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Nota Prévia

Ao longo deste trabalho irdo ser apresentados termos na lingua inglesa cuja
traducdo néo foi realizada com vista a manutencg&o do seu significado original. A
classificagdo de proteinas de acordo com um sistema de classificacédo de
ontologias pressupde a sua utilizagdo em lingua Inglesa, por forma a evitar

ambiguidades e perdas de significado do ponto de vista biologico.



Resumo

Introdugao: O uso de contracetivos orais gera niveis seéricos elevados de
progesterona e estrogénios, cujos recetores especificos também se encontram
em tecidos orais, podendo desta forma exercer alteragdes no estado de saude

oral da mulher.

A utilizacio de aparelho ortodéntico pelas mulheres, ao poder comprometer uma
eficiente higienizagao oral, pode eventualmente constituir um fator adicional para

a ativagao dos mecanismos de resposta imunoldgica.

Encontrar solugdes de diagnostico molecular facilitara a avaliagdo precoce e o

acompanhamento de desequilibrios da saude oral.

Objetivos: Estratégias de avaliagdo global de perfis moleculares em saliva
permitem caracterizar estados de saude e de evolucdo para a doenca. A
caracterizagao do perfil total de proteinas presentes na saliva, em fases do ciclo
hormonal em mulheres com toma de contracetivos combinados em portadoras e
nao portadoras de aparelho ortoddntico, permitira: 1- Estabelecer se ha
proteinas diferentemente expressas na saliva ao longo do ciclo hormonal e se
estas permitem caracterizar fases do ciclo; 2- Estabelecer se a utilizacdo de
aparelho ortodoéntico induz alteragcbes na expressao de proteinas ao longo do
ciclo e se é possivel identificar proteinas relacionadas com alteragcdes da
resposta imune; 3- Validar a ferramenta SalivaPrint Toolkit, para identificar a fase
do ciclo hormonal em individuos portadores e n&do portadores de aparelho

ortodontico.

Materiais e Métodos: Recolha e processamento de saliva em mulheres com
terapia hormonal contracetiva combinada, em portadoras e em nao portadoras
de aparelho ortodontico. A determinagdao dos perfis totais de proteinas foi
realizada por eletroforese capilar em micro-chips. A identificacdo das proteinas
representadas pelo perfil de eletroforese foi obtida através da base de dados
SalivaTecDB. Os mecanismos moleculares em que participam as proteinas

selecionadas foram determinados com recurso a ferramentas bioinformaticas.

Resultados: Foram recolhidas amostras de saliva a 32 mulheres saudaveis, 17
portadoras de aparelho ortodéntico e 15 nao portadoras de aparelho ortodéntico.
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A analise estatistica dos parametros salivares e clinicos mostraram nao existirem

diferengas estatisticamente significativas entre os 2 grupos.

A comparacéo dos perfis totais de proteinas demonstra diferengas na expressao
de proteinas ao longo do ciclo hormonal. O mesmo se verifica no perfil de
expressao de proteinas entre as populagdes portadoras e nao portadoras de

aparelho ortodontico.

Foram também identificadas proteinas as Kallikrein, implicadas em diversos
processos fisiologicos e patolégicos e que podem vir a constituir importantes

biomarcadores para avaliar a saude oral com fases do ciclo hormonal.

Conclusées: Foram pela primeira vez estabelecidas estratégias moleculares,
nomeadamente a utilizagao do perfil total de proteinas presentes na saliva, para
avaliar alteragdes da saude oral eventualmente decorrentes da toma de terapia

hormonal contracetiva combinada.

Os resultados do trabalho permitiram também estabelecer uma estratégia
molecular que permite a avaliagdo da saude oral em mulheres portadoras de
aparelho ortodontico e que estejam com terapia hormonal contracetiva

combinada.

Palavras-chave: Proteinas na saliva e ciclo hormonal; Proteinas e contracetivos

orais combinados; Proteinas e tratamento ortodoéntico.
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Abstract
Introduction: The use of oral contraceptives generates elevated serum levels of

progesterone and estrogens, whose specific receptors are also found in oral

tissues, and may therefore alter the woman's oral health status.

The use of orthodontic appliances by women, because they can compromise an
efficient oral hygiene, may eventually be an additional factor for the activation of

immune response mechanisms.

Finding molecular diagnostic solutions will facilitate the early assessment and

monitoring of oral health imbalances.

Objectives: Strategies of global assessment of molecular profiles in saliva allow
to characterize health status and evolution for the disease. The characterization
of the total protein profile present in the saliva, in phases of the hormonal cycle
in women with combined contraceptives in carriers and without orthodontic
appliance, will allow: 1 - To establish if there are proteins differently expressed in
the saliva throughout the hormonal cycle and if they allow to characterize phases
of the cycle; 2- Establish if the use of orthodontic appliance induces changes in
the expression of proteins along the cycle and if it is possible to identify proteins
related to alterations of the immune response; 3- Validate the tool SalivaPrint
Toolkit, to identify the phase of the hormonal cycle in individuals with and without

orthodontic appliances.

Materials and Methods: Saliva collection and processing in women with
combined contraceptive hormone therapy in patients with and without orthodontic
appliances. The determination of the total protein profiles was performed by
capillary electrophoresis in microchips. The identification of the proteins
represented by the electrophoresis profile was obtained through the SalivaTecDB
database. The molecular mechanisms in which the selected proteins participate

were determined using bioinformatic tools.

Results: Saliva samples were collected from 32 healthy women, 17 with
orthodontic appliances and 15 without orthodontic appliances. Statistical analysis
of salivary and clinical parameters showed no statistically significant differences

between the 2 groups.
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Comparison of total protein profiles demonstrates differences in protein
expression throughout the hormonal cycle. The same happens in the protein

expression profile between the groups with and without orthodontic appliance.

Also identified were Kkallikreins, implicated in various physiological and
pathological processes and which may constitute important biomarkers to

evaluate oral health with phases of the hormonal cycle.

Conclusions: For the first time molecular strategies were established, namely
the use of the total protein profile present in the saliva, to evaluate changes in

oral health, possibly resulting from combined contraceptive hormone therapy.

The results of the study also allowed the establishment of a molecular strategy
that allows the evaluation of oral health in women with orthodontic appliances

and who are undergoing combined contraceptive hormone therapy.

Key words: Proteins in the saliva and hormonal cycle; Combined oral proteins

and contraceptives; Proteins and orthodontic treatment.

A\



indice

AGradeCimentos ............ooooiiiiiiii IX
ADSTFACT. ... Xl
ADreviaturas ... XXI
. Introdugao
1.1. Caracterizagao do ciclo hormonal feminino..................................... 4
1.2. Ciclo hormonal ... 4
1.3, CIClO OVANICO.......eiiiiiiiii e 4
1.4, Ciclo Uterino...........ommiiiiiii e 6
1.5. Mecanismos de acao dos contracetivos Orais...................cccceeee. 8
1.6. Recetores de estrogénio e progesterona...................cccoevvvviciinennnn. 8
1.7. Efeitos orais e sistémicos das hormonas sexuais........................... 9
1.8. O aparelho ortodonticoeasaudeoral....................c.....ooiiiiinnnnn. 10
2. SaAlIVA ... 10
3. Diagnoéstico Molecular ..................ccooooiiiiiiic e 11
4. ODbJEtiVOS ... 12
. Materiais e Métodos
5. Caracterizagao do Estudo e da Populagao ...............ccccccceeeeieeeininnn, 18
5.1. Aplicagdo do Questionario..................cccceveeeiiiiiiiiiiiice e 18
5.2. Avaliacao do estadode saudeoral ....................ooiiiiiiiininnnnn, 18
5.3. Aplicacao dos Critérios de Inclusao e Excluséao......................... 20
6. Recolha, processamento e controlo de qualidade das Amostras de
SaliVaA. ... 21
6.1. Determinagao do perfil total de proteinas — SalivaPrint ................ 22
6.2. Analise do perfil total de proteinas — SalivaPrint........................... 23
6.3. Analise Estatistica dos resultados .....................coooiiiiiii 25
Il. Resultados e Discussao
1. Caracterizagao da populagao................cccuuummmiiiniiiiiiieeees 29
1.1. Caracterizagcao do status de saude oral da populagao............... 29

1.2. Caracterizagao da saliva através de parametros fisico-quimicos 34

2. Analise do perfil total de proteinas — SalivaPrint .............................. 38
HI,  CONCIUSAO ... 76
IV.  Bibliografia.............cccooii e 80






Figura 1 — Concentragbes padrao dos niveis de estrogénio e progesterona ao
longo do ciclo hormonal, sem efeito de terapia hormonal. Retirado de Mariotti, A

QS S T () 7
Figura 2 — Fluxograma da metodologia do estudo ...............eeuuiiiiiiiiiiiiiiiiniinnes 17
Figura 3 — Perfil exemplo resultante da analise do algoritmo SalivaPrint Toolkit.
......................................................................................................................... 23
Figura 4 — Comparacéo do indice CPO na populagéo portadora de aparelho
ortoddntico e n&o portadora de aparelho ortodéntico. ............cceevviiieiiiiiiinnnnnnn. 31

Figura 5 — Comparagdo de cada parametro do indice CPO na populagéo n&o
portadora de aparelho ortodontico e na populagdo portadora de aparelho

(o] (0T (o] [ J PP 31
Figura 6 — Comparacao do indice PSR na populagéo portadora e n3o portadora
de aparelho ortodONTICO. ......cceuei i 32
Figura 7 - Comparacdo do indice de Placa na populacdo portadora e ndo
portadora de aparelho ortoddntiCo. .........ccovvviiiiiiii 33
Figura 8 — Comparacgao da variacdo do pH ao longo do ciclo hormonal nas duas
POPUIACAES €M ESTUAO. ..coeviiiieiie e 35
Figura 9 - Concentracao total de proteinas na populagdo portadora e nao
portadora de aparelho ortoddntico ao longo das fases do ciclo hormonal. ...... 36
Figura 10 - Comparacao do Volume de Saliva nas duas populagdes em estudo
em cada fase dO CICIO..........uiiii e 37
Figura 11 - Perfis de proteinas na fase inicio do ciclo hormonal em mulheres
portadoras de aparelno ortodOntiCO. ..........covvveiiiiiiii e 40

Figura 12 - Perfis de proteinas na fase inicio do ciclo hormonal em mulheres
portadoras de aparelho ortoddntico apos aplicacdo dos critérios de selecao. . 40
Figura 13 - Perfil Médio na fase inicio do ciclo hormonal de mulheres portadoras

€ nao portadoras de aparelho ortodOntiCo...........coeeviiiiiiiiiiiiiii e 41
Figura 14 - Perfis Médios na fase meio do ciclo hormonal de mulheres portadoras
€ nao portadoras de aparelho ortodOntiCo...........cooeviiiiiiiiiiiiiii e 42
Figura 15 - Perfis Médios na fase fim do ciclo hormonal de mulheres portadoras
e nao portadoras de aparelho ortodOntiCo...........coeeviiiiiiiiiiiii e 43
Figura 16 - Perfis Médios na fase da menstruacdo do ciclo em mulheres
portadoras e nao portadoras de aparelho ortodontico..........ccccceeeveviiiiiiiiennnnn.n. 44
Figura 17 — Perfil médio de todas as fases do ciclo hormonal na populagao
portadora de aparelho ortoddntiCo. ........ccoovvviiiiiiii 44
Figura 18 - Perfil médio de todas as fases do ciclo hormonal na populagao nao
portadora de aparelho ortoddntiCo. ........cccoevviiiiiiii 45

Figura 19 — Perfil diferenca entre os perfis médios de todas as fases do ciclo
hormonal da populagéo portadora e ndo portadora de aparelho ortodéntico... 45
Figura 20 - Kallikrein e suas fungdes. Adaptado de Stefanini et al. (70) .......... 49
Figura 21 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 2 que se
expressam em cada uma das fases do ciclo na populagao portadora de aparelho
(o] (oTe [0] a1 i [oXe J PSR TUPTRRPPPIN 50
Figura 22 — Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 4 que se
expressam em cada uma das fases do ciclo na populagao portadora de aparelho
(o] (oTe [0] a1 i oXe J PSR UTPPTRRPPIIN 52

XVII


file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769881
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769882
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769882
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769883
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769883
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769896
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769896
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769897
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769897
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769898
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20jun%20imprimir.docx%23_Toc516769898

Figura 23 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 5 que se
expressam em cada uma das fases do ciclo na populagao portadora de aparelho
(o] 5 (oo [o] o1 i oo J PR PPTRRUPPIIN 54
Figura 24 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 2 que se
expressam em cada uma das fases do ciclo na populacdo nao portadora de
F=T o= 1= aTo TN ] 1 (oo (0] o 1o TR0 PR 56
Figura 25 - Diagrama de Venny mostrando o n°® de proteinas do pico 4 que se
expressam em cada uma das fases do ciclo na populacdo nao portadora de
F=T o= 1= aTo T ] 1 (oo (0] o (oo J R 57
Figura 26 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 5 que se
expressam em cada uma das fases do ciclo na populagdo nédo portadora de
aparelno ortodONTICO. ... 59
Figura 27 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 6 que se
expressam em cada uma das fases do ciclo na populagdo nao portadora de

aparelno OrtOdONTICO. ........i i 60
Figura 28 - Influéncia bidirecional do sistema Kallikrein/kinin e da cascata de
(oo Y= To [0 F=Toz= ToT (742 ) RSSO PP UURPPPRRPPPRt 65

Figura 29 - Perfil médio da fase do inicio do ciclo hormonal em mulheres
portadoras e nao portadoras de aparelho ortodéntico. Apresentagcao do intervalo
de massas moleculares e do numero total das proteinas identificadas em cada
pico. No pico 2, sdo descritas as proteinas que contribuem para as diferencas
que ocorrem nesta fase do ciclo hormonal...............ccooooiiiiiii 66
Figura 30 - Perfil médio da fase do meio do ciclo hormonal em mulheres
portadoras e nao portadoras de aparelho ortodontico. Apresentagao do intervalo
de massas moleculares e do numero total das proteinas identificadas em cada
pico. No pico 4, séo identificadas as proteinas que caracterizam esta fase do
CICIO NOMMONAL. ... e e e e e e a e 69
Figura 31 - Perfil médio da fase da menstruagéo do ciclo hormonal em mulheres
portadoras e nao portadoras de aparelho ortoddntico. Apresentacao do intervalo
de massas moleculares e do numero total das proteinas identificadas em cada
pico. Nos picos 2, 5 e 6 € demonstrado as proteinas que identificam esta fase do
CICIO NOIMONAL. ... et e e e eeeeees 73
Figura 32 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do inicio do ciclo
na populacao nao portadora de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados.
......................................................................................................................... 90
Figura 33 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do inicio do ciclo
na populacao nao portadora de aparelho ortodéntico com perfis selecionados.
......................................................................................................................... 90
Figura 34 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do meio do ciclo
na populagao nao portadora de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados.
......................................................................................................................... 91
Figura 35 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do meio do ciclo
na populagao nao portadora de aparelho ortodontico com perfis selecionados.
......................................................................................................................... 91
Figura 36 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do fim do ciclo na
populacdo n&o portadora de aparelho ortodoéntico sem perfis selecionados.... 92

XVII



Figura 37 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do fim do ciclo na
populagcdo n&o portadora de aparelho ortodéntico com perfis selecionados.... 92
Figura 38 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase da menstruagao
na populagcado nao portadora de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados.
......................................................................................................................... 93
Figura 39 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase da menstruagao
na populagcado nao portadora de aparelho ortodéntico com perfis selecionados.
......................................................................................................................... 93
Figura 40 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do meio do ciclo
na populagao portadora de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados...... 94
Figura 41 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do meio do ciclo
na portadora de aparelho ortodontico com perfis selecionados. ...................... 94
Figura 42 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do fim do ciclo na
populacao portadora de aparelho ortoddntico sem perfis selecionados........... 95
Figura 43 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do fim do ciclo na
populacao portadora de aparelho ortodéntico com perfis selecionados........... 95
Figura 44 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase da menstruagao
na populagao portadora de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados...... 96
Figura 45 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase da na populagao
portadora de aparelho ortoddntico com perfis selecionados. ............ccccceeee.... 96

XIX



Tabela 1 - Critérios utilizados para determinacéo do indice CPO. ................... 19

Tabela 2 - Tabela representativa dos critérios utilizados para preenchimento do

T 20
Tabela 3 — Numero de amostras de saliva recolhidas e processadas. ............ 29
Tabela 4 — Fluxo Salivar na populacédo portadora e ndo portadora de aparelho
(o] (oo (0] o1 1o o J P PTUPPIN 38
Tabela 5 — Fluxo salivar ao longo do ciclo hormonal...............coviiiiiiiiinin, 38

Tabela 6 - Intervalos de massas moleculares e respetivo numero de proteinas,
correspondentes aos picos de cada um dos Perfis Médios obtidos para cada uma
das fases do ciclo hormonal em mulheres portadoras e nao portadoras de
aparelno ortodONTICO. ... 47
Tabela 7 — Identificagdo das 12 proteinas exclusivas da fase do inicio do ciclo na
populagao portadora de aparelho ortodontico. ............cceeieiiiiiiiiiiiiii 51
Tabela 8 - Identificagdo das 36 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo na
populagao portadora de aparelho ortoddntico. ............ccoeeeiiiiiiiiiiiiii 52
Tabela 9 - Identificagdo das 13 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo na
populagado portadora de aparelho ortoddntico. ............ccccceeeiiiiiiiiiiiiii 54
Tabela 10 - Identificacdo das 17 proteinas exclusivas da fase da menstruacao
na populacao nao portadora de aparelho ortodéntico. ..........c.ccccoeevviiiiiiiinnnn.... 56
Tabela 11 - Identificacdo das 12 proteinas exclusivas da fase da menstruacao
na populacao nao portadora de aparelho ortodéntico...........cccccooevvviieiiinnnnn.... 58
Tabela 12 - Identificacdo das 11 proteinas exclusivas da fase da menstruacao
na populacado nao portadora de aparelho ortodéntico. ............cccccoovviiiiiiinnnnn.... 59
Tabela 13 - Identificacdo das 25 proteinas exclusivas da fase da menstruacao
na populacao nao portadora de aparelho ortodéntico. ..........c.cccoceevviiiiiinnnnn.... 61
Tabela 14 — Numero total de proteinas e numero de proteinas exclusivas
identificadas em cada pico, correspondentes as fases do ciclo hormonal,
independentemente da populagdo portadora ou nao portadora de aparelho

(o (0T [0 o 1 [o J PR 63
Tabela 15 - Identificacdo das 12 proteinas exclusivas da fase do inicio do ciclo
T g o = P 67
Tabela 16 - Identificacdo das 36 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo
T g o = PP 70
Tabela 17 - Identificacdo das 45 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo
T g o = PP 74

XX


file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20junho.docx%23_Toc516707438
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20junho.docx%23_Toc516707438
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20junho.docx%23_Toc516707438
file:///C:/Users/luis_/Desktop/Tese%20de%20Mestrado%20Rita%20Bornes%2014%20junho.docx%23_Toc516707438

Abreviaturas

LH- Hormona luteinizante

FSH- Hormona foliculo-estimulante
GnRH- Hormona gonadotrofina

COC- contracetivos orais combinados

KLK - Kallikrein

XXI






. Introducao






Os contracetivos orais combinados sido formulagdes que associam
estrogénios a diversos progestagenos, sendo amplamente utilizados pela
populagdo feminina. Nos ultimos anos houve uma crescente melhoria na
percecao da qualidade de saude da mulher, procurando-se uma harmonia na
terapia hormonal através do uso de formulagcbées com menores concentragoes
hormonais. Embora, para este estudo apenas seja alvo de anadlise a terapia
anticoncecional combinada, ha uma ampla gama de formulagdes contracetivas
na industria farmacéutica, variando quer nos constituintes, quer na via de

administracao.

No ano de 1960, nos Estados Unidos da Ameérica, surgiu a primeira pilula
contracetiva — Enovid™ - com concentragcbes hormonais de estrogénio e
progestativo, respetivamente de 150ug e 9,85mg. Com o avango da industria
farmacéutica, a efetividade da contracecdo hormonal é garantida com
concentracbes mais baixas. Atualmente assiste-se a utilizagdo de pilulas
contracetivas de terceira e quarta geragao, sendo que as concentragdoes de
estrogénio encontram-se entre 30ug e 20ug, respetivamente, paralelamente a

diminuicdo da quantidade de progestativo (1-3).

