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Resumo:

Com o desenvolvimento da investigacdo biomédica e de novas metodologias da
Protedmica, foi possivel identificar a totalidade de proteinas presentes em células
individuais, tecidos e Orgéos e relacionar com algumas patologias as alteracdes destas
proteinas nomeadamente a sua presenca, auséncia, modificacbes pds-traducdo ou
quantidade expressa. Para analisar o elevado numero de proteinas identificadas em
proteomas € necessario recorrer a utilizacdo de ferramentas bioinformaéticas para que
seja possivel integrar a informacéo obtida e comparar com a informacao disponivel em
diferentes bases de dados. As abordagens referidas sdo hoje um contributo decisivo para

0 esclarecimento de mecanismos moleculares e fisiopatoldgicos.

A Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), por ser uma patologia de etiologia
multifactorial prevalente e com implicacdes relevantes na cavidade oral, principalmente
pela dificuldade acrescida de cicatrizacdo, constitui-se como um bom modelo de estudo

para a aplicacdo da Bioinformatica Médica a Medicina Dentaria.

O presente trabalho é dedicado a andlise dos proteoma salivar resultante da
DMT2 no sentido de verificar a presenca, na saliva, de proteinas alteradas envolvidas na
coagulacdo sanguinea e fibrindlise, dois acontecimentos celulares determinantes para o
processo de cicatrizacdo o qual se encontra comprometido no paciente diabético. Esta
analise do proteoma salivar é particularmente relevante pois, actualmente, ndo existem
estudos publicados referentes a participacdo de proteinas da saliva que justifiguem a

hipercoagulacéo e hipofibrinélise que ocorre na DMT2.

O estudo do proteoma salivar da DMT2 permitiu a identificacdo de dois
inibidores importantes de proteases serinicas, alfa-1-antitripsina (SERPINAL) e alfa-2-
macroglobulina (A2M), que se encontram alterados na saliva do paciente diabético.
Como estes inibidores desempenham um papel regulador decisivo na
coagulacdo/fibrindlise e estando ambos presentes mas em quantidades alteradas,
poderdo constituir uma das principais causas para a dificuldade de cicatrizacao.

A presenca na saliva de proteinas envolvidas na coagulacdo/fibrinolise mostra
que este fluido bioldgico pode constituir um possivel meio auxiliar para o diagnostico
da patologia. Os resultados obtidos provam o potencial dos estudos in silico permitindo,
a partir da analise do proteoma salivar, estabelecer novos alvos para futuros estudos
experimentais e identificacdo de potenciais biomarcadores salivares, visando a
intervencao terapéutica, clinica ou de diagnéstico da DMT2.
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Abstract:

With the development of biomedical research and new Proteomics
methodologies, it was possible to identify all the proteins found in individual cells,
tissues and organs and link the changes of these proteins with some pathologies,
including the presence, absence, post-translational modifications or expressed quantity.
To analyze the large number of proteins identified in proteomes is necessary the use of
bioinformatic tools to be able to integrate the information obtained and compare with
information available at different databases. These approaches are nowadays a decisive

contribution to the clarification of molecular and pathophysiological mechanisms.

Type 2 Diabetes mellitus (T2DM) is a prevalent disease of multifactorial
etiology with important implications in the oral cavity, mainly by the increased
difficulties in wound healing in diabetic patients. With tese characteristics it becomes a

good study model for Medic Bioinformatics application to Dental Medicine.

The present work is dedicated to the analysis of the salivary proteome resulting
from T2DM to verify the presence in saliva, of modified proteins involved in blood
clotting and fibrinolysis, two cellular events that are crucial to the healing process. This
salivary proteome analysis is particularly relevant because, nowadays, there are no
published studies about the participation of salivary proteins that justifies the

hypercoagulation and hipofibrinolysis occurring in T2DM.

The study of T2DM salivary proteome allowed the identification of two major
inhibitors of serine proteases, alpha-1-antitrypsin (SERPINA1) and alpha-2-
macroglobulin (A2M), modified in T2DM. As these inhibitors play a crucial regulatory
role in coagulation/fibrinolysis being both present in altered quantities in T2DM

possibly causing poor wound healing.

The presence, in saliva, of proteins involved in coagulation/fibrinolysis shows
that this biological fluid may be a diagnosis aid. The results obtained show the
potential of in silico studies of the salivary proteome, to provide new targets for future
experimental studies and a possible identification of salivary biomarkers, aiming at the
therapeutical, clinical or diagnostic intervention in T2DM.

Keywords: Type 2 Diabetes mellitus; Salivary Proteome; Bioinformatics; Blood clotting;
Fibrinolysis; SERPINAL; A2M;
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ESTUDO IN SILICO DE MECANISMOS MOLECULARES DA
COAGULACAO/FIBRINOLISE ENVOLVIDOS NO PROCESSO DE
CICATRIZACAO NA DIABETES MELLITUS TIPO 2 — IMPLICACOES NA
SAUDE ORAL






1. Introducao

1.1 Diabetes mellitus tipo 2

1.1.1 Conceito e Epidemiologia

A Diabetes mellitus (DM) engloba um grupo de distdrbios metabolicos comuns
que compartilham o fenétipo de hiperglicemia. Os factores que contribuem para este
aumento da glicose no sangue podem incluir reducdo da secrecdo de insulina,
diminuigéo da sua utilizagdo e aumento de glicose. Existem tipos distintos de Diabetes,
causados por uma interaccdo entre factores genéticos, ambientais e de estilo de vida.
Sdo classificados segundo o0 processo patogénico que origina a hiperglicemia, ndo sendo,
actualmente, considerados como critérios a idade de apresentacdo ou o tipo de
tratamento. As duas categorias gerais da Diabetes séo designadas como tipos 1 e 2,
existindo também a Diabetes mellitus gestacional e uma categoria que engloba outros

tipos especificos de DM (Kasper et al 2005).

Aproximadamente 85-90% dos individuos com DM pertencem a classificacdo
tipo 2 (Skamagas et al 2008). Dado o aumento exponencial do ndmero de casos de
Diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2), a investigacdo biomédica enfrenta grandes desafios,
particularmente na compreensdo da patogénese desta doenca e descoberta de
biomarcadores para o diagnostico da doenca (Li et al 2008). De acordo com as
estimativas da Organizacdo Mundial de Saude em 2000, existiam 171 milhdes de
pessoas em todo o mundo com Diabetes. A Diabetes mellitus diminui a esperanca
média de vida: uma pessoa diagnosticada com a patologia aos 40 anos terd uma
diminuicdo da esperanca de vida de cerca de 12 anos nos homens e 14 anos nas
mulheres (Skamagas et al 2008). Cinco por cento das mortes a nivel mundial estdo

atribuidas a Diabetes.

A Diabetes mellitus tem tido uma incidéncia mundial crescente, sendo apontada
como uma das principais causas de morbilidade e mortalidade no futuro préximo.

Apesar da prevaléncia dos tipos 1 e 2 se encontrar em aumento em todo o mundo,



espera-se que o predominio da DMT2 tenha um crescimento mais rapido devido ao

namero crescente da populagdo obesa e da diminuicdo de actividade fisica.

1.1.2 Factores de risco

A pluralidade de factores de risco, alguns modificaveis e outros fixos, predispdem
o0 individuo a desenvolver DM. Histdria da doenca em familiares de primeiro grau, o
avanco da idade e a etnia (Hispanicos, Afro-americanos, Asiatico-americanos, nativo-
americanos) sao factores classicos de risco ndo-modificaveis. Obesidade e IMC > 25
kg/m?, sedentarismo e uma homeostase da glicose comprometida, pré-existente, s&o
factores de risco modificaveis. Outros factores, incluem a Diabetes mellitus gestacional,
antes do parto de um bebé com peso > 4kg, sindrome dos ovarios poliquisticos,
hipertensdo e dislipidémia (trigliceridémia ou baixo colesterol HDL) (Skamagas et al
2008).

Diversos estudos demonstraram uma associacdo entre a obesidade e a DMT2
(Saito et al 2007). A obesidade é um factor de risco para a DMT2 por estar associada a
hiperinsulinémia e resisténcia a insulina. Igualmente importante como factor de risco da
Diabetes é a localizacdo da gordura, considerando-se a medida do perimetro abdominal
o indicador mais fiavel das alteragdes metabolicas verificadas nos obesos (Golay et al
2005).

A dieta é também considerada como um factor de risco relevante para a Diabetes,
em especial quando existe elevado consumo de gorduras saturadas e de hidratos de
carbono, ingestdo de poucas fibras e uma substituicdo dos alimentos tradicionais por

alimentos pré-fabricados e hipercaldricos (Golay et al 2005).



1.2 Coagulagao sanguinea no paciente com DMT2

A DMT2 é uma condig8o caracterizada por um ambiente metabdlico e funcional
que promove o desenvolvimento de processos ateroesclerdticos e as suas consequentes
complicacdes macrovasculares, como enfarte agudo do miocardio, acidente vascular
cerebral e patologia arterial periférica. Existe uma tendéncia pro-trombotica devido a
varios processos que se encontram afectados pela hiperglicemia e resisténcia a insulina,
nomeadamente a cascata da coagulacdo, a funcdo endotelial, a adesividade plaquetéria,

a adesividade de monacitos, a funcdo dos macrdfagos e a fibrinélise (Mafrici et al 2010).

Para compreender melhor esta predisposicdo pré-trombotica multifactorial no
paciente diabético, serdo abordados os aspectos fundamentais responsaveis por esta
condicdo: disfuncao endotelial, hiper-reactividade plaquetaria, alteracdo do mecanismo
de coagulacdo sanguinea (hipercoagulacdo) associada a uma capacidade reduzida de
fibrinolise.

1.2.1 Funcgao endotelial no processo de coagulagdao sanguinea

O endotelio vascular produz véarias moléculas e mediadores, cuja importancia é
fundamental para a manutencdo da homeostasia vascular, modulacdo do fluxo
sanguineo, activacdo plaquetaria e da cascata de coagulacdo e resposta a um estimulo
inflamatorio cronico (Rask-Madsen et al 2007). Quando o endotélio se encontra intacto
e sem exposicdo a substdncia toxicas, existe uma predominancia dos efeitos de
proteccao (anti-aterogénica) mediada pela ac¢do do 6xido nitrico (NO) (Devaraj et al
2005). Na presenca de um endotélio danificado ou exposto a substdncias toxicas
enddgenas (p.ex, LDL oxidada), ou no caso de condicdes patolégicas como a DMT2
que favorecem o aumento dos niveis circulantes dessas substancias, prevalecem o0s
efeitos induzidos pela producdo de endotelina, prostaglandinas, citocinas e quimiocinas.
Estes mediadores favorecem a vasoconstrigéo, a proliferacdo e migracdo de fibrocélulas
do musculo liso e de células inflamatorias, a adesao e agregacao plaquetaria, a activagédo
de factores de coagulacdo, a neoangiogénese, a producgdo de inibidor do activador de

plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) e da angiotensina Il (Rask-Madsen et al 2007).



No paciente com DMT2, observa-se um grau varidvel de disfuncdo endotelial
que € independente da presenca de placa aterosclerética. Esta disfuncéo tem origem em
trés mecanismos patogénicos: a resisténcia a insulina, um estado inflamatdrio cronico e

hiperglicemia plasmatica.

Na resisténcia a insulina, a libertacdo de acidos gordos por parte do tecido
adiposo estd aumentada, determinando um estado de hiperlipidémia que caracteriza a
DMT2 (aumento do LDL e diminuicdo do HDL) (Jansson 2007). O aumento da
oxidacdo de &cidos gordos circulantes leva a um aumento da producdo de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) e flavina adenina dinucleotideo (FADHZ2), que,
saturando a capacidade de transporte da cadeia mitocondrial, induz uma producéo

aumentada de ido superoxido, o que causa o dano endotelial (Brownlee 2005).

No paciente diabético, o tecido adiposo produz uma notavel quantidade de
citocinas como o factor de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 6 (IL-6) (que
levam a uma activacdo inflamatoria), de adipocina, leptina, resistina e PAI-1
(substancias de efeito pré-coagulante aterogénico) e uma producéo reduzida da citocina
adiponectina (de accdo vasodilatadora e antiaterogénica) (Bansilal et al 2007). O
espectro da resposta endotelial causada pela ac¢do desses mediadores € muito amplo,
nomeadamente maior permeabilidade vascular, resposta vasomotora alterada, adesdo
leucocitaria aumentada e maior facilidade de formacdo do trombo através da secrecédo
de substancias pré-coagulantes, inibicdo do mecanismo anticoagulante e
comprometimento da actividade fibrinolitica espontanea mediada pela estimulacdo da
producdo do PAI-1, como ja foi referido (Hartge et al 2007).

A activagéo da via de sinalizagdo do factor nuclear kappa B (NF-xB) pelo TNF-
a, da IL-6, da angiotensina Il, da insulina, do LDL oxidado e da hiperglicémia, induz a
expressao de genes que originam um aumento da producdo de molécula de adesdo
celular vascular 1 (VCAM-1), E-selectina, molécula de adeséo inter-celular, IL-1, IL-6,
IL-8, factor tecidular, PAI-1, e uma reducdo na expressao da sintase endotelial do 6xido
nitrico (eNOS) que intervem no mecanismo de mobilizacdo, adesdo e proliferagdo

celular, factores que aumentam a trombogenicidade (Jansson 2007).

