2012) Os
agentes lubrificantes contribuem ainda para a protecdo da cavidade oral, uma vez que
auxiliam na defesa a desidratacdo e na manutencdo salivar, na mastigacdo, na fala e na
degluticdo. (De Almeida, Grégio, Machado, De Lima, & Azevedo, 2008) Na porcao
aquosa da saliva esta presente a amilase salivar. Esta tem como funcdo principal a
digestdo do amido, convertendo-o em maltose e isomaltose, sendo que esta proteina sera
abordada, mais aprofundadamente, mais a frente.

A saliva tem papel fundamental no sistema imunitario do organismo. Estéo
presentes na saliva inimeras proteinas de defesa, incluindo: as imunoglobulinas salivares
e as chaperonas HSP70/HSPA, sendo que estas fazem parte da imunidade inata e da
adquirida; ao contrario das lisozimas, a amilase salivar, as cistatinas, as proteinas ricas
em prolina (PRPs), as mucinas, as peroxidades, entre outras, que sdo as principais
responsaveis pela imunidade inata. Embora algumas destas proteinas estejam presentes
na saliva em baixas concentracdes, os seus efeitos de defesa ndo deixam de ser eficazes,
uma vez que tém efeitos cumulativos e/ou sinérgicos, levando a formacao de uma rede de
defesa molecular eficaz e a formacdo de micelas salivares que permitem um

enriquecimento das proteinas de defesa.
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CAPITULO Il — Carateristicas Gerais da Saliva

O sistema simpatico e o sistema parassimpatico sdo responsaveis pela secre¢édo
salivar, tendo este Ultimo um papel mais significativo. S&o muitos os estimulos que podem
levar ao aumento ou diminuicdo da secrecdo salivar, devido aos nucleos salivares do
tronco cerebral se encontrarem aumentados ou diminuidos, através de potenciais de acéo
emitidos pelas fibras parassimpaticas dos nervos cranianos facial (V1) e glossofaringeo
(IX). (Tate, P.; Seeley, R..; Stephens, 2011)

2. O Proteoma Salivar

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nos sistemas bioldgicos e
desempenham um papel importante em quase todos 0s processos biolégicos, incluindo o
apoio estrutural, a catalise, a regulacdo, a defesa e a transmissdo de sinal. O facto das
proteinas possuirem uma estrutura tridimensional funcional Unica, permite gque estas
desempenhem uma diversidade de funcgdes distintas, essenciais na maior parte dos
processos bioldgicos dos seres vivos. (Quintas et al., 2008) (Gupta, Govila, & Saini, 2015)

A palavra “proteoma” deriva da fusdao de duas outras palavras: “proteina” e
“genoma” e foi introduzido em 1986 pela primeira vez por Mark Wilkins. Como primeira
definicdo, em 1997, o proteoma referia-se a proteina total complementar que era capaz de
ser codificada por um determinado genoma. Hoje em dia, uma das defini¢cdes propostas
para o conceito de proteoma é um conjunto total de proteinas de uma determinada célula,
incluindo as suas alteraces que variam com o tempo e com requisitos especificos ou em
“stress” que uma célula ou organismo pode sofrer. (Humphery-Smith, 2015)

Associado a estes termos, surge em 1997 o termo “protedmica”, definindo-se
como o estudo de todo o conjunto de proteinas expressas por um organismo de um dado
ambiente e numa fase especifica do ciclo celular. Um estudo completo da proteomica
envolve a distribuicdo, as funcBes, a abundéancia, a interacdo das proteinas com outras
macromoléculas e suas modificacbes pos-traducionais. (Hékkinen, Uitto, & Larjava,
2000)

Nos Ultimos anos, a analise protedmica tem tido um crescente interesse, com 0
objetivo de caracterizar qualitativamente e quantitativamente o conteddo do proteoma.
(Scarano et al., 2010) Neste sentido, a pesquisa protedmica vem aumentar a nossa
compreensdo do comportamento celular, estudando os diferentes padrdes de contetudo da

proteina, a sua atividade e as suas varia¢es durante o desenvolvimento ou resposta no
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A Saliva como Meio de Diagndstico

processo da doenca. A protedmica também introduziu a possibilidade de permitir a
identificacdo de novos farmacos e desenvolvimento de novos marcadores de diagnostico
para algumas doengas em causa.(Gupta et al., 2015)

O primeiro passo para, mais tarde, se utilizar a protedmica como meio de
diagnostico, monitorizacdo da saude em geral, identificacdo da patogénese e a propria
salde oral, passa pela andlise abrangente e pela identificacdo de todo o conteudo do
proteoma salivar.

O proteoma salivar é composto por, aproximadamente, 30% de proteinas que
também fazem parte do sangue e em ambos as proteinas mostram diversidade funcional
comparavel e ligagdo a determinadas doengas. O conhecimento aprofundado acerca do
proteoma salivar € fundamental para entender as multiplas fungdes que as proteinas
podem ter, bem como descobrir biomarcadores que permitam melhorar o diagnéstico e
monitorizacao da doenca. (A. Zhang et al., 2013) (Malathi, Mythili, and Vasanthi, 2014)

A figura 3 representa o diagrama de Veen que demonstra 0 nimero de proteinas

que pertencem a saliva total e a saliva das glandulas parotida, sublingual e submandibular,

e ao plasma.
Saliva total
1444
Parotida/SMSL Plasma
1235 2720

Figura 3: Diagrama de Veen (Adaptado de Yan, Apweiler and Balgley, 2009)

A primeira base de dados do mundo que centraliza os dados da protedmica
denomina-se Salivary Proteoma Knowledge Base (www.skb.ucla.edu). Nesta base de
dados estdo todas as proteinas, até a data, identificadas, sendo acessivel ao publico em
geral. Atualmente, ja foram identificadas mais de 2400 proteinas salivares, mas este ndo

é um numero final. Espera-se que, num futuro préximo e com a continua analise deste
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CAPITULO Il — Carateristicas Gerais da Saliva

proteoma, este nimero aumente. (Pfaffe, Cooper-White, Beyerlein, Kostner, &
Punyadeera, 2011)

Como referido anteriormente, as proteinas podem desempenhar maltiplas fungdes
consoante o ambiente em que estdo, sendo necessario uma analise cuidadosa para a
atribuicdo destas fungdes. A tabela 1 demonstra as funcbes das proteinas salivares em

percentagem.

Tabela 1: Funcéo das Proteinas Salivares, em percentagem (adaptado de Massimo Castagnola et

al, 2011)
Funcéo %

Imunidade 21%

Replicacdo de proteinas e reparagédo 1,6%
Mobilidade celular e secrecao 4,8%
Transcricdo e ribossomas 2,3%
Multiplicacao e ciclo celular 4,2%
Transducdo do sinal 9,7%
Metabolismo com o citoesqueleto 5,2%
Metabolismo com a endomembrana 7,1%
Proteinas incertas 28,7%
Proteinas com funcao desconhecida 15,4%

Sd0 muitas as classes de proteinas que existem e sdo classificadas como
polimérficas. O facto de serem polimérficas pode ser uma desvantagem na analise da
composicdo da saliva, uma vez que este conduz a uma grande variabilidade
interindividual entre composicdes. E importante determinar se alguns dos polimorfismos
especificos estdo relacionados com condigdes patoldgicas ou suscetibilidade para
determinada doenca. (Tiziana Cabras et al., 2009) (Massimo Castagnola, Cabras, Vitali,
Sanna, & Messana, 2011)

Outra desvantagem esta relacionada com o proteoma salivar se encontrar nas
variacOes fisiologicas e nos estimulos que podem modificar significativamente as suas
caracteristicas.

Hoje, a analise protedmica tornou-se num pilar importante nas areas de

diagnéstico da doenca e na pesquisa e desenvolvimento de medicamentos,
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A Saliva como Meio de Diagndstico

desempenhando, a0 mesmo tempo, um papel fundamental no dominio da detecdo e
descoberta de biomarcadores. (Humphery-Smith, 2015)

Sé&o varios os estudos que existem para uma melhor compreensdo do proteoma
salivar.

Em 1996, Veerman et al. identificaram quatro familias importantes de péptidos
salivares: as proteinas ricas em prolina (PPRs), as staterinas, as cistatinas e histatinas;
assim como os locais onde eram produzidas. Mais tarde, Messana et al. (2008) e Scarano
et al. (2010) vieram confirmar que estas quatro familias faziam parte dos constituintes
principais do proteoma salivar.(Messana et al., 2008) (Scarano et al., 2010) (Veerman,
E.C.1, Keybus, P. A. M., Amerongen, 1996)

Como dito anteriormente, as diferentes proteinas sdo segregadas pelas varias
glandulas salivares. As glandulas par6tida e von Ebner segregam um fluido seroso, rico
em fosfoproteinas, em amilase e em proteinas ricas em prolina; as glandulas sublingual e
submandibular produzem fluidos seromucosos; enquanto que as glandulas Blandin-
Nuhm segregam um fluido mucoso, rico em mucinas. (Chiappin, Antonelli, Gatti, & De
Palo, 2007)

As proteinas mais abundantes na saliva, bem como as suas percentagens, a origem,
a glandula secretéria e as suas funcdes, estdo representadas nas tabelas 2, 3, 4e5e a
figura 4.