Relativamente ao mecanismo de acao e a finalidade destes medicamentos tém
como principal objetivo impedir a ovulagdo e a nidagéo e por consequéncia a
gravidez. Fisiologicamente com a terapia hormonal ha uma estabilizagdo dos
niveis de estrogénio e progesterona durante os 21 dias de toma da pilula, que
quando terminada surgira a menstruag¢ao, simulando um ciclo normal, onde ha a
descamacao e renovacgado das paredes internas do endométrio (4). Importa
perceber que os contracetivos hormonais simulam artificialmente um estado de
gravidez. Durante a gestacdo a mulher lida com niveis de estrogénio e
progesterona aumentados devido a sua secregdo pela placenta e corpo
amarelo/luteo o que é simulado na terapia hormonal contracetiva, uma vez que
durante 21 dias ha toma de uma quantidade continua de estrogénio sintético e

progestativo (1,5).

Sao conhecidas alteragbes orais que ocorrem durante a gestagao e portanto
estas também podem ser partilhadas pelas mulheres que usam contracetivos

hormonais (6).



1.1. Caracterizagao do ciclo hormonal feminino

Iniciando-se com a menarca, ha uma periodicidade de secregcao de
estrogénios e progesterona, permitindo a regulagao das diferentes fases do ciclo
hormonal ao longo de 28-30 dias. Neste sentido, é essencial a compreenséo da
fisiologia do ciclo hormonal sem a influéncia da terapia hormonal por recurso aos
contracetivos orais combinados, para que se possam perceber as variagdes

séricas das hormonas esteroides ao longo de um ciclo hormonal.

1.2. Ciclo hormonal

O ciclo hormonal é referido como o conjunto de alteragdes ciclicas que
ocorrem nas mulheres maduras e ndo gravidas e que culminam na menstruacéo.
Geralmente, o ciclo hormonal tem 28 dias, no entanto, difere de mulher para
mulher, podendo variar de 18 dias a 40 dias. O primeiro dia da menstruagao €&
considerado o inicio do ciclo hormonal, durando aproximadamente 4 a 5 dias,
nesta fase o epitélio mucoso da cavidade uterina desprende-se da parede uterina
e é expulso pelo utero. A ovulagao acontece por volta do 14° dia de um ciclo de
28 dias, embora esta fase varie entre individuos. Neste sentido, o tempo
decorrido entre o fim da menstruacéo e a ovulacédo € chamado por fase folicular
(ciclo ovarico) devido ao rapido desenvolvimento dos foliculos ovaricos e
também designado por fase proliferativa (ciclo uterino) devido a rapida
proliferacdo da mucosa uterina. O tempo decorrente entre a ovulagcéo e a
menstruagao do ciclo seguinte denomina-se fase luteinica (ciclo ovarico) devido
a presenga do corpo luteo ou amarelo, sendo também descrita como fase

secretora (ciclo uterino) devido a maturacao e secreg¢ao das glandulas uterinas

(4).

1.3. Ciclo ovarico

Esta expressao relaciona-se apenas com os fendmenos ocorridos nos

ovarios duma mulher madura e nao gravida durante o ciclo hormonal. Estes



fenobmenos sao controlados pela libertacdo de hormonas do complexo
hipotalamo-hipdfise, ou seja, o hipotalamo liberta a hormona gonadotrofina
(GnRH), a qual a hipdfise apresenta grande sensibilidade, esta, por sua vez,
liberta a hormona foliculo-estimulante (FSH) e a hormona luteinizante (LH).
Ambas estimulam o crescimento e desenvolvimento dos foliculos bem como a
secrecao de estrogénios pelos foliculos que nao eclodiram, libertando o 6vulo. A
FSH exerce a sua principal fungao nas células granulosas e a LH, inicialmente,
atua sobre a teca interna e depois nas células granulosas. As células da teca
interna ao serem estimuladas pela LH produzem androgénios, os quais se
deslocam para as células granulosas, estas células ao serem estimuladas pela
FSH convertem os androgénios em estrogénios. A hormona FSH leva a que haja
um aumento do numero de recetores para LH nas células granulomatosas e os
estrogénios aumentam o numero de recetores para LH nas células da teca
interna, havendo mais produgéo de estrogénios, e assim sucessivamente. Apds
os recetores de LH terem aumentado nas células granulosas, a LH estimula as
células da teca interna a produzirem progesterona, a qual vai ser transformada
em androgénios nas ceélulas da teca interna. Neste sentido, a constante producéo
de androgénios e a sua conversdo em estrogénios leva a que haja um aumento
gradual de estrogénios na fase folicular. Nesta fase ha uma diminui¢cdo da FSH
uma vez que ha um feedback negativo derivado da libertagao de inibina pelos
foliculos em crescimento, também o facto de os niveis de estrogénio
aumentarem nesta fase aumentam o feedback negativo sobre a secreg¢édo de LH
e FSH na hipodfise. No entanto, os elevados niveis de estrogénio na fase folicular
tardia comecam a produzir um efeito de feedback positivo sobre a secregao de
LH e FSH pela hipdfise, ou seja, a medida que os niveis de estrogénio aumentam
no sangue, maior sera o estimulo necessario para este efeito de feedback
positivo. Assim, ha o pico de LH que inicia a ovulacdo e determina a
transformacao do foliculo ovulado em corpo amarelo. Pouco tempo apods a
ovulacdo a producgao de estrogénios decresce e a producdo de progesterona
aumenta, a medida que as células granulosas sao convertidas em células de
corpo amarelo. Apdés a formacdo do corpo amarelo as quantidades de
progesterona sdo muito mais elevadas do que anteriormente e € produzido
algum estrogénio. Estas concentragcées elevadas provocam um efeito de

feedback negativo sobre a libertagdo de GnRH pelo hipotalamo, assim, a
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secrecdo de LH e FSH pela hipdéfise diminui, consequentemente o estrogénio e
a progesterona causam uma diminuigdo do numero de recetores da GnRH da
hipdfise, tornando esta menos sensivel a GnRH. Assim, havera uma diminui¢cao
da secrecao de LH e FSH pela hipodfise e, portanto, ha um decréscimo acentuado

de ambas as hormonas apos a ovulagéo (4).

1.4. Ciclo Uterino

Ciclo uterino corresponde as modificacbes derivadas do estrogénio e
progesterona que ocorrem no endométrio durante o ciclo hormonal numa mulher
madura n&o gravida. Apds a menstruagao o endométrio volta a proliferar, ha uma
atividade mitética rapida das células epiteliais remanescentes, substituindo a
camada funcional de células que se desprendeu durante a menstruacéo. As
células inicialmente sdo aplanadas e cubicas passando para um manto de
células cilindricas, a mucosa pregueia-se dando origem as glandulas espirais de
forma tubular. Apdés 21 dias do ciclo hormonal ter-se iniciado, o endométrio

encontra-se capaz de receber a massa embrionaria.

O estrogénio determina a proliferagdo das células do endométrio, atua
também sobre as células do tecido uterino, tornando-o mais sensivel a
progesterona, aumentando o numero de recetores a esta hormona. Apds a
ovulagdo, a progesterona produzida pelo corpo amarelo liga-se a estes
recetores, resultando numa hipertrofia celular tanto do endométrio como do
miométrio. Caso nao haja fecundagao, o corpo amarelo degenera pelo que os
niveis de LH e FSH diminuem também, logo o revestimento da cavidade uterina
também comeca a degenerar, as artérias espirais contraem-se cada vez mais a
medida que a progesterona diminui e as glandulas espirais entram em isquémia
e necrosam. Entretanto as células que se tornam necréticas desprendem-se e
juntamente com algum sangue proveniente das artérias espirais formam o fluxo
hormonal, que sera expulso pelo célo do utero pela contragdo da musculatura
uterina devido a diminuigdo da progesterona e aumento do nivel de moléculas

inflamatdrias (4).



As alteragdes relacionadas com a puberdade, tais como a modificacdo
corporal resultante do desenvolvimento esquelético e muscular,
desenvolvimento do sistema cardiorrespiratorio e reprodutor, sdo causadas pela
elevada taxa de estrogénios e de progesterona produzidas pelos ovarios. Antes
desta fase, ambas as hormonas eram produzidas em pequenas quantidades, o
mesmo acontecia com as concentracbes das hormonas LH e FSH que
permaneciam em concentragdes baixas. Estes niveis reduzidos devem-se a
auséncia duma hormona produzida pelo hipotalamo, denominada GnRH. Na
puberdade, ha uma secre¢cao aumentada da GnRH, LH e FSH, sendo que as
duas ultimas sao secretadas de forma ciclica, caracterizando o ciclo hormonal
feminino através da indugcdo de um ciclo ovarico, uterino e hormonal que se

prolonga até a fase da menopausa (4,7,8).

Neste sentido, os niveis de progesterona e estrogénio na circulagao
sanguinea variam de acordo com a fase do ciclo hormonal, em situacdes
fisiolégicas onde nao ha o efeito de terapia hormonal combinada. Na literatura
encontram-se graficos como o da Figura 1, onde € possivel verificar as

alteracdes das concentracgdes séricas de ambas as hormonas.
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Figura 1 — Concentragdes padréo dos niveis de estrogénio e progesterona ao longo do ciclo hormonal, sem
efeito de terapia hormonal. Retirado de Mariotti, A (1994 ) (9).



1.5. Mecanismos de ag¢ao dos contracetivos Orais

Os contracetivos orais combinados (COC) reduzem os niveis de GhRH no
sangue devido ao mecanismo de feedback negativo da progesterona, assim o
hipotalamo ao libertar menos quantidade da hormona GnRH, a hipéfise vai
libertar uma menor quantidade de FSH e LH. Neste sentido, vai haver uma
inibicdo do desenvolvimento folicular e, por conseguinte, uma diminui¢do dos
niveis de estrogénios que impossibilitara a ocorréncia do mecanismo de
feedback positivo. Assim, a hormona LH nao atingira o pico de concentracéo
necessario para que ocorra a ovulagao (10). Por outro lado, o COC ao serem
constituidos por estrogénio e progesterona, o primeiro provoca um feedback
negativo de estrogénio na hipofise, o qual, resultarda numa redugéo da secrecao

da hormona FSH, inibindo também o desenvolvimento folicular (11).

1.6. Recetores de estrogénio e progesterona

As hormonas esteroides ao possuirem recetores em varias células do
organismo, tais como o utero, glandula mamaria, hipotalamo, ossos, vasos
sanguineo, intestino, pulmao, sistema neuroldgico, leucécitos e prostata, tém
uma ampla aplicagdo na regulagdo funcional dessas células no organismo,
sendo responsaveis por processos de proliferacdo celular, diferenciacdo e

crescimento (12-14).

A descoberta da presenga de recetores especificos para estrogénio e
progesterona nos tecidos periodontais de suporte permitiu estabelecer uma
relagao entre as variagbes hormonais e o estado de saude oral encontrado na
mulher (15-17). E conhecido que a ativagdo dos recetores leva a uma
acumulacao das hormonas nestes tecidos, bem como estimula a expressao de

mais recetores pelas células envolvidas (18).

Na literatura descreve que as hormonas sexuais podem influenciar a saude
dos tecidos periodontais, promovendo por exemplo alteracdes na producéo de

citocinas e na inducao também de alteragdo do microbioma subgengival (19,20).
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Sendo pertinente neste sentido perceber se a resposta imunoldégica pode ser

regulada pelas hormonas sexuais.

1.7. Efeitos orais e sistémicos das hormonas sexuais

Na cavidade oral € conhecido que modificagcdes na resposta inflamatéria dos
tecidos periodontais, favorecem o desenvolvimento de bactérias relacionadas
com a disbiose que caracteriza a doenga periodontal como a Prevotella
intermédia e a Capnocytophaga (21). Esta retratado na literatura o efeito da
progesterona e do estrogénio na diferenciagdo e crescimento de células do
periodonto, especialmente dos queratindcitos e fibroblastos (22). Neste sentido,
existem duas teorias explicativas do efeito das hormonas no tecido periodontal.
Por um lado, surge a hipétese de causarem uma mudanca da eficacia da barreira
epitelial durante as agressdes bacterianas e, por outro lado, a hipotese das
hormonas influenciarem a sintese e manutengdo do colagénio fibroso dos
tecidos periodontais. Pode afirmar-se que tanto o estrogénio como a
progesterona alteraram a resposta imunologica pois modelam a expressao de
citocinas, e aumentam o0s mecanismos de apoptose celular (5,15). A
progesterona estimula a produgao de prostaglandina E2, aumenta a acumulagao
de leucadcitos polimorfonucleares no sulco gengival e aumenta a producéo de IL-
6 pelos fibroblastos gengivais (16). Ambas as hormonas tém um efeito no
sistema microcirculatorio, levando a presenca de edema das células endoteliais
e das vénulas, aderéncia de granuldcitos e plaquetas as paredes dos capilares,
formacdo de microtrombos, desgranulagdo dos mastdocitos perivasculares e
aumento da permeabilidade vascular, obtendo-se um quadro clinico de gengivite

onde existe sangramento, inflamacao e edema (15,23).

A nivel sistémico sdo também conhecidas alteragdes provocadas pela
concentracdo nao fisiolégica das hormonas sexuais na corrente sanguinea. E
reconhecido na literatura o risco aumentado para o acometimento de
complicagbes cardiacas e venosas (enfarte agudo do miocardio, trombose,
acidente vascular cerebral, aumento da presséao arterial), alteragées no sistema

nervoso e gastrointestinal (24—-29).



Tendo em conta os efeitos das hormonas sexuais descritos pela literatura,
encontrar as evidencias moleculares que caracterizam a eventual desregulacéo
dos mecanismos sao um contributo importante para o estabelecimento de

estratégias de diagnostico.

1.8. O aparelho ortodéntico e a saude oral

E reconhecido pela literatura que a utilizacdo de aparelho ortodéntico, pode
ter implicagdes na maior suscetibilidade a retencdo de placa bacteriana nas
zonas das bandas, brackets e arames devido a dificuldade de higienizagéo
(30,31). E frequente nestes individuos, a presenca de um quadro clinico de
gengivite induzida por placa, onde se observa a profundidade de sondagem
aumentada, sangramento exacerbado, hiperplasia gengival e um alto indice de
carie, notando-se descalcificagdes dentarias, lesdes iniciais de carie, lesdes
brancas de esmalte que rapidamente podem evoluir para caries nas superficies
coronais dos dentes (32). Esta descrito que a acumulagao de placa bacteriana é
independente do tipo de aparelho ortodéntico usado, quer seja o tradicional ou o
auto-ligavel. Estudos indicam que ambos produzem respostas similares no que
concerne a placa bacteriana acumulada e a resposta inflamatoéria gengival (30).
Neste sentido, é interessante perceber se ao longo do ciclo hormonal existem
proteinas diferentemente expressas principalmente as relacionadas com os

mecanismos de resposta imunoldgica que conduzem a resposta inflamatoria.

2. Saliva

A saliva é um fluido secretado pelas glandulas salivares diretamente na cavidade
oral, sendo constituida por agua (99%) e por uma mistura complexa de eletrélitos
(sédio, potassio, cloro, magnésio, bicarbonato e fosfato), proteinas (enzimas,
imunoglobulinas e fatores antimicrobianos), glicoproteinas (albumina e outros
polipéptidos e oligopéptidos) e pequenas quantidades de glicose e produtos
nitrogenados, onde se destacam as proteinas, assumindo um relevante papel

para a execugao deste trabalho (33,34). Segundo Greabu et al. (2009) (33) é o
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fluido biolégico mais disponivel e que pode ser recolhido de forma n&o invasiva.
Existem trés pares de glandulas salivares maiores (parétidas, submandibulares
e sublinguais) e inumeras glandulas menores, localizadas principalmente na
mucosa que estdo continuamente a secretar para a cavidade oral saliva. A
cavidade oral € um meio muito complexo, que para além de ser o “espelho da
saude do corpo”(33), é aqui que ocorrem interagcdes entre os tecidos bioldgicos
€ 0s microrganismos, ar e alimentos. A saliva pode contribuir para a defesa do
hospedeiro, através da defesa contra o stress oxidativo, uma vez que a sua
composi¢ao permite a modulagao de danos oxidativos na cavidade oral (33,35).

A saliva é atualmente utilizada para diagnostico precoce e monitorizagado de

patologias orais ou sistémicas (36,37).

3. Diagnéstico Molecular

O diagnéstico molecular € baseado principalmente na investigagao realizada
nas areas de genomica, protedmica e transcriptomica. Estas técnicas permitem
desvendar fendbmenos moleculares associados a diferentes perfis funcionais que
caracterizam os fenaétipos de diferentes individuos como método de proporcionar
uma medicina de precisao. Os resultados das diversas ciéncias dmicas revelam
informacgdes moleculares que permitem identificar vias desreguladas em certas
situagdes de saude e doencga. Todo este avanco ira permitir num futuro préximo

o diagnéstico precoce e, consequentemente, um melhor prognostico (38,39).

Técnicas como a eletroforese capilar permitem hoje separar as proteinas
presentes num determinado fluido, como a saliva, por forma a ser estabelecido
um perfil que retrate os acontecimentos moleculares que estdo a ocorrer em
determinado momento — um SalivaPrint (40). Com o recurso a bases de dados

como a SalivaTec DB (http://salivatec.viseu.ucp.pt/salivatec-db) que contem a

informacao sobre as proteinas presentes na saliva é possivel saber quais sdo as
proteinas que estao a contribuir para ser estabelecido um determinado perfil. As
estratégias informaticas de inteligéncia artificial como as desenvolvidas no
laboratério SalivaTec da Universidade Catdélica Portuguesa, permitem por uma
lado estabelecer perfis caracteristicos de determinada situagao funcional ou
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clinica (40) e adicionalmente com o recurso a ferramentas bioinformaticas
disponiveis para toda a comunidade cientifica, € possivel saber quais os
processos bioldgicos alterados, representados pelas proteinas que foram

identificadas a partir do SalivaPrint.

4. Objetivos

Atualmente, existem exames de diagndstico capazes de determinar a fase
do ciclo hormonal da mulher, com o intuito, na maioria das vezes, de identificar
a fase da ovulagdo. Neste sentido, podem ser realizadas dosagens hormonais
através da puncao sanguinea; ultrossonografia transvaginal seriada realizada,
também, ao longo do ciclo hormonal, percebendo-se diretamente através da
morfologia do foliculo qual a fase ovarica presente. Por fim, pode ser também
usada a bidépsia do endométrio, a qual fornece material para o exame
microscopico da agao direta das hormonas no tecido. No entanto, estes métodos
de diagndstico, embora eficazes e precisos, sao considerados demasiado
invasivos e de resposta demorada. Por isso, € necessaria uma abordagem
eficiente e ndo invasiva, onde apenas num momento haja a recolha de saliva e

determinacao imediata da fase do ciclo hormonal.

Durante o ciclo hormonal a mulher portadora de aparelho ortodéntico e que
usa contracetivos orais combinados podera estar mais exposta a alteracées da
sua saude oral? As alteracdes podem ser identificadas através da avaliagao do

perfil total de proteinas presentes na saliva?

Estratégias de avaliagdo global de perfis moleculares em saliva permitem

caracterizar estados de saude e de evolugao para a doenca.

Objetivos: A caracterizagdo do perfil total de proteinas presentes na saliva
(SalivaPrint), em fases do ciclo hormonal em mulheres com toma de
contracetivos combinados em portadoras e nao portadoras de aparelho

ortodoéntico, permitira:

1- Estabelecer se ha proteinas diferentemente expressas na saliva ao
longo do ciclo hormonal e se estas permitem identificar a fase do ciclo;

12



2- Estabelecer se a utilizacdo de aparelho ortoddntico induz alteracbes
na expressao de proteinas ao longo do ciclo e se é possivel identificar
proteinas relacionadas nomeadamente com alteragdes da resposta
imune.

3- Validar a ferramenta SalivaPrint Toolkit, para identificar a fase do ciclo
hormonal em individuos portadores e n&o portadores de aparelho

ortodontico.
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Para a realizagcdo do enquadramento tedrico deste trabalho, foram utilizados
estudos e artigos de revisao cientifica e livros cientificos, disponiveis na
biblioteca da Universidade Catodlica Portuguesa. Para a pesquisa bibliografica
eletrénica, foi utilizado como motor de busca a PUBMED, Science Direct, Scielo
e 0 Google Académico, nédo foi estabelecido limite temporal e os idiomas

escolhidos foram o Portugués e o Inglés. As palavras-chave utilizadas foram:

Oral Health; hormonal cycle; protein profile in saliva; combined oral

contraceptives; orthodontic treatment.;

Sexual Hormones; Estrogen;

Progesterone; orthodontic treatment; dental plaque; bacterial plaque.

Para conseguirmos, responder aos objetivos propostos neste trabalho foi

seguida a estratégia e metodologia resumida abaixo (Figura 2).