O transporte da glucose ocorre por difusdo facilitada (insulino-independente)
tanto em células musculares lisas como em células endoteliais no entanto, nestas ultimas,
0 aumento da concentracdo de glicose no sangue favorece o acumulo de metabolitos o

que leva a um aumento do stress oxidativo (Schalkwijk et al 2005).



Em condi¢bes normais, a glucose é metabolizada através da via glicolitica.

Quando ocorre um aumento da sua concentracdo intracelular (hiperglicemia) sdo

activadas trés vias metabdlicas (via do poliol, via da hexosamina, via do diacilglicerol)

que levam a um aumento do stress oxidativo induzindo disfuncdo endotelial
(Schalkwijk et al 2005):

1.

2.

A via do poliol: com acumulacgéo de sorbitol dentro da célula que leva a
um aumento do stress osmotico; o aumento de citosol da relacdo
NADH/NAD+ provoca um desequilibrio oxidativo similar aquele que se
encontra no estado de hipoxia celular (pseudo-hipdxia hiperglicémica)
que favorece a acumulacdo de trifosfatos que, por sua vez, aumenta a
formacéo de produtos finais de glicosilacdo avancada (AGE) e o stress
oxidativo;

A via da hexosamina: com o aumento da frutosamina-6-fosfato cujos
niveis elevados junto com os de N-acetil-glucosamina, aumenta a
glicosilagdo dos factores de transcrigdo SP-1, levando a um aumento da
producdo do inibidor PAI-1 e do factor transformador de crescimento 1
(TGF-B1) que regula a diferenciacdo e apoptose celular, a sintese de
colagénio e a producdo de factor de crescimento do endotélio vascular
(VEGF);

A via da proteina cinase C (PKC): induz o aumento dos niveis de
diacilglicerol, que regula a actividade da NADPH-oxidase e ¢
responsavel pela producdo aumentada do ido superoxido a nivel da
parede vascular, amplificando o stress oxidativo. E também de salientar
que a PKC exerce uma accdo moduladora na expressao genética de
outras substancias, tais como eNOS, VEGF, TGF-B, o PAI-1 e NF-«xB
envolvidos em processos celulares de proliferacdo, inflamatérios e pro-

tromboticos (Brownlee 2005).

Devemos considerar também que o aumento dos niveis de glicolise

determina dois processos importantes (Schalkwijk et al 2005):

1.

A hiper-producdo de intermediarios dicarbonilicos que induzem uma

glicosilagdo ndo enzimatica de proteinas, levando a formacdo de AGE



que actuam aumentando o stress oxidativo e activando mecanismos
inflamatorios e pré-tromboticos.

2. A produgdo aumentada de equivalentes redutores a partir do ciclo do
acido citrico (através da hiper-producdo de piruvato) que determina, a
nivel mitocondrial, uma hiper-producdo do ido super-0xido que, gerando
radicais hidroxila, leva a uma reducdo da actividade da eNOS. O ido
superoxido também causa a inibigdo da desidrogenase do gliceraldeido 3-
fosfato através da activacdo da poli ADP-ribose polimerase (PARP) e
provoca o acumulo de produtos intermediarios da glicolise que séo

metabolizados, amplificando a leséo endotelial.

A alteracdo da funcdo endotelial esta ainda relacionada com o ido reactivo do
oxigénio que € capaz de inactivar directamente 0 NO e gerar peroxinitrito que, por sua
vez, inactiva a eNOS causando peroxidacao lipidica (que induz disfuncdo endotelial) e
reduz a actividade da sintetase da prostaciclina, levando ao aumento da expressao

endotelial das moléculas de adeséo e da apoptose (Schalkwijk et al 2005).

No paciente com DMT?2, existe uma producdo diminuida de oxido nitrico, seja
por inibicdo multifactorial da eNOS, seja pela inactivagdo aumentada por parte de
substancias de espécie reactiva do oxigénio, expressdo do stress oxidativo que
caracteriza o metabolismo celular do paciente diabético que contribui para a producéo
de AGE, activacdo da PKC e da cascata das MAPK que conduzem a producéo de varios
factores de transcricdo e consequente aumento da producdo de proteinas de sinalizacao
celular (Brownlee 2005). Além disso, o endotélio do paciente diabético também produz
uma menor quantidade de trombomodulina (proteina ligada ao sistema anticoagulante
da proteina C) e uma maior quantidade de factor tecidular (factor que activa a via

extrinseca da cascata da coagulacdo) e de diversas MMPs (Mafrici et al 2010).

Estudos in vitro demonstram que quando as células endoteliais sdo expostas a
niveis elevados de glucose, aumentam a producdo de componentes da matriz
extracelular (colagénio e fibronectina), de proteinas pré-coagulantes (factor de von
Willebrand- VWF e factor tecidular), diminuem a capacidade de proliferacdo e
migracdo, a capacidade fibrinolitica torna-se reduzida e ocorre um aumento da apoptose
(Schalkwijk et al 2005).



1.2.2 Funcgao plaquetaria no processo de coagulacao sanguinea

Sabe-se que as plaquetas, em virtude das suas caracteristicas funcionais
(libertacdo de substancias que interagem com o endotélio, com outras células hematicas
e com factores de coagulacao), sdo elementos chave no processo de reparacdo de danos

vasculares e no processo de formacédo do trombo (Sobel et al, 2004).

Diferentes substancias como adrenalina, serotonina, trombina e tromboxano,
sd0 capazes de activar e provocar libertacdo de factores pro-coagulantes, pro-
inflamatdrios e mitogénicos (necessarios para a reparacdo de danos endoteliais,
promovendo a expressdo de receptores glicoprotéicos da membrana, e para a formacao
da ponte de fibrinogénio) e de sensibilizacdo das plaquetas para a ac¢do dos
antagonistas (Fadini et al 2005). A disfuncdo endotelial provoca uma activacao local
das plaquetas que amplificam a resposta inflamatoria local, favorecendo, por sua vez, o

estabelecimento de um estado pro-trombdtico.

Estudos in vitro demonstram que o NO e a prostaglandina endotelial I, inibem a
actividade plaquetaria mediante a activacdo de varios mediadores, incluindo a
fosfoproteina estimulada por vasodilatacdo (VASP) que intervém na sequéncia de
activacdo e agregacao plaquetaria, modulando a interac¢do dos filamentos de actina e
inibindo a ligacdo do fibrinogénio ao receptor da glicoproteina (GP) Ilb/Illa (Schafer et
al 2008). Em particular, a activacdo da VASP ¢é regulada pelo receptor P2Y1, que, pelo
aumento da concentracdo intra-celular de AMP ciclico, induz a fosforilagdo da proteina
que determina a inactivacédo e, consequentemente, a reactividade plaquetaria (Angiolillo
et al 2008).

A via de sinalizacdo do receptor P2Y1, € normalmente inibida pela ac¢do da
insulina sobre as plaquetas. Em condicdo de resisténcia a insulina, existe um aumento
do sinal mediado por este receptor, o que explica a maior reactividade plaquetaria em
pacientes diabéticos (Angiolillo et al 2008).

As plaquetas do paciente diabético possuem maiores dimensdes do que o normal,
seja por uma disfuncdo dos megacariocitos (talvez devido a accao da insulina), seja por
uma activacdo cronica do stress. Além disso, existe uma maior libertacdo de factor
plaquetario 4 (inibidor da heparina), de B-tromboglobulina, tromboxano A2 (potente
vasoconstritor), PAI-1, fibrinogénio, VWF, factores de crescimento como VEGF, TGF-f

e factor de crescimento derivado de plaquetas (Stratmann et al 2005).



Estudos in vitro comprovam que as plaquetas do paciente diabético aumentam 3
a 7 vezes a producdo de factor X activado e de trombina, enquanto que as suas
membranas apresentam uma reduzida fluidez da componente lipidica o que determina a
exposicdo de um maior nimero de receptores plaquetarios de glicoproteina (GP) com
uma afinidade aumentada pelo fibrinogénio (Stratmann et al 2005). De um ponto de
vista funcional, as plaquetas do paciente com DMT2 apresentam uma maior adesividade
e uma tendéncia aumentada para agregacdo espontanea. Para explicar esta hiper-
reactividade das plaquetas tém sido sugeridas varias hipoteses: a mais aceite envolve a
glicosilacdo ndo enzimatica dos receptores GP juntamente com a reduzida fluidez da
membrana plaquetaria; é também possivel que a presenga de imunocomplexos de
insulina contribuam para potenciar esse mecanismo (Winocour et al 1992). Alguns
autores demonstraram que a activacao de plaquetas favorece o aumento da producédo de
VWEF e do factor VIII que, por um mecanismo de feedback, aumentam ainda mais a sua
activacdo; a concentracdo destes elementos € condicionada pela resisténcia a insulina, o
que afecta a adesdo e activacdo plaquetaria o que se associa a um aumento do PAI-1
(Stratmann et al 2005).

Por fim, parece que as plaquetas dos pacientes com DMT2 possuem uma menor
sensibilidade a accdo da insulina devido a um reduzido numero de receptores
especificos que, no individuo normal, sdo capazes de reduzir a resposta dos agonistas
(ADP, colagénio, trombina, prostaglandina) que induzem uma regulacdo negativa do
receptor plaquetario ap-adrenérgico, limitando assim a resposta prd-agregante da

catecolamina (Stratmann et al 2005).

1.2.3 Cascata da coagulacao e fibrindlise

Em condi¢cGes normais, o sistema de coagulacdo € caracterizado por um
constante equilibrio entre os processos de coagulacdo e fibrindlise, representados de
forma resumida na Figura 1, gracgas ao facto de todos os factores estarem presentes em

forma inactiva e os inibidores encontrarem-se activos.

A cascata de coagulacdo, que favorece a formagdo do coagulo, é iniciada
quando ocorre lesdo endotelial, levando a exposicdo de colagénio e producdo de factor

tecidular e factor Vlla (FVI1la). Ocorre a converséo de protrombina em trombina pelo
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complexo protrombinase (FXa e FVa) e, subsequentemente, a formacédo de fibrina, a
partir do fibrinogénio, e agregacdo de plaquetas que resulta na formacdo do
trombo/coagulo. O codgulo de fibrina é estabilizado e tornado mais resistente pelo

FXII1, que também é activado pela trombina (Grant 2007).

A fibrinolise mediada por plasmina, que resulta em produtos de degradacdo da
fibrina e lise do coagulo, ocorre seguidamente a conversdo de plasminogénio em
plasmina pelo activador tecidual do plasminogénio (tPA). O inibidor do activador do
plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) inibe rapidamente o tPA, e a a-2-antiplasmina (a-1-AP)
inactiva a plasmina. O inibidor da fibrinolise activado pela trombina (TAFI) leva a

clivagem da fibrina de modo a prevenir a co-activacdo do plasminogénio pela fibrina.

a The coagulation cascade

FX
\\ Prothrombin
lssug — > FXa b Plasmin-mediated fibrinolysis
factor Fya —™ \
FVlla S
Prathrombinase A L
complex &

Thrombin aggregated e
\ platelets [ K,

Fibrinogen — -4 _
2 Fibrin Plasmin

Figura 1: Diagrama resumido dos processos de coagulacéo e fibrinolise.

tPA=activador tecidual do plasminogénio; PAI-1= inibidor do activador do plasminogénio do tipo 1; a-1-AP= o-2-
antiplasmina; TAFI= inibidor da fibrindlise activado pela trombina

Adaptado de Bodary et al 2002.

No paciente diabético, em particular no tipo 2, existe um desequilibrio do
sistema de coagulacdo documentado por uma maior concentracdo de fibrinopeptideo A
(quantidade de produto resultante da clivagem enzimatica da trombina sobre o
quantidade de fibrinogénio, indice da actividade da trombina) e do fragmento 1 e 2 da
protrombina (indice de activacdo da trombina); existe um nivel aumentado de
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fibrinogénio, dos factores VII, 1X, XII, do VWF (que actua como facilitador do factor
VIII e como molécula de adeséo entre as plaquetas e o colagénio subendotelial através
do receptor GPIb) e da calicreina plasmaética (Grant 2007).

A calicreina plasmatica € uma protease serinica que liberta bradicinina por
clivagem proteolitica do seu precursor, 0 cininogénio, o que leva ao aumento da
permeabilidade dos vasos sanguineo, simulando alguns aspectos da resposta
inflamatoria. A calicreina pode activar o factor XIl e o plasminogénio, e é também
importante nos mecanismos da fase de contacto da via intrinseca da cascata da

coagulacao e na geracdo de actividade fibrinolitica.

Em pacientes com DMT?2 o nivel de fibrinogénio (que se transforma em fibrina
para formacdo do coagulo) encontra-se aumentado tanto na presenca como auséncia da
patologia microvascular. Existe uma diferenca significativa entre individuos com e sem
DMT2, em que o nivel de fibrinogénio esta bastante aumentado em pacientes que
realizam terapia insulinica (Missov et al 1996). Um facto interessante depreende-se de
um estudo que demonstra que, em condices de normoglicemia e normo-aminoacidemia,
a producdo de fibrinogénio torna-se aumentada se for administrada insulina ao paciente
com DMT2, mas ndo aumenta se essa administracdo for feita em individuos sem a

patologia (Barazzoni et al 2003).