Tabela 2: Principais proteinas presentes na saliva, as percentagens, a origem, as glandulas secretérias e a
suas funcdes — Parte | (adaptado de Pfaffe et al. 2011)

Proteina | % na Origem Glandula(s) Funcéo
saliva secretoria(s)
PRPs 37 Plasma Pardtida e e Homeostase mineral

Submandibular | ¢  Neutralizacdo de
substancias toxicas da
dieta

e Protecdo tecidular contra
ataque proteolitico por

microrganismos
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Tabela 3: Principais proteinas presentes na saliva, as percentagens, a origem, as glandulas secretérias e a
suas funcdes — Parte Il (adaptado de Pfaffe et al. 2011)

Proteina | % na Origem Glandula(s) Funcéo
saliva secretoria(s)
a- 20 Pancreas Parotida e e Digestio de amido
Amilase Glandulas Submandibular | e Antibacteriana
salivares e Lubrificacdo a cavidade
oral
Mucinas | 20 Glandulas Glandula e Protegéo tecidular contra
mucosas parotida ataque proteolitico por

microrganismos

o Citoprotetor

e Lubrifica a cavidade
oral

e Protecdo contraa
desidratacéo

e Manutencéo da

viscoelasticidade das

secreg0es
Cistatinas | 8 Glandula Glandulas e Antibacteriana
submandibular | parétida, e Antiviral
> Glandula submandibulare | e« Regula 0 metabolismo
sublingual sublingual das proteinas

e Auxilia na protecdo dos
tecidos no ataque
proteolitico por
microrganismos

e Auxilia na mineralizacao

Albumina | 6 Plasma Glandulas e Proteina transportadora
parétida, e Proteina de fase aguda
submandibular e negativa
sublingual e Tampio
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Tabela 4: Principais proteinas presentes na saliva, as percentagens, a origem, as glandulas secretérias e a

suas funcdes — Parte 111 (adaptado de Pfaffe et al. 2011)

Proteina % na Origem Glandula(s) Funcéo
saliva secretoria(s)
Staterina 1 - Glandula e Inibe o crescimento de
pardtida hidroxiapatite
e Protecdo tecidular
contra ataque
proteolitico por
microrganismos
e Citoprotetor
e Lubrificante
Manutencao da
viscoelasticidade das
secrecOes
Histatinas 1 Plasma Glandulas e Antimicrobiana e
parotida, Antifangica
submandibulare | ¢ Mineralizagio
sublinguais e Inibicdo da libertagdo
de histamina a partir
dos mastocitos — papel
na regulacao da
inflamacao oral
IgA solavel |3 Linfécitos | Glandulas e Imunitéria
B parétida e
submandibular
IgG 2 - Glandulas e Imunitéria secundéria
parétida e e Protecdo contra varios

submandibular

microrganismos

ligando-se a eles
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Tabela 5: Principais proteinas presentes na saliva, as percentagens, a origem, as glandulas
secretorias e a suas fungbes — Parte 11V (adaptado de Pfaffe et al. 2011)

Proteina

% na

saliva

Origem

Glandula(s)

secretoria(s)

Funcéo

Lactoferrina

<1

Mucoso > Seroso

Antimicrobiana

Lisozima

<1

Glandula
sublingual >
Glandula
submandibular,

plasma

Antimicrobiana

A identificacdo das proteinas presentes na saliva humana; a definicdo do
complexo proteico em individuos saudaveis; a contribuicdo das diferentes glandulas
salivares; as alteracdes relacionadas com determinadas patologias, quer sistémicas quer
da cavidade oral, sdo importantes para tornar este fluido biol6gico uma boa ferramenta
de diagndstico e monitorizacdo. Alguns estudos das proteinas e dos componentes
salivares, ja permitiram identificar variagGes entre os estados de saude normais e de
doenga. Contudo, s6 ap6s uma completa caraterizacdo do proteoma salivar humano
saudavel, sera possivel a sua comparacao com o proteoma de individuos com determinada

patologia, podendo assim diagnostica-la ou monitoriza-la. (Amado, Ferreira, & Vitorino,

2013)

mucins
(20%)

slgA
(3%/0)

HSA (6%)

amylase
(20%)

1gG
(2%)

\' “/(>120

statins

all others

0) (2%)

$~ Instatins
“Sie statherin (1%)
(22:’/0) (1%)

Figura 4: Proteoma Salivar Humano Saudavel (Pfaffe et al., 2011)
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3. A passagem de Biomoléculas do Sangue para a Saliva

Como ja referido, 30% das proteinas presentes na saliva estdo presentes no sangue.
Este facto tem um grande interesse, uma vez que a proteémica salivar tem como objetivo
tornar-se numa ferramenta de diagnostico precoce e de monitorizacdo da doenca e da
terapéutica. Esta tomada de posicdo é importante, uma vez que este método apresenta
algumas vantagens em relacdo a anélise de sangue, como poderé ser visto no capitulo trés.
(Perez-Cornejo et al., 2012)

As glandulas salivares sdo 6rgdos muito vascularizados o que permite que haja
trocas de biomoléculas constituintes do sangue. Assim, as alteracdes provocadas na
composicao molecular do sangue podem, posteriormente, alterar a composicao da saliva.

Neste sentido, é importante perceber os mecanismos de passagem das proteinas
do sangue para a saliva, uma vez que € este ultimo fluido bioldgico que ira ser analisado.
As biomoléculas podem entrar na saliva por diferentes vias: gap junction (como por
exemplo, a passagem de agua, iGes e hormonas), difusdo passiva (maioritariamente,
hormonas esterdides), transporte ativo e ultrafiltracdo, como apresenta a figura 5. (Pfaffe
etal., 2011)

sangue

Figura 5: Mecanismos de transporte de biomoléculas do soro para os ductos das glandulas salivares. *

1 a) transporte ativo; b) difusdo passiva de lipossollveis; c) filtragdo simples; d) transporte ativo de sédio
através de célula acinar; e) transporte ativo de Na+ através de células do ducto; f) membrana celular; g)

poro da membrana celular; h) especo intercelulas; i) célula acinar. (Adaptado de Wong, 2006)
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CAPITULO 111 — A Saliva e a Analise Protedmica

1. A Saliva como Meio de Diagnostico e de Monitorizacéo

Inicialmente, os diagnosticos de doencas sistémicas eram realizados através de um
relato dos sintomas do doente perante um medico ou de outro profissional de saude, e por
fim realizavam-se as anélises ao sangue ou urina para avaliarem qualitativamente e/ou
quantitativamente alguns marcadores importantes como os iBes, anticorpos, niveis
hormonais e alguns biomarcadores especificos de determinada doenca. Atualmente, 0s
diagnosticos salivares evoluiram para uma ciéncia sofisticada e a saliva é reconhecida
como um bom meio para diagnéstico e monitorizacdo, tanto da doenca como da
terapéutica, assim como noutras areas: na descoberta de farmacos, na genética, na
nanobiotecnologia, nos alvos biomoleculares e nos biochips. (Rodriguez-Chavez & R.,
2012)

A saliva utilizada na sua andlise é a saliva total. Esta é um fluido biol6gico que
pode ser recolhido diretamente da boca, tendo sido produzido pelas glandulas salivares:
pelas maiores, como a parétida, a sublingual e a submandibular; e pelas menores, como
a VVon Ebner e a Blandin-Nuhm. As bactérias, os fungos, os virus, as secre¢fes nasais e
brénquicas e o refluxo gastrointestinal, também fazem parte da composicdo da saliva
total. (Chiappin et al., 2007) Esta é facilmente recolhida, de forma nédo invasiva, ou seja,
ndo é dolorosa, o que diminui o desconforto associado a colheita. Para além de ndo haver
risco de infecdo associado, como ha no caso da puncdo venosa para colheita de sangue.
Permite também a colheita em qualquer doente, seja ele pediatrico, adulto ou geriatrico,
assim como ndo necessita de equipamento nem pessoal especializado para fazer a sua
colheita. (Pfaffe et al., 2011) (Rodriguez-Chavez & R., 2012) (Wong, Shen Hu, Joseph
A. Loo, 2010)

Sabe-se que a maioria dos biomarcadores presentes no sangue e na urina estao
também presentes numa amostra de saliva. (Rodriguez-Chavez & R., 2012) Séo estas as
proteinas com relevancia clinica presentes na saliva que permitem que esta seja como um
“espelho do corpo” do doente e permitem o diagnostico e monitorizacao de doengas.
(Majid Suhail, 2014) Estas proteinas sdo denominadas de Biomarcadores e serdo
abordadas mais a frente. (A. Zhang et al., 2013)
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Sé&o varios os fatores que podem influenciar os dados obtidos a partir da saliva. O
sexo, a idade, a alimentacdo, a variabilidade individual, a estabilidade da amostra e o
ritmo circadiano séo fatores que devem ser tidos em conta quando se faz a andlise. Para
minimizar alguns destes fatores é recomendado que a recolha seja efetuada no dia da
analise e pelo menos duas horas ap6s uma refei¢do, diminuindo assim o efeito do ritmo
circadiano (periodo de 24 horas influenciado pelas variagdes de luz e de temperatura onde
ocorrem mudancas fisicas, mentais e comportamentais) e da alimentacdo. (Sciences,
2012) (Amado et al., 2013)

Contudo, existem alguns obstaculos quanto a utilizacdo da saliva nesta area.
Alguns dos analitos com informacdo importante para o diagndstico encontram-se em
pequena quantidade na saliva em relagdo ao soro. (A. Zhang et al., 2013)

Para que este fluido biolégico seja utilizado como meio de diagnostico é
necessario que existam biomarcadores especificos associados ao estado da doenca,
tecnologias que discriminem esses biomarcadores e métodos de colheita ndo invasivos
para monitorizar e detetar os mesmos. (M Castagnola et al., 2011)

A figura 6 resume as principais vantagens e desvantagens da amostra salivar em

relacdo ao sangue.