Grupo F1: Populagdo feminina Grupo F2: Populacdo feminina que nunca fez
portadora de aparelho ortodéntico tratamento ortodéntico OU uma populagao que ha
pelo menos 1 ano nao tenha aparelho ortodéntico

do ciclo | do ciclo ciclo

» | Inicio Meio Fim do | Menstruagéo J

!

= Concentragao de proteinas
= Volume

= Fluxo saliva

u pH

Havera um SalivaPrint para
cada fase do ciclo hormonal?

Existem proteinas com

diferente expressao ao longo
do ciclo?

SR PANTHER

& STRING

Que proteinas s6 se
expressam em determinada
fase do ciclo?

Figura 2 — Fluxograma da metodologia do estudo 17

Parametros da saliva , g
P . S

—

SalivaPrint

Wl

Selegdo das amostras com qualidade

Perfis Médios de cada fase (populagéo
portadora e ndo portadora de aparelho

ortoddntico)

Identificagdo dos intervalos de massas
moleculares dos picos mais
representativos dos perfis médios

Identificacdo das proteinas que
representam as fases do ciclo e
mecanismos moleculares em que

participam

Proteinas que caracterizam cada fase
do ciclo (populagdo portadora e néo
portadora de aparelho ortodéntico)




5. Caracterizacao do Estudo e da Populagcao

O estudo observacional transversal, comporta quatro momentos de
observagdo ao longo de um més. A amostra é constituida por estudantes
saudaveis da Universidade Catolica Portuguesa, do género feminino que utilizam
terapia hormonal com contracetivos orais combinados ha pelo menos 1 ano. A
esta populagao foi apresentado o Consentimento Informado (Anexo 1) o qual foi
assinado e foram aplicados os instrumentos de avaliacdo clinica do status de
saude oral, onde foi examinado, individualmente, o indice de placa, indice de
sangramento, preenchido o PSR e encaminhamento dos individuos para cada
grupo, consoante a presenga ou auséncia de aparelho ortodéntico. A populagao
em estudo é constituida por alunas inscritas em anos mais avang¢ados do curso,
ja em ambiente clinico, pois € um elemento facilitador para o controlo das

recolhas de saliva ao longo das fases do ciclo hormonal.
Grupo F1: Populagéo feminina portadora de aparelho ortoddntico;

Grupo F2: Populacédo feminina que nunca fez tratamento ortoddntico OU

uma populagédo que ha pelo menos 1 ano nao tenha aparelho ortodéntico;

5.1. Aplicagao do Questionario

O questionario (Anexo 2) foi aplicado como forma de obter informagao
individualizada da populagdo em estudo. Foram recolhidos dados uteis ao
estudo, tais como referentes a saude sistémica e oral, a toma de medicagao
diaria habitual, tratamento recente com antibidticos ou corticosteroides, bem

como a habitos tabagicos e consumo de bebidas alcodlicas.

5.2. Avaliagao do estado de saude oral

O estado de saude oral foi avaliado segundo os critérios da Organizagao
Mundial de Saude (OMS) (41). Primeiramente foram recolhidos dados

correspondentes ao indice CPO, de acordo com os critérios da Tabela 1, onde
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sdo identificados os dentes cariados, restaurados ou ausentes em boca. Em
seguida, iniciou-se a analise periodontal, preenchendo-se o PSR (Periodontal
Screening and Recording Index) de acordo com a escala fornecida pela OMS,
Tabela 2. Durante o exame clinico oral foi utilizada uma sonda periodontal
milimétrica - ClickProbe® - sendo, com ela, avaliados dois pardmetros
indicadores do status de saude oral: a profundidade de sulco e o indice de
sangramento. Todos os exames clinicos foram realizados pelo mesmo
profissional de saude. A ocorréncia de sangramento a sondagem foi observada
até 7 segundos apos a remogao da sonda do sulco, anotando-se como presente

caso o0 sangramento perdurasse apds o tempo determinado (23).

Por ultimo, com o intuito de quantificar o indice de placa, foi empregue em
todas as faces dentarias um revelador de placa (eritrosina), procedendo-se a
contagem das faces coradas pelo revelador, dividindo este valor pelo numero
total de faces dentarias, multiplicando por 100, obtendo-se a percentagem de

placa de cada individuo (23).

Tabela 1 - Critérios utilizados para determinacédo do indice CPO.

Cddigo | Critério
0 Higido

Lesao de carie

Restaurado com carie
Restaurado sem carie

Dente perdido por carie

Dente perdido por outro motivo
Selante de Fissuras

Prétese ou Implante

Incluso

Trauma

© = 0 N O O ~h WO N =

Nao Registado
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Tabela 2 - Tabela representativa dos critérios utilizados para preenchimento do PSR.

Nivel Critério
0 Saude Periodontal
1 Sangramento a sondagem
2 Presenca de calculo supragengival
3 Bolsa periodontal de 3,5-5,5 mm
4 Bolsa periodontal > 6mm

* Recessao, mobilidade dentaria, envolvimento

de furca ou problemas muco-gengivais

5.3. Aplicagao dos Critérios de Inclusao e Exclusao

Para a escolha dos individuos candidatos ao estudo foram aplicados os

seguintes critérios de incluséo e excluséo.

Critérios de inclusao:

a) indice de Sangramento < 10% a sondagem (23);

b) indice de Placa < 25%, (23);

c) Profundidade de Sondagem < 3mm com a sonda Click-Probe® (23);

d) Sem perda de insercao (23);

e) Auséncia de terapia antibidtica nos ultimos 30 dias ou de
corticosteroides nos ultimos 9 meses (42);

f) Auséncia de habitos tabagicos (43);

g) Habitos de higiene oral pelo menos 2x/dia (44);

h) Uso da mesma Pilula ha, pelo menos, 1 ano;
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i) Apenas para o Grupo F2, que ndo tenham aparelho
ortodéntico/contencdo fixa ou que o/a tenham retirado ha, pelo

menos, 1 ano (45).

Critérios de exclusao:

6.

Presenca de doengas gengivais, tais como: gengivite, periodontite ou
hiperplasia gengival,

Presenca de prétese fixa: coroas totais ou parciais, pontes, implantes,
facetas, incrustacdes, independentemente do material utilizado (46);

Uso de colutdrios/ medicacgao topica oral prescritos pelo Médico Dentista
ou Generalista (47);

Uso de pilulas ndo combinadas;

Uso descontinuado da pilula durante os 12 meses precedidos ao exame;
Presenca de patologias ginecoldgicas, tais como: ovarios poliquisticos,
mioma uterino, endometriose e cistite (48,49);

Presenca de doengas sistémicas (50);

Presenca de piercings intraorais (51).

Recolha, processamento e controlo de qualidade das Amostras

de Saliva

O processamento e armazenamento das amostras de saliva foram

realizados de acordo com o protocolo de controlo de qualidade de amostras

estabelecido no SalivaTec (35). Este estudo contemplou a realizagdo de 4

recolhas de saliva ao longo de um ciclo hormonal, por isso, foram avaliados os

seguintes tempos: inicio, meio, fim do ciclo e menstruagdo. Considerando o inicio

como o dia seguinte a toma da 12 pilula do blister, 0 meio como o 14° dia da toma

da pilula, o fim como o dia seguinte a toma da ultima pilula do blister e, por fim,

a recolha correspondente a menstruagao é recolhida no dia seguinte ao inicio da

mesma.
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Diferentes procedimentos podem ser utilizados para a obtengcdo de amostras
de saliva. O método utilizado para a recolha foi o ndo estimulado, neste caso o
fluido foi obtido sem qualquer estimulagdo. Uma vez que o volume salivar e a
concentracado total de proteinas sao influenciados pelo horario da recolha,
estagcdo do ano, posicdo do paciente, estado de hidratacdo, idade, uso de
medicamentos e muitos outros fatores (33) o procedimento de recolha foi feito
sempre nas mesmas condi¢des para estes parametros. Nesse sentido, solicitou-
se aos dadores para se absterem de comer, beber ou fazer procedimentos de
higiene oral uma hora antes da recolha de saliva. Antes da colheita, todos os
participantes fizeram um bochecho durante 30 segundos para remover restos
alimentares, células epiteliais descamadas e microrganismos. Apoés esta fase, é
aguardado um minuto até a recolha de saliva. Sdo colocados dois rolos de
algodao esterilizado na zona sublingual até perfazer dois minutos, os quais séo

removidos e colocados no interior de um tubo de plastico.

Seguidamente, procedeu-se a centrifugagdo das amostras a 10.000 xg,
durante 10 minutos, a 4°C e recolheu-se o sobrenadante. Com a saliva obtida
avaliaram-se os seguintes parametros salivares: volume total (usando uma
micropipeta), a concentragdo de proteina (através do NanoVue™) e o pH

(utilizando um microeléctrodo Hanna HI1083B) (35).

Todas as amostras foram aliquotadas para armazenamento numa arca

congeladora a -80°C, destinadas a posterior avaliagao.

6.1. Determinacgao do perfil total de proteinas — SalivaPrint

O perfil total de proteinas da saliva (SalivaPrint) € obtido por eletroforese
capilar, usando o sistema Experion™ Automated Electrophoresis System
(Biorad) em chips standard de proteinas (Experion™ Pro260 Analysis Kit) de
acordo com as especificacbes técnicas fornecidas pelo fabricante.
Resumidamente, 4 yuL de amostra sao misturados com 2 yL de um tampéo
redutor e fervidos durante 10 minutos a 95-100 °C. Posteriormente adicionam-se
84 uL de agua ultrapura a cada amostra. Cada chip é impregnado com o 12 yL
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gel e com o gel staining e carregado com 6 uL de cada amostra preparada como

descrito acima.

O marcador de pesos moleculares incluido no kit Pro260 é utilizado como
padrdo. A curva de calibracao utilizada em todas as analises é feita usando um
padrao interno fornecido pelo fabricante. Este método tem uma resolugao de 2,5
- 2000 ng/ mL de proteina e consegue separar proteinas de 10 - 260 kDa. O perfil
de proteinas e a quantificacdo das bandas sdo obtidos com recurso ao
Experion™ Software, version 3.20 (35). Os perfis resultantes desta estratégia
sao representados pelas massas moleculares no eixo dos XX e pela
fluorescéncia, correspondente a concentragdo de uma ou um conjunto de

proteinas, no eixo dos YY.

6.2. Analise do perfil total de proteinas — SalivaPrint

A analise dos perfis obtidos é feita recorrendo a ferramenta SalivaPrint
Tollkit (figura 3).
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Figura 3 — Perfil exemplo resultante da analise do algoritmo SalivaPrint Toolkit.

O SalivaPrint Toolkit serve como uma ferramenta de caracterizagao

fenotipica de pacientes para identificar pesos moleculares relacionados com

23



condi¢cbes particulares e, a partir dai, encontrar proteinas, que podem estar

envolvidas nos mecanismos celulares desregulados.

O algoritmo SalivaPrint Toolkit permite a criagcdo de perfis médios e a
identificacdo dos intervalos de massas moleculares em que estdo presentes 6
picos principais. Existem evidéncias noutras patologias que os intervalos variam
de acordo com a situagao patoldgica (52). Neste trabalho pretendeu-se verificar
se o SalivaPrint Toolkit permite a determinagao dos perfis totais de proteinas
tipicos de mulheres portadoras e nao portadoras de aparelho ortodéntico e que
estejam em terapia hormonal contracetiva combinada com a finalidade de
identificar se ha proteinas diferentemente expressas e que eventualmente
possam servir para caracterizar cada fase do ciclo e, por outro lado, estabelecer
se o perfil de proteinas ao longo do ciclo hormonal ¢ influenciado pela presenga
de aparelho ortodéntico.

Assim, para a identificacdo das gamas de proteinas que melhor diferenciam
os perfis caracteristicos de cada fase do ciclo na populagao portadoras e néo
portadora de aparelho ortodéntico foram determinados os perfis médios de
proteinas.

Adicionalmente, foram determinadas as proteinas exclusivas de cada fase
do ciclo hormonal na populagdo portadora e n&o portadora de aparelho
ortodéntico, através da ferramenta Venny (53), para responder as seguintes
questdes: “Quais os mecanismos biolégicos em que intervém as proteinas
identificadas?”, “Serdo os mesmos mecanismos ao longo das quatro fases
analisadas do ciclo hormonal?”, “Existirdo mecanismos bioldgicos
diferentemente representados nas diferentes fases do ciclo hormonal?”.

Para a identificagdo das proteinas encontradas foi necessario recorrer a

base de dados SalivaTecDB (http://salivatec.viseu.ucp.pt/salivatec-db). Para

responder as questées funcionais levantadas foi utilizado o sistema de
classificagdo funcional PANTHER (protein analyses through evolutionary
relationships) que consiste numa ferramenta bioinformatica que permite a
classificagdo das proteinas de acordo com a funcao que realizam. Neste sentido,
com a utilizagdo do PANTHER ¢é possivel descobrir fungdes moleculares, vias
de sinalizagdo, processos biolégicos e componentes celulares onde se

encontram (54, 55).
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Na analise funcional das proteinas identificadas no decorrer da estratégia
utilizada neste trabalho foi também utilizada a ferramenta bioinformatica
STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) (56). Esta
ferramenta permite identificar interagdes proteina-proteina diretas e indiretas,
bem como determinar o enriquecimento em processos biologicos, fungdes
moleculares e/ou vias de sinalizacio. A rede resultante pode ser inspecionada e
rearranjada de forma interativa. Cada n6 na rede representa uma proteina, assim

como cada linha corresponde a uma interagao conhecida ou prevista (57,58).

6.3. Analise Estatistica dos resultados

Os dados sociodemograficos e de saude da populagdo foram analisados
através de testes ndao paramétricos: t-teste e two-way ANOVA unidirecional
ordinario (Graph Pad PRISM versao 7.0, EUA). Foi utilizada uma significancia de

95% para todos os parametros analisados estatisticamente.
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II. Resultados e Discussao






1. Caracterizagao da populagcao

As recolhas de saliva foram realizadas a 32 raparigas da Universidade Catdlica
Portuguesa, perfazendo-se um total de 108 recolhas correspondendo a 53 a
portadoras de aparelho ortoddntico e 55 a ndo portadoras de aparelho ortoddntico.

Foram realizadas 4 recolhas de saliva ao longo de um ciclo hormonal.

ApOs a aplicagao dos critérios de qualidade para a selegcdo das amostras, em
perfis (SalivaPrint) que apresentassem picos com fluorescéncia reduzida (devido a
baixa concentragdo de proteinas e/ou degradadas) foram removidas do estudo.
Assim neste trabalho sao apresentados os resultados correspondentes a 79
amostras, correspondendo a 40 mulheres portadoras de aparelho ortodéntico e 39
nao portadoras de aparelho ortodéntico (Tabela 3), permitindo a comparagao entre

as populagdes durante os diferentes passos da investigagéo.

Tabela 3 — Numero de amostras de saliva recolhidas e processadas.

Amostras de saliva

N° de recolhas da N° de recolhas da
opulacao opulacao nao
Fases do ciclo N° de recolhas poptiag poptiag
portadora de portadora de
hormonal por fase do ciclo
aparelho aparelho
ortodontico ortodontico
Inicio do ciclo n=28 / n=16 n=14 / n=7 n=14/ n=9
Meio do ciclo n=30/ n=21 n=15/n=11 n=15/n=10
Fim do ciclo n=25/n=20 n=12/n=11 n=13/n=9
Menstruagao n=25/n=20 n=12/n=11 n=13/n=11
Total n=108 / n=79 n=53 / n=40 n=55/ n=39

1.1. Caracterizacao do status de saude oral da populagao

Com base no questionario e no exame oral aplicado foi possivel a caracterizacao
dos participantes através de critérios indicadores do status de saude oral. A analise

comparativa entre as duas populagdes ndo mostrou diferencas estatisticamente
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significativas nos parédmetros utilizados para a caracterizagdo do estado de saude

oral, o que revela que os grupos em estudo, clinicamente sao idénticos.

Para os trés parametros analisados (indice CPO, PSR e indice de Placa) foi
utilizado um teste ndo paramétrico uma vez que ndo passavam o teste da

normalidade, foi utilizado o t-Test.

1.1.1. indice CPO

O indice CPO é amplamente utilizado pela medicina dentaria e recomendado
pela OMS para medir e comparar a presenca de carie dentaria, sendo os valores

possiveis: dentes cariados, perdidos e obturados (59).

Para a populagdo portadora de aparelho ortodontico obteve-se uma média de
2,12 + 2,26 e para a populagdo nao portadora de aparelho ortodéntico uma média
de 3,07 £+ 3,08. A Figura 4 apresenta a distribui¢do do indice pelas 2 populagdes em

estudo.

Embora n&o haja diferenca estatisticamente significativa entre o indice CPO na
populagdo portadora e nao portadora de aparelho ortodéntico, € possivel verificar
uma maior diferenga na prevaléncia dos dentes obturados comparativamente aos
dentes cariados e ausentes analisados em ambas as populagdes (Figura 5). Por
outro lado, é na populagao ndo portadora de aparelho ortodéntico que o indice CPO
surge mais aumentado, sendo a quantidade de dentes obturados que mais contribui

para esta prevaléncia.
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Figura 4 — Comparagéo do Indice CPO na populagéo portadora de aparelho ortodéntico e
néo portadora de aparelho ortodéntico.
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Figura 5 — Comparacéo de cada pardmetro do Indice CPO na populacdo ndo portadora de aparelho ortodéntico
e na populagéo portadora de aparelho ortodéntico.

1.1.2. Status periodontal

O estado de saude periodontal da populagdo foi medido com o indice PSR
(Periodontal Screening and Recording Index), n&o havendo diferenga
estatisticamente significativa entre as populagdes. Em média, para a populagao nao
portadora de aparelho ortodontico obtiveram-se valores de 1.33 + 0,72 e para a

populagao portadora de aparelho ortodéntico 1,53 + 0,72.

Na Figura 6, pode-se verificar um ligeiro agravamento da saude periodontal na
populagdo portadora de aparelho ortoddntico. Considerando que o tamnho da

populagdo portadora de aparelho ortoddéntico corresponde a um valor de 17
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inividuos, pode ser afirmado que, sensivelmente, 65% da populagado apresenta-se
com valor de PSR de 2. O que ndo é verificado na populacdo ndo portadora de
aparelho ortoddéntico. Embora o nivel 2 do PSR seja o com maior quantidade de
individuos (7), em proporgdo com o tamanho da populagéo, ha uma distribuicao dos
individuos pelo nivel 1 e 2 do indice. Sendo, aproximadamente, 40% da populagao
correspondente ao nivel 2, 40% ao nivel 1 e os restantes 20 % representando o valor
0 do indice PSR.

Populacdo portadora de aparelho Populagdo nao portadora de
ortodontico aparelho ortoddntico
2 2
4 7
11 6
PSRO = PSR1 = PSR2 PSRO = PSR1 = PSR2

Figura 6 — Comparagéo do Indice PSR na populagéo portadora e ndo portadora de aparelho ortodéntico.

1.1.3. indice de placa

No indice de placa, os resultados ndo demonstram diferengas estatisticamente
significativas, uma vez que os valores obtidos durante a analise oral dos participantes
sdo semelhantes, embora se note na Figura 7 uma ligeira diferenca, em média,
apontando para niveis de placa superiores na populagcdo portadora de aparelho
ortodéntico. Para a populagdo néo portadora de aparelho ortodéontico a média da
percentagem da placa bacteriana visivel encontra-se nos 11,60 + 6,07%, enquanto
na populagdo portadora de aparelho ortodéntico, em média, obteve-se 12,82 +
5,86%.
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Figura 7 - Comparagéo do Indice de Placa na populagéo portadora e ndo portadora de aparelho ortodéntico.

Os conhecimentos de saude oral tendem a alterar os habitos de higiene. Tendo
em conta que a populacdo é constituida por raparigas estudantes de Medicina
Dentaria, os seus conhecimentos na area da prevencgao e higiene oral tendem a
influenciar os habitos de saude oral. Segundo Freeman (1999) (60), os estudantes
de saude oral adquirem conceitos que podem alterar ndo s6 a sua propria higiene
oral, mas também contribuir para a motivagao dos seus pacientes para a aquisicao
dos corretos habitos de saude oral (60). A populagao utilizada mostra-se consistente
com este estudo uma vez que apresenta valores indicadores do status oral

compativeis com niveis de saude.