A glicosilacdo ndo enzimatica do fibrinogénio que ocorre no paciente diabético
leva & formagdo de filamentos de fibrina mais finos mas mais fortemente entrelacados,
criando uma estrutura mais densa e, portanto, mais resistente a ac¢do de actividade
fibrinolitica (Grant 2007). Quanto aos inibidores da coagulacdo, como a antitrombina I1l,
esta encontra-se geralmente diminuida, apresentando uma menor capacidade inibitéria
da trombina (cuja fungdo é estimular a fragmentacdo do fibrinogénio para formar os
monomeros da fibrina de modo a formar o coadgulo), como também se encontra
diminuida a proteina C (anticoagulante fisioldgico), provavelmente por efeito da
glicosilagéo.

A actividade fibrinolitica também se encontra reduzida, principalmente devido
ao aumento, ja referido, da concentracdo sanguinea do inibidor do activador do

plasminogénio, PAI-1, cuja secre¢do aumenta com a concentracdo de insulina, de
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glicose, de angiotensina Il, a obesidade e a hiperlipidemia (Kamgar et al 2006). Os

efeitos dos niveis aumentados de PAI-1 na DMT?2 estdo representados na Figura 2.

_ Type 2 diabetes |

a4 a —a
T LDL & VLDL I Tinsulin || TAdipocytes I T Glucose JI T Angiotensin I
““--,___Ht ~a 4 2 _,--f""f
I Plasminogen activator] &
- inhibitor (PAI-1) -
/ -‘-_“ -

a 7 ~——

| APC Lt-PA & u-PA TTGF-i
: I
L Plasmin I
— T Extracellular matrix
4 - synthesis
LLForinolysis | | | Proteolysis | v
S
I Thrombosis a7 T s v | | Fibrosis |
| Extracellular matrix //
! degradation v
T Myocardial infarction, v T Cardiomyopathy
stroke, peripheral | ‘& re &
ardiovascular
vascular disease and renal mortality T Nephropathy

Figura 2: Diagrama representativo dos efeitos dos niveis aumentados de PAI-1 na DMT2. Em
destaque, nas caixas a vermelho, verifica-se a ocorréncia de uma diminuigdo dos niveis de plasmina

por inibigdo do t-PA, levando a uma diminuicéo da fibrindlise que origina um estado pré-trombético.

APC= proteina C activa, LDL= lipoproteinas de baixa densidade, VLDL= lipoproteinas de muito baixa densidade; PAI-1=
inibidor do activador de plasminogénio, t-PA= activador do plasminogénio tipo tecidular, u-PA=activador do plasminogénio
tipo urocinase, TGF-B= factor de crescimento transformador , ECM= matriz extracelular

Adaptado de Kamgar et al 2006.
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1.3 Factores de regulacao da cascata da coagulacdo

Ambas as vias da coagulacdo, intrinseca e extrinseca, sdo firmemente reguladas
por meio de enzimas activas com um tempo médio de vida curto, facto que € superado
pela amplificacdo do produto final, caracteristico das cascatas de proteinases. A via
intrinseca ocorre no interior dos vasos sanguineos, enquanto que na via extrinseca
ocorre extravasamento de sangue dos vasos para os tecidos conjuntivos. Quando o
sistema de coagulacdo é activado, pela via intrinseca ou extrinseca, ocorre a formacéao
do complexo protrombinase nas membranas fosfolipidicas. O complexo protrombinase
é formado com o factor Va e o factor Xa (o factor Va liga-se a membrana fosfolipidica e
a ele associa-se o FXa para clivar a protrombina, na presenca de ides de célcio) e gera
trombina activa pela dupla clivagem da protrombina mediada pelo factor Xa. A geragéo
da trombina é considerada a etapa critica na cascata da coagulacdo, pois medeia as
funcBes que levam a formacéo dos coadgulos pela clivagem do fibrinogénio e do factor

X1l e a activacdo de plaquetas.

Na cascata da coagulacdo, a accdo de proteases serinicas € essencial para a
manutenc¢do do processo normal de formagdo do coagulo. A calicreina plasmética € uma
protease serinica que, como ja foi referido, liberta bradicinina a partir do cinogénio, o
que leva ao aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, simula mecanismos da
resposta inflamatdria, e tem uma participacdo importante em mecanismos da via
intrinseca da coagulacdo e na fibrindlise: activa, numa reaccdo reciproca, o factor XII
depois de ligar-se a uma superficie com carga negativa (Van Der Graaf et al 1983);
parece mediar a activacdo da pro-urocinase e acelerar a formacédo de plasmina (degrada
os coagulos de fibrina) (Tsuda et al 2001). As proteases serinicas do sistema de
coagulacdo sdo reguladas pelos inibidores de proteases serinicas, que exercem uma

acc¢do inibitdria sobre essas enzimas.

1.3.1 Inibidores de proteases serinicas da cascata da coagulagdo

Como inibidores de proteases serinicas da coagula¢do sanguinea sdo importantes

as serpinas e a alfa-2-macroglobulina (A2M) (Krarup et al 2007), que serdo abordadas
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seguidamente. Varios inibidores de proteases serinicas sao capazes de inactivar a
protease serinica calicreina, entre os quais a A2M e a alfa-1-antitripsina (SERPINA1)
(Van Der Graaf et al 1983).

1.3.1.1 Serpinas

As serpinas pertencem a uma super-familia de proteinas que regulam diversas
fungdes, incluindo a inibicdo de proteases serinicas que participam na cascata da
coagulacao. O principal determinante de especificidade da serpina parece ser o residuo
P1 localizado na sequéncia de reconhecimento de substrato que integra o loop do local
activo (Stasi et al 2009).

Existem diversas serpinas, contudo a antitrombina (SERPINC1) é a principal
serpina envolvida na regulacdo das proteinases da coagulacdo sanguinea, tendo como
alvo atrombina, factores Xa, 1Xa, Xla e Xlla. Este inibidor exerce também uma funcéo
reguladora importante na geracdo de trombina. A nivel estrutural, a SERPINA1 possui
uma grande homologia estrutural com a antitrombina, exercendo uma fungéo reguladora
igualmente importante no mecanismo de coagulagdo/fibrinélise: possui uma afinidade
moderada para a plasmina e trombina (processo de fibrindélise), e inibe irreversivelmente
o activador do plasminogénio (Emmerich 2009, Niemann et al 1992). Além disso, como

ja foi referido, tem a capacidade de inibir a calicreina (Van Der Graaf et al 1983).

A SERPINAL ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico dos hepatécitos. A sua
capacidade inibidora ocorre através de um mecanismo de “ratoeira”, em que o loop do
local activo (RCL) estende-se para fora da estrutura da proteina e liga-se directamente a
protease-alvo. A protease cliva a serpina no local reactivo do RCL, estabelecendo uma
ligacdo covalente entre o grupo carboxilico do local activo da serpina e o grupo
hidroxila da protease serinica: 0 complexo serpina-protease é altamente estavel. Um
factor crucial para o sucesso da inibicdo da protease pela SERPINAL é a ligacdo entre
estas duas moléculas estar assegurada pela conformagéo nativa da SERPINAL (Figura 3)
(Carrell et al 2002, Irving et al 2000).
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Figura 3: Representacgdo da estrutura molecular nativa da alfa-1-antitripsina (SERPINAL)

Adaptado de Irving et al 2000

1.3.1.2 Alfa-2-macroglobulina

A alfa-2-macroglobulina (A2M) é uma glicoproteina capaz de inibir todas as
quatro classes de proteases serinicas através de um dnico mecanismo de armadilha. A
forma nativa da A2M ndo se liga a nenhum receptor, no entanto, através de uma reaccao
com pequenas aminas priméarias como a metilamina, ou com ligandos de proteinas,
sofre uma mudanca conformacional originando a forma activada da A2M: a protease
serinica cliva a A2M no dominio bait (de ligacdo), que contém ligacdes peptidicas que
sdo facilmente hidrolisadas por vérias proteinases e sofre a referida alteracdo de
conformacao (Boer et al 1993).

A A2M é sintetizada por varios tipos de células, incluindo fibroblastos do
pulmdo, mondocitos-macréfagos, hepatocitos, astrocitos e alguns tipos de células
tumorais (Borth 1992). Constitui um inibidor natural de varias proteases serinicas como
a catepsina, colagenase, elastase, tripsina e proteinas que participam na cascata da
coagulacdo como a calicreina, plasmina, factor Xa, activador de plasminogénio e
trombina. As proteinases referidas sdo inibidas pela formagdo de um complexo
irreversivel. Deste modo, funciona como inibidor da fibrindlise através da inibicdo da
plasmina e calicreina, e como inibidor da coagulacédo pela inibi¢do da trombina (Boer et
al 1993).
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1.4 Processo de cicatrizacdo no paciente com DMT2

Quando ocorre dano endotelial e é desencadeada a cascata de
coagulacgdo/fibrindlise, o objectivo deste processo de formacdo do coédgulo de fibrina
prende-se com a cicatrizacdo do tecido que foi lesado. Visto que a bibliografia existente
sobre a DMT2 refere um estado de hipercoagulacdo e hipofibrindlise caracteristico
desta condi¢do, o processo de cicatrizacdo que esta directamente relacionado com a
coagulagdo/fibrindlise sanguinea também estard comprometido. Deste modo, faz todo o
sentido encontrar as alteraces na coagulacdo/fibrindlise que tém implicacdo no

processo de cicatrizagdo.

Pode afirmar-se que a cicatrizacdo constitui uma resposta proliferativa que visa a
reparacdo do tecido injuriado ou perdido. E um fenémeno complexo, envolvendo o
recrutamento de células inflamatérias, proliferacdo e migracdo de células do
parénquima e do tecido conjuntivo, precedido de angiogénese e formacdo de tecido

conjuntivo (Thomson et al 2010).

Para que o processo de cicatrizacdo ocorra normalmente, é importante existir um
equilibrio entre a sintese de matriz extracelular (ECM) e a sua degradacao, tal como a
inducdo da formacdo de novos vasos sanguineos (Falanga 2005). Estes processos sdo
fortemente regulados por factores de crescimento, como o factor de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), o factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o
factor de crescimento de tecido conjuntivo (CTGF), e por enzimas de degradacdo da
matriz extracelular, as metaloproteinases da matriz (MMPs). Estudos sobre o processo o
processo de cicatrizacdo em pacientes diabéticos demonstram que existem
concentracdes diminuidas das proteinas PDGF e VEGF no tecido da ferida (Keswani et
al 2004).

O microambiente da ferida na DMT2 € alterado por varios processos, incluindo
infiltracdo celular anormal e formacgéo vascular comprometida. Existe uma inflamacao
prolongada, com angiogénese comprometida, bem como defeitos na funcdo dos
macrofagos e sintese de colagénio diminuida. Os macrofagos sdo importantes para o
processo de cicatrizagdo pois produzem factores de crescimento e citocinas que atraem
fibroblastos e células endoteliais, e participam na regulagdo da sintese de MMPs,

enzimas importantes para a remodelacéo do tecido de granulagdo (Thomson et al 2010).
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Durante a cicatrizacdo, ocorre um largo espectro de eventos, incluindo
agregacdo plaquetar, activacdo da cascata de coagulacdo, infiltracdo inflamatoria,
diferenciacdo celular e remodelacdo tecidular, que decorrem em trés fases distintas
(inflamacéo, proliferacdo e contraccdo e, por fim, remodelacdo da ferida). O dano
tecidular continuado ou renovado pode reiniciar a sequéncia de eventos nos locais

afectados de uma ferida existente (Peppa et al 2009).

Fase inflamatoria

O dano tecidular e ruptura de vasos sanguineos sdo precedidos da formacao do
coadgulo de fibrina que fornece o substrato para a migracdo celular na ferida. Os
neutrdfilos, atraidos por varias moléculas, fagocitam bactérias e corpos estranhos, sendo
gradualmente substituidos por macrofagos. Estes fagocitam microganismos, fragmentos
da matriz extracelular, fibrina, neutréfilos, eritrocitos, e produzem factores de
crescimento e citocinas que atraem fibroblastos e células endoteliais, responsaveis pela
producdo de MMPs, para remodelacéo do tecido de granulacéo (Peter et al 1999).

Na DMT2, todos os componentes desta fase parecem estar desregulados,
levando a um atraso na cicatrizacdo. O factor de expressédo tecidular dos queratindcitos,
fibroblastos e células do musculo liso encontra-se diminuido (Chen et al 2005). Além
disso, foi observado um comprometimento na producdo de citocinas, na quimiotaxia e
na actividade fagocitaria, e um stress oxidativo aumentado que parece inibir a activacdo
e migragdo celular (Wetzler et al 2000, Musalmah et al 2002). O resultado final
constitui uma resposta inflamatéria prolongada que suprime, em vez de prosseguir, as

fases seguintes do processo de cicatrizacao.