Vantagens
* Transporte e armazenagem faceis
*Manipulagdo mais segura com menor risco de contrair agentes patogénicos

» Manipulagdo simples

»Métodos de colheita ndo invasivos e de baixo custo

Desvantagens

»Os métodos de colheita ndo estdo padronizados para: diferentes estados

fisioldgicos; diferentes kits comerciais

«Em caso de lesdo da cavidade oral, as amostras podem ser

contaminadas com sangue

Figura 6: Vantagens e desvantagens da saliva como meio de diagnéstico em rela¢do ao soro.
Adaptado de Rahim et al. 2015
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Deste modo a saliva comeca a ser vista como um potencial fluido bioldgico para
avaliar o estado de doenga do doente. (A. Zhang, Sun, & Wang, 2012) (Zauber, Mosler,
HelRberg, & Schulze, 2012)

Sé&o cada vez mais 0s estudos que mostram que a saliva tem potencial nesta area
do diagndstico de doencas como infecGes virais sistémicas, doengas neoplésicas, doengas
autoimunes, doencgas bacterianas, doencas cardiovasculares, doengas metabdlicas.
(Chiappin et al., 2007) (Giusti et al., 2010) (Xiao et al., 2012) (Wu, Wang, & Zhang,
2009) (Bencharit et al., 2014)

Neste sentido, o interesse por este fluido biolégico como meio de diagnostico e
monitorizagdo, assim como pela analise protedmica da saliva como ferramenta para este

objetivo tem vindo a aumentar a nivel mundial.

2. A Anélise Protedbmica como Ferramenta de Diagnostico e de Monitorizagédo

Segundo Chandramouli & Qian (2009), a protedmica é o estudo em larga escala
da estrutura e funcdo das proteinas presentes numa amostra bioldgica complexa.
(Chandramouli & Qian, 2009). Atualmente, esta ferramenta é utlizada para o diagndstico
de algumas doengas, através de diferentes tecidos e fluidos corporais tais como a saliva,
o fluido lacrimal e o sangue. (Barbosa et al., 2012) A proteémica tem revelado ser uma
metodologia preponderante, uma vez que esta revela informag6es importantes acerca do
estado de saude do organismo em geral, assim como € importante na area da pesquisa e
desenvolvimento de farmacos.

Enquanto a gendmica, termo utilizado desde 1986, inclui 0 genoma completo da
célula, a protedmica, conhecida em 1997, utiliza os produtos dos genes inteiros de uma
célula num determinado estado que abrange as suas atividades celulares e a interacdo com
outras macromoléculas. (Humphery-Smith, 2004) Desta forma, a protedbmica permite a
analise das proteinas quanto a sua qualidade e quantidade. A anélise protedmica revela
ser mais vantajosa em relacdo a gendmica uma vez que permite um melhor conhecimento
do organismo. (Gupta et al., 2015)

Para uma correta analise do proteoma é importante a extragao correta das proteinas
e esta. varia consoante o tipo e origem da amostra bioldgica. Segundo Barbosa, et al
(2012) a maioria das amostras bioldgicas devem ser solubilizadas, desagregadas,

desnaturadas e submetidas a tratamento com agente redutores de pontes dissulfito.
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A andlise protedmica pode ser feita por metodologias diferentes como demonstra

afigura 7.

mmmp cromatografia liquida

ol ﬂef"lz[\‘.,.J- e

peptideo ionizagao fragmentagao
— .
- . . .

e—
analise de massas

 — O - .
analise de dados detector

Figura 7: Metodologias diferentes que podem ser combinadas na Analise Protedmica (Barbosa
etal., 2012)

Grande parte das técnicas protedmicas tém como base a identificacdo de
biomarcadores, mas cingem-se a aplicagdes médicas diretas. Outras podem ser utilizadas
em prética clinica de rotina para diagnosticos e tem por base as alteracfes no proteoma,
através da analise de diferentes tecidos e fluidos corporais como amostras bioldgicas.
(Barbosa et al., 2012)

Segundo Armorotti (2010), as metodologias podem ser classificadas em dois
tipos: Bottom-up ou shotgun e top-down.

Na Bottom-up ou shotgun recorre-se a cromatografia liquida para separar 0s
péptidos de uma solucdo complexa e, posteriormente, realiza-se a espectrometria de
massa (MS) para analise dos mesmos. E uma metodologia vantajosa no que se refere a
sensibilidade e reprodutibilidade, contudo alguns péptidos perdem-se durante a
cromatografia e noutros ndo é possivel reconhecer as alteragdes pos-transducionais.

No caso da metodologia top-down recorre-se a MS para analise das proteinas na
sua forma complexa, sendo esta uma vantagem em relacdo a metodologia anterior, na
medida em que ndo sdo analisados os fragmentos e ndo ha perdas de péptidos, obtendo-
se, assim, uma analise mais completa dos constituintes proteicos. (Armirotti & Damonte,
2010)
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Outra metodologia utilizada para a separacéo de proteinas € através de eletroforese
uni (1-DE) e bidimensional (2-DE). A eletroforese bidimensional envolve a separagéo de
proteinas em duas etapas seguidas. Na primeira, a focalizacéo isoelétrica, hd migracdo
das moléculas em gel de poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado ou gerado por
tampdes anfotéricos até atingirem um ponto no qual a sua carga € igual a zero. Na
segunda, as proteinas sdo separadas de acordo com a sua massa molecular através uma
eletroforese com direcdo perpendicular a primeira em gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Esta segunda etapa € idéntica a eletroforese 1-D
em que as proteinas sdo separadas de acordo com a massa molecular através de uma
corrida em gel SDS-PAGE. (Barbosa et al., 2012)

Esta metodologia, utilizando a eletroforese, permite obter muitas informagdes
importantes, contudo ainda apresenta algumas limitacGes, tais como: a utilizacdo de
alguns fluidos corporais com proteinas em concentragcdes abundantes dificulta a migracéo
destas por eletroforese, por outro lado para as proteinas serem analisadas por top-down é
necessario que estas estejam intactas o que é dificil uma vez que tém de ser extraidas do
gel. (Armirotti and Damonte, 2010)

Existem ainda outras abordagens, como o caso dos varios tipos de cromatografias,
que permitem melhorar a separagdo das proteinas e dos péptidos. Numa das metodologias
aplicadas h& dissolugdo do analito numa fase liquida com a qual ndo tem qualquer
interacdo quimica e este percorre uma fase estacionaria, denominando-se esta por
cromatografia liquida (LC). (May et al., 2011)

Apobs a separacdo das proteinas e dos péptidos caracterizadores do proteoma
salivar é necessario a sua identificacdo e esta pode ser realizada por espectrometria de
MS. (Han, Aslanian, & Yates, 2008)

A MS utiliza um aparelho denominado espetrémeto e permite a identificacdo e
quantificacdo de proteinas. Esta metodologia € muito utilizada em proteémica e permite
avaliar essencialmente o racio massa/carga (m/z) de ides em fase gasosa. (Wilhelm et al.,
2014) Aionizacdo por eletrospay (ESI — Electrospray lonization) e a dessor¢do/ionizagédo
com laser assistido por matriz (MALDI — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
sdo duas técnicas que permitem a ionizacdo de péptidos e proteinas de forma a,
posteriormente, poderem ser utilizadas em MS. (Han et al., 2008)(Barbosa et al., 2012)

A primeira (ESI) é utilizada em amostras no estado liquido, ja a MALDI é
utilizada em amostras no estado sélido. Existem duas variantes a metodologia MALDI:

numa das variantes ha melhoria da superficie por dessorcao/ionizacdo com laser (SELDI
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— Surface-Enhanced Laser Desorption/lonization) e é utilizada para analisar proteomas
de baixo peso molecular; a outra variante permite a obtencdo das massas de péptidos e
proteinas a partir de amostras de sec¢Oes de tecidos bioldgicos e é denominada de
espetrometria de massa de imagem (IMS — Imaging Mass Spectrometry). Esta Gltima
apresenta algumas vantagens como € o caso da rapidez e a independéncia do uso de
anticorpos (Gustafsson, Oehler, Ruszkiewicz, McColl, & Hoffmann, 2011)

A pesquisa nesta area da analise protedmica deve continuar a ser desenvolvida, de
forma a melhorar as tecnologias utilizadas nesta area, aumentando a sua especificidade e
sensibilidade para a identificacao de proteinas que se encontrem relacionadas com estados
de doenca humana especifica, com o objetivo final de diagnosticar e monitorizar uma

doenga com preciséo. (A. Zhang et al., 2013)

3. Biomarcadores Salivares

Sabe-se que as varias moléculas constituintes da saliva contém informacdes
valiosas, assim sendo uma analise quantitativa e qualitativa global das proteinas é
essencial. Nos ultimos anos, tem existido uma maior pesquisa relativamente a descoberta
de proteinas com importancia clinica, para o diagnéstico e monitorizacdo de doencas,
utilizando para andlise as técnicas mencionadas anteriormente. (Strimbu & Tavel, 2011)