A caracterizacéo oral (CPO, IP e PSR) realizada previamente a recolha de
saliva indicou que nao havia diferengas estatisticamente significativas, o que
assemelhava ambas as populagdes. Estes valores refletem a consciencializacao de
ambos os grupos na importancia de uma boa higiene oral, reforcada no caso da
populacdo portadora de aparelho ortoddntica. E consistente na literatura que durante
o tratamento ortoddntico ha um aumento das superficies de retencdo de placa
bacteriana e, devido a isso, a grande maioria dos pacientes apresenta dificuldades
na higiene, ocasionando valores mais elevados de placa bacteriana e
consequentemente niveis mais elevados de sangramento gengival bem como maior
propensao a carie dentaria. No entanto, segundo Heintze (1996) (61) o tratamento
preventivo aliado a motivagao e sensibilizacdo dos pacientes portadores de aparelho

ortoddntico constituem a base para uma boa higiene oral, compativeis com valores
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de saude oral (61). Atendendo que a populagdo do estudo é constituida por
estudantes de Medicina Dentaria, admite-se que estes conhecimentos sao
compreendidos e fundamentais para a educagdao e sensibilizagcdo dos seus
pacientes, por esse motivo, as proprias estudantes adotam os comportamentos que
sabem ser eficazes de forma a melhorarem a sua higiene oral. Assim sendo, os
resultados obtidos para indice CPO, indice de placa e PSR para a populacéo
portadora de aparelho ortodéntico mostram-se expectaveis e em concordancia com

a literatura.

1.2. Caracterizagao da saliva através de parametros fisico-quimicos

Foram processadas as amostras de saliva de todos os individuos do estudo,

tendo sido avaliado o seu volume total, concentracao de proteina, pH e fluxo salivar.

Durante a analise estatistica, todos os parametros passaram o teste da
normalidade pelo que foram analisados através de testes paramétricos, como o 2way
ANOVA.

1.21.1. Variagao do pH

Nao ha diferenga estatisticamente significativa no valor de pH da saliva entre as
diferentes fases do ciclo, assim como nao sao verificadas diferencas
estatisticamente significativas na comparagcao das populagdes portadoras e nao

portadoras de aparelho ortodontico (figura 8).

Os valores de pH da saliva observados neste estudo, tanto para a populagao
nao portadora como portadora de aparelho ortodéntico ao logo das quatro diferentes
fases do ciclo, situam-se entre 7,6 e os 7,8 o que vai de encontro a bibliografia, que
apresenta valores entre 6,2 e 7,6 e onde se refere que a presenca de aparelho
ortodéntico ndo faz variar o valor de pH da saliva (62,63). E possivel verificar a
variagdo do pH ao longo das quatro fases, no mesmo individuo. Na maioria dos
individuos, nota-se um decréscimo ligeiro no valor do pH, desde a fase inicial do ciclo

hormonal até a menstruacéo, sendo esta a fase, em média, com menor valor de pH
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encontrado, isto é, com 7,7. Em contrapartida, os valores correspondentes as
restantes fases do ciclo hormonal apresentam valores mais elevados, sendo o valor

médio no inicio do ciclo de 8,1 (64).
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Figura 8 — Comparacgéo da variagao do pH ao longo do ciclo hormonal nas duas populagées em estudo.

1.21.2. Concentracao total de proteina

Na figura 9, é possivel observar a variagdo da concentragdo total de proteina
na populagao portadora e ndo portadora de aparelho ortodontico. Na fase do inicio
do ciclo hormonal ambas as populagdes apresentam valores de concentracao total
entre os 1750-2000 pg/ml. Todavia, para a populagdo nao portadora de aparelho
ortodéntico ha um aumento na concentragao total de proteinas até a fase do meio
do ciclo hormonal (2150 ug/ml), sendo que para a fase do fim e da menstruagdo do
ciclo hormonal ha um decréscimo brusco dos valores da concentragdo total de
proteinas para a populacdo ndo portadora de aparelho ortodéntico, tendo um valor

na menstruagao de 1700 pg/ml.

Pelo contrario, na populagao portadora de aparelho ortodéntico, a partir da fase
do inicio do ciclo hormonal, ha um decréscimo nos valores da concentragao total de
proteinas. Na fase do meio do ciclo hormonal foram encontrados valores de 1600

Mg/ml e na fase do fim do ciclo hormonal de 1550 ug/ml. A partir desta fase a
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concentragéo total de proteinas aumentou para valores de 2050 pg/ml na fase da

menstruacao.

2250

N
o
o
o

1750

Concentracao ug/mL

1500
0 1 2 3 4 5

Fase do ciclo
Com Orto Sem Orto

Figura 9 - Concentragéo total de proteinas na populagdo portadora e nao portadora de aparelho ortodéntico ao
longo das fases do ciclo hormonal.

1.2.1.3. Volume total de saliva

Nao ha diferenga estatisticamente significativa para o volume de saliva, quer
comparando as quatro fases do ciclo entre si, quer comparando a populagao

portadora e nao portadora de aparelho ortodéntico (figura 10).

O valores médios do fluxo salivar estdo descritos na Tabela 4 e 5. E possivel
verificar um ligeiro aumento do fluxo salivar na populagdo portadora de aparelho
ortoddntico, embora nao seja estatisticamente significativa. Por outro lado, avaliando
o fluxo salivar ao longo das quatro fases do ciclo hormonal analisadas, embora nao
haja diferengas estatisticamente significativas, pode ser observado um ligeiro

aumento no fluxo salivar na fase do meio do ciclo hormonal.

No que concerne ao volume total de saliva, estimado em pl, as médias de cada
fase do ciclo hormonal na situagao da populagcao portadora de aparelho ortoddntico
nao apresentam diferengca estatisticamente significativas assim como para a

populagao ndo portadora de aparelho ortodéntico. Dutra et al. (2004) (65)para avaliar
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a variabilidade clinica do fluxo salivar desenhou um estudo onde definiu intervalos
de valores para quantificar o fluxo salivar da sua populagéo, assim, segundo o autor
valores entre 1,0 — 3,0 ml/min é considerada uma taxa normal, entre 0,7 — 1,0 ml/min
€ visto como uma fluxo salivar baixo e, por fim, abaixo de 0,7ml/min é considerado
hipossalivagéo (65). De acordo com esta perspetiva, ambos os grupos apresentam
taxas de fluxo salivar coerentes com o estudo de Dutra et al. o que permite afirmar,
por conseguinte, que o volume salivar de ambas as populagdes é normal. Por outro
lado, ndo é possivel verificar diferencas estatisticamente significativas entre a
populagdo portadora e nado portadora de aparelho ortoddéntico, o que nio é
consistente com o estudo de Vanishree et al. (2017) (62), uma vez que neste estudo
foram analisadas as alteragbes orais decorrentes do tratamento ortoddntico,
concluindo que ha um aumento significativo do fluxo salivar na populagao portadora
de aparelho ortodoéntico (62). No entanto, comparando os valores obtidos com o
estudo de Ribeiro et al. (2010) (66), ha uma consisténcia dos resultados uma vez
gue em ambos n&o houve diferenca estatistica nos valores de volume e fluxo salivar

para a populacao portadora e nao portadora de aparelho ortodéntico (66).
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Figura 10 - Comparagéo do Volume de Saliva nas duas populagcbes em estudo em cada fase do ciclo.
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Tabela 4 — Fluxo Salivar na populagao portadora e ndo portadora de aparelho ortodéntico.

Situacao Fluxo salivar (média * desvio padrao)
Populacéo total 942,20 + 575,22 pl/min
Populagao portadora aparelho ortodéntico 936,33 £ 578,84 ul/min
Populagdo nao portadora de aparelho 941,99 £ 565,20 ul/min
ortodéntico

Tabela 5 — Fluxo salivar ao longo do ciclo hormonal.

Situacao Fluxo salivar (média * desvio padrao)
Populacéo no inicio do ciclo 881,14 £ 550,82 pl/min
Populagédo no meio do ciclo 942,72 1 565,20 pl/min
Populagao no fim do ciclo 997,30 £ 578,84 ul/min
Populacdo na menstruacéo 910,62 £ 564,81 pl/min

2. Analise do perfil total de proteinas — SalivaPrint

De acordo com a literatura ha evidéncia suficiente para considerar que as
mulheres que fazem terapia contracetiva combinada, bem como os portadores de
aparelho ortodéntico experienciam alteracbes na saude oral. Primeiro devido a
presenca de recetores para estrogenio e progesterona nos tecidos orais, o que 0s
torna um tecido-alvo a acao destas hormonas. O aumento das concentragdes das
hormonas esteroides nos tecidos orais promovem um microambiente adequado ao
desenvolvimento de microrganismos patogénicos (21,22). A combinagcdo de ambas
as hormonas presentes nos contracetivos orais combinados resulta num efeito
catabdlico, promovido pela progesterona, o que potencialmente diminui a resposta
imunitaria do hospedeiro. Este quadro € potenciado nos individuos portadores de
aparelho ortoddntico, uma vez que é estabelecido a dificuldade acrescida durante a
higienizac&o, surgindo uma maior tendéncia a acumulagdo de placa bacteriana
(9,15,17). Todavia, por se tratar de uma populagéo estudante de Medicina Dentaria
e pelos conhecimentos sobre a importancia da higiene oral, principalmente em casos
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de tratamento ortoddntico, ndo foram encontradas variagdes na quantidade de placa

bacteriana quando comparadas ambas as populagdes.

Sabendo alguns dos mecanismos ja conhecidos como desregulados em
individuos portadores de aparelho ortoddntico e em terapia contracetiva combinada,
quais serdo as proteinas que regulam esses processos biologicos?
(5,16,17,20,27,28,30,67) Sera que existem diferentes mecanismos desregulados ao
longo das fases do ciclo hormonal? Sera que existem proteinas diferentemente

expressas na populacao portadora e nao portadora de aparelho ortodontico?

Para dar respostas a estas perguntas e a outras mais especificas foi necessario
utilizar a eletroforese capilar para estabelecer se os perfis de proteinas variam nas
quatro fases analisadas do ciclo hormonal e em portadoras e nédo portadoras de

aparelho ortoddntico.

ApOs a analise dos perfis individuais foram identificados os perfis atipicos, isto
€, aqueles que apresentam morfologias diferentes do padrdo e que tivessem
quantidades de proteinas totais reduzidas. Estas caracteristicas denotam uma
degradacdo das amostras correspondentes a esses perfis selecionados como
atipicos. Neste sentido, procedeu-se a uma selegcdo das amostras com qualidade

para a determinacdo do Perfil Médio, utilizando o algoritmo SalivaPrint Toolkit (40).

Na figura 11 e 12 sédo apresentados a titulo de exemplo os resultados para a
situacao de inicio do ciclo hormonal na populacao portadora de aparelho ortodéntico.
Assim antes da selecéo (figura 11) eram 13 os individuos em estudo e apds a selegéo

(figura 12) apenas o perfil de 7 cumpriram os requisitos estabelecidos.

Este estudo foi aplicado a todos os perfis totais individuais selecionados, e os

resultados sdo apresentados em Apéndice.
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Figura 11 - Perfis de proteinas na fase inicio do ciclo hormonal em mulheres portadoras de aparelho
ortodéntico.
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Figura 12 - Perfis de proteinas na fase inicio do ciclo hormonal em mulheres portadoras de aparelho ortodéntico
apos aplicagao dos critérios de selegéo.
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De forma a perceber se ha um SalivaPrint para cada fase do ciclo hormonal e se
€ influenciado pela presenga de aparelho ortodéntico, procedeu-se a determinacao
Perfis Médios correspondentes a cada uma das situagdes em estudo. A partir dos
Perfis Médios determinaram-se os 4 Perfis Diferencga, correspondentes as fases do
ciclo hormonal analisadas, correspondendo cada um deles a diferenga entre o Perfil
Médio em portadoras de aparelho ortoddntico com o Perfil Médio de ndo portadoras

de aparelho ortodéntico.

A figura 13 apresenta o Perfil Médio para a populagdo portadora e né&o
portadora de aparelho ortoddntico durante a fase do inicio do ciclo hormonal. E
notéria a diferenga entre ambos os perfis, sendo que a populagdo portadora de
aparelho ortoddntico apresenta para 4 dos picos principais uma maior fluorescéncia,
compativel com um aumento do numero de proteinas, ou em alternativa uma maior
diversidade de proteinas presentes nas gamas de massas moleculares
correspondentes a cada pico. Adicionalmente no pico 5 e 6 nota-se uma deslocagao
para a direita (correspondendo a diferentes gamas de massas moleculares- MW) no
perfil correspondente a populacdo nao portadora de aparelho ortoddntico, o que
permite concluir que existem proteinas diferentes a estarem presentes na saliva na

populagao portadora e ndo portadora de aparelho ortodéntico.

Fopulsgho portadons de aperrihe crtaddntico
Fopulsgha nlo portadors S aparrihe criodbntoo

Figura 13 - Perfil Médio na fase inicio do ciclo hormonal de mulheres portadoras e nédo portadoras de aparelho
ortodéntico.
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Na figura 14 s&do apresentados os Perfis Médios na populagao portadora e nao
portadora de aparelho ortoddntico para a fase do meio do ciclo hormonal. E visivel a
diferenca entre a fluorescéncia das proteinas de ambos os perfis, todavia, nesta fase
do ciclo o perfil médio com proteinas de maior fluorescéncia € o correspondente a
populagdo nao portadora de aparelho ortoddntico. Hd um notério aumento na
guantidade de proteinas nos picos 5 e 6, sendo correspondentes a populagdo nao
portadora de aparelho ortodéntico. Nao ha, no entanto, alteragdo das gamas de

massas moleculares correspondentes a cada pico com excec¢ao do pico 5 (60Kda).

Pogeilepba rlo portadern e soare i corocading o o

Pico 5

Pico &

Pica 1 Pico 4
Pico 2

Figura 14 - Perfis Médios na fase meio do ciclo hormonal de mulheres portadoras e ndo portadoras de aparelho
ortodéntico.

Na figura 15 observa-se o perfil médio da populacdo portadora e néao
portadora de aparelho ortoddntico durante a fase do fim do ciclo hormonal. Para o
pico 1 e 4 é visivel a sobreposicao dos perfis de ambas as populagdes, portanto sem
alteracdo da gama de massas moleculares (MW), no entanto existe uma maior
quantidade de fluorescéncia no perfil da populacdo portadora de aparelho
ortoddntico, correspondente a uma maior quantidade de proteinas presentes. No
entanto, nos picos 5 e 6 a situacao é invertida, observando-se maior quantidade de
fluorescéncia de proteinas para a situacado da populacédo nao portadora de aparelho
ortoddntico. Ou seja, também nesta fase do ciclo a presenca de aparelho ortoddntico

tem implicacao na expressao de proteinas presentes.
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Figura 15 - Perfis Médios na fase fim do ciclo hormonal de mulheres portadoras e ndo portadoras de aparelho
ortodéntico.

Na figura 16 observa-se o Perfil Médio na populagdo portadora e nao
portadora de aparelho ortodbntico durante a fase da menstruagcdo. Nao é tao
evidente a diferengca entre perfis como verificado nas fases analisadas
anteriormente, todavia, no pico 5 e 6 € notdria essa alteragdo, sendo resultado de
um deslocamento para a esquerda do perfil médio da populagdo portadora de
aparelho ortoddntico, abarcando por consequéncia gamas de massas moleculares

distintas e por consequéncia correspondendo a diferengas proteinas expressas.
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Figura 16 - Perfis Médios na fase da menstruagao do ciclo em mulheres portadoras e ndo portadoras de aparelho
ortodéntico.

Através da intersecao de todos os perfis médios para a populagao portadora
(figura 17) e nao portadora (figura 18) de aparelho ortodéntico, foi possivel
demonstrar que existe diferenga de expressao de proteinas ao longo das fases do

ciclo hormonal e que esta € influenciada pela presenga de aparelho ortodéntico.
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Figura 17 — Perfil médio de todas as fases do ciclo hormonal na populagdo portadora de aparelho
ortodéntico.
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Figura 18 - Perfil médio de todas as fases do ciclo hormonal na populagdo ndo portadora de aparelho

ortodéntico.

Com os perfis médios tragcados correspondentes a cada fase do ciclo para

cada populacdo é possivel fazer a sua sobreposicdo, usando o algoritmo do

SalivaPrint ToolKit para tragar um Perfil Diferenca (figura 19) para cada fase do ciclo,

podendo-se identificar de forma mais inteligivel as diferengas na expressao de

proteinas decorrentes de ter ou nao aparelho ortodéntico.
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Figura 19 — Perfil diferenga entre os perfis médios de todas as fases do ciclo hormonal da populagdo

portadora e ndo portadora de aparelho ortodéntico.
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Uma vez estabelecidos os Perfis Médios € possivel determinar quais sdo as
potenciais proteinas que mais contribuem para as diferengas de morfologia
encontradas para cada uma das situagdes em estudo: fases do ciclo hormonal na
populagado portadora e nado portadora de aparelho ortodéntico. Conseguindo-se
responder a questdo problema: “Havera proteinas diferentemente expressas em
cada fase do ciclo hormonal?” “Sera que a presencga de aparelho ortodéntico induz
alteragdes na expressao de proteinas ao longo do ciclo?” “Sera possivel identificar
proteinas relacionadas com a resposta imune derivada da presenca do aparelho

ortoddntico?”

Neste sentido, a partir dos perfis médios obtidos de cada fase do ciclo
hormonal para a populagao portadora e ndo portadora de aparelho ortoddntico foram
demarcadas as areas que se encontravam na 2 altura superior de cada pico. Essa
area corresponde ao intervalo de massas moleculares correspondente as proteinas
gue se encontram mais alteradas. Esta analise foi efetuada para cada pico de todos
os perfis médios obtidos. A esta informacao foi ainda adicionada o valor de massa
molecular (MW) correspondente ao topo de cada pico (valor mais elevado de
fluorescéncia) e que corresponde a(s) proteina(s) que mais contribuem para a
diferenca de intensidade/ morfologia do pico. Esta estratégia foi aplicada a todos os
picos de todos os perfis médios tracados e a informacédo correspondente esta

organizada na tabela 6.
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Tendo informacgdo sobre as massas moleculares € possivel identificar quais
as proteinas encontradas. Utilizando a base de dados SalivaTecDB é possivel a
partir dos valores de massa molecular (a qual € conhecida para cada proteina),
determinar as proteinas presentes em cada pico que correspondem a um
determinado intervalo de massas moleculares). A tabela 6 apresenta para cada
intervalo de massas o numero total de proteinas presentes. Listando as proteinas
(depois de identificadas pelo SalivaTecDB) e utilizando estratégias como as
utilizadas pelo diagrama de Venny onde é possivel identificar as proteinas que so6 se
expressam numa determinada fase do ciclo hormonal e se essas proteinas

exclusivas variam na populacao portadora e ndo portadora de aparelho ortodéntico.

Uma vez identificadas as proteinas exclusivas de cada fase do ciclo hormonal
na populacdo portadora e nado portadora de aparelho ortoddntico € possivel
identificar os mecanismos moleculares em que elas participam usando para o efeito
ferramentas bioinformaticas. Determinados os mecanismos em que participam
podemos saber quais os que estdo alterados em cada fase do ciclo e se séo

diferentemente influenciados pela presencga/ auséncia do aparelho ortoddntico.

No pico 2 para a populagdo portadora de aparelho ortoddntico, foram
encontradas 12 proteinas exclusivas (figura 21, tabela 7), isto é, que sé surgem na
fase do inicio do ciclo hormonal, ndo sendo comuns com mais nenhuma fase. A
tabela 8 lista as 12 proteinas exclusivas, mostrando que estas estdo relacionadas
com varios mecanismos biologicos de regulagdo e adesao bioldgica, processos
celulares e processos do sistema imunitario. Em relacdo as vias a que estas
proteinas estdo associadas existem processos de angiogénese e vias de sinalizagéo
de VEGF. O VEGF é um potente estimulador do aumento da permeabilidade dos
vasos sanguineos e da angiogénese. A familia do VEGF é considerado o fator

angiogénico mais importante e potente (68).