Fase de proliferacéo

Esta fase inclui duas etapas, a reepitelizacdo e a formacdo de tecido de
granulacdo. A reepitelizacdo é mediada pela hipoxia tecidular e vérios factores de
crescimento que promovem a diferenciacdo e proliferacdo das células da camada basal
em queratindcitos e a migragdo destes ao longo do bordo livre da ferida. A formacéo de
tecido de granulagdo exige a formacdo de novos vasos sanguineos e a invasdo da matriz
extra-celular proviséria rica em fibrina/fibronectina pelos fibroblastos, que emergem da

matriz de colagénio que rodeia a ferida. A hipoxia tecidular e varios factores
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angiogenicos parecem ter um papel importante neste processo, bem como o0s
macrofagos na expressdo de varios factores de crescimento e metaloproteinases,
regendo a degradacdo de tecido conjuntivo, locomogdo das células endoteliais e
neovascularizacdo. A invasdo dos fibroblastos promove a expressdo e deposicdo de
fibronectina, acido hialurénico e colagénio I e 11l que sdo incorporados na nova matriz
extracelular, sendo diferenciados em miofibroblastos os quais sintetizam uma matriz
mais colagenosa o que facilita a contraccdo e remodelacdo da ferida (Thomson et al
2010).

Tem sido observado que as feridas nos diabéticos contém concentracdes
significativamente menores de factores de crescimento, 0 que esta em parte associado
aos efeitos adversos dos produtos gerados pela peroxidacdo dos lipidos (Loot et al
2002). Além disso, tem sido observada uma expresséo desregulada das MMPs, levando
a uma actividade proteolitica anormal e degradacdo descontrolada de varias
macromoléculas (Trengove 1999), paralelamente os fibroblastos possuem uma
capacidade migratéria diminuida e uma funcdo secretora anormal. Também os
queratindcitos tém uma proliferacdo atenuada e alteracfes na morfologia e diferenciacdo
(Lobmann et al 2006).

Tem sido demonstrado que a DMT2 exerce um efeito pré-apoptdtico nos
fibroblastos alterando a expressdo genética e induzindo a actividade de caspases
(enzimas envolvidas no processo de apoptose). Esta actividade aumentada de caspases
também pode ser amplificada pela continua resposta inflamatéria e expressao
desregulada das citocinas (Al-Mashat et al 2006). Cortes histoldgicos revelaram,
também, uma reepitelizacdo diminuida e menor proliferacdo e migracdo de células
mesenguimatosas no codgulo de fibrina, formacdo de novos vasos sanguineos diminuida

e baixa densidade de matriz extracelular (Singer et al 1999).

Contraccéo e remodelacao da ferida

Durante esta fase, ocorre um processo complexo levando a diferenciagdo de
fibroblastos que invadem o coagulo e se diferenciam em miofibroblastos contracteis
(Singer et al, 1999). Varios factores de crescimento, proteinas da matriz extracelular e
receptores de integrinas parecem exercer um papel sinergético importante. O vasto
tecido de granulagdo celular e vascular origina, posteriormente, um tecido cicatricial

menos celular e menos vascular atraves de um processo assinalado pela supressdo da
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secrecdo de proteases e pela sintese e deposicdo aumentada de colagénio. Este processo,
juntamente com o efeito pro-fibrético do factor transformador de crescimento (TGF-B) e
a consequente apoptose das células invasoras, resulta na substituicdo gradual do tecido
de granulacdo por um tecido de cicatrizacdo acelular composto por pequenas fibras de
colagénio (Al-Mashat et al 2006).

Na DMT2, a diferenciacdo tardia de fibroblastos em miofibroblastos, em
conjunto com a fadiga celular, podem contribuir para a dificuldade na fase de
contraccdo e remodelacdo da ferida. Em geral, a fase inflamatdéria aumentada e
continuada, a sobrevivéncia celular diminuida, a fadiga celular e o distirbio na
producdo de factores de crescimento podem resultar em insucesso na contraccdo do
tecido da ferida e na remodelagéo em tecido cicatricial menos celular e quase avascular
(Peppa et al 2009).

Para além dos factores descritos, outros tém sido relacionados com a
hiperglicemia como estando associados a dificuldade de cicatrizagdo na DM, incluindo
os produtos finais de glicolisacdo avancada (AGE). Existe uma larga evidéncia de
estudos realizados in vivo e in vitro que indicam que 0os AGE podem desempenhar um
papel importante na patogénese da cicatrizacdo comprometida na DMT2, afectando
negativamente varios componentes do processo de cicatrizagdo. A acumulacdo de AGE
nos tecidos do diabético (incluindo o tecido da ferida) e a sua interaccdo com receptores
celulares especificos como os receptores de produtos finais de glicosilacdo avancada
(RAGE) tem sido associada a diminuicdo da migracdo transendotelial de neutrdéfilos,

levando a hipocelularidade e uma resposta inflamatdria anormal (Toth et al 2008).

Estudos em ratos diabéticos, mostraram que a expressdo de RAGE esta
aumentada nos tecidos da ferida, paralelamente a um aumento da acumulagéo de AGE
e resposta inflamatdria também aumentada (Goova et al 2001). Podem ser sugeridas
estratégias anti-AGE incluindo agentes anti-AGE ou modificacdo de AGE na dieta, de
modo a prevenir ou tratar o atraso no processo de cicatrizacdo no diabético (Peppa et al
2009).

Como ja foi referido, os efeitos do TGF-B1 na sintese de matriz extracelular e no
fenotipo celular séo cruciais na fase final da cicatrizacdo, tal como a deposicdo de
colagénio, supressdo da secrecdo de MMPs ou sua diminuicdo e diferenciacdo de
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fibroblastos em miofibroblastos contracteis. A glicosilagdo ndo enzimatica nos tecidos
da ferida tem sido associada a uma apoptose prematura dos fibroblastos e, como
resultado, uma sintese diminuida de colagénio, enquanto que uma concentracdo

inadequada de miofibroblastos perturba a contraccao da ferida.

Um estudo de Tomasek e colaboradores (2002) evidenciou que a matriz de
colagenio possui fibras estaveis, menos plasticas e deformaveis que exercem tensdes
nos fibroblastos o que pode levar & sua diferenciacdo em miofibroblastos contracteis, 0s

quais geram forcas que levam a uma resisténcia a contraccao.

Todos estes mecanismos alterados que foram abordados, levam a uma
dificuldade de cicatrizacdo das feridas de pacientes diabéticos. Esta complicagdo tem
particular relevancia em Medicina Dentaria, pois a cicatrizacdo apds tratamentos
dentarios invasivos ndo ocorre normalmente, o que pode também originar infeccbes
com facilidade acrescida. Seguidamente serdo abordadas as complicagdes a nivel oral
mais relevantes da DMT?2, para além da dificuldade de cicatrizagao.
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1.5 Complicagdes orais da DMT?2

A hiperglicemia crénica que ocorre na Diabetes, além de prejudicar varios
6rgdos como rins, olhos, nervos, vasos sanguineos e coracdo, pode também estar
associada a alteragdes orais como doenca periodontal, e outras alteragdes que muitas
vezes podem aparecer antes e predispor a doenca periodontal, como o
comprometimento da funcdo das glandulas salivares que levam a uma reducdo do fluxo
salivar (xerostomia) e alteracdo na composicao da saliva, alteracdo do paladar, sindrome
da boca ardente, maior tendéncia para desenvolver infeccBes orais, atraso no processo

de cicatrizacdo, halitose, lesdes de céarie e liquen plano (Negrato et al 2010).

1.5.1 Dificuldades no processo de cicatrizacao

Como ja foi descrito, o0 processo de cicatrizacdo encontra-se limitado na DMT?2 e,
por consequéncia, também a cicatrizagdo na cavidade oral se encontra comprometida, o
que constitui um factor de risco na maioria dos tratamentos dentarios, sendo necessario
mais tempo para que ocorra cicatrizagdo ap0s tratamentos dentarios invasivos, como

exodontias e cirurgia periodontal.

1.5.2 Alteragdes das glandulas salivares e da saliva

No paciente diabético pode ocorrer um aumento do volume das parétidas,
geralmente assintomatico. A sialodenose ¢ uma doenca multifactorial das glandulas
salivares, geralmente assintomatica, caracterizada por um crescimento bilateral doloroso,
das glandulas salivares, normalmente as parotidas. Este crescimento é geralmente
precedido por uma diminuicdo na producdo de saliva, levando a ocorréncia de
xerostomia. Esta patologia ndo é inflamatoria nem tumoral, mas sim degenerativa,
estando relacionada com alteragfes na regulacdo neuro-autondmica da glandula,

causada por uma desmielinizacdo e consequente atrofia das células mioepiteliais. Isto
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leva a um comprometimento do mecanismo de secrecado, resultante da estimulacdo dos
receptores alfa e beta adrenérgicos das células acinares que, fisiologicamente, induzem
exocitose. Na sialodenose diabética, 0 aumento de volume da glandula é devido a
infiltracdo adiposa no parénquima, alteracfes observadas tanto nas células acinares
como ductais (Carda et al 2005).

Quando existe diminuicdo do fluxo salivar, podem ocorrer varias alteracGes a
nivel oral, tais como: maior concentracdo de mucina e glicose; comprometimento da
producdo e/ou accdo de varios factores antimicrobianos; auséncia de uma
metaloproteina denominada gustina, responsavel pela constante maturacdo das papilas
gustativas; alteracdo do paladar; candidiase oral; maior exfoliacdo celular ap6s contacto
devido a fraca lubrificacdo; maior proliferacdo de microrganismos patogénicos; lingua
saburrosa; halitose (Vernillo 2003).

Muitas vezes, a hiposalivagdo é tdo intensa que o paciente diabético refere sentir
a boca seca. A xerostomia (sensacao subjectiva de boca seca) estd geralmente associada
com uma diminuic¢do da producdo de saliva, e é referida por 10 a 30% dos pacientes
diabéticos (Neville et al 2004, Tdéfoli et al 2005). A hiposalivacdo pode causar
glossodinia, ulceracbes, queilite, lingua fissurada, caries e dificuldade em manter a
aderéncia/retencdo da protese o que pode levar a trauma dos tecidos, o que por sua vez,
pode predispor a infeccBes (Vasquez et al 2005). Dada a importancia da saliva na
manutencdo e preservacao da salde oral, seria importante incluir a avaliacdo da funcao
salivar no paciente diabético. Esta avaliacdo pode ser realizada através da sialometria,
procedimento que permite medir o fluxo salivar (quantidade de saliva por minuto),
constituindo uma técnica ndo-invasiva, rapida, com baixo custo e que fornece

informacdo acerca das alterac6es das glandulas salivares e/ou destruicéo.

Vaérios estudos tém sido realizados no sentido de caracterizar as alteracdes
bioguimicas da saliva encontradas em pacientes diabéticos. Estas alteracGes estdo
relacionadas com a concentragdo de glicose, niveis totais de proteinas, albumina,
lisozimas, peroxidase, electrélitos (sodio, potassio, cloro, fosforo, magneésio e calcio),
amilase, IgA e capacidade tampédo. No estudo de Carda et al 2006, foram encontrados
niveis aumentados de ureia e do total de proteinas, e niveis reduzidos de microalbumina

na saliva de pacientes diabéticos. Foram identificadas elevadas concentragdes de glicose
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na saliva apenas em pacientes diabéticos com HbAlc > 8.0% (quantidade de
hemoglobina glicosilada). Estas alteragdes bioquimicas podem estar relacionadas com
as mudancas estruturais previamente descritas que sdo observadas nas glandulas
pardtidas. No estudo de Pacheco et al 2005, verificou-se a existéncia de alteracdes no
fluxo salivar e na concentracdo de célcio, na saliva de pacientes com DMT2, tendo
implicagdo no desenvolvimento de caries. A conclusdo final é que apesar de um bom
controlo metabdlico, o paciente com DMT2 apresenta alteracdes na composi¢ao e/ou

producao de saliva.

1.5.3 Maior tendéncia para infecgdes orais

O paciente diabético € mais susceptivel ao desenvolvimento de infeccdes e
abcessos na cavidade oral o que, por sua vez, pode prejudicar o controlo glicémico. Essa
susceptibilidade a infec¢bes, nomeadamente por fungos como a candidiase, é potenciada
pela presenca de niveis aumentados de glicose na saliva, baixa producdo de saliva e
alteracbes na composicdo da saliva, através de modificacdes no seu conteddo de
proteinas anti-microbianas como lactoferrina, lisozima e lactoperoxidase (Tekeli et al
2004).

Existe também maior tendéncia do diabético para outros tipos de infec¢des, dado
que a funcdo do sistema imunitario se encontra comprometida, uma vez que as células
polimofonucleares apresentam uma quimiotaxia menor bem como a fagocitose, e ambas
as situacdes levam a uma diminuicdo na ac¢do anti-bacteriana desempenhada por estas
células. Para além deste facto, a microcirculacdo pode ser afectada, levando a uma
diminuicdo no fornecimento de oxigénio, o que pode contribuir para uma
susceptibilidade aumentada do diabético a infec¢Bes, ndo sé na cavidade oral como em
todo o corpo (Beikler et al 2003).
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1.5.4 Maior predisposicao a Doenca Periodontal

Reconhece-se que a Doenca Periodontal é mais prevalente e mais grave em
individuos diabéticos. Em pacientes com DMT2, o risco de desenvolver Doenca
Periodontal é trés vezes maior do que na populacdo em geral (Vernillo 2003). Um
estudo realizado com pacientes diabéticos versus grupo de controlo mostrou que 100%
dos pacientes diabéticos apresentava Doenca Periodontal, enquanto que no grupo de

controlo apenas 50% apresentavam a doenca (Carda et al 2006).