De forma a conseguir um bom nivel de confianca e fiabilidade, é necessario
recorrer a varias analises repetidas da amostra, atingindo assim um coeficiente de variacdo
no intervalo de 20-30%. Para reproduzir o intervalo do coeficiente de variacdo foi
introduzido o método de eletroforese diferencial (2-D DIGE) que permite, a partir de uma
Unica amostra, separd-la em duas ou trés amostras e fazé-las correr num dnico gel,
levando a uma melhor comparacao entre os perfis de proteomas, aumentando assim a sua
precisdo. (C. F. Streckfus, Arreola, Edwards, & Bigler, 2012)

Sdo muitos os investigadores que tém vindo a estudar o uso de biomarcadores,
uma vez que estes apresentam uma capacidade de diagnéstico da doenca e monitorizacdo
da progressdo da mesma e, até mesmo a resposta a uma determinada terapéutica. Apesar
de existirem muitas defini¢Oes para o termo biomarcador, ainda ndo existe nenhuma que
abranja todos os aspetos das aplicagdes dos mesmos. Assim, uma das definigdes propostas
é: “alteragoes celulares, bioquimicas, moléculares, genéticas ou simplesmente processo

normal biologico que pode ser reconhecido ou monitorizado”. (Baum, Yates, Srivastava,
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Wong, & Melvin, 2011) Um biomarcador é entdo uma substancia utilizada como um
indicador de um estado bioldgico ou para diagndsticos. E uma ferramenta de diagndstico
capaz de fornecer informagGes importantes para o diagnostico diferencial, localizacdo da
doenca e até mesmo conhecer o grau de severidade da infecdo/patologia. (Malathi,
Mythili, & Vasanthi, 2014)

Tem sido um grande desafio determinar biomarcadores para rastreio, diagnostico
e monitorizacdo de uma doenca ou até mesmo, na determinacéo da efic&cia da terapéutica.
(Malathi et al., 2014)

A analise do biomarcador depende de varios fatores como a prépria natureza
deste, a amostra a partir do qual foi extraido e o mecanismo pelo qual o biomarcador entra
na cavidade oral. (Rodriguez-Chavez & R., 2012)

Qualquer espécie molecular que demonstra variacdo significativa na
concentracdo, comparativamente com os de individuos controlo, € um biomarcador
potencial. (Rahim, Rahim, Ahmad, & Hashim, 2015)
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CAPITULO IV — Os Biomarcadores Salivares e as Doengas
CAPITULO IV - Os Biomarcadores Salivares e as Doencas

S&o varios os estudos que tém sido publicados recentemente, no ambito da
identificacdo de biomarcadores para o diagnéstico e monitorizacéo de diferentes doengas
através da analise protedmica da saliva (Figura 8). (Malathi et al., 2014)
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Figura 8: Areas que utilizam a anélise protedmica salivar (Malathi, Mythili, and Vasanthi 2014)

Atualmente, a saliva é utilizada como meio de diagndstico para doencas sistémicas
e, que estejam relacionadas com a cavidade oral e com as glandulas salivares. No caso do
cancro oral, Li, et al (2006) demonstrou que este método € mais preciso do que o
diagndstico através do soro; na sindrome de Sjogren; e em infe¢des virais e bacterianas.
(Ambatipudi et al., 2013) (Chiappin et al., 2007) (Y. Li, 2006) H& alguns anos que a saliva
é também utilizada a nivel forense: através da andlise do acido desoxirribonucleico
(DNA) presente nas células orais, na dete¢do de substancias de abuso no organismo e na
monitorizacdo de farmacos, de forma a dosear corretamente a sua administracdo. (Guo,
Oswald, Mendu, & Soldin, 2007) (Shirtcliff & Marrocco, 2003) (Ng, Koh, Choo, & Chia,
2006)
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As doencas com maior impacto global sdo as doencgas metabolicas, as oncolégicas,
as neuroldgicas, e as cardiovasculares, como j& foi referido. Existe, assim, uma
necessidade aumentada, nestas doencas, de melhorar os métodos de diagndstico e

monitorizacao, devido ao seu grande impacto.

1. Diabetes Mellitus

A Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica crénica. Ocorre quando o
pancreas ndo produz insulina suficiente ou quando o corpo ndo consegue usar eficazmente
a insulina que produz. Assim, a DM é caracterizada por uma hiperglicemia croénica, ou
seja, niveis de aglcar no sangue aumentados, resultado de disturbios no metabolismo dos
hidratos de carbono, dos lipidos e das proteinas. Se ndo for controlada, a doenca leva, a
longo prazo, a danos, a disfuncbes ou até mesmo faléncia de alguns 6rgdos. (Association
American Diabetes, 2015)

Quando a doenga ndo e controlada eficazmente leva a hiperglicemia causando

diversos sintomas, como demonstrado na figura 9.

Polidria Polidipsia Perda de peso Polifagia
VIS e Cicatrizagéo Infecdes
9 dificil frequentes

Figura 9: Sintomas de Hiperglicemia. Adaptado de (Association American Diabetes, 2015)

A grande maioria dos casos podem ser classificados em duas categorias: Diabetes
Mellitus tipo | e Diabetes Mellitus tipo I1.

A DM tipo | é responsavel por apenas 5-10% dos casos de diabetes. Resulta da
destruicdo celular autoimune das células f do pancreas, levando a uma producio
deficiente de insulina. Neste tipo de DM ha necessidade de administracdo diaria da

mesma.
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A DM tipo Il tem maior prevaléncia, cerca de 90-95% dos casos de diabetes, do
que DM tipo I. Esta resulta da combinacdo da resisténcia a insulina e de uma resposta
inadequada da secre¢do da mesma. Neste tipo de DM o grau de hiperglicemia pode néo
causar sintomas clinicos durante muito tempo, contudo causa alteracdes patoldgicas e
funcionais em varios tecidos-alvo. Neste periodo assintomatico, é possivel detetar esta
doenca através de uma medicdo de glucose no plasma em jejum. (Association American
Diabetes, 2015)

Foi estimado, em 2002, que em cerca de 171 milhdes de pessoas no mundo é
diagnosticada esta doenca e estima-se que, em 2030 este nUmero passard para 366
milhdes. (Hogan, Dall, & Nikolov, 2003) Foram ainda estimadas em 2012, cerca de 1,5
milhGes de mortes sdo relacionadas diretamente com a diabetes. Em 2014, a prevaléncia
global desta doenca foi avaliada em 9% em adultos (>18 anos). (Association American
Diabetes, 2015)

1.1. Diabetes Mellitus e a Anélise Protedmica

Os estudos relativamente a pesquisa e identificacdo de biomarcadores para detetar
de forma ndo invasiva a pré-diabetes e a diabetes irdo facilitar as intervenc6es destinadas
a prevencdo ou a retardar a progressao da doenca e as suas complicacdes associadas.

Um estudo publicado por Rao et al. (2009) teve dois objetivos principais: a
caraterizacdo do proteoma salivar em doentes com diabetes tipo II; a identificacdo de
potenciais biomarcadores carateristicos desta doenca.

Foi realizada uma andlise por cromatografia liquida multidimensional, assim
como, uma espetrometria de massa (2D-LC-MS/MS). Na caracterizacdo do proteoma
salivar identificaram-se 487 proteinas: 67% ja tinha sido identificadas noutros estudos;
33% ainda ndo tinham sido encontradas até a data; e cerca de 13,5% destas proteinas
apresentavam-se muito diminuidas no proteoma de diabéticos em relacdo ao proteoma
individuos saudaveis. (Rao et al., 2009)

A figura 10 representa o proteoma salivar de doentes com DM tipo Il. A tabela 1,
apresentada anteriormente refere as funcdes em percentagem das proteinas salivares,
sendo possivel, desta forma, comparar as diferencas entre individuos normais e

individuos saudaveis.
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Apoptosis Cell Adhesion
(2%)

(5%)
Unknown
Transport (79,
(5%) ]
Signal Transduction
(3%)

Metabolism
(42%)

Cell Communication
(6%)

Cell Organization

(11%)

Development

(5%)

Enzyme Regulation
(1%)

Extra Cellular Matrix
(2%)

Immune Response

(11%)

Figura 10: Proteoma Salivar de doentes com Diabetes Mellitus Tipo Il (Rao et al. 2009)

As proteinas salivares que exibiam uma expressdo diferente da saliva dos

controlos tinham fungdo metabdlica, fungdes no desenvolvimento, na organizacao

celular, na resposta imunitaria, na comunicacdo celular, na proliferacdo e na morte

programada. A sobreexpressdo de algumas proteinas do sistema imunitario, como é o

caso da Cistatina C, do inibidor da elastase de leucdcitos (LEI) e da uteroglobina (UTER),

ja era algo esperado, uma vez que, existem estudos anteriores que relacionam o sistema

imunitario com a doenca diabetes (Tabela 5). (Pickup & Crook, 1998) (Fernandez-Real

& Pickup, 2008)

A tabela 6 apresenta a funcdo detalhada de cada uma das proteinas do sistema

imunitario referidas anteriormente.