Na figura 20 estdo descritas as proteinas envolvidas em varios processos
incluindo pressao arterial, coagulagao e descamacgao de epitélios, podendo também
proteger contra cardiopatias. A kallikrein- 4 (KLK-4) assume um papel essencial na
formagdo do esmalte, amelogénese. A formagao do esmalte dentario ocorre por
fases, sendo que inicialmente ha a produgao das proteinas que constituem o esmalte
(amelogenin, ameloblastine e enamelin), denominando-se por fase secretora. Em

seguida ha a transicdo desta fase para a de maturagdo, onde as proteinas sao
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removidas para possibilitar a expansao dos cristais de hidroxiapatita mais facilmente,
assim o esmalte torna-se com a dureza e aspeto caracteristico. E na fase de
transicao e maturagao que as KLK-4 sao expressas, clivando as proteinas da matriz
do esmalte antes de serem removidas da camada de esmalte ja madura e
endurecida. No entanto, pode haver mutagdes no gene que codifica a KLK-4 e criar
fendtipos de malformagdes no esmalte, conhecidas clinicamente como amelogénese
imperfeita (69).
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Figura 20 - Kallikrein e suas fungbes. Adaptado de Stefanini et al. (70)

Michael et al. (2017) (71) afirmam que o esmalte com fluorose deve-se a este
estar hipomineralizado, em parte. Uma vez que houve um atraso na remog¢ao das
proteinas da matriz do esmalte, impossibilitando o crescimento/expansao final dos
cristais da hidroxiapatita. Atualmente, sabe-se que a transcrigdo da KLK-4, bem
como dos outros subtipos de Kallikrein, € regulado por hormonas esteroides, por isso
no estudo de Michael et al. (2017) (71) os autores procuraram determinar a
possibilidade do ido fluor regular negativamente a expressdo da KLK-4. Concluiram
que, de facto, o ido fluor esta relacionado com a regulagao negativa da KLK-4 o que
favorece o fendtipo de hipomineralizagdo do esmalte, comum nos quadros clinicos

de fluorose dentaria (71).
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Por outro lado, as kallikrein surgem ndo s6 como sendo reguladas pela
progesterona e estrogénios, mas também como moduladores da expressdo das
mesmas. No estudo de Bhoola, Dorey & Jones (1974) (72) realizado em ratos, é
referido que os niveis de kallikrein diminuiram quando foi realizada uma ovariotomia
e repostos durante o tratamento com hormonas esteroides. Neste sentido, foi
concluido no mesmo estudo que a concentracdo de kallikrein varia conforme as

oscilagbes das hormonas esteroides durante o ciclo hormonal (72).

Tendo em conta que os niveis de kallikrein dependem proporcionalmente das
oscilagdes das hormonas esteroides é possivel inferir que durante a terapia hormonal
contracetiva, onde os niveis das hormonas se encontram estabilizados, havera uma
maior producao de kallikrein e, por conseguinte, um maior risco de tromboembolismo
(26-28,73,74).

Meio Com Orto Fim Com Orto

Inicio Com Orto Menst Com Orto

Figura 21 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 2 que se expressam em cada uma das
fases do ciclo na populagdo portadora de aparelho ortodéntico.
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Tabela 7 — Identificagao das 12 proteinas exclusivas da fase do inicio do ciclo na populagdo portadora de aparelho
ortodéntico.

Q92 | Kallikrein-6 (EC 3.4.21.-) (Neurosin) (Protease M) (SP59) (Serine protease 18)
876 | (Serine protease 9) (Zyme)

P20 | Azurocidin (Cationic antimicrobial protein CAP37) (Heparin-binding protein) (HBP)
160 | (hHBP)

Q2Q | Triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1) (Fragment)

D09
BOYJ | Vimentin (Vimentin variant 4)
C5
Q86 | THO complex subunit 4 (Tho4) (Ally of AML-1 and LEF-1) (Aly/REF export factor)
V81 | (Transcriptional coactivator Aly/REF) (bZIP-enhancing factor BEF)

000 | Chloride intracellular channel protein 1 (Chloride channel ABP) (Nuclear chloride
299 | ion channel 27) (NCC27) (Regulatory nuclear chloride ion channel protein) (hRRNCC)
Q9N | HAUS augmin-like complex subunit 2 (Centrosomal protein of 27 kDa) (Cep27)
VX0
Q6U | Ly6/PLAUR domain-containing protein 5
WN
5
Q9B | Complement Clqg tumor necrosis factor-related protein 3 (Collagenous repeat-
XJ4 | containing sequence 26 kDa protein) (CORS26) (Secretory protein CORS26)

P15 | Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) (Vascular permeability factor) (VPF)
692
Q96 | BPI fold-containing family A member 2 (Parotid secretory protein) (PSP) (Short
DR5 | palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated protein 2)

Q9Y | Kallikrein-4 (EC 3.4.21.-) (Enamel matrix serine proteinase 1) (Kallikrein-like protein
5K2 | 1) (KLK-L1) (Prostase) (Serine protease 17)

No pico 4, para a populacdo portadora de aparelho ortoddntico, foram
encontradas 36 proteinas exclusivas (figura 22, tabela 8) do meio do ciclo hormonal,
as quais regulam mecanismos como a biogénese de componentes de organizagao
celular, processos celulares e metabdlicos, assim como processos da resposta
imunitaria. Estas proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo hormonal intervém
em vias para a ativagdo dos linfécitos B, regulagdo do citoesqueleto, vias de
sinalizagdo mediada pelo recetor da dopamina, via de sinalizagdo da hormona

gonadotrofina e da ubiquitina implicadas em mecanismos de apoptose.
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Figura 22
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— Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 4 que se expressam em cada uma das
fases do ciclo na populagdo portadora de aparelho ortodéntico.

Tabela 8 - Identificagdo das 36 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo na populagéo portadora de aparelho

ortodéntico.

P19012 | Keratin, type | cytoskeletal 15 (Cytokeratin-15) (CK-15) (Keratin-15) (K15)

P55010 | Eukaryotic translation initiation factor 5 (elF-5)

P31943 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H (hnRNP H) [Cleaved into:
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H, N-terminally processed]

Q8N4F0 | BPI fold-containing family B member 2 (Bactericidal/permeability-increasing
protein-like 1) (BPI-like 1) (Long palate, lung and nasal epithelium carcinoma-
associated protein 2) (RYSR)

P17980 | 26S proteasome regulatory subunit 6A (26S proteasome AAA-ATPase subunit RPT5)
(Proteasome 26S subunit ATPase 3) (Proteasome subunit P50) (Tat-binding protein
1) (TBP-1)

P55795 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 (hnRNP H2) (FTP-3) (Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein H') (hnRNP H') [Cleaved into: Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H2, N-terminally processed]

P21728 | D(1A) dopamine receptor (Dopamine D1 receptor)

QINP62 | Chorion-specific transcription factor GCMa (hGCMa) (GCM motif protein 1) (Glial
cells missing homolog 1)

Q71MES | Voltage-gated potassium channel subunit Kv6.4

075351 | Vacuolar protein sorting-associated protein 4B (EC 3.6.4.6) (Cell migration-inducing
gene 1 protein) (Suppressor of K(+) transport growth defect 1) (Protein SKD1)
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Q77370 | Keratin, type | cytoskeletal 25 (Cytokeratin-25) (CK-25) (Keratin-25) (K25) (Keratin-
25A) (K25A) (Type | inner root sheath-specific keratin-K25irs1)

Q6ZNIO | Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-glycoprotein beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase 7 (EC 2.4.1.-)

Q53XC6 | Full-length ¢cDNA clone CSODIO11YN22 of Placenta of Homo sapiens (human)
(Legumain, isoform CRA_a) (cDNA FLJ78453, highly similar to Homo sapiens
legumain (LGMN), transcript variant 2, mRNA)

P01871 | Immunoglobulin heavy constant mu (Ig mu chain C region) (Ilg mu chain C region
BOT) (Ig mu chain C region GAL) (Ig mu chain C region OU)

Q99538 | Legumain (EC 3.4.22.34) (Asparaginyl endopeptidase) (Protease, cysteine 1)

P49411 | Elongation factor Tu, mitochondrial (EF-Tu) (P43)

P04350 | Tubulin beta-4A chain (Tubulin 5 beta) (Tubulin beta-4 chain)

P13646 | Keratin, type | cytoskeletal 13 (Cytokeratin-13) (CK-13) (Keratin-13) (K13)

QO08AI8 | Uncharacterized protein C2orf54

Q7Z6R9 | Transcription factor AP-2-delta (AP2-delta) (Activating enhancer-binding protein 2-
delta) (Transcription factor AP-2-beta-like 1)

B4DQ92 | cDNA FLI59379, highly similar to Hematopoietic lineage cell-specific protein

P07437 | Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain)

BOYJC4 | Vimentin (Vimentin variant 3)

Q8NFQ5 | BPI fold-containing family B member 6 (Bactericidal/permeability-increasing
protein-like 3)

Q3ZCM7 | Tubulin beta-8 chain (Tubulin beta 8 class VIII)

P49593 | Protein phosphatase 1F (EC 3.1.3.16) (Ca(2+)/calmodulin-dependent protein kinase
phosphatase) (CaM-kinase phosphatase) (CaMKPase) (Partner of PIX 2) (Protein fem-
2 homolog) (hFem-2)

P68371 | Tubulin beta-4B chain (Tubulin beta-2 chain) (Tubulin beta-2C chain)

Q773Y8 | Keratin, type | cytoskeletal 27 (Cytokeratin-27) (CK-27) (Keratin-25C) (K25C) (Keratin-
27) (K27) (Type | inner root sheath-specific keratin-K25irs3)

Q13885 | Tubulin beta-2A chain (Tubulin beta class Ila)

P68366 | Tubulin alpha-4A chain (Alpha-tubulin 1) (Testis-specific alpha-tubulin) (Tubulin H2-
alpha) (Tubulin alpha-1 chain)

QI9BUF5 | Tubulin beta-6 chain (Tubulin beta class V)

P14136 | Glial fibrillary acidic protein (GFAP) ‘

Q9BQE3 | Tubulin alpha-1C chain (Alpha-tubulin 6) (Tubulin alpha-6 chain) [Cleaved into:
Detyrosinated tubulin alpha-1C chain]

B4DNK4 | Pyruvate kinase (EC 2.7.1.40) ‘

Q8WY64 | E3 ubiquitin-protein ligase MYLIP (EC 2.3.2.27) (Inducible degrader of the LDL-
receptor) (Idol) (Myosin regulatory light chain interacting protein) (MIR) (RING-type
E3 ubiquitin transferase MYLIP)

B2RBL3 | Thymidine phosphorylase (TP) (EC 2.4.2.4) (TdRPase)

Para a fase do meio do ciclo hormonal foram encontradas 13 proteinas exclusivas

(figura 23, tabela 9) desta fase, identificadas no pico 5. Estas proteinas estédo

relacionadas, também com processos de organizagcdo de componentes, adesao e
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regulagéo bioldgica, processos do sistema imunitario e reprodugéo e intervém nas

vias de sinalizagdo da integrina e no metabolismo do acido piruvico relacionado com

as necessidades de metabolismos dos acucares.

Meio Com Orto Fim Com Orto

Inicio Com Orto Menst Com Orto

Figura 23 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 5 que se expressam em cada uma das

fases do ciclo na populagdo portadora de aparelho ortodéntico.

Tabela 9 - Identificagdo das 13 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo na populagdo portadora de aparelho
ortodéntico. A amarelo estéo destacadas as proteinas nos principais mecanismos moleculares relacionados com
a fisiologia do ciclo hormonal.

Q14050 | Collagen alpha-3(IX) chain

Q8N130 | Sodium-dependent phosphate transport protein 2C (Sodium-phosphate transport
protein 2C) (Na(+)-dependent phosphate cotransporter 2C) (Sodium/inorganic
phosphate cotransporter IIC) (Sodium/phosphate cotransporter 2C) (Na(+)/Pi
cotransporter 2C) (NaPi-2c) (Solute carrier family 34 member 3)

Q96S53 | Dual specificity testis-specific protein kinase 2 (EC 2.7.12.1) (Testicular protein kinase
2)

P28908 | Tumor necrosis factor receptor superfamily member 8 (CD30L receptor) (Ki-1
antigen) (Lymphocyte activation antigen CD30) (CD antigen CD30)

Q86UE4 | Protein LYRIC (3D3/LYRIC) (Astrocyte elevated gene-1 protein) (AEG-1) (Lysine-rich
CEACAM1 co-isolated protein) (Metadherin) (Metastasis adhesion protein)

QINRRS5 | Ubiquilin-4 (Ataxin-1 interacting ubiquitin-like protein) (A1Up) (Ataxin-1 ubiquitin-
like-interacting protein A1U) (Connexin43-interacting protein of 75 kDa) (CIP75)

Q96HC4 | PDZ and LIM domain protein 5 (Enigma homolog) (Enigma-like PDZ and LIM domains

protein)
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Q9BWO04 | Specifically androgen-regulated gene protein

P36406 | E3 ubiquitin-protein ligase TRIM23 (EC 2.3.2.27) (ADP-ribosylation factor domain-
containing protein 1) (GTP-binding protein ARD-1) (RING finger protein 46) (RING-
type E3 ubiquitin transferase TRIM23) (Tripartite motif-containing protein 23)

P14866 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L (hnRNP L)

Q5T749 | Keratinocyte proline-rich protein (hKPRP)

P48163 | NADP-dependent malic enzyme (NADP-ME) (EC 1.1.1.40) (Malic enzyme 1)

Q96AY3 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP10 (PPlase FKBP10) (EC 5.2.1.8) (65 kDa
FK506-binding protein) (65 kDa FKBP) (FKBP-65) (FK506-binding protein 10) (FKBP-
10) (Immunophilin FKBP65) (Rotamase)

Para o pico 2, na populagdo nao portadora de aparelho ortodéntico, foram
identificadas 17 proteinas exclusivas (figura 24, tabela 10) da fase da menstruagéo.
Estas proteinas regulam processos de regulagédo bioldgica, processos celulares,
resposta a estimulos, biogénese, processos metabdlicos e de desenvolvimento. No
caso da proteina FGF- Fibroblast growth factor (P09038) apresenta-se com grande
relevancia na ferramenta PANTHER. Também vias para a angiogénese, glicdlise,
metabolismo das purinas e proliferacao e diferenciacdo celular foram identificadas.
Além deste mecanismos serem concordantes com a fisiologia da fase da
menstruagao, esta proteina tem uma grande relevancia nos dominios clinicos e

cirargico, pois possuem um papel fundamental na cicatrizagao de tecidos.

Neste pico foram encontradas, novamente, kallikrein-11 tendo esta proteina sido

relacionada com doenca de Sjorgen e varios géneros de cancro.
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Figura 24 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 2 que se expressam em cada uma das

fases do ciclo na populagdo nao portadora de aparelho ortodéntico.

Tabela 10 - Identificagcdo das 17 proteinas exclusivas da fase da menstruagdo na populagdo nao portadora de
aparelho ortodéntico. A rosa estdo destacadas as proteinas nos principais mecanismos moleculares relacionados
com a fisiologia do ciclo hormonal.

P09038 | Fibroblast growth factor 2 (FGF-2) (Basic fibroblast growth factor) (bFGF) (Heparin-
binding growth factor 2) (HBGF-2)

P21796 | Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 (VDAC-1) (hVDAC1) (Outer
mitochondrial membrane protein porin 1) (Plasmalemmal porin) (Porin 31HL) (Porin
31HM)

P02647 | Apolipoprotein A-l (Apo-Al) (ApoA-lI) (Apolipoprotein A1) [Cleaved into:
Proapolipoprotein A-l (ProapoA-I); Truncated apolipoprotein A-l (Apolipoprotein A-
1(1-242))]

P60174 | Triosephosphate isomerase (TIM) (EC 5.3.1.1) (Triose-phosphate isomerase)

Q13151 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO (hnRNP AOQ)

Q6ZVX7 | F-box only protein 50 (NCC receptor protein 1 homolog) (NCCRP-1) (Non-specific
cytotoxic cell receptor protein 1 homolog)

P15559 | NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 (EC 1.6.5.2) (Azoreductase) (DT-diaphorase)
(DTD) (Menadione reductase) (NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1) (Phylloquinone
reductase) (Quinone reductase 1) (QR1)

075828 | Carbonyl reductase [NADPH] 3 (EC 1.1.1.184) (NADPH-dependent carbonyl reductase
3) (Short chain dehydrogenase/reductase family 21C member 2)

Q04118 | Basic salivary proline-rich protein 3 (Parotid salivary glycoprotein G1) (Proline-rich
protein G1)

P29692 | Elongation factor 1-delta (EF-1-delta) (Antigen NY-CO-4)
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Q9UBX7

Kallikrein-11 (hK11) (EC 3.4.21.-) (Hippostasin) (Serine protease 20) (Trypsin-like
protease) [Cleaved into: Kallikrein-11 inactive chain 1; Kallikrein-11 inactive chain 2]

B3KSAO | cDNA FLI35812 fis, clone TESTI2006051, highly similar to Acyl-coenzyme A
thioesterase 1 (EC 3.1.2.2)

Q8N7E6 | cDNA FLI25727 fis, clone TST05479

Q9Y275 | Tumor necrosis factor ligand superfamily member 13B (B lymphocyte stimulator)
(BLyS) (B-cell-activating factor) (BAFF) (Dendritic cell-derived TNF-like molecule) (TNF-
and APOL-related leukocyte expressed ligand 1) (TALL-1) (CD antigen CD257) [Cleaved
into: Tumor necrosis factor ligand superfamily member 13b, membrane form; Tumor
necrosis factor ligand superfamily member 13b, soluble form]

Q8N7K7 | cDNA FLI40941 fis, clone UTERU2008426

Q16094 | Calnexin (Fragment)

Q13126 | S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase (EC 2.4.2.28) (5'-methylthioadenosine

phosphorylase) (MTA phosphorylase) (MTAP) (MTAPase)

Para o pico 4, para a populacdo ndo portadora de aparelho hormonal, foram

também identificadas 12 proteinas exclusivas (figura 25, tabela 11) da fase da

menstruagao. Mais uma vez, estas proteinas encontram-se integradas em processos

de desenvolvimento e do metabolismo, bem como processos do sistema imune.

Estas proteinas integram vias para a angiogénese, vias de sinalizagdo para a GnRH

e para a integrina, novamente notorio no pico 4 tal como no 2, vias de sinalizagao

para o Fibroblast growth factor (FGF).

Meio Sem Orto Fim Sem Orto
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Figura 25 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 4 que se expressam em cada uma das

fases do ciclo na populagdo ndo portadora de aparelho ortodéntico
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Tabela 11 - Identificacdo das 12 proteinas exclusivas da fase da menstruagdo na populagdo nao portadora de
aparelho ortodéntico. A rosa estdo destacadas as proteinas nos principais mecanismos moleculares relacionados
com a fisiologia do ciclo hormonal.

P12035

Keratin, type Il cytoskeletal 3 (65 kDa cytokeratin) (Cytokeratin-3) (CK-3) (Keratin-3)
(K3) (Type-Il keratin Kb3)

Q9H8WS5

Tripartite motif-containing protein 45 (RING finger protein 99)

Q9BXR6

Complement factor H-related protein 5 (FHR-5)

P49023

Paxillin

Q53H57

Carboxylic ester hydrolase (EC 3.1.1.-) (Fragment)

Q86uU44

N6-adenosine-methyltransferase catalytic subunit (EC 2.1.1.62) (Methyltransferase-
like protein 3) (hMETTL3) (N6-adenosine-methyltransferase 70 kDa subunit) (MT-
A70)

Q13114

TNF receptor-associated factor 3 (EC 2.3.2.27) (CAP-1) (CD40 receptor-associated
factor 1) (CRAF1) (CD40-binding protein) (CD40BP) (LMP1-associated protein 1)
(LAP1) (RING-type E3 ubiquitin transferase TRAF3)

P31939

Bifunctional purine biosynthesis protein PURH [Cleaved into: Bifunctional purine
biosynthesis protein PURH, N-terminally processed] [Includes:
Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase (EC 2.1.2.3) (5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase) (AICAR
transformylase); IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10) (ATIC) (IMP synthase) (Inosinicase)]

Q10471

Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2 (EC 2.4.1.41) (Polypeptide GalNAc
transferase 2) (GalNAc-T2) (pp-GaNTase 2) (Protein-UDP
acetylgalactosaminyltransferase 2) (UDP-GalNAc:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 2) [Cleaved into: Polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 2 soluble form]

Q96RR4

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaM-KK 2) (CaM-kinase
kinase 2) (CaMKK 2) (EC 2.7.11.17) (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase
kinase beta) (CaM-KK beta) (CaM-kinase kinase beta) (CaMKK beta)

QO9NSB2

Keratin, type Il cuticular Hb4 (Keratin-84) (K84) (Type Il hair keratin Hb4) (Type-l
keratin Kb24)

Para o pico 5, na populagao ndo portadora de aparelho ortodéntico, foram

identificadas 11 proteinas (figura 26, tabela 12) diferentemente expressas na fase da

menstruagao comparativamente as outras fases. Estas proteinas estao relacionadas

com processos de desenvolvimento, metabolismo e do sistema imunitario. Surgem

associadas a vias de sinalizagado da hormona gonadotrofina, do fator de crescimento

do fibroblasto e via para a angiogénese. A GnRH desempenha um papel importante

no ciclo hormonal, uma vez que controla o crescimento folicular, a ovulagdo e o

desenvolvimento do corpo luteo. A GnRH é responsavel pela sintese e libertagao de

FSH e LH, sendo este processo regulado pela frequéncia e amplitude dos pulsos da

GnRH.
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Esta hormona foi identificada como exclusiva da fase da menstruacéo nesta
populagao pois é suportado pela bibliografia que durante a fase da menstruagéo ha
uma descida das hormonas FSH e LH o que provoca, no hipotalamo, um feedback
positivo para a sintese de GnRH de forma a equilibrar, novamente, a concentragéo

sérica de FSH e LH, para dar origem a um novo ciclo (75).