Para compreender a associacdo entre estas duas patologias, tém sido realizadas
investigaces no sentido de encontrar mecanismos bioldgicos especificos. Estima-se
que a Diabetes promove a Periodontite através de uma resposta inflamatoria exagerada
ao microbiota do periodonto, no entanto a microflora subgengival em pacientes com
Periodontite que tém Diabetes é geralmente equivalente a observada em pacientes com
Periodontite que ndo tém um diagndstico de Diabetes (Lamster et al 2008).

Mais recentemente tem sido demonstrado que os pacientes diabéticos sdo mais
susceptiveis ao desenvolvimento de Doenca Periodontal devido ao facto de
apresentarem um comprometimento na funcdo dos leucdcitos polimorfonucleares,
anomalias no metabolismo do colagénio e na formacdo de produtos finais de
glicosilacdo, AGE, que afectam negativamente a estabilidade do colagénio e a
integridade vascular. Estes AGE ao ligarem-se aos receptores de macréfagos e
mondcitos podem aumentar a interleucina-1 (IL-1) e o factor de necrose tumoral alfa
(TNF-a) (Negrato et al 2010), o que provoca uma aumento da resposta inflamatoria e
consequente aumento da susceptibilidade para destruicdo tecidular.

Foi sugerido que o aumento de AGE e a sua interaccdo com receptores de
produtos finais de glicosilacdo avancada (RAGE) na gengiva de doentes diabéticos, leva
a um aumento da permeabilidade vascular, e diminuicdo da integridade tecidular e
funcdo de barreira. O aumento de AGE no tecido atrai e imobiliza mondécitos com a
libertacdo de citocinas pro-inflamatorias e metaloproteinases da matriz (MMPs). Outras
células, como fibroblastos, séo afectadas pelos AGE e podem conduzir a um aumento
de MMPs e uma diminuicdo da producdo de colagénio. Foi igualmente sugerido que a
interacgdo entre AGE, mondcitos e RAGE resulta na producédo crénica de mediadores
pro-inflamatorios como IL-1B, TNF-a e IL-6, cujos efeitos incluem a activacdo de
osteoclastos e MMPs. Esta cascata de eventos parece estar implicada na resposta
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exagerada aos agentes patogénicos, resultando na destruicdo acelerada de tecido
conjuntivo e 6sseo (Pucher et al 2004, Nassar et al 2007).

Como a circulagdo na area periodontal se torna mais lenta, faz com que a gengiva
e tecido Osseo fiquem mais vulnerdveis a infeccbes. A reducdo na producdo de
colagénio também tem implicacdes na patologia periodontal, pois constitui um
importante componente do tecido que suporta o dente, bem como a reducdo do fluxo
salivar, dado que a saliva ajuda a controlar o crescimento de bactérias e a evitar a
formacéo de placa (Taylor et al 2008).

Existe uma evidéncia extensa que indica uma relacdo entre um mau controlo
glicemico e a Doenga Periodontal, no entanto, ndo existe informagdo conclusiva que
sugira que o controlo metabdlico rigido melhore o estado periodontal sem tratamento
periodontal. Esta, no entanto, bem documentado o facto de que pacientes com controlo
glicémico respondem tdo bem ao tratamento periodontal como os pacientes néo-
diabéticos (Pucher et al 2004, Nishimura et al 2007).

Os tecidos periodontais s&o estruturas orais muito afectadas na DMT2, existindo
uma relagéo bidireccional entre a Doenca Periodontal e a Diabetes: a DM predispbe ao
desenvolvimento da Doenca Periodontal a qual, por sua vez, contribui para o
descontrolo glicémico. Varios mecanismos envolvidos na fisiopatologia da Doenca
Periodontal estdo associados a dificuldade de cicatrizacdo na cavidade oral,
caracteristica da DMT2, nomeadamente a producdo de produtos de glicosilacdo
avancada (AGE) que afectam os fibroblastos e levam a uma menor producdo de
colagénio. Além disso, na Doenca Periodontal sdo activadas substancias pro-
inflamatorias que levam uma resposta inflamatoria prolongada que suprime as fases
seguintes do processo de cicatrizagdo. Deste modo, os efeitos no processo de
cicatrizacao a nivel da cavidade oral provocados pela DMT2 sdo ampliados na presenca

de Doenca Periodontal.

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da Doenca
Periodontal associada a DMT2 tem bastante relevancia na Medicina Dentaria,
permitindo ao profissional orientar os pacientes com DMT2 sobre a necessidade de bom
controle glicémico e higiene oral adequada para minimizar os riscos de Doenca

Periodontal.
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1.6 Diagnostico da DMT?2

A Diabetes constitui-se como uma doenca complexa, ainda que o seu diagnostico
seja determinado, muitas vezes, por avaliacdo de um Unico biomarcador: a concentragdo
de glicose. O nivel de hiperglicemia altera-se ao longo do tempo e reflecte tanto a
severidade do processo metabodlico subjacente como o sucesso do tratamento (ADA
2011).

As guidelines de tratamento da ADA (The American Diabetes Association)
sugerem que a concentracdo de glicose no plasma devera encontrar-se entre os niveis de
90-130 mg/dI (5.0-7.2 mmol/l).

Durante décadas, o diagnéstico da DM baseava-se apenas na determinacdo da
glicose no plasma, quer a glicose plasmatica de jejum ou o valor de glicose ap6s 2 horas
da ingestdo de 75g de glicose (teste oral de tolerancia a glicose). Em 2009, o
International Expert Comittee, que inclui representantes da ADA, da International
Diabetes Federation (IDF) e da European Association for the Study of Diabetes
(EASD), recomendou a utilizacdo do teste A1C/HbAlc (medicdo da hemoglobina
glicosilada) para diagnostico da Diabetes, com um limiar de 6,5% (International Expert
Committee, 2009), e a ADA adoptou este critério em 2010. O teste A1C representa a
quantidade de hemoglobina que esta glicosilada, estimando a glicemia média dos
ultimos 3 meses (representa o tempo médio de vida de um eritrécito). Deste modo, este
teste constitui também um meio comodo e preciso de seguir o controlo glicémico de um

paciente ja diagnosticado com DM (Skamagas et al 2008).

Os critérios da glicose estabelecidos para o diagnostico da DM (glicose de jejum e
teste de tolerancia a glicose) permanecem também validos. Resumidamente, 0s critérios

para o diagndstico da Diabetes sdo (ADA 2011):

e HbAlc > 6,5%: o teste deve ser realizado em laboratorio utilizando um
método  certificado pela NGSP  (National  Glycohemoglobin
Standardization Program) e estandardizado pelo ensaio DCCT (Diabetes

Control and Complications Trial);

ou
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e Glicose plasmatica de jejum > 126mg/dl (7.0 mmol/l). O jejum ¢é definido

como a auséncia de ingestdo caldrica durante pelo menos 8 horas.

ou

e Glicose plasmatica de 2 horas > 200 mg/dl (11.1 mmol/l) durante o teste
de tolerancia a glicose: deve ser realizado de acordo com a descricdo feita
pela Organizagdo Mundial de Saude, utilizando uma carga de glicose
contendo o equivalente a 75 g de glicose anidra dissolvida em agua.

ou

e Em um paciente com sintomas classicos de hiperglicemia ou crise

hiperglicémica, glicose plasmatica > 200 mg/dl (11.1 mmol/l).

Com o desenvolvimento de metodologias na area da Protéomica, visando o
esclarecimento de mecanismos moleculares envolvidos em condicGes patoldgicas, 0
estudo de proteomas de tecidos e fluidos do organismo, nomeadamente a saliva, podera
permitir, futuramente, auxiliar no desenvolvimento de novas técnicas de diagnostico da

DMT?2, principalmente através da identificacdo de biomarcadores salivares da patologia.
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1.7 A Protedmica e a Bioinformatica no estudo da DMT2

A Protedmica tem como objectivo principal a avaliacdo da presenca/auséncia,
quantidades e modificacbes pés-traducdo de todas as proteinas presentes numa
determinada amostra bioldgica (o0 proteoma). A comparacdo de proteomas permite
clarificar mecanismos moleculares implicados em doengas, por comparacdo com

fendtipos padrao.

A DMT2 constitui-se como uma doenca muito complexa e com expressao
alterada de muitas proteinas e seus produtos como pudemos evidenciar ao longo da

nossa introducao.

No entanto, todos os estudos apresentados estdo centrados na avaliacdo da
presenca e quantidade de apenas algumas proteinas em tecidos, ou entdo resultado de
estudos em culturas de células ou em modelos animais. Os estudos de protedmica da
DMT?2 permitem caracterizar as alteracfes de expressdo de todas as proteinas presentes
em multiplos tecidos e fluidos biol6gicos.

A avaliacdo integral de todas as proteinas permite compreender as implicaces
das alteracGes ao nivel dos mecanismos moleculares de sinalizacdo em que as proteinas
alteradas participam. Existem, actualmente, alguns estudos de protedmica realizados em

pacientes com DMT2, com identificacdo de proteinas alteradas (Sundsten et al 2009).

Os estudos de ciéncias Omicas geram uma vasta informacdo. Nesse sentido, o
recurso a ferramentas bioinformaticas é crucial para analisar o elevado nimero de
informacdo, nomeadamente a quantidade de proteinas identificadas, suas estruturas e
funcbes, de modo a integrar os resultados obtidos e comparar com a informacéo

disponivel em bases de dados.

Considerando a existéncia de uma vasta informacao experimental e bibliografica
sobre mecanismos moleculares envolvidos em patologias, como é o caso da DMT?2,
seria quase impossivel e extremamente moroso analisar e estudar toda a informacéo que
existe de modo a estabelecer relagdes entre proteinas envolvidas e a patologia. As
ferramentas informaticas permitem relacionar e analisar os dados existentes, como:
identificar genes e respectiva proteina, prever e comparar a estrutura de proteinas,
identificar inibidores de enzimas, organizar e relacionar informacéo a bioldgica, agrupar

proteinas homdlogas, entre outros inimeros resultados. As ferramentas informaticas de
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pesquisa e analise avancada de dados actualmente disponiveis, permitem identificar
mecanismos moleculares facilitando o esclarecimento de patologias, bem como a

identificacdo de terapéuticas especificas e de critérios de diagnostico.

Conclui-se que a Bioinformética conjuntamente com a evolucéo do instrumental
para estudos de protedmica tornaram-se em ferramentas extremamente abrangentes e

que permitem adquirir e relacionar informacao.

Sendo a saliva um fluido biolégico complexo e que pode constituir um meio
adequado para o diagnostico, o conhecimento do proteoma salivar da DMT2 permitira
elucidar a biologia da cavidade oral e esclarecer os mecanismos moleculares e

fisiopatolégicos desta condicéo.
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2. Objectivos

Sendo a DMT2 uma patologia de etiologia multifactorial prevalente e com
claras implicagdes na Saude Oral, principalmente pela dificuldade acrescida de
cicatrizacdo, torna-se relevante a analise dos resultados do proteoma salivar sobre no
sentido de identificar as proteinas alteradas na saliva do paciente diabético que tenham
participagdo importante na coagulagdo sanguinea e fibrinélise, dois mecanismos
fundamentais para 0 processo de cicatrizagdo o qual, como a vasta informacéo

bibliografica documenta, se encontra comprometido no paciente diabético.

A andlise do proteoma salivar na DMT2 tem particular importancia pois,
actualmente, ndo existem estudos publicados que esclarecam que as proteinas
responsaveis pela hipercoagulacdo e hipofibrindlise caracteristicas da DMT2, com
implicagdo evidente na cicatrizagdo, se encontram presentes na saliva. Deste modo,

Propomo-nos:

Catalogar todas as proteinas identificadas como alteradas em estudos de

protedmica na DMT2 e deposité-las na base de dados do OralCard;

e Avaliar as implicagdes funcionais das proteinas salivares identificadas

como alteradas, presentes no proteoma salivar da DMT?2,;

e Determinar interac¢bes das proteinas alteradas presentes na saliva na
DMT2 e que estejam implicadas na coagulacdo/fibrindlise e,

consequentemente, na cicatrizacdo na saliva do paciente com DMT?2;

e Sugerir causas moleculares responsaveis por alteracbes das vias de
sinalizacéo identificadas como comprometidas na DMT2, como contributo
para o esclarecimento da desregulagdo dos processos de coagulagéo
sanguinea e de fibrindlise conducentes & cicatrizagdo comprometida

caracteristica da patologia.
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3. Material e Métodos

A pesquisa bibliografica foi realizada com recurso a ferramenta PubMed
(PubMed 2009) e Novoseek (Novoseek 2008) e incidiu na recolha de informacao sobre
0 proteoma salivar da DMT?2 e revisao bibliografica sobre os mecanismos moleculares
implicados na patologia, com especial incidéncia no processo de coagulacéo, fibrinolise

e cicatrizagéo.

A lista de proteinas salivares alteradas na DMT2 foi retirada do artigo de Rao et
al 2009, e avaliou-se se as proteinas alteradas ja faziam parte da base de dados do
OralCard (OralCard 2011). Foram adicionadas as proteinas que ainda ndo estavam
incluidas na base de dados do proteoma salivar, indicando-se a patologia e a sua

alteracdo (diminuida ou aumentada).