Tabela 6: Fungdes das Proteinas Cistatina C, LEl e UTER. (Adaptado de Rao et al., 2009)

Cistatina C Potente inibidor das

proteinas de cisteina

lisossOmica

No soro — utilizada como marcador
da filtracdo glomerular

Elevada em doenca cardiovascular e
em DM

LEI Regulador da atividade das

protéases dos neutrofilos,

No plasma — PMN-E é utilizada

como marcador de hipertensdo e de
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incluido a elastase | doengas micro e macrovasculares

polimorfonuclear (PMN-E) | em DM tipo Il

UTER E indicador da funcdo renal tubular
na DM

Outras das proteinas elevadas na saliva de diabéticos foram a a-1-tripsina (ALAT),
a a-2-macroglobulina (A2MG) e a proteina de ligacdo ao retinol 4 (RBP4). Num outro
estudo realizado por Rao et al. (2007) encontrava-se aumentada a proteina A1AT na urina
de doentes com diabetes, confirmando assim que esta poderia ser um bom biomarcador.
(Rao et al., 2007)

Um estudo anterior relatava também variacbes na A2MG em diabéticos. Estas
variacOes eram relacionadas com a diabetes quando existia desequilibro do sistema
protéase-antiprotease, podendo os doentes diabéticos aumentarem o risco de desenvolver
complicagdes cardiovasculares. (Lisowska-Myjak, Pachecka, Kaczynska, Miszkurka, &
Kadziela, 2006) Um aumento significativo desta proteina na saliva sera um fator a ter em
conta na avaliacédo da diabetes, podendo este ser considerado um bom biomarcador.

A RBP4 do plasma j& era utilizada como biomarcador de distdrbios metabdlicos
inicias associados a DM. (Cabré et al., 2007) Assim, este estudo propde também a
utilizacdo da RBP4 salivar como biomarcador de DM.

A apoliproteina (apo) B100 é uma das formas principais de apo B. Estudos relatam
que em individuos diabéticos sdo conhecidos niveis elevados de apo B-100, uma vez que
existe aumento da producao e reducdo das taxas de fracdo. (Hogue et al., 2007)

A anidrase carbonica 1 revelou estar presente em baixos niveis na saliva de DM,
0 que também j& tinha sido visto nos eritrdcitos de doentes com DM. (Gambhir, Ornasir,
Headings, & Bonar, 2007) Assim como a proteina lamina A/C que também revelou baixa
expressao. Esta é uma proteina carateristica da diabetes. Muta¢6es no gene LMNA levam
a perda de tecido adiposo subcutaneo, a resisténcia a insulinica, a dislipidemias e a
diabetes tipo Il. (Hegele, 2007)

Mais tarde, em 2010, Tiziana Cabras et al, centraram-se na pesquisa da
composic¢do da fracdo soluvel acida da saliva total por RP-HPLC-ESI-MS num grupo de
criancas e adolescentes com DM tipo | e num grupo controlo. Os resultados deste estudo

demonstraram: uma diminuicdo da concentragdo de staterina, péptido P-B rico em
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prolina, péptido P-C, histatina-1 (Hst-1); e um aumento da concentrag¢do de a-defensinas
1,2 e 4, de S100A9 e de varios péptidos pequenos. (T. Cabras et al., 2010)

Para melhor compreensao dos péptidos recorreu-se a uma analise Tandem-MS e
observaram-se fragmentos peptidicos P-C, que foram confirmados por diminuicdo da
concentracdo do péptido intacto. Segundo Helmerhorst et al. (2008) esta fragmentagéo
observada pode estar relacionada com uma protéase glutaminica com provavel origem
microbiana. (Helmerhorst, Sun, Salih, & Oppenheim, 2008) Este estudo veio sugerir que
havia maior atividade desta enzima na cavidade oral de doentes diabéticos.

A concentracdo de staterina em diabéticos diminuiu em comparacdo com
individuos saudaveis, assim como a concentracdo do péptido P-B. Este resultado é
curioso, uma vez que ambas sdo secretadas pelas glandulas parotida e submandibular/
sublingual. Segundo Inzitari et al. (2006) ha uma correlacdo muito significativa entre as
duas proteinas e este estudo apoia também esta conclusdo. (Inzitari et al., 2006)

Outra proteina que apresentou uma concentragdo mais baixa em diabéticos do que
em individuos saudaveis foi a Hst-1. Esta proteina é essencial no que diz respeito a
protecdo da cavidade oral devido as suas propriedades curativas. Uma vez que esta
apresenta uma concentracdo abaixo do normal, estes doentes estdo mais suscetiveis a
lesGes na cavidade oral. (Oudhoff et al., 2009)

Neste estudo algumas proteinas da saliva de doentes com DM tipo | tiveram uma
expressao aumentada em relacdo a saliva dos individuos saudaveis. O aumento da
concentragdo de a-defensinas em doentes com DM veio de encontro com os resultados ja
obtidos por Seraheimo et al (2008) e Sthoeger Z. M. et al (2008), que tinham demonstrado
que a saliva conseguia refletir a concentragido plasmatica de a-defensina, podendo esta
ser utilizada como marcador de risco clinico. (Saraheimo et al., 2008) (Sthoeger, Bezalel,
Chapnik, Asher, & Froy, 2009) (Joseph et al., 2008)

O aumento da concentracdo de S100A9 veio também ao encontro de outros
estudos ja publicados. Esta proteina, tal como a S100A8 (que ndo teve aumento da
expressao, como seria de esperar), tém um papel importante na inflamacéo, tendo como
funcGes a quimiotaxia, a inflamacdo do local, a regulacdo da adesdo, a migracao
transendotelial de leucdcitos e a atividade antimicrobiana. O facto de a SI00A9 aumentar
a sua expressdo e a S100A8 nao, € um ponto importante a ser considerando uma vez que,
Bouma et al. (2005), num estudo em diabéticos tipo I, também verificaram o mesmo.
Estes estudos sugerem que o aumento da expressdo da S100A9 pode ser carateristico
deste tipo de diabetes. (Bouma et al., 2005)

42



CAPITULO IV — Os Biomarcadores Salivares e as Doengas

Em 2012, Border et al. realizaram um estudo, em doentes desdentados com
Diabetes Mellitus tipo 11, com o objetivo de explorar a relagdo entre o proteoma salivar e
a condicdo de diabetes. A partir de uma abordagem protedmica foi possivel a
identificacdo de 52 biomarcadores salivares: 14 proteinas secretadas pelas glandulas
salivares, 4 proteinas plasmaticas, 6 imunoglobulinas e outras 32 proteinas de origens
diferenciadas (proteinas dos tecidos, citoplasmaticas, e proteinas ndo caracterizadas). Foi
também possivel a comparacdo destes resultados com estudos anteriores.

A figura 11 demonstra a comparagdo dos resultados obtidos neste estudo com

outros estudos realizados em individuos com DM.

Study Hittke Rao Hirtz
(REF Our study Li et al.'* ez al™ et al’ et at’
sample) (saliva) (scrum) (muscle) (saliva)  (saliva)
GAPDH U U

SAA u u

PIP U D
CYTS u

CYTN D D
CAH 6 D U

UTER D u

PLUNC D U

TRFE D D D
AMYI D D
AZMG D U

REF: reference number; U: upregulated; D: downregulated; N: no

significant change

Figura 11: Comparagdo dos resultados obtidos com os resultados de outros estudos realizados em
diabéticos (Border et al., 2012)

Duas das proteinas identificadas neste estudo ja tinham sido identificadas no soro
de doentes com DM tipo Il, anteriormente. (R.-X. Li et al., 2008). Uma das proteinas
expressa na saliva e no soro de doentes diabéticos é a amiloide A do soro (SAA). Esta foi
também relacionada com um mediador inflamatorio, a proteina C reativa. Estas duas
proteinas associadas a outras moléculas de imunidade inata, sdo conhecidas por serem
sobreexpressas em doentes com DM tipo Il. (Pickup & Crook, 1998) Também a
serotransferrina (TrFE) foi expressa de igual forma na saliva e no soro de diabéticos. Uma
vez que este estudo foi realizado apenas em doentes sem dentes e se verificou um aumento
destas proteinas, pode significar que a presencga destas proteinas na saliva ocorra por
secrecdo atraves do aparelho glandular salivar. Estes doentes ndo tém dentes logo as

proteinas ndo sdo secretadas pelas fendas gengivais. (Fabian, Fejerdy, & Csermely, 2008)
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Outra das proteinas aumentadas na saliva destes doentes foi a gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (GADPH). Esta proteina ja tinha sido verificada com um aumento
da sua concentragdo no masculo de mulheres obesas. Desta forma, Border et al. (2012)
sugerem que é possivel existir uma relacdo entre os disturbios metabolicos e a presenca
desta proteina na saliva, tornando também a GADPH num potencial biomarcador para
esta patologia.