Meio Sem Orto Fim Sem Orto
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Figura 26 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 5 que se expressam em cada uma das
fases do ciclo na populagdo nao portadora de aparelho ortodéntico.

Tabela 12 - Identificagdo das 11 proteinas exclusivas da fase da menstruagdo na populagdo néao portadora de
aparelho ortodéntico. A rosa estdo destacadas as proteinas nos principais mecanismos moleculares relacionados
com a fisiologia do ciclo hormonal.

P12035 | Keratin, type Il cytoskeletal 3 (65 kDa cytokeratin) (Cytokeratin-3) (CK-3) (Keratin-3)
(K3) (Type-Il keratin Kb3)

Q9H8WS | Tripartite motif-containing protein 45 (RING finger protein 99)

Q9BXR6 | Complement factor H-related protein 5 (FHR-5)

P49023 | Paxillin

Q53H57 | Carboxylic ester hydrolase (EC 3.1.1.-) (Fragment)

Q86U44 | N6-adenosine-methyltransferase catalytic subunit (EC 2.1.1.62) (Methyltransferase-
like protein 3) (hMETTL3) (N6-adenosine-methyltransferase 70 kDa subunit) (MT-
A70)

Q13114 | TNF receptor-associated factor 3 (EC 2.3.2.27) (CAP-1) (CD40 receptor-associated
factor 1) (CRAF1) (CD40-binding protein) (CD40BP) (LMP1-associated protein 1)
(LAP1) (RING-type E3 ubiquitin transferase TRAF3)
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P31939

Bifunctional purine biosynthesis protein PURH [Cleaved into: Bifunctional purine
biosynthesis protein PURH, N-terminally processed] [Includes:
Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase (EC 2.1.2.3) (5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase) (AICAR
transformylase); IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10) (ATIC) (IMP synthase) (Inosinicase)]

Q10471

Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2 (EC 2.4.1.41) (Polypeptide GalNAc
transferase 2) (GalNAc-T2) (pp-GaNTase 2) (Protein-UDP
acetylgalactosaminyltransferase 2) (UDP-GalNAc:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 2) [Cleaved into: Polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 2 soluble form]

Q96RR4

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaM-KK 2) (CaM-kinase
kinase 2) (CaMKK 2) (EC 2.7.11.17) (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase
kinase beta) (CaM-KK beta) (CaM-kinase kinase beta) (CaMKK beta)

QONSB2

Keratin, type Il cuticular Hb4 (Keratin-84) (K84) (Type Il hair keratin Hb4) (Type-II
keratin Kb24)

No pico 6, para a populacdo nao portadora de aparelho ortodéntico, foram

identificadas 25 proteinas (figura 27, tabela 13) diferentemente expressas na fase da

menstruagao. Ha varios mecanismos biolégicos em que estas proteinas intervém tais

como a angiogénese, vias de sinalizagéo para a apoptose, ativagéo dos linfocitos B,

inflamagdo mediada por quimiocinas e citocinas, via de sinalizagdo do interferéo

gama, via para a cascata de sinalizagao da GnRH e Transforming growth factor.

Meio Sem Orto Fim Sem Orto
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Figura 27 - Diagrama de Venny mostrando o n° de proteinas do pico 6 que se expressam em cada uma das

fases do ciclo na populagdo ndo portadora de aparelho ortodéntico.
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Tabela 13 - Identificacdo das 25 proteinas exclusivas da fase da menstruagdo na populagdo nao portadora de
aparelho ortodéntico. A rosa estdo destacadas as proteinas nos principais mecanismos moleculares relacionados
com a fisiologia do ciclo hormonal.

Q9Y483 Metal-response element-binding transcription factor 2 (Metal regulatory
transcription factor 2) (Metal-response element DNA-binding protein M96)
(Polycomb-like protein 2) (hPCI2)

P32456 Guanylate-binding protein 2 (EC 3.6.5.-) (GTP-binding protein 2) (GBP-2) (HuGBP-2)
(Guanine nucleotide-binding protein 2) (Interferon-induced guanylate-binding
protein 2)

Q9BWMS5 | Zinc finger protein 416

P61221 ATP-binding cassette sub-family E member 1 (2'-5'-oligoadenylate-binding protein)
(HuHP68) (RNase L inhibitor) (Ribonuclease 4 inhibitor) (RNS41)

P50895 Basal cell adhesion molecule (Auberger B antigen) (B-CAM cell surface glycoprotein)
(F8/G253 antigen) (Lutheran antigen) (Lutheran blood group glycoprotein) (CD
antigen CD239)

Q15300 RET tyrosine kinase/cAMP protein kinase A subunit RI

P29350 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6 (EC 3.1.3.48) (Hematopoietic cell
protein-tyrosine phosphatase) (Protein-tyrosine phosphatase 1C) (PTP-1C) (Protein-
tyrosine phosphatase SHP-1) (SH-PTP1)

P27824 Calnexin (IP90) (Major histocompatibility complex class | antigen-binding protein
p88) (p90)

Q96AE4 | Far upstream element-binding protein 1 (FBP) (FUSE-binding protein 1) (DNA
helicase V) (hDH V)

Q8TDN4 | CDK5 and ABL1 enzyme substrate 1 (Interactor with CDK3 1) (Ik3-1)

P15923 Transcription factor E2-alpha (Class B basic helix-loop-helix protein 21) (bHLHb21)
(Immunoglobulin enhancer-binding factor E12/E47) (Immunoglobulin transcription
factor 1) (Kappa-E2-binding factor) (Transcription factor 3) (TCF-3) (Transcription
factor ITF-1)

P02545 Prelamin-A/C [Cleaved into: Lamin-A/C (70 kDa lamin) (Renal carcinoma antigen NY-
REN-32)]

Q9UMO7 | Protein-arginine deiminase type-4 (EC 3.5.3.15) (HL-60 PAD) (Peptidylarginine
deiminase IV) (Protein-arginine deiminase type V)

Q14166 | Tubulin--tyrosine ligase-like protein 12

Q15067 Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 (AOX) (EC 1.3.3.6) (Palmitoyl-CoA oxidase)
(Straight-chain acyl-CoA oxidase) (SCOX)

Q86T29 Zinc finger protein 605

Q6P9A3 | Zinc finger protein 549

Q12934 Filensin (Beaded filament structural protein 1) (Lens fiber cell beaded-filament
structural protein CP 115) (CP115) (Lens intermediate filament-like heavy) (LIFL-H)

P18850 Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-6 alpha (cAMP-dependent
transcription factor ATF-6 alpha) (Activating transcription factor 6 alpha) (ATF6-
alpha) [Cleaved into: Processed cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-6
alpha]

Q15582 | Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 (Beta ig-h3) (Kerato-

epithelin) (RGD-containing collagen-associated protein) (RGD-CAP)
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P08236 Beta-glucuronidase (EC 3.2.1.31) (Beta-G1)

Q9ULC6 Protein-arginine deiminase type-1 (EC 3.5.3.15) (Peptidylarginine deiminase 1)
(Protein-arginine deiminase type 1)

P16050 Arachidonate 15-lipoxygenase (15-LOX) (15-LOX-1) (EC 1.13.11.33) (12/15-
lipoxygenase) (Arachidonate 12-lipoxygenase, leukocyte-type) (12-LOX) (EC
1.13.11.31) (Arachidonate omega-6 lipoxygenase)

Q96N76 | Urocanate hydratase (Urocanase) (EC 4.2.1.49) (Imidazolonepropionate hydrolase)

Q8TDF6 RAS guanyl-releasing protein 4

Na tabela 6, estdo representados os 5 picos analisados existentes nos perfis
meédios de cada fase do ciclo hormonal. Foi novamente utilizada a mesma estratégia,
ou seja, para cada pico foram demarcadas as areas que se encontravam na %z altura
superior. Essa area corresponde ao intervalo de massas moleculares que se
encontra mais alterada. Esta analise foi efetuada para cada pico de todos os perfis
meédios obtidos. Tendo informacdo sobre as massas moleculares é possivel
identificar quais as proteinas encontradas. Utilizando a base de dados SalivaTecDB
€ possivel a partir dos valores de massa molecular (a qual € conhecida para cada
proteina), determinar as proteinas presentes em cada pico que correspondem a um
determinado intervalo de massas moleculares). Na tabela 14, estdo listados os
numeros totais de proteinas identificadas em cada pico por fase do ciclo hormonal,
permitindo identificar as proteinas exclusivas que representam 0s mecanismos

alterados em portadores de aparelho ortodéntico.

Posteriormente, utilizando-se estratégias bioinformaticas é possivel identificar
as proteinas que s6 se expressam numa determinada fase do ciclo hormonal,

obtendo-se o numero total de proteinas exclusivas descritas na tabela 14.
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Tabela 14 — Numero total de proteinas e de proteinas exclusivas identificadas em cada pico, correspondentes
as fases do ciclo hormonal, e que caracterizam as diferengas de expressao de proteinas existente entre a
populagao portadora ou ndo portadora de aparelho ortodéntico.

Fase dociclo | N2 total de proteinas no N? total de proteinas
N2 de Pico Hormonal pico exclusivas
Inicio 76 0
. Meio 71 0
Pico 1
Fim 76 0
Menstruagdao |76 0
Inicio 173 12
. Meio 161 0
Pico 2
Fim 153
Menstruag¢ao |170
Inicio 196 0
. Meio 246 36
Pico 4
Fim 193 0
Menstruagao |210 0
Inicio 88 0
. Meio 88 0
Pico 5
Fim 91 0
Menstruagdo | 103 11
Inicio 120 0
. Meio 93 0
Pico 6
Fim 93 0
Menstruagao |145 25

Na figura 29 estdo identificadas as proteinas exclusivas da fase do inicio do
ciclo hormonal para o pico 2. Tal como verificado na tabela 15, foram identificadas
12 proteinas que s6 se expressam nesta fase do ciclo e estao presentes no pico 2.
Destas destacam-se a Kallikrein-4, Kallikrein-6, Azurocidin e Sistema de
Complemento (C1) (Complement C1) que estdo relacionadas com mecanismos

moleculares que ocorrem no inicio do ciclo hormonal.

As proteinas da familia da Kallikrein sao um subgrupo de proteinases de serina
que participam em processos proteoliticos e controlo dos niveis de proteinas na
fisiologia normal e em situagdes patolégicas. O sistema Kallikrein/kinin (KKS) tem
sido descrito como um importante mediador de processos fisioldgicos, incluindo a
participagdo no processo inflamatério em muitos tecidos, vasodilatacéo, ativagao e

inativagdo de proteases, estimulagcdo da sintese de prostaglandinas e
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contratibilidade da musculatura lisa. A inflamag&o € uma resposta do organismo as
agressdes, envolvendo varios mecanismos biologicos relacionados entre si e
altamente regulados, tais como: fibrindlise, ativacdo do sistema do complemento,
anto oxidacéao e regulagao hormonal. Fisiologicamente, os sistemas do complemento
e da coagulacédo compartilham componentes. A ativagdo do fator Xl da coagulagéo
€ controlada pela mesma proteina reguladora da ativagdo do sistema do
complemento, inibidor de C1. A deficiéncia do inibidor de C1 leva a uma patologia
conhecida como angioedema hereditario. Todavia, uma manifestagao clinica similar
ao angioedema tem sido descrita em mulheres que usam contracetivos orais
combinados, principalmente derivado do estrogénio. Esta influéncia do estrogénio na
coagulacdo e no sistema do complemento também é evidenciada pela agao
regulatéria do estrogénio sobre a expressdo do fator Xll e dos seus niveis

plasmaticos (76,77).

O sistema Kallikrein/kinin e a cascata de coagulagdo sdo processos
moleculares que integram diversas proteinas que regulam a coagulagao sanguinea.
A formacao de trombina inicia-se pelo complexo fator VII/ Fator tecidual, ativando o
fator IX e X, o que leva a conversao da protrombina em trombina, pelo fator X ativado.
A trombina produzida converte o fator X| na sua forma ativada, o que sustenta a
producado de trombina devido a ativagao do fator IX. Embora o fator XII ndo seja
utilizado, na cascata de coagulagéo, para a ativagao do fator Xl durante a sintese de
trombina; no sistema Kallikrein/kinin, ha a autoativacédo do fator Xll, convertendo a
pré- Kallikrein em Kallikrein, ativando o fator Xll adicional. A Kallikrein vai também
clivar o kininogen, libertando bradikinin. Neste sentido, o sistema Kallikrein/kinin
pode promover a sintese de trombina através da regulagao do fator Xll, mediado pelo
fator XI. Por outro lado, ha evidéncia que o fator XI pode ativar o fator XII. O fator Xl
pode atuar como uma ponte bidirecional, permitindo que o sistema Kallikrein/kinin e

a cascata de coagulagao se influenciem mutuamente (figura 28) (78,79).
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Figura 28 - Influéncia bidirecional do sistema Kallikrein/kinin e da cascata de coagulagdo(79).

A azurocidina apresenta semelhancas na sequéncia de aminoacidos com as
proteinases de serina, no entanto, ndo possui atividade proteolitica, mas sim
atividade antibiética, devido a uma mutacéo ocorrida. E uma proteina produzida por
macrofagos e neutrofilos que tem um efeito especial sobre bactérias gram-negativas.
A viabilidade de bactérias como a E. coli € comprometida pelo aumento da
permeabilidade da membrana por acdo desta proteinase, o que leva a uma maior
suscetibilidade do microrganismo ao efeito de outras enzimas capazes de degradar

o peptidoglicano e o fosfolipidio da membrana (80).

Os mecanismos moleculares caracteristicos da fase do inicio do ciclo hormonal
da mulher estao implicados na proliferacéo e migracao de células do epitélio, estando
inerente a este processo a adesdo das novas células do epitélio endométrico
(adeséao focal, célula-matriz extracelular) e a vascularizagdo dos novos tecidos
(angiogénese). Esta fase € consequente a fase da menstruagéo, caracterizada pela
descamacgao e expulsdo de grande parte do epitélio de endométrio, sendo por
consequéncia necessario uma reconstrucao do epitélio do endométrio.

Estas evidéncias estdo mais notdrias na populacdo portadora de aparelho

ortodéntico, tal como se verifica na figura 29, no pico 2.

65



1000

900

800

700

600

500

400

Fluorescence

300

200

100

-100

Peak 5
— 60,3-63,2kDa 75 proteinas

——— 60,6-64,2kDa 88 proteinas
Perfil médio no inicio do ciclo hormonal em mulheres
portadoras de aparelho ortodéntico
Perfil médio no inicio do ciclo hormonal em mulheres
ndo portadoras de aparelho ortoddntico
Peak 6
L 68,4-72,2kDa 69 proteinas =——
67,8-73,9kDa 120 proteinas
Kallikrein-6 —
Azurocidin
‘Complement C1q tumor necrosis factor]|
Peak 1 Kallikrein-4
15,8-16,9 kDa 70 proteinas Poak 4
16,8-17,0kDa 76 proteinas 43,0-48,2kDa 196 protelnas
—_— 43,8-49,0 kDa 185 proteinas
Peak 2
— 26,9-30,9 kDa 173 proteinas
27,1-30,5kDa 146 proteinas
I e
/
OO~ NANMSTOHOMOOODO - NOTWOUMRODONMNMDOMOOONSTULNMNODONSULUMOA OO MOUDUNMOO T OQOOMMOUODNMOANULMMREODNL OO
T T T T T T T e T e T NANNANNANNNOOONOO OO TTTTTOODODLDDNDOOOOOMMMMMRMODOOODIDOODNOOOO T~ —N
—_ T T T T e e

Molecular Weight

Figura 29 - Perfil médio da fase do inicio do ciclo hormonal em mulheres portadoras e n&o portadoras de aparelho ortodéntico. Apresentacao do intervalo de massas moleculares
e do numero total das proteinas identificadas em cada pico. No pico 2, sdo descritas as proteinas que contribuem para as diferengas que ocorrem nesta fase do ciclo hormonal.
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Tabela 15 - Identificagao das 12 proteinas exclusivas da fase do inicio do ciclo hormonal.

Kallikrein-6 (EC 3.4.21.-) (Neurosin) (Protease M) (SP59) (Serine protease 18) (Serine
Q92876 | protease 9) (Zyme)

Azurocidin (Cationic antimicrobial protein CAP37) (Heparin-binding protein) (HBP)
P20160 | (hHBP)

Q2QD09 | Triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1) (Fragment)

BOYJC5 |Vimentin (Vimentin variant 4)

THO complex subunit 4 (Tho4) (Ally of AML-1 and LEF-1) (Aly/REF export factor)
Q86V81 | (Transcriptional coactivator Aly/REF) (bZIP-enhancing factor BEF)

Chloride intracellular channel protein 1 (Chloride channel ABP) (Nuclear chloride ion
000299 |channel 27) (NCC27) (Regulatory nuclear chloride ion channel protein) (hRRNCC)

QINVXO0 | HAUS augmin-like complex subunit 2 (Centrosomal protein of 27 kDa) (Cep27)

Q6UWNS5 | Ly6/PLAUR domain-containing protein 5

Complement Clqg tumor necrosis factor-related protein 3 (Collagenous repeat-
Q9BXJ4 | containing sequence 26 kDa protein) (CORS26) (Secretory protein CORS26)

P15692 | Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) (Vascular permeability factor) (VPF)

BPI fold-containing family A member 2 (Parotid secretory protein) (PSP) (Short palate,
Q96DR5 | lung and nasal epithelium carcinoma-associated protein 2)

Kallikrein-4 (EC 3.4.21.-) (Enamel matrix serine proteinase 1) (Kallikrein-like protein 1)
Q9Y5K2 | (KLK-L1) (Prostase) (Serine protease 17)

Na figura 30 estdo identificadas 36 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo
hormonal, (tabela 16). Das quais se descrevem-se 3 proteinas, uma vez que se
encontram diretamente relacionadas com a fisiologia do ciclo hormonal da mulher.
Neste sentido, a identificagdo da proteina E3-Ubiquitina permite afirmar que na fase
do meio do ciclo sdo iniciados os mecanismos moleculares que levam a descamacao
do tecido epitelial. A E3-Ubiquitina encontra-se envolvida em diversos mecanismos
celulares, tais como: regulagédo da progressao do ciclo celular, reparacdo do DNA,
embriogénese, regulacdo da transcricdo, inducdo da resposta inflamatéria,
apresentacao do antigénio e apoptose. Sendo que se encontra presente em todas
as células eucariotas e possui como fung¢ao primordial a degradacao de substratos

proteicos (81-83).

Em relagdo as proteinas BPI fold-containing family B member 6 e BPI fold-
containing family B member 2 encontram-se em granulos de neutrofilos e de
eosinodfilos, ambas as proteinas ligam endotoxinas bacterianas e modulam a
resposta do hospedeiro a infegdes bacterianas gram-negativas. Estas proteinas sao
reconhecidas como bactericidas e sao capazes também de aumentar a

permeabilidade da membrana celular (84).
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Na fase do meio do ciclo hormonal, estdo identificados mecanismos,
principalmente de comunicacgéo entre células (gap junctions), resposta imunitaria e
descamacgao celular. Fisiologicamente, nesta fase do ciclo podem advir dois
comportamentos esperados pelo epitélio do endométrio. Por uma lado, caso haja
fecundacdo, o endométrio encontra-se preparado para a nidagao, visto na fase
anterior ter sido alvo de migragao e proliferacdo celular. No entanto, neste estudo é
esperado nao haver fecundagao, visto a populagcdo estar em terapia hormonal
contracetiva combinada. Assim, ndao havendo fecundagdo as células epiteliais,
através das conexinas, comunicam de forma a que todas as células do epitélio
formem um conjunto funcional. Nesta fase comecga, no entanto, a preparagcédo dos
mecanismos moleculares, nomeadamente com o aumento da concentracdo de
ubiquitinas, a consequente degradacdo de proteinas tecidulares para que a
descamagao possa acontecer. Esta descamacdo tecidular vai suscetibilizar o
epitélio, tornando a agressao por bactérias, tais como E. coli, mais facilitada. Neste
sentido, surgem mecanismos de resposta imunitaria para a defesa do hospedeiro.