O OralCard constitui uma ferramenta bioinformatica que reune as proteinas da
saliva identificadas em varias bases de dados biomédicas, permitindo a caracterizacdo
do proteoma salivar quanto ao local de produgdo da proteina, fun¢do, mecanismos
moleculares e a sua associacdo a doencas. Esta ferramenta, disponivel online
(http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/), tem importancia a nivel da Medicina Dentaria,
pois contem a informacdo sobre todas as proteinas presentes na cavidade oral
identificadas até a0 momento e em permanente actualizacdo, constituindo-se como
ferramenta atil em estudos de biologia da cavidade oral, nomeadamente em estudos de
identificacdo de marcadores moleculares de doencas, possibilitando o desenvolvimento
de testes de diagndstico que visam uma melhoria no progndéstico, ou mesmo para a

descoberta de novos agentes terapéuticos.

A anélise bioinformatica das interaccdes entre proteinas salivares alteradas na
DMT?2 foi realizada com recurso as ferramentas bioinformaticas de acesso universal
STRING (Szklarczyk et al 2011), PANTHER (Mi et al 2010, Thomas et al 2003),
UniProtKB (The UniProt Consortium 2011) e PyMOL (PyMOL, 2008):

e STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes): constitui
uma base de dados que contém interaccGes proteina-proteina. As
interacgdes incluem associacdes directas (fisicas) e indirectas (funcionais),

determinadas experimentalmente ou sugeridas na bibliografia, e
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interaccdes previstas de acordo com o conhecimento estrutural das
proteinas. Quantitativamente, o STRING integra interac¢des de dados das
fontes referidas para um largo nimero de organismos. A base de dados,

actualmente, contém 5 214 °234 proteinas de 1133 organismos.

Sistema de Classificacdo PANTHER (Protein ANalysis THrough
Evolutionary Relationships): constitui um recurso Gnico que classifica os
genes pelas suas fungdes, utilizando a evidéncia experimental cientifica
publicada e relagdes evolutivas para predizer funcGes apesar da auséncia
de evidéncia experimental directa. As proteinas sdo classificadas em:
familias e sub-familias de genes (incluindo arvores filogenéticas); classes
ontoldgicas de genes (fungdo molecular, processo biolégico, componente
celular); classes proteicas e vias de sinaliza¢do incluindo diagramas. Para
esta Gltima ontologia, permite acesso a representacGes graficas de
mecanismos de interaccdo funcionais ja determinados. O PANTHER
aplica ferramentas de software e tratamento manual de informacéo para
relagbes com a maior precisdo possivel, e para manté-las actualizadas
como novos resultados experimentais acumulados. A Batch ID Search
constitui a ferramenta de classificacdo do PANTHER para cada grupo de
proteinas, usando os identificadores AC do UniProtKB (sem isoformas de
proteinas). E também utilizada a ferramenta de analise de dados de
expressao genética do PANTHER para comparar as classificacdes de
varios clusters para uma lista de referéncia (nimero total de proteinas
humanas em banco de dados do PANTHER) para determinar
estatisticamente sobre ou sob-representacéo das categorias de classificacdo
PANTHER. Cada lista é comparada com a lista de referéncia usando o
teste binomial para cada termo GO do componente celular celular, fungéo

molecular ou processo bioldgico no PANTHER.

O UniProtKB (UniProt Knowledgebase): é o cubo central para a colec¢éo
de informacdo funcional de proteinas, com anotacao precisa, consistente e
rica. Além de capturar a informac&o central obrigatdria para cada entrada
do UniProtKB (principalmente, a sequéncia de aminoacidos, nome da

proteina ou descricdo, dados taxondmicos e informac6es de citacdo), anota
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todas as informacdes complementares ja disponiveis para essa proteina.
Isto inclui ontologias bioldgicas largamente aceites, classificacbes e
referéncias cruzadas, e indicacOes claras da qualidade de anotacdo na
forma de atribuicéo de evidéncia de dados experimentais e computacionais.
O UniprotKB consiste em duas sec¢des: uma que contém 0s registos
anotados manualmente com informac&o extraida da literatura e tratada por
andlise computacional, e uma sec¢do com o0s registos analisados
computacionalmente que aguardam uma anotagdo manual completa. Estas
seccOes sdo referidas, respectivamente, como "UniProtKB / Swiss-Prot”
(revisto, anotado manualmente) e "UniProtKB / TrEMBL" (sem estar

revista, anotada automaticamente).

PyMOL.: constitui um ferramenta de visualizagdo molecular capaz de
produzir imagens de alta qualidade da estrutura de moléculas pequenas e

macromoléculas bioldgicas, tais como proteinas.

A metodologia de tratamento da informacdo que foi seguida encontra-se descrita no

fluxograma da Figura 4.

rIdentificalc;z?lo das vias de )

sinalizacdo em que estéo
implicadas as proteinas
salivares alteradas na
DMT2 com funcéo de

Estudo das proteinas
alteradas presentes na via
da coagulacéo/fibrinélise

sanguinea e seu

Pesquisa do proteoma \_
salivar da DMT?2

regulacio enzimatica e envolvimento na DMT2

de ligacdo )

( ™)
Avaliacéo das funcBes

Deposicéo de DMT?2
informacédo no OralCard

moleculares das
proteinas alteradas na

. J

( R

~

Determinacdo das
fontes de producdo das
proteinas salivares
alteradas na DMT2

.

J

Vias de sinalizagdo em
que participam as
proteinas salivares

alteradas na DMT2

. J

Figura 4: Fluxograma com a metodologia seguida para o tratamento da informagéo
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4. Resultados e Discussao

4.1 Pesquisa do proteoma salivar da DMT2

De modo a compreender quais sdo as proteinas que se encontram modificadas
na saliva do paciente diabético, foi efectuada pesquisa de informacgdo acerca do
proteoma salivar da DMT2. Nesse sentido, foi analisado o unico estudo de protedmica
da saliva conhecido desenvolvido por Rao et al 2009, que teve como objectivo a
identificacdo de possiveis biomarcadores salivares da DMT2. A lista de proteinas
salivares identificadas como alteradas na DMT2 por Rao et al 2009 encontra-se

representada na tabela 1.

Através da analise desta lista de proteinas alteradas na DMT2, foi possivel
verificar que a maior parte das proteinas ja se encontrava depositada no OralCard, uma
ferramenta bioinformatica que relne todas as proteinas identificadas como estando

presentes na saliva.

4.2 Determinacao das fontes de producdao das proteinas

salivares alteradas na DMT?2

Com o interesse de averiguar a existéncia de uma fonte salivar que fosse
responsavel pelo maior nimero de proteinas alteradas na DMT2 e, deste modo,
identificar se existe um tipo de glandula salivar mais comprometida nesta patologia, as
proteinas salivares alteradas foram catalogadas de acordo com as fontes de producéo
(Figura 5). Contudo, como no estudo de Rao et al 2009 a recolha de saliva foi realizada
através de bochechos ndo sendo, portanto, recolhidas amostras de glandulas especificas,
todas as proteinas alteradas da DMT2 (Tabela 1) que ndo se encontravam depositadas
no OralCard foram identificadas como fazendo parte da saliva total. Para as proteinas ja

depositadas no OralCard foi possivel atribuir uma fonte de producao (Figura 5)
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dlimbsrtes vs control

Swiss-Prot accesshon proteln name fold change  p-value
F23280 Carbonic anhydrase 6 3.84 =0.0001
Pl4618 Pyruvate kinase isozymes M1/M2 3.47 0.0002
PO&T3T Glycogen phosphorylase, liver form 3.32 0.0105
[549CT Transthyretin 2.4 0.0246
P22694 MNeutrophil collagenase 2.36 00,0039
POG491 Purine nucleoside phosphorylase —2.08 0.0032
(0235 Transmembrane protease, serine 110 -2.13 0.012
P306E38 Aldehyde dehydrogenase, dimeric NADP-preferring =219 0,0034
013231-3 Isoform 2, 3 and 4 of Chitotriosidase-1 -2.2 0.0263
(RUBR2 Cathepsin 2 -2.85 0.0361
POOS58 Phosphoglycerate kinase | -3.18 <i,0001
(0218 Aldo-keto reductase family 1 member B10 —-3.32 0.0127
QL3767 Apaolipoprotein B-100 -4.13 <{,0001
POOA1S Carbonic anhydrase 1 —4.36 <0001
PoO918 Carbonic anhydrase 2 —5.54 0.0002
Qalse Proteasome {prosome, macropain} subunit, beta type, 7 =611 0.0184
P2TH24 Calnexin —7.74 00005
(EFHH Uteroglobin 10.43 ={.0001
4V ANE Serpin peptidase inhibitor, clade B 6.05 0.0101
(FAMPRS Protein Plunc 5G.48 ={.0001
P13671 Complement component C6 4.75 0,036
FO100% Alpha- 1-antitrypsin 3.24 =(0.0001
PO1034 Cystatin-C 2.22 0.0007
P30740 Leukocyte elastase inhibitor 203 0011
PO10A0 Cystatin-A —2.42 00042
Po4083 Annexin Al —3.57 ={.0001
Q4VB24 Histone cluster 1, Hle 605 0.0101
(HI966E MNeuroblast differentiation-associated protein AHNAK .08 0.0472
HMZTL Calmodulin-like protein 5 —2.17 00151
CH1469 Fatty acid-binding protein, epidermal =255 =0,0001
(P0GAI0 Peroxiredoxin-1, —2 and —& —-2.59 <.0001
CAERM1 Small proline-rich protein 2F —2.85 00361
P31151 Protein S100-A7 —2.94 0003
Q5TCIE Lamin ASC —3.26 ={,0001
POT355 Annexin A2 =4.25 0.0014
P15924 Desmoplakin —5.88 =0.0001
P30043 Flavin reduciase —6.11 0.0003
POT998 Ribonuclease pancreatic 398 0.0015
AZRTYE Interalpha (Globulin) inhibitor H2 3.16 0.0102
PlowET Interalpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 28 0.0042
P3g222 Chitinase-3-like protein 1 265 00173
[)14624 Interalpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 2.59 0.006
PaQ303 MNucleobindin-2 2,05 0,005
CFAUIKRS Kallikrein-13 —4.48 00265
043240 Kallikrein-10 —4.99 0.0024
7MA05 Basic proline-rich peptide 1B-8a 5.4 0,019
P39GET Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family 3.32 0.0105
Q5VY30 Retinol binding protein 4, plasma 215 00143
P23528 Cofilin-1 211 00464
PG2254 14—-3-3 protein epsilon —-2.25 0.01
P12429 Annexin A3 —2.68 0,008
(4917 14—3—3 protein eta —2.95 00438
015511 Actin-related protein 2/3 complex subunil 5 6.05 0.0101
PEGO53-2 Isoform 2 of PGOAS3 Cell division conirel protein 42 homologue 4.75 0,036

precursor
PO1023 Alpha-2-macroglobulin 2.23 <0001
P2aeTe Grancalcin —7.09 00083
PG1 160 Actin-like protein 2 3.36 0.0476
P26038 Moesin 2.04 0.0006
(5274 Ly6/PLAUR domain-containing protein 3 -2.3 00236
PETA36—2 Isoform 2 of PET936 Tropomyosin alpha-4 chain -3.75 0.0006

Tabela 1: Proteinas salivares em quantidade significativamente aumentada ou diminuida* em

individuos com DMT2 em relag&o ao grupo de controlo

*p-value<0,05 e fold+2.0 pelo menos

Adaptado de Rao et al 2009
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Figura 5: Diagrama representativo das fontes de produgdo salivar das proteinas que se encontram
depositadas no OralCard.

* quantidade de proteinas salivares alteradas na DMT2 cuja presenca esta identificada nessa fonte

No grafico representado na Figura 6, € possivel comparar a quantidade de
proteinas salivares alteradas na DMT?2 relativamente a sua fonte de producéo.
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Fonte de producdo salivar

Figura 6: Gréfico representativo do n° total de proteinas alteradas na DMT2 por glandula de acordo
com os resultados de Rao et al 2009.

Adaptado de Rao et al 2009

37



A partir da analise do gréafico da Figura 6, verifica-se que existe uma maior
quantidade de proteinas alteradas produzidas pelas glandulas
Submandibulares/Sublinguais (SM/SL). Tal facto ndo significa que essas proteinas
sejam exclusivamente produzidas por essas glandulas, pois verificou-se que todas as

proteinas ja depositadas no OralCard tinham mais do que uma fonte de producdo.

4.3 Vias de sinalizacdo em que participam as proteinas

salivares alteradas na DMT?2

No sentido de identificar que fungdes moleculares se encontram comprometidas
na DMT2, as proteinas salivares alteradas foram catalogadas de acordo com a ontologia
do PANTHER - “Vias de Sinalizagdo” (Mi 2010, Thomas 2003) e com essa informagao

foi gerado um gréafico (Figura 7) que permite identificar quais as vias de sinalizacéo

alteradas.
100% Regulacdo do citoesgueleto pela Rho GTPase

Via desinalizacdodoFAS

90%
Receptor EGF receptar

ED% FGF
PI3 cinase

70%

Cascata de activacdo do plasminogénio

B0% m Doenca de Parkinson
m Glicdlise
50% - R )
Degradacac da 5- Hidroxitriptamina
A0% W Proteina-G heterotrimérica Heterotrimeric-
via mediada por Gialpha e Gs alpha
m Doenca de Huntington
30% m Inflamagdo mediada por guimiocinas e
citocinas
W p53
20% P
m Doenca de Alzheimer
10% m Sinalizacdio de integrinas
m Coagulagdosanguinea
0% T T 1

m Sinalizagdo de caderinas

% total de proteinas

Saliva DMT2 Saliva normal Genoma humano

Figura 7: Gréafico representativo da percentagem de proteinas da saliva alteradas na DMT2 em cada
via de sinalizagdo, em relagdo ao que seria de esperar no “estado de saude” representado pelas
proteinas do OralCard na auséncia de patologia sistémica (Saliva normal) e do total de proteinas

humanas (Genoma humano).