Border et al (2012) comparou o seu estudo com o estudo de Rao et al., (2009),
uma vez que utilizava um método de colheita e analise semelhante. Esta comparacéo foi
surpreendente na medida em que as Unicas proteinas identificadas em comum foram a
anidrase carbonica 6, a UTER, a proteina clonal do epitélio nasal, do palato e dos pulmdes
(PLUNC) e A2MG, e a expressdo destas entre os dois estudos foram completamente
opostas. Estes resultados podem dever-se a varios fatores, tais como, amostras diferentes
(num dos estudos eram doentes diabéticos desdentados e no outro ndo; as amostras de
ambos os estudos tinham pequenas dimensdes; e as amostras eram de populacOes
diferentes). A presenca da anidrase carbonica 6 na saliva tem sido relatada por varios
estudos em diferentes doencas, podendo concluir assim que esta proteina ndo pode ser
um biomarcador especifico para a DM. (C. F. Streckfus et al., 2008) (Rao et al., 2009)
(Yuetal., 2010)

Um outro estudo que permitiu a Border et al. (2012) retirar mais conclusdes
através de uma comparacao foi o estudo de Hirtz et al. (2006). Neste estudo apenas
interessavam doentes com DM grave, isto €, com niveis de hemoglobina glicosilada ou
hemoglobina Alc a mais de 8%, e doentes mal controlados pela insulina. Comparando os
estudos, ambos apresentaram as proteinas a-amilase (AMY-1), a cistatina salivar
(CYTN), a proteina indutora de prolactina (PIP) e a TrFE com expressao diminuida. Estes
resultados podem indicar que as secrecdes salivares estdo prejudicadas parcialmente em
individuos com DM.

A proteina AMY-1 mostrou que podera ser um potencial biomarcador para DM,
uma vez que em ambos o0s estudos existiu diminui¢do da sua expressdo. Realizou-se uma
analise de validacdo em Western blot que confirmou a reducdo da AMY-1 em amostras
salivares de doentes com DM. (Hirtz, Chevalier, Sommerer, & Raingeard, 2006)

A figura 12 refere entdo a validagdo em Western-blot da AMY-1 como
biomarcador salivar de DM. O ND significa individuos ndo diabéticos, enquanto que o D

representa individuos com esta patologia.

44



CAPITULO IV — Os Biomarcadores Salivares e as Doengas

+ 75kDa
* 50kDa

Figura 12: Validagdo em Western blot da AMY -1 como biomarcador salivar de DM (Border et al 2012)

Um estudo mais recente de Bencharit et al. (2014) teve como objetivo investigar
as diferencas que existem no proteoma salivar de doente com DM com base nos niveis de
hemoglobina Alc, utilizando o método LC/MS/MS. Os resultados demonstraram que
existia mudancas significativas ao nivel do proteoma salivar dos doentes com DM.
Verificaram que existia alteracfes na hemoglobina Alc e que estas eram mais relevantes
em DM tipo | do que em DM tipo Il. Estes resultados ja eram de esperar, uma vez que 0S
doentes com DM tipo Il s&o normalmente doentes com mais idade e por conseguinte,
apresentam mais problemas de salde.

Foram verificadas mudancas no proteoma salivar ao nivel das proteinas séricas,
como é o caso da hemoglobina (Hb), da albumina (ALB), da hemopexina (HEMO), da
haptoglobina (HPT), da TrFE, da CYTN, do complemento C3 (CO3) e da SAA mas
apenas as mudancas na albumina (ALB) e AMY -1 foram validadas por Western blot. Foi
verificado que estas mudancas do proteoma salivar estdo associadas a aumento da
hemoglobina Alc. Os resultados obtidos neste estudo vieram também de encontro aos
resultados obtidos no estudo, ja abordado nesta monografia, de Border et al. (2012).
(Bencharit et al., 2014)

A tabela 6 e a tabela 7 apresentam os resultados obtidos nos estudos abordados

anteriormente comparando os métodos de analise e os resultados obtidos.
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Tabela 7: Resumo dos estudos — Parte |

Estudo Ano Meétodo de analise Resultados
Hirtz et al. 2007 2-DE e MALDI/MS Diminuicao da
concentracao:

e Alfa-amilase
e Cistatina
o PIP

Paturi V. Rao etal. | 2008 2D-LC-MS/MS Aumento da concentracdo
de:

e Alfa-2-microglubulina
e Alfa-1-antitripsina

e CistatinaC

e Amilase

e Transtirretina

Rao et al. 2009 2D-LC-MS/MS Diminuicao:
e Anidrase Carbdnica 1

e Lamina A/C

Diminuicao:

e CistatinaC
e LEI

e UTER

o AIAT

o A2MG
RBP4
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Tabela 8: Resumo dos Estudos - Parte 11

Estudo Ano Meétodo de analise Resultados

Tiziana Cabras et al. | 2010 RP-HPLC-ESI-MS Diminuicao:

e Staterina,

e Péptido P-B rico em
prolina

e Péptido P-C

e Hst-1

Aumento:

e o-defensinas 1,2 e 4,
e S100A9
e Varios péptidos pequenos

Border et al. 2012 2D-LC-MS/MS Aumento da concentracdo de:
e SAA

Diminuigdo da concentragdo
de:
o TrFE

Bencharit et al. 2014 LC/MS/MS Alteracdes na expressdo de
Hb, ALB, HEMO, HPT,
TrFE, CYTN, CO3 e AMY-1

Apds a analise dos varios pode-se verificar que as alteracdes, tanto qualitativas
como quantitativas, no proteoma salivar sao visiveis em todos. As proteinas salivares tém
mostrado ser utilizadas para complementar os métodos atuais de diagndstico e
monitorizacdo, contudo € essencial uma melhor caraterizacdo e validacdo destes
biomarcadores, assim como a pesquisa de novos.

Em suma, a figura 13 demonstra os possiveis potenciais biomarcadores salivares

de DM num futuro préximo, tendo em conta os varios estudos abordados anteriormente.
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Segundo Tiziana

— DM tipo | Cabras et al. (2010)

Rao et al. (2009)

Potenciais Biomarcadores

— DM tipo Il

Border et al. (2010):

Figura 13: Resumo dos Potenciais Biomarcadores Salivares de DM

o-defensina

AlT1

A2MG

RBP4

GADPH

AMY-1

Um dos problemas que se coloca nestes doentes com DM é o facto da

monitorizacdo desta patologia exigir um método invasivo. No entando, a anélise

protedmica da saliva tem mostrado ser uma boa base para novos testes ndo-invasivos,

como e detecdo e monitorizagdo da DM.

2. Cancro de mama

O cancro de mama é uma doenca gque ocorre quando as células mamarias perdem

0 seu mecanismo de controlo e sofrem alteracdes no DNA, tornando-se assim células de

cancro. Estas células ndo morrem quando envelhecem ou se danificam, produzem novas

células gue ndo sdo necessarias, de forma descontrolada, resultando na formacao de um

cancro. (American Cancer Society, 2014)

Esta doenca ndo tem uma causa especifica, mas ha mulheres com fatores de risco

que aumentam a predisposicao para o cancro de mama. Estes fatores sdo essencialmente:

a idade (mulheres de > 65 anos), a historia pessoal de cancro de mama, a historia familiar,

as alteracGes na mama, as alteracGes genéticas, a primeira gravidez depois dos 31 anos,

uma historia menstrual longa, a terapéutica hormonal de substituigéo, a raca (ocorre mais

em mulheres caucasianas), a radioterapia no peito, a densidade da mama, a obesidade
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ap0s menopausa, a inatividade fisica e as bebidas alcodlicas. (Liga Portuguesa Contra o
Cancro, n.d.-b)

Este tipo de cancro ndo-cutaneo € o mais comum entre o sexo feminino e
corresponde a segunda causa de morte por cancro neste género. Em Portugal, morrem,
anualmente, 1500 mulheres, e séo detetados a volta de 6000 novos casos de cancro de
mama.(Liga Portuguesa Contra o Cancro, n.d.-a)

Esta é uma das doengas com mais impacto no seio do sexo feminino uma vez que
ha agressdo de um 6rgéo cheio de simbolismo, na maternidade e na feminilidade, assim
como por ser uma doenca que ocorre com muita frequéncia.

Atualmente, as formas de diagndstico disponiveis sdo: o exame clinico @ mama, a
mamografia de diagnodstico, a ecografia, a ressonancia magnética, a bidpsia e
posteriormente o médico pode pedir exames adicionais. Ha evidéncias de que a detecdo
e um diagndstico precoce desta doenca permite uma taxa de sobrevivéncia que pode

chegar até aos 95%. (Liga Portuguesa Contra o Cancro, n.d.-c)

2.1. Cancro de mama e a Analise Proteémica

A detecdo precoce do cancro de mama € essencial para aumentar a taxa de
sobrevivéncia uma vez que ha uma melhoria na resposta a terapéutica, obtendo assim
melhores resultados, mais duradouros, diminuindo o sofrimento e até os custos associados
a doenca. O desenvolvimento de novos métodos que consigam detetar, de forma eficiente
e precisa, individuos que possam estar afetados com cancro de mama é o objetivo de
varios investigadores ha alguns anos. (Etzioni et al., 2003) (Hinestrosa et al., 2007)
(Levenson, 2007)

Neste sentido, tem existido um aumento do esfor¢o na pesquisa e desenvolvimento
de marcadores para a detecdo desta doenca num estado precoce. Contudo, exista algumas
limitacBes, principalmente devido ha falta de sensibilidade e especificidade para esta
situacdo clinica. (Hudelist et al., 2006)

Como é de conhecimento geral, estamos numa Era de desenvolvimento
tecnoldgico, e esse desenvolvimento é visivel na area da saude. Estes avangos tém
permitido novas descobertas, como no caso dos diagndstico salivares através da analise
protedmica. Alguns estudos, mais antigos, demonstraram que 0s niveis elevados de

algumas proteinas indicadoras de cancro de mama podem estar presentes na saliva e ser
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analisadas através de técnicas imunologicas. Isto sugeriu que existia ligacéo entre o tumor
da mama e a glandula salivar. (C. Streckfus et al., 2000) (C. Streckfus et al., 2000) (L.
Zhang et al., 2010)

C.F. Streckfus et al (2008) realizaram o primeiro estudo em doentes oncologicos,
tendo como objetivo determinar os subprodutos secundarios expressos na saliva,
relacionados com o cancro de mama. Neste estudo procedeu-se a uma anélise LC-MS/MS
e obtiveram-se os seguintes resultados (Anexo 1 e 2). O diagrama de Venn (figura 14)
representa a sobreposi¢do das proteinas encontradas na saliva de mulheres em trés

situacOes diferentes: saudaveis, com tumor benigno e com cancro.