Estas evidéncias estdo mais notorias na populagdo n&do portadora de aparelho

ortoddntico, tal como se verifica na figura 30.
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Figura 30 - Perfil médio da fase do meio do ciclo hormonal em mulheres portadoras e ndo portadoras de aparelho ortodéntico. Apresentagao do intervalo de massas moleculares
e do numero total das proteinas identificadas em cada pico. No pico 4, séo identificadas as proteinas que caracterizam esta fase do ciclo hormonal.
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Tabela 16 - Identificacdo das 36 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo hormonal. A amarelo estao
destacadas as proteinas nos principais mecanismos moleculares relacionados com a fisiologia do ciclo hormonal.

P19012 |Keratin, type | cytoskeletal 15 (Cytokeratin-15) (CK-15) (Keratin-15) (K15)

P55010 | Eukaryotic translation initiation factor 5 (elF-5)

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H (hnRNP H) [Cleaved into: Heterogeneous
P31943 | nuclear ribonucleoprotein H, N-terminally processed]

BPI fold-containing family B member 2 (Bactericidal/permeability-increasing protein-
like 1) (BPI-like 1) (Long palate, lung and nasal epithelium carcinoma-associated
Q8N4FO0 | protein 2) (RYSR)

26S proteasome regulatory subunit 6A (26S proteasome AAA-ATPase subunit RPT5)
(Proteasome 26S subunit ATPase 3) (Proteasome subunit P50) (Tat-binding protein 1)
P17980 |(TBP-1)

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 (hnRNP H2) (FTP-3) (Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein H') (hnRNP H') [Cleaved into: Heterogeneous nuclear
P55795 | ribonucleoprotein H2, N-terminally processed]

P21728 | D(1A) dopamine receptor (Dopamine D1 receptor)

Chorion-specific transcription factor GCMa (hGCMa) (GCM motif protein 1) (Glial cells
Q9NP62 | missing homolog 1)

Q71MES | Voltage-gated potassium channel subunit Kv6.4

Vacuolar protein sorting-associated protein 4B (EC 3.6.4.6) (Cell migration-inducing
075351 |gene 1 protein) (Suppressor of K(+) transport growth defect 1) (Protein SKD1)
Keratin, type | cytoskeletal 25 (Cytokeratin-25) (CK-25) (Keratin-25) (K25) (Keratin-
Q72320 |25A) (K25A) (Type | inner root sheath-specific keratin-K25irs1)
Beta-1,3-galactosyl-O-glycosyl-glycoprotein beta-1,6-N-acetylglucosaminyltransferase
Q6ZNI0 |7 (EC2.4.1.-)

Full-length cDNA clone CSODIO11YN22 of Placenta of Homo sapiens (human)
(Legumain, isoform CRA_a) (cDNA FLJ78453, highly similar to Homo sapiens legumain
Q53XC6 | (LGMN), transcript variant 2, mRNA)

Immunoglobulin heavy constant mu (Ig mu chain C region) (Ig mu chain C region BOT)
P01871 | (lg mu chain C region GAL) (Ig mu chain C region OU)

Q99538 | Legumain (EC 3.4.22.34) (Asparaginyl endopeptidase) (Protease, cysteine 1)

P49411 | Elongation factor Tu, mitochondrial (EF-Tu) (P43)

P04350 |Tubulin beta-4A chain (Tubulin 5 beta) (Tubulin beta-4 chain)

P13646 |Keratin, type | cytoskeletal 13 (Cytokeratin-13) (CK-13) (Keratin-13) (K13)

QO8AI8 | Uncharacterized protein C2orf54

Transcription factor AP-2-delta (AP2-delta) (Activating enhancer-binding protein 2-
Q7Z6R9 | delta) (Transcription factor AP-2-beta-like 1)

B4DQ92 | cDNA FLI59379, highly similar to Hematopoietic lineage cell-specific protein

P07437 | Tubulin beta chain (Tubulin beta-5 chain)

BOYJC4 | Vimentin (Vimentin variant 3)

BPI fold-containing family B member 6 (Bactericidal/permeability-increasing protein-
Q8NFQ5 | like 3)

Q3ZCM7 | Tubulin beta-8 chain (Tubulin beta 8 class VIII)

Protein phosphatase 1F (EC 3.1.3.16) (Ca(2+)/calmodulin-dependent protein kinase
phosphatase) (CaM-kinase phosphatase) (CaMKPase) (Partner of PIX 2) (Protein fem-2
P49593 | homolog) (hFem-2)

P68371 | Tubulin beta-4B chain (Tubulin beta-2 chain) (Tubulin beta-2C chain)

Keratin, type | cytoskeletal 27 (Cytokeratin-27) (CK-27) (Keratin-25C) (K25C) (Keratin-
Q723Y8 |27) (K27) (Type | inner root sheath-specific keratin-K25irs3)
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Q13885 | Tubulin beta-2A chain (Tubulin beta class lla)

Tubulin alpha-4A chain (Alpha-tubulin 1) (Testis-specific alpha-tubulin) (Tubulin H2-
P68366 |alpha) (Tubulin alpha-1 chain)

Q9BUF5 | Tubulin beta-6 chain (Tubulin beta class V)

P14136 | Glial fibrillary acidic protein (GFAP)

Tubulin alpha-1C chain (Alpha-tubulin 6) (Tubulin alpha-6 chain) [Cleaved into:
Q9BQE3 | Detyrosinated tubulin alpha-1C chain]

B4DNK4 | Pyruvate kinase (EC 2.7.1.40)

E3 ubiquitin-protein ligase MYLIP (EC 2.3.2.27) (Inducible degrader of the LDL-
receptor) (Idol) (Myosin regulatory light chain interacting protein) (MIR) (RING-type
Q8WY64 | E3 ubiquitin transferase MYLIP)

B2RBL3 | Thymidine phosphorylase (TP) (EC 2.4.2.4) (TdRPase)

Para a fase da menstruacao foram identificadas 45 proteinas exclusivas (tabela
17), estando na figura 31 os conjuntos de proteinas dos picos 2, 5 e 6 ja selecionadas
de acordo com o seu eventual papel na fisiologia desta fase do ciclo hormonal.

A Kallikrein-11 é secretada por células epiteliais, sendo localizada no complexo
de Golgi. Tal como as restantes Kallikrein, a Kallikrein-11 &, também, regulada
positivamente pelas hormonas esteroides, especialmente o estrogénio(85).

O Complement factor H-related protein 5 facilita a degradacéo de C3b pelo
fator-l. Nesta fase ha, principalmente devido a proteina C5, a desgranulagdo dos
mastocitos e dos baséfilos, aumento da permeabilidade vascular e contracdo da
musculatura lisa. O Tumor necrosis factor foi uma das proteinas identificadas como
exclusiva da fase da menstruacao, € uma citocina capaz de induzir a apoptose de
célula. E secretado principalmente pelos macrofagos, sendo produzido
nomeadamente pela agressdo de bactérias gram-negativas. Quando presente o
TNF promove a vasodilatagao e estimula a produ¢édo de quimiocinas por células da
resposta imunitaria, contribuindo para o estabelecimento de processo inflamatério
local como mecanismo de defesa. No hipotalamo o TNF age como um pirégeno
endogeno induzindo a febre, enquanto que no figado vai estimular a producéo das
proteinas da fase aguda da resposta inflamatéria (86). A proteina Transforming
growth factor-beta-induced protein ig-h3 (TGFBI) € um componente da matriz
extracelular importante para a interacdo célula-colageno. Esta proteina liga-se ao
colagénio tipo I, Il e IV, o que justifica a sua presenga em muitas proteinas da matriz
extracelular, as quais modulam a adeséao celular, servindo como reconhecimento

para varias integrinas (87).
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Fisiologicamente, na fase da menstruagcdo ha a descamacéo tecidular e a
consequente rotura de vasos sanguineos. Estes mecanismos bem como a resposta
imunitaria contra a agressao de bactérias, sao desenvolvidos a partir da fase do meio
do ciclo, e tém vindo a progredir até a fase da menstruagdo. Nesta fase, ha uma
desagregacao do epitélio do endométrio e a sua expulsdo conjuntamente com
hemorragia derivada da isquémia e consequente necrose e rotura dos vasos
sanguineos. O facto deste epitélio se encontrar sem a sua camada epitelial, torna-o
vulneravel a agressao por bacterias. Neste sentido, ha o recrutamento de células
da resposta imunitaria, tais como os leucécitos, Tumor necrosis factor e Complement
factor H. Estes atravessam os vasos sanguineos (diapedése), deslocando-se para
os locais de infegédo. A presenga do TNF nesta fase do ciclo justifica o quadro febril
de muitas jovens durante a fase da menstruagdo, especialmente no inicio da

puberdade.

Estas evidéncias estdo mais notodrias na populacdo nédo portadora de aparelho

ortoddntico, tal como se verifica na figura 31, nos picos 2, 5 e 6.
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Complement factor H-related protein 5
TNF receptor-associated factor 3
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Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3
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Figura 31 - Perfil médio da fase da menstruagao do ciclo hormonal em mulheres portadoras e ndo portadoras de aparelho ortodéntico. Apresentagdo do intervalo de massas
moleculares e do numero total das proteinas identificadas em cada pico. Nos picos 2, 5 e 6 é demonstrado as proteinas que identificam esta fase do ciclo hormonal.
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Tabela 17 - Identificagcao das 45 proteinas exclusivas da fase do meio do ciclo hormonal. A rosa estédo destacadas
as proteinas nos principais mecanismos moleculares relacionados com a fisiologia do ciclo hormonal.

Basic salivary proline-rich protein 3 (Parotid salivary glycoprotein G1) (Proline-rich
Q04118 | protein G1)

P29692 | Elongation factor 1-delta (EF-1-delta) (Antigen NY-CO-4)

Kallikrein-11 (hK11) (EC 3.4.21.-) (Hippostasin) (Serine protease 20) (Trypsin-like
Q9UBX7 | protease) [Cleaved into: Kallikrein-11 inactive chain 1; Kallikrein-11 inactive chain 2]
cDNA FLJ35812 fis, clone TESTI2006051, highly similar to Acyl-coenzyme A

B3KSAO |thioesterase 1 (EC3.1.2.2)

Q8N7E6 |cDNA FLI25727 fis, clone TST05479

Tumor necrosis factor ligand superfamily member 13B (B lymphocyte stimulator)
(BLyS) (B-cell-activating factor) (BAFF) (Dendritic cell-derived TNF-like molecule)
(TNF- and APOL-related leukocyte expressed ligand 1) (TALL-1) (CD antigen CD257)
[Cleaved into: Tumor necrosis factor ligand superfamily member 13b, membrane
Q9Y275 |form; Tumor necrosis factor ligand superfamily member 13b, soluble form]
Q8N7K7 | cDNA FLI40941 fis, clone UTERU2008426

Q16094 | Calnexin (Fragment)

S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase (EC 2.4.2.28) (5'-methylthioadenosine
Q13126 |phosphorylase) (MTA phosphorylase) (MTAP) (MTAPase)

Metal-response element-binding transcription factor 2 (Metal regulatory
transcription factor 2) (Metal-response element DNA-binding protein M96)

Q9Y483 | (Polycomb-like protein 2) (hPCI2)

Guanylate-binding protein 2 (EC 3.6.5.-) (GTP-binding protein 2) (GBP-2) (HuGBP-2)
(Guanine nucleotide-binding protein 2) (Interferon-induced guanylate-binding
P32456 | protein 2)

Q9BWMS | Zinc finger protein 416

ATP-binding cassette sub-family E member 1 (2'-5'-oligoadenylate-binding protein)
P61221 | (HuHP68) (RNase L inhibitor) (Ribonuclease 4 inhibitor) (RNS41)

Basal cell adhesion molecule (Auberger B antigen) (B-CAM cell surface glycoprotein)
(F8/G253 antigen) (Lutheran antigen) (Lutheran blood group glycoprotein) (CD
P50895 |antigen CD239)

Q15300 |RET tyrosine kinase/cAMP protein kinase A subunit Rl

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6 (EC 3.1.3.48) (Hematopoietic cell
protein-tyrosine phosphatase) (Protein-tyrosine phosphatase 1C) (PTP-1C) (Protein-
P29350 |tyrosine phosphatase SHP-1) (SH-PTP1)

Calnexin (IP90) (Major histocompatibility complex class | antigen-binding protein
P27824 | p88) (p90)

Far upstream element-binding protein 1 (FBP) (FUSE-binding protein 1) (DNA
Q96AE4 | helicase V) (hDH V)

Q8TDN4 | CDK5 and ABL1 enzyme substrate 1 (Interactor with CDK3 1) (1k3-1)

Transcription factor E2-alpha (Class B basic helix-loop-helix protein 21) (bHLHb21)
(Immunoglobulin enhancer-binding factor E12/E47) (Immunoglobulin transcription
factor 1) (Kappa-E2-binding factor) (Transcription factor 3) (TCF-3) (Transcription
P15923 |factor ITF-1)

Prelamin-A/C [Cleaved into: Lamin-A/C (70 kDa lamin) (Renal carcinoma antigen NY-
P02545 REN-32)]

Protein-arginine deiminase type-4 (EC 3.5.3.15) (HL-60 PAD) (Peptidylarginine
Q9UMO7 |deiminase IV) (Protein-arginine deiminase type 1V)

Q14166 | Tubulin--tyrosine ligase-like protein 12

74



Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1 (AOX) (EC 1.3.3.6) (Palmitoyl-CoA oxidase)

Q15067 | (Straight-chain acyl-CoA oxidase) (SCOX)
Q86T29 | Zinc finger protein 605
Q6P9A3 | Zinc finger protein 549
Filensin (Beaded filament structural protein 1) (Lens fiber cell beaded-filament
Q12934 |structural protein CP 115) (CP115) (Lens intermediate filament-like heavy) (LIFL-H)
Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-6 alpha (cAMP-dependent
transcription factor ATF-6 alpha) (Activating transcription factor 6 alpha) (ATF6-
alpha) [Cleaved into: Processed cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-6
P18850 |alpha]
Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 (Beta ig-h3) (Kerato-
Q15582 | epithelin) (RGD-containing collagen-associated protein) (RGD-CAP)
P08236 | Beta-glucuronidase (EC 3.2.1.31) (Beta-G1)
Protein-arginine deiminase type-1 (EC 3.5.3.15) (Peptidylarginine deiminase |)
Q9ULC6 | (Protein-arginine deiminase type I)
Arachidonate 15-lipoxygenase (15-LOX) (15-LOX-1) (EC 1.13.11.33) (12/15-
lipoxygenase) (Arachidonate 12-lipoxygenase, leukocyte-type) (12-LOX) (EC
P16050 |1.13.11.31) (Arachidonate omega-6 lipoxygenase)
Q96N76 | Urocanate hydratase (Urocanase) (EC 4.2.1.49) (Imidazolonepropionate hydrolase)
Q8TDF6 | RAS guanyl-releasing protein 4
Keratin, type Il cytoskeletal 3 (65 kDa cytokeratin) (Cytokeratin-3) (CK-3) (Keratin-3)
P12035 | (K3) (Type-Il keratin Kb3)
Q9H8WS | Tripartite motif-containing protein 45 (RING finger protein 99)
Q9BXR6 | Complement factor H-related protein 5 (FHR-5)
P49023 | Paxillin
Q53H57 | Carboxylic ester hydrolase (EC 3.1.1.-) (Fragment)
N6-adenosine-methyltransferase catalytic subunit (EC 2.1.1.62) (Methyltransferase-
like protein 3) (hMETTL3) (N6-adenosine-methyltransferase 70 kDa subunit) (MT-
Q86U44 | A70)
TNF receptor-associated factor 3 (EC 2.3.2.27) (CAP-1) (CD40 receptor-associated
factor 1) (CRAF1) (CD40-binding protein) (CD40BP) (LMP1-associated protein 1)
Q13114 | (LAP1) (RING-type E3 ubiquitin transferase TRAF3)
Bifunctional purine biosynthesis protein PURH [Cleaved into: Bifunctional purine
biosynthesis protein PURH, N-terminally processed] [Includes:
Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase (EC 2.1.2.3) (5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase) (AICAR
transformylase); IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10) (ATIC) (IMP synthase)
P31939 |(lnosinicase)]
Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2 (EC 2.4.1.41) (Polypeptide GalNAc
transferase 2) (GalNAc-T2) (pp-GaNTase 2) (Protein-UDP
acetylgalactosaminyltransferase 2) (UDP-GalNAc:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 2) [Cleaved into: Polypeptide N-
Q10471 |acetylgalactosaminyltransferase 2 soluble form]
Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 (CaM-KK 2) (CaM-kinase
kinase 2) (CaMKK 2) (EC 2.7.11.17) (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase
Q96RR4 | kinase beta) (CaM-KK beta) (CaM-kinase kinase beta) (CaMKK beta)
Keratin, type Il cuticular Hb4 (Keratin-84) (K84) (Type Il hair keratin Hb4) (Type-II
Q9NSB2 | keratin Kb24)
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lll. Conclusao






Com este trabalho demonstramos a utilizagdo do algoritmo do SalivaPrint
para identificar fases do ciclo hormonal. Foi estabelecido o SalivaPrint para cada
fase do ciclo hormonal, isto &, o perfil de proteinas da saliva que caracterizam
cada uma das fases do ciclo hormonal: inicio, meio e menstruagao. Nao foram

encontradas proteinas que caracterizam o fim do ciclo hormonal.

O SalivaPrint mostrou adicionalmente que ocorrem alteragdes na expressao
de proteinas ao longo do ciclo hormonal, que sdo dependentes da populagao ser

ou nao portadora de aparelho ortodontico.

O SalivaPrint permitiu identificar quais as proteinas e respetivos mecanismos

comprometidos em portadores de aparelho ortodontico.

A estratégia de utilizagdo do SalivaPrint é interessante e pode ser
desenvolvida e aperfeicoada para o desenvolvimento de dispositivo para

autoavaliacao e identificagcao das fases do ciclo hormonal da mulher.

Com este trabalho ficam também identificadas potenciais proteinas com
interesse para serem quantificadas em trabalhos futuros visando identificar
mecanismos comprometidos em mulheres com alteragbes do seu ciclo

reprodutivo.
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V. Apéndices






Perfis individuais inicio do ciclo na populacdo ndo portadora de
aparelho ortodontico
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Figura 32 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do inicio do ciclo na populagdo néo portadora
de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados.

Perfis individuais inicio do ciclo na populagdo ndo portadora de
aparelho ortodoéntico (apds selecdo de qualidade)
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Figura 33 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do inicio do ciclo na populagdo nédo portadora
de aparelho ortodéntico com perfis selecionados.
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Perfis individuais meio do ciclo na populacdo ndo portadora de
aparelho ortoddntico
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Figura 34 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do meio do ciclo na populagdo néao portadora
de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados.
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Figura 35 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do meio do ciclo na populagéo nédo portadora
de aparelho ortodéntico com perfis selecionados.
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Perfis individuais fim do ciclo na popula¢do ndo portadora de
aparelho ortodontico
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Figura 36 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do fim do ciclo na populagdo ndo portadora
de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados.
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Figura 37 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do fim do ciclo na populagdo ndo portadora
de aparelho ortodéntico com perfis selecionados.
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Perfis individuais da menstruac¢do na populagao nao portadora de
aparelho ortodontico
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Figura 38 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase da menstruagdo na populagédo ndo portadora
de aparelho ortodéntico sem perfis selecionados.
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Figura 39 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase da menstruacédo na populagéo ndo portadora
de aparelho ortodéntico com perfis selecionados.
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Perfis individuais meio do ciclo na populacdo portadora de aparelho
ortodontico
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Figura 40 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do meio do ciclo na populagéo portadora de
aparelho ortodéntico sem petrfis selecionados.
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Figura 41 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do meio do ciclo na portadora de aparelho
ortodéntico com perfis selecionados.
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Perfis individuais fim do ciclo na popula¢do portadora de aparelho
ortoddntico
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Figura 42 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do fim do ciclo na populagdo portadora de
aparelho ortodéntico sem petrfis selecionados.
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Figura 43 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase do fim do ciclo na populacdo portadora de
aparelho ortodéntico com perfis selecionados.
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Perfis individuais da menstrua¢do na populag¢do portadora de
aparelho ortodontico
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Figura 44 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase da menstruagdo na populagéo portadora de
aparelho ortodéntico sem petrfis selecionados.
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Figura 45 - Perfis totais de proteinas de cada individuo na fase da na populagdo portadora de aparelho
ortoddéntico com perfis selecionados.
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Anexo 1: Consentimento Informado

salivalTec - UCP

UNIVERSIDADE CATOLICA PORTUGUESA e o o g 07650
DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

INFORMACAO AO DADOR DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Titulo do projeto de investigacdo

Projeto de investigacdo que ird decorrer no SalivaTec (Laboratdério de Investigacdo Interdisciplinar

em Saliva) do Departamento de Ciéncias da Saude da Universidade Catdlica Portuguesa.