Adaptado da ferramenta PANTHER (Mi 2010, Thomas 2003)
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Os resultados expressos na Figura 7 permitem comparar a percentagem de
proteinas alteradas com as de paciente saudavel (tendo como referéncia de “estado
saude” as proteinas do OralCard que ndo estdo associadas a patologia sistémica - saliva
normal) e com as proteinas do genoma humano (total de proteinas humanas conhecidas).
Pela andlise do grafico da Figura 7 destacam-se com relevancia para a DMT2,
alteracOes na via da coagulacdo sanguinea e na via de activacdo do plasminogeénio, nas
quais estdo envolvidas percentagens significativamente aumentadas de proteinas
salivares alteradas. Também o aumento de proteinas alteradas na via da apoptose
(sinalizacdo por FAS) retrata o forte comprometimento de mecanismos de integridade

celulares que estdo alterados na DMT?2,

4.4 Avaliacao das funcdes moleculares em que participam as

proteinas salivares alteradas na DMT2

Ap0s terem sido avaliadas as vias de sinalizagdo que se encontram alteradas na
DMT2, tornou-se relevante avaliar com mais detalhe quais as fungdes moleculares que
se encontram comprometidas na DMT2 com o objectivo de melhor se compreender a
DMT?2 a escala molecular. Nesse sentido, as proteinas do proteoma salivar determinado
por Rao et al 2009 (tabela 1) foram organizadas de acordo com a ontologia — “Fungéo
Molecular”, utilizando a ferramenta PANTHER (Mi 2010, Thomas 2003). A
organizacdo das proteinas segundo a funcdo molecular permite inferir quais as

actividades molecular se encontram comprometidas na patologia.

Pela analise do grafico da funcdo molecular representado na Figura 8, verificou-
se que existe uma quantidade significativamente superior de proteinas envolvidas em

duas fungdes moleculares especificas: actividade catalitica e fungdo de ligagdo (binding).
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Figura 8: Gréfico representativo da quantidade de proteinas salivares alteradas na DMT2, envolvida em

cada funcdo molecular identificada pela cor especifica constante na legenda da figura.

Adaptado da ferramenta PANTHER (Mi 2010, Thomas 2003)

Todas as proteinas envolvidas nas duas fungdes moleculares mais
representativas, funcdo de ligacdo e de actividade catalitica, foram re-organizadas e
catalogadas em sub-categorias da ontologia “Fun¢ao Molecular”, no sentido de avaliar
se estariam envolvidas, simultaneamente, em diferentes fun¢des moleculares. Para esse

efeito, foi gerado o gréafico representado na Figura 9.

16
14 -

. 12

2 ® funcio de ligacdo

-\.E 11] -

-E W estruturacdo molecular

g B

,,% 5 - M receptor

e a - M actividade catalitica
2 m regulacdo enzimatica
o - W transporte

Fungdode ligagdo Actividade catalitica

Funcgao Molecular

Figura 9: Gréfico representativo da quantidade de proteinas alteradas na DMT2 envolvidas nas
funcdes de ligacdo e actividade catalitica e que foram organizadas em sub-categorias da “Fungéo

Molecular”.

Adaptado da ferramenta PANTHER (Mi 2010, Thomas 2003)
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Como ¢é possivel verificar no grafico gerado (Figura 9), muitas das proteinas
envolvidas na funcdo de ligacdo estéo envolvidas noutras fungdes, sendo a de regulagéo
enzimatica aquela que envolve um maior numero de proteinas com quantidades
alteradas. ldéntica situacdo se verifica para as proteinas envolvidas na actividade
catalitica no entanto a maior parte delas esta envolvida principalmente na funcgéo
especifica de actividade catalitica. Esta andlise permite identificar que na DMT2
existem proteinas envolvidas em actividade catalitica e regulacdo de actividade

catalitica que estdo alteradas.

4.5 ldentificacdo das vias de sinalizacdo em que estdo
implicadas as proteinas salivares alteradas com funcao de

regulacdo enzimatica e de ligacao

Das proteinas envolvidas na funcdo de ligacdo, um maior nimero delas possui
também uma funcgdo de regulacdo enzimatica. As proteinas com a funcdo de regulacéo
enzimatica, como por exemplo inibidores ou reguladores alostérios de actividades

enzimaticas, desempenham papéis essenciais no funcionamento celular.

No sentido de serem identificadas quais as vias de sinalizacdo em que participam
as proteinas alteradas com actividade de regulacdo enzimatica, foi gerado um gréafico de
acordo com a ontologia “Vias de Sinaliza¢ao” utilizando a ferramenta PANTHER (Mi
2010, Thomas 2003).

O gréfico da Figura 10 evidencia que todas as proteinas alteradas com funcéo
molecular de actividade catalitica e de ligacdo (como reguladores de actividade

enzimatica) pertencem as vias de sinalizacdo que regulam a coagulacdo sanguinea.

A organizacdo das proteinas alteradas na DMT2 de acordo com as ontologias
PANTHER ja descritas permitiu restringir o universo em estudo e identificar quais as
proteinas alteradas identificadas na coagulacdo sanguinea. Nessa via estdo presentes
duas proteinas, a alfa-2-macroglobulina (A2M) e a alfa-1-antitripsina (SERPINAL), que
sdo inibidores de proteinases serinicas, enzimas que desempenham funces

fundamentais, na regulacéo da cascata de coagulacéo sanguinea.
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PANTHER Pathway
Total # Genes: 9 Total # pathway hits: 2

B EBlood coagulation (PO0011)

Figura 10: Gréfico das vias de sinalizagdo em que se encontram as proteinas alteradas ha DMT2

envolvidas na fungdo de regulagdo enzimatica (comuns a funcao de ligacao).

Adaptado da ferramenta PANTHER (Mi 2010, Thomas 2003)

4.6 Estudo das proteinas salivares alteradas na DMT2

implicadas na via da coagulacao sanguinea

Como foi descrito na introdugdo desta dissertagcdo, 0 processo de coagulacao
sanguinea na DMT2 encontra-se comprometido. A analise do proteoma salivar da
DMT?2 obtido por Rao et al 2009, permitiu verificar que de facto, existe uma alteracao

significativa de proteinas reguladoras da coagulacdo sanguinea (Figura 7 e Figura 10).

Com o intuito de analisar se as interac¢es proteina-proteina estabelecidas pela
A2M e SERPINAL sdo realizadas com proteinas que também estdo presentes na saliva
utilizou-se a ferramenta STRING.

A Figura 11 mostra a rede de interaccfes moleculares estabelecidas com varias
proteinas da saliva e que estdo envolvidas na coagulacdo sanguinea, nomeadamente com
a trombina (F2) e a calicreina plasmatica (KLKB1). A A2M tem estabelecidas relacdes
ja identificadas em bases de dados e descritas em bibliografia com a F2 e com a KLKB1
e a SERPINAL tem também relacdes descritas na bibliografia com as mesmas proteinas
(Van Der Graaf et al 1983, Boer et al 1993), apesar de na rede de interaccOes
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moleculares gerada pela ferramenta STRING ainda ndo ter sido anotada uma relacao
entre este inibidor e a KLKBL1.
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Figura 11: Representacdo da rede de interac¢Bes proteina-proteina em que participam os inibidores
A2M e SERPINAL com outras proteinas presentes na saliva. (limite de 10 interac¢cBes com media
confianca).

A2M= alfa-2-macroglobulina; ALB= albumina; CTSB= catepsina B; ELA1= elastase 1; ELA2= elastase 2; F2= trombina;

IL1B= interleucina 1 beta; KLKB1= calicreina plasmatica; LRP1= receptor de lipoproteina de baixa densidade relacionado
com proteina 1; SERPINAL= alfa-1-antitripsina; STAT3= transdutor de sinal e activador da transcri¢do 3

Adaptado da ferramenta STRING (Szklarczyk et al 2011)

Segundo o artigo de Rao et al 2009 tanto a A2M como a SERPINAL, inibidores
de proteases serinicas que desempenham um papel regulador decisivo na
coagulacdo/fibrindlise, encontram-se em quantidades aumentadas na saliva do individuo
com DMT2. Outros estudos referem também que a A2M e a SERPINAL se encontram
em quantidade aumentada no plasma do diabético (Hashemi et al 2007, Phadke et al
1998). Isto poderia levar-nos a concluir que, estando em quantidade aumentada, a sua
fungédo estaria a ser amplamente exercida: o que levaria a uma maior inibigdo das
proteases da coagulacdo F2 e KLKB1. Deste modo, a cascata da coagulacdo estaria a ser
fortemente inibida o que, por sua vez, poderia estar associado a dificuldades na

cicatrizagdo. Mas, como ja foi referido, o paciente com DMT2 apresenta um estado de
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hipercoagulacdo (Mafrici et al 2010), tendo sido identificados varios elementos da
cascata da coagulagcdo com quantidades alteradas, como é possivel verificar na Figura
12.

Na tabela 2 sdo apresentadas as proteinas e células alteradas na DMT2, de
acordo com a actual informacdo disponivel. E de salientar que tanto a calicreina
plasmatica (KLKB1) como a trombina (F2), apesar de ndo terem sido identificadas no
estudo de Rao et al 2009 (Tabela 1), se encontram aumentadas no plasma do paciente
com DMT2 (Grant 2007) o que provavelmente também devera reflectir-se na saliva.
Sendo assim, é perfeitamente admissivel considerarmos que estas proteases serinicas
ndo estdo a ser inibidas apesar de uma maior quantidade de inibidores presentes,

justificando o estado de hipercoagulagdo na DMT?2.
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Figura 12: Diagrama representativo da cascata da coagulacdo sanguinea na DMT2 com proteinas

com concentragdo plasmatica aumentada, de acordo com a bibliografia documentada na tabela 2.

= aumento da concentragéo plasmatica da proteina

Adaptado de Bombeli et al 2004
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Proteina Alteragdo Referéncia
A2M 1 da concentragdo Rao et al 2009, Hashemi et al 2007,
Phadke et al 1998
Adipocina M da sintese Bansilal et al 2007

Adiponectina citocina

M da sintese

Bansilal et al 2007

AGE

M da acumulagdo nos tecidos

Toth et al 2008

Angiotensina Il

1 da concentragdo

Kamgar et al 2006

Antitrombina Il { da concentragio Grant 2007

Calicreina 1 da concentragdo Grant 2007
Capases /N da actividade Al-Mashat et al 2006
Citocinas expressdo desregulada Al-Mashat et al 2006
Colagénio { dasintese Thomson et al 2010

Factor IX 1 da concentragdo Grant 2007

Factor plaquetario 4

M dasintese

Stratmann et al 2005

Factor tecidular M da sintese Mafrici et al 2010, Jansson 2007
Factor VI M da concentragdo Grant 2007
Factor Xa M da sintese pelas plaquetas Stratmann et al 2005
Factor Xl /N da concentragdo Grant 2007

Factores de crescimento

{ da concentragio

Loot et al 2002

Fibrinogénio " da sintese Stratmann et al 2005, Grant 2007
Fibrinopeptideo A N da concentragdo Grant 2007
Fragmento 1 e 2 da /N da concentragdo Grant 2007

protrombina

IL-1 M da sintese Jansson 2007
IL-6 M da sintese Bansilal et al 2007, Jansson 2007
IL-8 /" da sintese Jansson 2007
Leptina N da sintese Bansilal et al 2007
MMP's expressdo desregulada Trengove et al 1999
PAI-1 M da sintese Bansilal et al 2007, Jansson 2007,
Stratmann et al 2005
PDGF 1 da sintese Stratmann et al 2005
Plasmina { da produgdo Dunn et al 2006
Proteina C { da concentragdo Grant 2007
PSY12 N do sinal mediado por este receptor Angiolillo et al 2008
RAGE M da expressdo Goova et al 2001
Resisitina " da sintese Bansilal et al 2007
SERPINA1 N da concentragdo Rao et al 2009, Hashemi et al 2007,
Phadke et al 1998
TGF-B N da sintese Stratmann et al 2005
TNF-a M da sintese Bansilal et al 2007
tPA { da concentragdo Dunn et al 2006
Trombina /1 da sintese pelas plaquetas Stratmann et al 2005
Trombomodulina { dasintese Mafrici et al 2010
Tromboxano A2 M da sintese Stratmann et al 2005
VEGF 1 da sintese Stratmann et al 2005
vWF 1 da sintese Stratmann et al 2005, Grant 2007
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B.