Healthy Controls

L Healthy Controls
130 proteins

130 proteins

__Benign
"9 proteins

Overlap

Cancer |
“, 21 proteins

‘ Cancer [ Overlap
20 proteins

12 proteins 11 proteins

{
Benign
14 proteins

Up - Regulated Proteins Down - Regulated Proteins

Figure 1. Represents a Venn diagram of the overlapping proteins
between the three groups of women.

Figura 14: Diagrama de Venn

Neste estudo ndo se conseguiu perceber qual o mecanismo subjacente a estes
resultados, mas sugeriram que havia possibilidade de haver uma via comum para ambas
as doencas. Verificaram que muitas das proteinas identificadas no presente estudo, ja
tinham sido expressas no sangue e em tecidos cancerigenos. (Chambery et al., 2006)
(Pucci-Minafra et al., 2006) (Somiari et al., 2003)

C.F. Streckfus et al. procederam a comparacdo entre 0s proteomas salivares das
mulheres com cancro e com tumor benigno da mama, de forma a poder distinguir estas
duas situagdes clinicas. Os resultados desta comparacdo permitiram observar que apenas

setes proteinas permaneciam significativamente diferentes (p <0,005). Contudo, os

50



CAPITULO IV — Os Biomarcadores Salivares e as Doengas

autores ndo conseguiram esclarecer o mecanismo que leva ha presenca destas proteinas
no carcinoma da mama. Colocaram apenas a hipétese de existir uma comunicagéo extra-
celular entre os dois tecidos distantes, uma vez que o tecido do ducto da mama e o tecido
das glandulas salivares é muito semelhante. (C. F. Streckfus et al., 2008) Existe uma
grande necessidade de estudos celulares que permitam esclarecer 0s mecanismos que
levam hé expresséo destas proteinas na saliva.

Um outro estudo, de L. Zhang et al. (2010), testou a hipétese da existéncia de
biomarcadores de cancro da mama discriminatérios na saliva. Para a concretizacao deste
objetivo foram utilizadas duas tecnologias diferentes: uma para avaliar se os perfis do
transcriptoma e do proteoma salivar muda com o aparecimento de cancro da mama; e
outra para avaliar se 0s biomarcadores discriminatérios podem ser identificados e
validados.

Neste estudo, oito dos 27 transcritos de mRNA com expressdo aumentada foram
pré-validados usando um coorte independente, obtendo-se assim uma taxa de validagdo
de 29,6%. Esta taxa foi semelhante a de um estudo anterior para cancro de pancreas, que
obteve 24,5%. O gene CA6 que foi validado neste estudo e também ja tinha sido
descoberto num estudo, falado anteriormente, de proteomica salivar em doentes com
cancro de mama. Este facto sugere o grande potencial deste biomarcador para a detecéo
precoce de cancro de mama. (L. Zhang et al., 2010)

Surge outro estudo de C.F.Streckfus et al. em 2012, com o objetivo de comparar
os perfis das proteinas salivares em doentes com diagnostico de cancro de mama com o
recetor HER-2/neu positivo ou negativo, usando LC-MS/MS. Este estudo aponta também
para 0 apoio do uso da expressdo das proteinas na saliva como um método de
monitorizacao do cancro da mama.

Os resultados deste estudo foram de encontro aquilo que era esperado. Uma vez
que as glandulas salivares contém recetores HER-2, é de notar as alteracGes provocadas
no proteoma salivar. (C. F. Streckfus et al., 2012)

Hoje em dia, a proteina HER-2/neu (HER2) também designada por c-erbB-2, ja é
utilizado como biomarcador em bidpsias de tecidos da mama obtidos a partir de mulheres
diagnosticadas com cancro da mama. (Hammond, Hayes, & Wolff, 2011) (Wolff et al.,
2007)

A tabela 9 apresenta um resumo dos estudos de analise protedmica da saliva de

individuos com cancro da mama citados acima.
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Tabela 9: Resumo dos Estudos

Autores Ano Metodo Resultados
C.F. Streckfus et al. 2009 | SCX-LC-ESI-MS/MS | Expressdo diferencial de 49
iTraq proteinas
L. Zhang et al. 2010 | 2DE (DIGE)-MALDI- | Identificagédo de
MS/MS biomarcadores de mMRNA

Aumento da concentragdo de
anidrase carbénica 6

C.F. Streckfus et al. 2012 | LC-MS/MS Expressdo diferencial de 71
proteinas.

Os estudos sugerem desconhecimento quanto ao mecanismo que relaciona a
relacdo subjacente entre as doengas sistémicas e os biomarcadores salivares. Ainda assim
apontam para que existam alteracOes significativas no proteoma salivar em doentes
oncologicos, e que estas possam abrir um novo método de diagnostico e monitorizacédo
desta doenca.

Com a investigacdo continua nesta area, prova a diferenciacao entre os varios 0s
cancros da mama ndo séo todos iguais, tendo cada um deles biologias moleculares
diferentes. Posto isto, verifica-se a necessidade de estudos adicionais para determinar a
sensibilidade e especificidades destas proteinas, podendo serem consideradas

biomarcadores para cada tipo de cancro de mama.

3. Polineuropatia Amiloidética Familiar (PAF)

A PAF é uma doenca neurodegenerativa, associada a deposi¢do de uma substancia
fibrilar altamente insolGvel, designada por amiloide, em diversos tecidos (mais
concretamente, nos nervos). Esta fibra é constituida por subunidade de uma proteina do
sangue que transporta hormonas da tiroide e Vitamina A. Esta doenga é autossomica
dominante, ou seja, se o progenitor for portador heterozig6tico a probabilidade de um
filho ser também portador da mutacdo é de 50%. (Associagdo Portuguesa de

Paramiloidose, 2015a)
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Em condic¢Bes normais, a transtirretina (TTR) € uma proteina soltvel que circula
no sangue. Todavia, esta proteina pode sofrer determinadas mutac@es que alteram a sua
estrutura, formando fibras de amiloide nos tecidos. A principal forma mutada de TTR
encontrada nos doentes PAF, em Portugal, € a TTR Met 30 (substituicdo do amido &cido,
de valina por metionina, na posicdo 30). (Associacdo Portuguesa de Paramiloidose,
2015a)

A deposicdo nos vérios tecidos leva a que os sintomas se manifestem em varios
Orgaos e sistemas. Estes sintomas surgem, em cerca de mais de 80% dos casos, antes dos
40 anos (conceicdo, 2006) e podem variar consoante o tipo de mutagdo amiloidogénica.
Esta doenga é fatal e tem uma evolucdo média de 10 anos. (Associa¢do Portuguesa de
Paramiloidose, 2015a)

A figura 15 demonstra as manifestacdes clinicas em individuos portadores de PAF

(Associacdo Portuguesa de Paramiloidose, 2015b).

Neuropatias
sensitivas e motoras

Manifestacoes Manifestacoes
oculares renais
Perturbacdes Manifestacoes
Cardiovasculares cutaneas
Perturbacdes Disfucdo sexual

Gastrointestinais _
Incontinéncia do
esfincter

Figura 15: ManifestacOes clinicas da Polineuropatia Amildide Familiar

Atualmente, pensa-se que a TTR pode ser a causa de todos 0s sintomas que surgem
na PAF e que posteriormente levam a morte por esta doenca. (Guerreiro, 2010)
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3.1. Polineuropatia Amiloidotica Familiar e a Analise Proteomica

O diagndstico da PAF ja foi realizado por biopsia as glandulas salivares labiais
por estas conterem depdsitos de TTR, que se relacionam com a deposi¢do no sistema
nervoso periférico. Assim sendo, considerou-se a possivel alteracdo do funcionamento
das glandulas salivares, passivel de ser refletido na prépria saliva. (Guerreiro, 2010)

Um estudo realizado por Guerreiro, em 2010, teve como objetivo principal a
pesquisa de biomarcadores na saliva de individuos paramoloidéticos. (Guerreiro, 2010)

Ap0s analise protedmica da saliva, observaram alteracGes ao nivel do proteoma
salivar dos individuos com PAF, tal como era de esperar. (Guerreiro, 2010)

A figura 16 apresenta os resultados do estudo através de métodos, bastante

distintos, analises eletroforéticas unidimensionais, experieéncias de 2D e Western-blot.

p I
: Anélises eletroforéticas unidimensionais
h L]
*Observacéo de variagOes ao nivel do perfil eletroforético da saliva
*Observacdo de variac@es no perfil da a-sinucleina
Experiéncias de 2D
L