Objetivo do Estudo

A recolha de amostras biolégicas humanas e seu posterior armazenamento no Biobanco de amostras
do Instituto de Medicina Molecular (IMM) da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa,
permitird a realizacdo de investigacdo para o esclarecimento a nivel molecular de doencgas e para o
desenvolvimento de diagndstico e em multiplas areas da Saude. Contudo, este objetivo so serd
cumprido com a colaboracdo dos doentes e de individuos saudaveis, através da doacdo de amostras
bioldgicas que serdo guardadas e preservadas em condi¢des apropriadas de forma a serem utilizadas
para futuros estudos. Caso o doente ou individuo saudavel e/ou o seu representante legal decida

participar, terd de fazer apenas os procedimentos habituais de uma consulta.

Procedimentos
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No caso de concordar em participar neste projeto, ser-lhe-a colhida uma amostra bioldgica. A
amostra habitualmente solicitada sera realizada a partir da colheita de saliva. Para os individuos que
estejam a realizar exames diagndsticos ou que estejam a ser sujeitos a tratamentos cirurgicos podera
ser pedida autorizagdo para colheita de uma pequena amostra do material removido durante o
procedimento (como por exemplo tecidos removidos para bidpsias ou removidos no decurso de
cirurgias). Estas colheitas serdo efetuadas sem alterar os procedimentos médicos habituais e sem
interferir com a rentabilidade diagndstica do procedimento ou com o sucesso da cirurgia. Esta
amostra serd preservada em condi¢des apropriadas e as informacdes clinicas com ela relacionada
serdo introduzidas numa base de dados, passando a sua identificacdo pessoal a estar codificada e

nao acessivel aos utilizadores das amostras.

A doacdo da amostra é voluntaria e revogavel, sendo que o dador, ou 0 seu representante legal, tem
o direito de retirar a amostra e/ou interromper a colaboracdo assim que achar conveniente, sem
necessidade de justificacdo e ndo podendo ser descriminado por isso. O dador ou o seu
representante legal devera manifestar por escrito a sua vontade em retirar aamostra ou interromper

a colaboracdo e nestas situacdes a amostra serda imediatamente destruida.

O SalivaTec propde-se armazenar as amostras bioldgicas e seus possiveis derivados tais como DNA
e RNA nas instalacGes do Biobanco do Instituto de Medicina Molecular. O SalivaTec ndo divulgara
resultados envolvendo o material bioldgico. No entanto, o dador poderd escolher se quer ser
informado dos resultados com potencial relevancia para a sua saude. O pedido de resultados devera
ser feito por escrito para o SalivaTec pelo dador ou representante legal e deve ser expresso no

consentimento informado.

Serdo cumpridas todas as normas éticas aceites internacionalmente para o uso de matérias
bioldgicos para fins de investigacdo. Todos os projetos que fizerem uso das amostras depositadas no

Biobanco serdo submetidos & Comiss3o de Etica competente para a sua avaliagdo.

Identificacdo das amostras e Confidencialidade
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A existéncia de um Biobanco pressupde a existéncia de uma base de dados contendo informacdo
clinica referente ao doente ou individuo saudavel. Apds a colheita, as amostras serdo identificadas

por um codigo de forma a preservar a privacidade.

Durante o desenvolvimento de um projeto de investigacdo, a equipa de investigacdo podera ter
necessidade de recolher informacgdo do processo clinico para a execugao do estudo. O anonimato
serd, contudo mantido, ou seja os dados constantes do seu processo clinico serdo fornecidos ao
investigador, mas sem qualquer identificacdo, ou qualquer informacdo que permita saber a quem

pertencem.

A descodificacdo apenas poderd ser efetuada pelo médico (que serd o responsavel pela base de
dados, de acordo com a informacdo fornecida a Comissdo Nacional de Protecdo de Dados - CNPD),
em caso de absoluta necessidade, por motivos de saude do dador e, a pedido deste, e sempre de

acordo com as disposicées legais em vigor.

Os dados serdo tratados confidencialmente, de acordo com a Lei, com os regulamentos e de acordo

com as normas éticas aprovadas pela Comiss3o de Etica da Universidade Catdlica Portuguesa.

Os dados resultantes dos estudos realizados serdo alvo de publicacdo de uma forma andnima e

agregada, em termos de percentagens ou de dados numéricos, nunca individualmente.

Tempo de conservagao

As amostras serdo conservadas por um periodo de 20 anos no Biobanco do Instituto de Medicina
Molecular (IMM), sob a responsabilidade da Equipa ligada ao SalivaTec, enquanto este estiver
devidamente credenciado pelas entidades competentes. As colecBes de amostras serdo avaliadas
periodicamente, nomeadamente para aferir da sua qualidade, podendo ser destruidas ou, findo o
periodo da conservacdo, poder-se-a solicitar a prorrogacdo da conservacdo. Nestas condicdes

excecionais o SalivaTec poderd voltar a contactar os dadores.

Comunicacao e divulgacdo de dados

Os dados genéticos e as amostras bioldgicas colhidas para fins de investigacdo cientifica podem ser

transferidos para outras organizacdes ou centros de investigacdo, para fins de pesquisa e somente
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em projetos desenvolvidos conjuntamente com o SalivaTec, mediante consentimento do

participante expresso na declaracdo de consentimento informado.

Possiveis Beneficios para os Participantes

Esta é uma doacdo altruista, ndo havendo por isso qualquer compensacao para o dador. Ndo se
garante que este estudo envolva quaisquer beneficios diretos para o participante. Se algum dos
estudos puder ser relevante para a saude do dador, este serd informado, se essa for a sua
vontade expressa na declaragdo de consentimento informado. Contudo, a sua participacdo
proporcionard a aquisicdo de conhecimentos que poderdo vir a beneficid-lo a si ou a terceiros

no futuro.

Riscos fisicos previsiveis

Na maioria dos casos, os riscos e o desconforto associados serdo minimos ou inexistentes. Nas
colheitas associadas a procedimentos com fins diagndsticos ou terapéuticos, 0s riscos e o
desconforto serdo os inerentes ao procedimento em si. Em qualquer dos casos, o dador sera sempre

antecipadamente informado dos riscos e grau de desconforto associados aos procedimentos.

Participacdo Voluntaria e Direitos de Abandono

O presumivel dador terd toda a liberdade para se recusar a participar no estudo ou retirar o seu
consentimento, suspendendo a participagdao em qualquer momento e, consequentemente, as
amostras serao destruidas. A participacdo é voluntdria e a sua recusa em participar ndo
envolvera qualquer penalizacdo ou perda de beneficios. A recusa ou abandono ndo colocardo
em risco o direito a receber tratamento ou assisténcia médica, presentemente ou no futuro.

O dador poderd retirar o seu consentimento nas modalidades sem contacto futuro (as amostras
poderdo ser usadas normalmente até se esgotarem, mas ndo serdo estabelecidos futuros
contactos para a obtencdo de mais amostras) ou sem uso futuro (ndo serdo estabelecidos

futuros contactos e as amostras serdo imediatamente destruidas e os registos eliminados).
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Se tiver qualquer duvida, em qualguer momento, mesmo apds a colheita, sobre este estudo

podera contactar a Diretora do SalivaTec: Prof. Doutora Marlene Barros, dirigindo-se a:

SalivaTec

Departamento de Ciéncias da

Saude Universidade Catdlica
Portuguesa

Tel. +351232419500 - Fax +351232428344

E-mail: mbarros@crb.ucp.pt

Banco de amostras bioldgicas para fins de investigacdo biomédica

Investigador: Local de recolha:

Nome do dador:

NuUmero de estudo do dador:

Eu, , portador do bilhete
de
identidade/cartdo do cidaddo n.2 | ], declaro ter tomado conhecimento e aceitar

particip ar neste projeto, de forma a contribuir para a criagdo de um banco de amostras
bioldgicas com informacao clinica associada, para fins de investigacdo biomédica.

Aceito que a minha amostra bioldgica seja utilizada em projetos de investigacdo de mecanismos
das doengas, diagnostico precoce, fatores de progndstico e novos alvos terapéuticos em
multiplas areas da medicina. Poderei revogar a autorizacdo para utilizacdo da minha amostra
bioldgica e informacdo clinica em qualquer altura. O objetivo do banco de amostras bioldgicas
foi-me claramente explicado e foi-me dada a oportunidade de colocar questdes sobre o seu
funcionamento, bem como os procedimentos relativos a colheita e utilizacdo da minha amostra
bioldgica e dados a ela associados.

Declaro que aceito participar, voluntariamente, neste estudo. Especificamente concordo com os
seguintes pontos:

Consinto a colheita de material bioldgico (saliva / .....ccccoeven.. [ o, ) e autorizo a
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conservacdo de amostras no Biobanco, de modo a que possam ser usados para pesquisas
futuras, incluindo estudos genéticos por investigadores portugueses e estrangeiros, sem fins

lucrativos;

sim [ L Nso

Esta opgdo é para ser respondida apenas por participantes que ja cederam amostras bioldgicas
colhidas no ambito de outros projetos. Nestas circunstancias, autorizo a transferéncia para o
Biobanco das minhas amostras bioldgicas, previamente colhidas no &mbito de outros projetos,
de modo que elas possam ser utilizadas em pesquisas futuras, incluindo estudos genéticos por

investigadores portugueses e estrangeiros, mas sem fins lucrativos;
Sim ] ] Nao

Estou consciente de que a minha participacdo € voluntaria e que posso em qualquer altura
solicitar a destruicdo das minhas amostras bioldgicas, invalidando assim o consentimento
informado prévio, sem justificar, tendo recebido a garantia de que o meu pedido ndo

desenvolvera discriminacao;

sim [ [ Inso

Declaro que quero conhecer resultados que possam ser relevantes para a minha saude.

sim [ L Nso
Autorizo ser contactado novamente pelo Biobanco para pedido de atualizacdo sobre a minha

situacado clinica;

sim [ 1 N3o
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Autorizo o contactado do Biobanco a familiares meus para pedido autorizacdo de

colheita de amostras bioldgicas e/ou informacao clinica;

CIsim L] Nao

Data Assinatura do Dador/Representante Legal

Em caso de representante legal, este atua na qualidade de:

o Titular do poder paternal, quando o dador é menor
o Tutor, quando o dador foi declarado interdito

o Herdeiro, quando o dador faleceu

Discuti este estudo de investigacdo com o participante e/ou o seu representante
legal, utilizando uma linguagem compreensivel e apropriada. Informei
adequadamente o participante sobre a natureza deste estudo e sobre os seus
possiveis beneficios e riscos, considerando que o participante compreendeu a minha

explicacdo.

Data Nome do Investigador/ Médico Assinatura do Investigador/ Médico

Foi entregue um duplicado deste documento ao doente/representante legal.
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Anexo 2: Questionario aos participantes

Questionario de Dadores

1.1. Data de Nascimento / /

1.2. Género
O Feminino
QO Masculino

1.3. Dados Biomeétricos
Altura (cm)
(cm)

Peso  (Kg)

1.4. Etnia

Q Caucasiana
O Negra

Q Asiatica

O Cigana

Q Outra

1.5. Area de Residéncia
Q Aldeia

O Vila

QO Cidade

1.6. Estado Civil
Q Solteiro

Q Casado

Q Vive maritalmente
Q Viuvo

Q Divorciado
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1.7. Nivel de Escolaridade

QO Basico (até ao 9° ano)

QO Médio (até ao 12° ano)

Q Licenciatura, Mestrado e/ou Doutoramento
Q Outro

1.8. Profissao

2.1 Fuma ou ja fumou?

O Sim
O Nao
O Ex-fumador

2.2 Se é ex-fumador, ha quantos anos deixou de fumar?

2.3 Se sim:
Com que idade comecgou a fumar? anos
Quantos cigarros fuma por dia? cigarros/dia

3.1 Bebe bebidas alcodlicas?

QO Sim
O Né&o

Se sim, com que idade comecgou a beber? anos

Frequéncia do consumo de alcool:

Q Ocasionalmente
QO Semanalmente
Q Socialmente
Q Diariamente
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3.2 Frequéncia do consumo de alcool:
N° de copos de vinho / semana
N° de cervejas / semana

N° de digestivos / semana

3.3 Deixou de beber?

Q Sim
QO Nao
3.4 Se sim, ha quantos anos? anos

1 Grupo Sanguineo

4.
a A

a B

a AB

ao

Q Rh+

Q Rh-

U0 Nao Sabe

4.2 Toma regularmente medicamentos?

Q Sim

Q Néao

421 Se sim,
0s:

refira-
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4.3 Tomou alguma medicagao que nao seja indicada acima nos ultimos 30 dias?
Q Sim
Q Nao
4.31 Se sim, refira-a:

4.4 Tomou algum antibiético nos ultimos 3 meses?
Q Sim

O Naéo

4.4.1 Se sim, refira-o:

4.5 Tomou corticosteroides nos ultimos 30 dias?

O Sim
O Nao

4.6 Tomou bifosfonatos nos ultimos 30 dias?

O Sim
O Nao

4.7 Fez a vacina da gripe na ultima época Outono/Inverno?

O Sim
O Nao

4.8 Esta gravida?

QO Homem

Q Sim

O Nao

4.8.1 Se sim, de quantos meses? meses

4.9 Encontra-se na menopausa?

Q Sim
Q Nao
4.9.1 Se sim, ha quanto tempo?
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4.10 Ha quanto tempo teve a ultima menstruagao?

4.11 Toma anticoncecionais?
QO Sim
O Nao
4.11.1 Se sim, qual?

4.12 Nos ultimos 12 meses foi consultado por um médico?
Q Sim
O Nao
4.12.1 Se sim, em que especialidade?

4.13 Qual a data das ultimas analises que efetuou? / /

4.13.1 Foram encontrados valores anormais?

O Sim

O Nao

413.11 Se sim, quais?

111



4.14. Tem hipertensao?

QO Sim
O Néo

4.15 Atualmente sofre de alguma efermidade?

QO Sim

O Néo

4.15.1 Se sim, qual?

4.15.2 Problemas Cardiacos

Doencas das artérias coronarias
Angina

Arritmias

Insuficiéncia cardiaca

Ataque cardiaco

Aneurisma da aorta

Doenca cardiaca congénita
Doenca cardiaca reumatica
Outra

Nao tenho

(I Y I Iy Iy Iy By By Iy

4.15.3 Diabetes

Q Tipo 1
Q Tipo 2
QO Nao tenho

Analise Clinica Valores
Colesterol

Glicose

Resisténcia a insulina
Hemoglobina glicosilada
AGEs

HDL

LDL

Trigliceridos

112



4.15.4 Doengas auto-imunes:

Doenca de Crohn
Doenca de Graves
Doenca de Behcet
Sindrome de Sjogren
Outra

Nao tenho

ocoooo0o

U

Doengas de sangue. Quais?

QO Doengas infeto-contagiosas. Quais?

O Doengas de figado. Quais?

U Doencgas de estdbmago. Quais?

U

Doencas Renais. Quais?

Epilepsia
Asma
Urticaria
Sinusite
Acne
Outra

cooooo

U

N&o tenho

4.16 E alérgico a algum medicamento ou dispositivo médico?

QO Sim

O Naéo

4.16.1 Se sim, qual?

4.17 E alérgico a algum alimento?

O Sim

O Néo

4171 Se sim, qual?

4.18 E alérgico a picadas de insetos?
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Q Sim
QO Nao
4.18.1 Se sim, quais?

4.19 Foi sujeito a algum tratamento de radioterapia ou quimioterapia?

Q Sim

O Nao

4.19.1 Se sim, ha quanto tempo? -

4.20 Histéria Familiar - Existem doengas na familia como?

O Doencas Cardiacas
U Diabetes

U Cancro

U Nao sabe

O Outras

Questionario Alimentacao

5.1.
5.2.

5.3.
5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.8.

Utiliza azeite como principal gordura culinaria? Sim (1) Nao (2)

Usa mais de 4 colheres de sopa de azeite por dia? Considere fritar, temperar
saladas, refeigdes fora de casa, etc.). Sim (1) Nao (2)

Come mais de 200g (1 porcao) de horticolas por dia? Sim (1) Nao (2)
Come mais de 3 pegas de fruta por dia (considere um sumo natural como
uma peca de fruta. Sim (1) Nao (2)

Come menos que uma porgao de carne vermelha por dia? Considerar 100-
150g de carne ou produtos como presunto, salsicha, fiambre, etc. Sim (1)
Nao (2)

Come menos que 12g de manteiga, margarina ou natas por dia? Sim (1)
Nao (2)

Bebe menos que 1 bebida agucarada ou gaseificada por dia? Sim (1) Nao
(2)

Bebe mais que 7 copos de vinho por semana? Sim (1) Nao (2)
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5.9.

5.10.

5.11.

5.12.

5.13.

5.14.

Come leguminosas (favas, lentilhas, feijao ervilha, etc.) mais que 3 porgdes
por semana? Sim (1) Nao (2)
Come peixe ou marisco (1 dose sao 100-150 gramas de peixe ou seja 4-5
unidades ou 200g de marisco) mais que 3 por¢des por semana? Sim (1) Nao
(2)
Come bolos ou outros produtos de pastelaria (biscoitos, bolachas,
etc.) menos de 3 vezes por semana? Sim (1) Nao (2)
Come oleaginosas mais de 3 vezes (nozes, améndoas, amendoins) por
semana? Sim (1) Nao (2)
Come preferencialmente frango, peru ou coelho em vez de vaca, porco ou
salsichas? Sim (1) Nao (2)
Come horticolas, massa, arroz ou outros pratos com refogados (molho de
tomate, cebola, alho francés ou alho e azeite) mais que duas vezes por
semana?

Sim (1) Nao (2)

Geriatric Oral Health Assessment Index (GOHAI)

Q1 Nos ultimos 3 meses diminuiu a quantidade de alimentos ou mudou o tipo de
alimentagao por causa dos seus dentes?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q2 Nos ultimos 3 meses teve problemas para mastigar alimentos?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q3 Nos ultimos 3 meses teve dor ou desconforto para engolir alimentos?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q4 Nos ultimos 3 meses mudou o seu modo de falar por causa dos problemas
da sua boca?

Sempre Algumas vezes Nunca
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Q5 Nos ultimos 3 meses sentiu algum desconforto ao comer algum alimento?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q6 Nos ultimos 3 meses deixou de se encontrar com outras pessoas por causa
da sua boca?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q7 Nos ultimos 3 meses sentiu-se satisfeito ou feliz com a aparéncia da sua
boca?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q8 Nos ultimos 3 meses teve que tomar medicamentos para passar a dor ou o
desconforto da sua boca?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q9 Nos ultimos 3 meses teve algum problema na sua boca que o deixou
preocupado?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q10 Nos ultimos 3 meses chegou a sentir-se nervoso por causa dos problemas
na sua boca?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q11 Nos ultimos 3 meses evitou comer junto de outras pessoas por causa de
problemas na boca?

Sempre Algumas vezes Nunca

Q12 Nos ultimos 3 meses sentiu os seus dentes ou gengivas ficarem sensiveis
a alimentos ou liquidos?

Sempre Algumas vezes Nunca
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PARE AQUI

Status Dentario e Higiene Oral

6.1 indice CPO

Code  Criteria

Healthy

Carious lesion

Filled cavities with carie
Filled cavities without carie
Lost tooth by carie

Lost tooth (by other reason)
Sealant

Prosthesis or implant

Mot erupted

Trauma

Mot registered

D= 00 =l NN Wb = O

556 54 53 52 51 61 62 63 64 65
18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38
86 84 83 82 81 71 72 73 74 45

6.2 indice de Higiene Oral - Total (%)
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6.3 Periodontal Screening Record (PSR)

1°Q 2°Q 3°Q

6°Q 5°Q 4°Q

Sangramento a sondagem (BOP): %

6.4 Diagndstico Periodontal:

Score Criteria

0 Periodontal health
Bleeding on probe (BOP)
Dental calculus detected during probing, iaterogenic margin and/or BOP

Periodontal pocket 3,5-5.5 mm

A WO N =

Periodontal pocket 6 mm or more

Periodontal abnormalities present (furcation involvement, tooth mobility, gingival recession, muco-gingival problems)

Observacgoes:
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