{ do factor de expressdo tecidular Chen et al 2005
J da capacidade migratéria Lobman et al 2006
Fibroblastos
fungdo secretora anormal Lobman et al 2006
diferenciagdo tardia em miofibroblastos Peppa et al 2009
Macroéfagos fungdo modificada Thomson et al 2010
N das dimensdes Stratmann et al 2005
Plaquetas M adesividade Winocour et al 1992
N da tendéncia para agregagdo espontanea Winocour et al 1992
{ do factor de expressdo tecidular Chen et al 2005
Queratindcitos { da proliferagdo Lobman et al 2006
alteragdes na morfologia e diferenciagdo Lobman et al 2006

Tabela 2: (A) Lista de proteinas alteradas na DMT2; (B) Células alteradas na DMT?2.

4.7 Glicosilagdo ndo enzimatica de inibidores de proteases

serinicas

O facto dos inibidores A2M e SERPINAL parecerem ndo estar a realizar a sua
funcdo, apesar de estarem em quantidade superior ao normal, pode estar relacionado
com o processo de glicosilagdo ndo enzimética o qual ocorre em condi¢Bes de
hiperglicemia, como acontece na DMT2, conduzindo a uma alteracdo de funcéo. Se a
funcdo normal de inibidores de proteases for alterada, a regulacdo da protedlise

indesejada ndo e conseguida (Phadke et al 1998).

No estudo de Hashemi et al 2007, os autores avaliaram a capacidade inibitoria da
SERPINA1 em pacientes diabéticos insulino-dependentes e ndo insulino-dependentes.
Em ambos os grupos se verificou uma menor capacidade inibitéria em relacdo a
pacientes saudaveis. Os autores referem que o mecanismo de diminui¢do da funcéo da
SERPINA1 na DMT?2, apesar da existéncia de uma maior quantidade deste inibidor,

pode estar relacionado com a glicosilagdo ndo enzimatica.

46



Para avaliar se, teoricamente, estas proteinas podem sofrer glicosilagcdes nao
enzimaéticas, recorreu-se a utilizacdo das ferramentas informéticas UniProtKB (onde
estdo registadas as caracteristicas estruturais das proteinas) e PyMOL (gera a estrutura
tridimensional da proteina, com sequéncia obtida atraves do UniProtKB) para
evidenciar a existéncia de locais, na SERPINAL, capazes de sofrer glicosilacdo nédo

enzimatica.

Nos locais de glicosilagdo ndo enzimatica, os aglcares redutores ligam-se a
atomos de nitrogénio da proteina. Esses atomos podem pertencer tanto ao N-terminal da
proteina como a cadeias laterais de residuos dos aminoacidos lisina e histidina que se
encontram a superficie da mesma (The UniProt Consortium 2011), uma vez que a
glicosilacdo ndo enzimética se realiza ap6s o enrolamento estrutural da proteina.
Através da ferramenta PyMOL foi possivel confirmar a presenca de locais de
glicosilacdo ndo enzimatica na SERPINAL, que apresenta varios aminoacidos lisina e
histidina a sua superficie (Figura 13). Além disso, possibilitou a representacdo da
estrutura da SERPINAL ligada a um substrato, tripsina, permitindo a visualizacdo de
aminoacidos passiveis de glicosilagdo ndo enzimatica (Figura 13), confirmando-se
assim que esta proteina pode ser glicosilada em dominios envolvidos na ligagdo com o

local activo da enzima e que, deste modo, a sua fun¢do como inibidor € comprometida.

Figura 13: Representacdo da estrutura tridimensional da SERPINAL (amarelo) , ligada a tripsina (azul).
As esferas vermelhas na zona de ligagdo das duas proteinas representam aminoacidos lisina nos quais é

possivel ocorrer glicosilacdo ndo enzimatica.

Gerado pela ferramenta PyMOL (PyMOL 2008), com sequéncia através do UniProtKB (The UniProt
Consortium 2011)

47



Quanto a A2M, o estudo de Hashemi et al 2007 refere que esta proteina tem uma
capacidade inibitéria diminuida na DMT2 apesar de se encontrar em quantidade
aumentada, o que pode também estar relacionado com a glicosilacdo ndo enzimatica tal
como ja foi referido para a SERPINAL. Contudo, como a A2M ainda ndo tem a sua
estrutura tridimensional determinada por estudos de cristalografia de raios X, ndo foi
possivel gerar um modelo da sua estrutura tridimensional o que, consequentemente, ndo
permitiu identificar a presenca de locais de glicosilacdo ndo enzimatica na superficie da
proteina. Pela razdo apontada serdo necessarios mais estudos experimentais da A2M,
que comprovem a possibilidade de sofrer glicosilacdo ndo enzimatica que justifique a
diminuigéo da sua funcdo. O facto de ambas se encontrarem em concentragdes elevadas
na saliva pode resultar de um mecanismo compensador para a diminuic¢do da sua funcao
inibitéria. No entanto, serdo necessarios estudos experimentais para validar esta

hipdtese.

Sendo assim, a inibicdo da F2 (trombina) e da KLKB1 (calicreina) pela
SERPINA1 ndo esta a decorrer e portanto estas proteinas continuardo a exercer a sua
funcdo: um aumento da activagdo do factor XII e auxilio na conversdo de
plasminogénio em plasmina por parte da KLKB1 (Figura 14), e aumento da formacao

de trombina, catalisando a reac¢édo de transformacéo do fibrinogénio em fibrina.
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Figura 14: Diagrama representativo da via intrinseca da coagulacéo e fibrindlise, em que é possivel

verificar a accdo da KLKB1 (Kallikrein) a dois niveis: activagéo do factor XII e do plasminogénio.
CF= Factor de coagulagdo; GPlb= Glicoproteina Ib

Adaptado de Eubanks 2010
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Este acréscimo na producdo de trombina leva a uma maior conversédo do
fibrinogénio de modo a formar o coagulo de fibrina. Este facto pode contribuir para o
estado de hipercoagulacédo que se sabe existir na DMT2, envolvendo um risco acrescido

para o desenvolvimento de um estado pré-trombotico.

4.8 Dissolucao do coagulo de fibrina na DMT2

Como ja foi referido, a KLKB1 é uma das proteases serinicas que permite a
geracdo de plasmina a partir do plasminogénio (Figura 14) . A plasmina é também uma
protease serinica responsavel pelo processo de fibrindlise, clivando a rede do coagulo de
fibrina originando fragmentos de fibrina que sdo eliminados por outras proteases ou
pelos rins e figado. O processo de fibrindlise, ao permitir a eliminacao dos coagulos de
fibrina, protege 0 nosso organismo contra os riscos de formagdo de trombos e, no caso
de uma ferida depois de esta ter cicatrizado, a fibrin6lise permite destruir o coagulo

sanguineo que tinha inicialmente impedido a hemorragia.

O facto de a inibicdo da calicreina plasmatica pela A2M e pela SERPINAL estar
reduzida, poderia indicar que estaria a promover mais amplamente a formacdo de
plasmina, originando um estado de maior fibrinélise. No entanto, como ja foi referido, o
paciente diabético apresenta um estado de hipofibrindlise, o que contribui ainda mais
(além do estado de hipercoagulacdo) para uma predisposicdo a acidentes tromboticos
(Mafrici et al 2010). Além disso, estudos como o de Dunn et al 2006 referem que no

paciente com DMT?2 a produc¢do de plasmina se encontra reduzida.

Esta aparente discrepancia, pode estar relacionada com o facto de, como ja foi
referido, na DMT2 existir um aumento da concentracdo sanguinea do inibidor do
activador de plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) (Grant et al 2005): maior inibi¢cdo do
activador tecidual do plasminogénio (tPA) que catalisa a conversdo de plasminogenio
em plasmina (Figura 15), levando assim a um estado de hipofibrindlise (Dunn et al
2006). Apesar de o PAI-1 ndo se encontrar depositado no OralCard (proteinas da
cavidade oral) este aumento da sua concentracdo sanguinea na DMT2 devera reflectir-se
na saliva. Neste sentido, serdo necessarios mais estudos para avaliar a ac¢do do PAI-1

nesse fluido.
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Para reforcar este efeito de hipofibrindlise, segundo Grant 2007 a glicosilacdo
ndo enzimética do fibrinogénio leva a formagao de filamentos de fibrina mais finos mas
mais fortemente entrelagcados, criando uma estrutura mais densa e, portanto, mais

resistente a ac¢oes fibrinoliticas.

O estudo do proteoma salivar da DMT2 permitiu identificar inibidores de
proteases serinicas presentes na saliva de pacientes com a patologia, cuja funcdo esta
comprometida. Como estes inibidores estdo envolvidos na regulagdo do processo de
coagulacdo, a sua fungdo anormal origina uma perturbagdo na formacéo do coégulo de

fibrina e na sua fibrindlise.

Plasminogen ' (—)

Plasmin 'v

:
" B3

Figura 15: Diagrama representativo do estado de hipofibrinélise caracteristico da DMT2.

. = diminuigdo da concentracdo plasmatica da proteina; = aumento da concentragdo plasmética da proteina; FSP =
produtos de degradacdo da fibrina; tPA= activador tecidual do plasminogénio; PAI-1= inibidor do activador do plasminogénio
do tipo 1

Adaptado de Calles-Escandon et al 2001

Os sistemas de coagulacdo e fibrinolitico estdo directamente associados ao
processo de cicatrizacao, e esta maior tendéncia a formacao do coagulo de fibrina (ndo
inibicdo da trombina e da calicreina pela SERPINAL glicosilada), resistente a
fibrinolise (Grant 2007), bem como a menor producgdo de plasmina (aumento do PAI-1)
que origina o estado de hipofibrindlise, poderdo estar relacionados com a dificuldade de
cicatrizacdo na DMT?2. De facto, no sentido de alterar este estado de hipofibrinolise na
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DMT2, o artigo de Chan et al 2001 refere que uma reducdo da funcdo do PAI-1

resultaria no melhoramento do processo de cicatrizagéo.

51



52



5. Conclusao

O recurso de ferramentas bioinformaticas permitiu analisar os resultados do
proteoma salivar da DMT?2 e inferir as implicacfes que proteinas alteradas identificadas
na saliva de pacientes diabéticos pudessem ter nesta patologia nomeadamente na
coagulacao sanguinea e fibrindlise, dois eventos envolvidos no processo de cicatrizagdo

que se encontra comprometido, com implicagdes na salde oral destes pacientes.

Foi possivel identificar as fontes de producéo de proteinas salivares alteradas na
DMT?2 e verificou-se que existem inibidores de proteases envolvidos no mecanismo de
coagulacdo sanguinea, A2M e SERPINAIL, que se encontram presentes na saliva do
paciente diabético em quantidades aumentadas, apesar de a sua funcdo se encontrar
comprometida. Foi possivel verificar que esses inibidores podem ter a sua funcédo
diminuida devido a glicosilagdes ndo enzimaticas em dominios de ligacdo a protease
como se confirmou para a SERPINAL. A reducdo da funcdo da A2M e da SERPINAL

pode contribuir para o estado de hipercoagulacao caracteristico da DMT2.

Conclui-se que, apesar dos niveis de actividade reduzidos da A2M e da
SERPINA1 poderem levar a uma maior actividade da KLKBL1 e, assim, melhorar o
processo de fibrindlise através da geracdo de plasmina, a bibliografia descreve um
estado de hipofibrindlise no diabético bem como uma menor producdo de plasmina.
Apesar do aumento de PAI-1 que ocorre na DMT2 parecer ser a explicacdo para este
facto, serdo necessarios estudos experimentais para validar estas hipoteses. Todos 0s
factos descritos relativamente a fibrin6lise no diabético poderdo estar associados a
dificuldade de cicatrizacdo caracteristica da DMT2.

Com o presente trabalho demonstra-se o potencial dos estudos in silico para a
avaliacdo e integracdo da vasta informacdo experimental e bibliografica existente. Com
as evidéncias demonstradas em relacdo aos inibidores A2M e SERPINAL estes dois
inibidores poderdo vir a ser validados experimentalmente constituindo-se como
possiveis biomarcadores salivares com interesse na intervencao terapéutica, clinica e de

diagnostico.
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7.3 indice de abreviaturas

A2M alfa-2-macroglobulina

ADA The American Diabetes Association
AGE produtos finais de glicosilacdo avancada
CTGF factor de crescimento de tecido conjuntivo
DM Diabetes mellitus

DMT2 Diabetes mellitus tipo 2

ECM matriz extracelular

eNOS sintase endotelial do 6xido nitrico

F2 trombina

FADH2 flavina adenina dinucleotideo
HbAlc hemoglobina Alc

IgA imunoglobulina A

IL-1 interleucina-1

IL-1pB interleucina-1 beta

IL-6 interleucina 6

IL-8 interleucina 8

KLKBL1 calicreina plasmatica

MAPK proteina cinase activada por mitogénio
MMPs metaloproteinases da matriz

NADH nicotinamida adenina dinucleotideo
NF-kB factor nuclear kappa B

NO o&xido nitrico

PAI-1 inibidor do activador de plasminogenio do tipo 1
PARP poli ADP-ribose polimerase

PDGF factor de crescimento derivado de plaquetas



PKC proteina cinase C

RAGE receptores de produtos finais de glicosilacdo avancada
SERPINAL alfa-1-antitripsina

SERPINC1 antitrombina

TGF-B factor transformador de crescimento

TNF-a factor de necrose tumoral alfa

tPA activador tecidual do plasminogénio

VASP fosfoproteina estimulada por vasodilatagdo

VCAM-1 molécula de adeséo celular vascular 1

VEGF factor de crescimento do endotélio vascular

vWEF factor de von Willebrand
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