*Observacao de diferencas na expressdo de determinadas proteinas, exclusivas da saliva:
*a- amilase 2B

sa-amilase 1

«Cistatina-S

+Cistatina-SA

Western-blot

+ldentificacdo de alteracGes ao nivel pds-traducional - AGEs ou glicacdo por metilglioxal

Figura 16: Resultados do estudo Guerreiro, 2010

A presenca de alteracdes na expressao de proteinas exclusivas da saliva e do soro,
sugeriu a existéncia uma contribuicdo do soro; e a participacdo ativa das glandulas
salivares nesta situacao clinica. (Guerreiro, 2010)

A identificacdo de AGEs ou glicacdo por metilglioxal, revelou que este processo

ocorre num maior numero de proteinas na saliva de individuos com PAF. A grande parte
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das proteinas identificadas como glicadas diferencialmente apresentavam-se expressas
diferenciadamente na saliva de individuos com PAF. (Guerreiro, 2010)

O soro destes individuos apresentava varias proteinas glicadas. Esta situacdo pode
ser consequéncia das modificacbes provocadas na proteina, que podem dificultar o
processo de filtracdo do soro para a saliva, devido a insolubilidade causa pela glicacao.
(Guerreiro, 2010)

Neste estudo concluiu-se que a TTR, proteina associada a PAF, sofre alteragdes
na estabilidade do seu tetrdmeto na saliva, apresentando uma composi¢do maior da sua
estrutura monomeérica. Estes resultados demonstram estar de acordo com estudos
realizados anteriormente através do soro de doentes com PAF, mostrando assim a sua
concordancia. (Guerreiro, 2010)

Foi possivel verificar que para além da a-sinucleina, existem outras proteinas
diferenciadamente expressa na saliva de individuos PAF. Tendo em conta estes
resultados, as proteinas glicadas passam a ser potenciais biomarcadores do
desenvolvimento de sintomas de PAF. (Guerreiro, 2010)
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CAPITULO V - Conclusio

Apesar de nos Ultimos anos terem sido realizados grandes esfor¢cos no dominio da
investigacao protedmica salivar, é necessario que estes esforcos continuem a decorrer, de
forma a padronizar o método de colheita da amostra, o procedimento pré-tratamento e a
analise protedmica. E importante a continuidade da analise e a identificacdo do contetido
do proteoma humano, uma vez que este contribui para o entendimento da fisiopatologia
e para o reconhecimento de potenciais biomarcadores de doencas humanas. Assim,
promove-se a saliva como fluido de escolha para fins de diagndstico, prognostico e
monitorizacdo da doenga. (Amado et al., 2013) Sendo este fluido possuidor de numerosas
proteinas e fragmentos proteicos de valor analito.

Os desenvolvimentos futuros no dominio dos diagnostico salivares podem
revolucionar a abordagem no rastreio, avaliacdo de risco e manipulagéo terapéutica para
uma serie de condicGes de saude. Num futuro préximo, espera-se que os diagndsticos
salivares tenham adquirido relevancia ap6s o seu aperfeicoamento de modo a que um
painel de biomarcadores de diagndstico possam ser avaliados e os resultados obtidos num
curto espaco de tempo, melhorando assim a qualidade de vida dos doentes. (A. Zhang et
al., 2013)

Futuramente, com uma caracterizagdo bem definida do proteoma salivar, com
biomarcadores potenciais e precisos para determinadas doencas e com toda a técnica
associada a esta metodologia bem caracterizada, a validacéo e a especificidade utilizando
plataformas ortogonais € crucial para a aplicacdo do seu potencial clinico. (Amado et al.,
2013)
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Anexos

Accession

QYHCB4
P80188
P01871
P04745
P23280
P02788
P05164
P01857
Q9DCT1
P31025
P04083
P10599
P01040
P48666
P31151
P13646
P19013

P04264
QIQwWL?
P01034
P13796
P06733
P01833
P12273
Q96DR5
P07477
P28325
Q9uBCY

Protein name

Up-Regulated Proteins in Cancer

Mucin 5B precursor
lipocalin precursor
Ig mu chain C region
Salivary alpha-amylase precursor
Carbonic anhydrase VI precursor
Lactotransferrin precursor
Myeloperoxidase precursor
Ig gamma-1 chain C region
Aldo-keto reductase
Von Ebner’s gland protein
Annexin A1
Thioredoxin
Cystatin A
Keratin, type Il cytoskeletal 6C
$100 calcium-binding protein A7
Keratin, type | cytoskeletal 13
Keratin, type Il cytoskeletal 4

Down-Regulated Proteins in Cancer
Keratin, type Il cytoskeletal 1
Keratin, type | cytoskeletal 17
Cystatin C precursor
L-plastin
Alpha enolase
Polymeric-Ig receptor
Prolactin-inducible protein precursor
Short palate, lung and nasal epithelium carcinoma associated protein 2 precursor
Trypsin | precursor
Cystatin D precursor
Small proline-rich protein 3

Ratio

1.16
1.18
1.19
119
129
1.30
1.4
1.43
1.47
1.55
1.86
1.93
1.95
2.07
4.08
4.76
5.59

0.42
0.58
0.67
0.69
0.73
0.76
0.77
0.78
0.82
0.83
0.84

p Value

0.0046
0.0443
0.0231
0.001
0.0293
0.0113
0.0487
0.0004
0.018
0.0005
0

0.03
0.0056
0
0.0005
0
0.0013

0
0.001
0.0246
0.0145
0.0106
0.0002
0.0012
0.0219
0.0196
0.0155
0.0228

Gene ID

MUCsB
NGAL
MUC
AMYS
CAH6
TRFL
PERM
IGHG1
AK1E1
VEGP
ANXA1
THIO
CYTA
K2CeC
S10A7
K1CM
K2C4

K2C1
KiCQ
CYTC
PLSL
ENOA
PIGR
PIP
SPLC2
TRY1
CYTD
SPRR3
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Accession Number

Q9DCT1
P04083
P05109
P06702
P23280
QYUBC9Y
P13646
P18013
P48666
P01040
P01036
Q01469
P01857
PO1871
P06870
P02788
Q9HC84
P05164
P31151
P31025

Q8N4F0
P04264
P01034
P28325
P00738
P22079
P01833
PO7737
P02768
Q96DR5S
P02787
P25311

Protein Name Ratio PValue GenelD Reported Function
Up-Regulated Proteins in Cancer Saliva

Aldo-keto reductase 144 0.0264 AK1E1 Detox & reduction
Annexin A1 3.06 0.0001  ANXA1 Membrane associated protein
Calgranulin A 218  0.0001 S10A8 Cell adhesion & communication
Calgranulin B 1.87 0.0001 S10A9 Cell adhesion & communication
Carbonic anhydrase VI 1.52  0.0003 CAH®6 Energy/metabolism
Cornifin beta 1.82 0.0001 SPRR3 Indicator of tissue damage
Cytokeratin 13 6.56  0.0001 K1CM Intracytoplasmatic cytoskeleton protein
Cytokeratin 4 6.50 0.0019 K2C4 Intracytoplasmatic cytoskeleton protein
Cytokeratin 6C 4.41 0.0001 K2C6C Intracytoplasmatic cytoskeleton protein
Cystatin Ad 2.00 0.0014 CYTA Protein degradation & inhibitor
Cystatin SA-lI 120 0.0115 CYTS Protein degradation & inhibitor
Epid. Fatty acid-binding prot. 241 0.0362 FABP4 Protein with binding functions
lg gamma-1 chain C region 144 0.0034 IGHG1 Immunoresponse
Ig mu chain C region 1.51 0.0011 MUC Immunoresponse
Kallikrein 1 precursor 1.23  0.0425  KLK1 Serine protease
Lactoferrin 1.58 0.0001 TRFL Inhibits G1 CDK's, mod. NK activity
Mucin 5B 1.68 0.0001 MUCSB Cell adhesion & communication
Myeloperoxidase precursor 272 0.0005 PERM Defense Immunoresponse
$100 calcium-binding protein 2.05 0.0001 S100P Calcium binding protein
Von Ebner's gland protein (lipocalin) 1.26 0.0043 VEGP Inflamation

Down-Regulated Proteins in Cancer Saliva
Bact. Perm.-increasing prot.- 1 0.80 0.0004 BPIL1 Transport
Cytokeratin 1 0.61  0.0001 K2Ct Intracytoplasmatic cytoskeleton protein
Cystatin C 0.72 0.0187 CYTC Inhibitor of cysteine proteases
Cystatin D precursor 0.68  0.001 CYTD Protein degradation & inhibitor
Haptoglobin 0.83 0.0023 HPT Indicator of tissue damage and necrosis
Lactoperoxidase 0.82 0.0388 PERL Transport
Poly-1G receptor protein 0.86 0.0234 PIGR Immunoresponse
Profilin-1 0.68 0.0135 PROF1 Cytoskeleton associated
Serum albumin precursor 0.73  0.0001 ALBU Transport
Short palate, lung and nasal epith. carc. assoc. protein2  0.61 0.0001 SPLC2 Immune response & detox.
Transferrin 0.72 0.0001 TRFE Surface antigen assoc. with growth

Zinc-alpha-2-glycoprotein 0.84  0.0009 ZA2G Signalling

Blood (Ref.)

Tissue (Ref.)

26
36

25
25
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