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RESUMO

Os métodos de avaliagéo clinica e radiografica para diagnostico de doengas
periodontais apresentam grandes limitagées em prever a perda de inser¢do. Com isso,
existe a necessidade de desenvolvimento de metodologias mais rapidas e eficazes,
mas cientificamente comprovada para a aplicagéo clinica diaria. O fluido crevicular
gengival é rico em proteinas derivadas de células hospedeiras e microrganismos,
representando o meio mais adequado de se aproximar da fisiologia gengival. Os
potenciais biomarcadores presentes nesse fluido conseguem ser detetados com
tecnologia protedmica e proporcionam um meio promissor para a detegcédo precoce e
a monitoragdo da progressdo das doengas periodontais. A presente revisdo da
literatura foca-se na analise protedmica, a utilizar espectrometria de massa para
investigar as proteinas presentes no fluido crevicular gengival. Diversas estratégias
analiticas foram analisadas com foco na procura por biomarcadores. Os resultados
apontam para a presencga de multiplas proteinas no fluido crevicular gengival, que
variam significativamente entre individuos saudaveis e aqueles com periodontite,
destacando o papel da inflamagao, do metabolismo lipidico e da resposta imune na
patogénese das doencas periodontais. As proteinas identificadas estdo associadas a
processos biolégicos chave, como a resposta inflamatoria e a regulagdo do
metabolismo, sugerindo que alteragbes no perfil proteédmico do fluido crevicular
gengival podem servir como indicadores precoces da doencga periodontal. Em
conclusao, o potencial das abordagens dmicas com fluido crevicular gengival para o
diagndstico e acompanhamento das doengas periodontais € indiscutivel. O presente
estudo estabelece uma base para futuras investigagbes que podem levar ao
desenvolvimento de novas estratégias diagnosticas e terapéuticas personalizadas
para o tratamento das doencgas periodontais, enfatizando a importancia de avangos
tecnolégicos na analise protedmica e bioinformatica para superar os desafios

metodoldgicos atuais.

Palavras-chave: Fluido crevicular gengival, fluido gengival, espectrometria de massa,
protedmica, peptodémica, metaproteémica



ABSTRACT

Clinical and radiographic assessment methods for diagnosing periodontal
diseases have significant limitations in predicting attachment loss. Therefore, there is
a need to develop faster and more effective methodologies that are scientifically proven
for daily clinical application. Gingival crevicular fluid is rich in proteins derived from host
cells and microorganisms, representing the most suitable medium to approach gingival
physiology. Potential biomarkers present in this fluid can be accessed through
proteomic technology and provide a promising means for early detection and
monitoring of periodontal diseases. The current literature review focuses on proteomic
analysis, using mass spectrometry to investigate proteins present in gingival crevicular
fluid. Various analytical strategies have been reviewed with a focus on biomarker
discovery. The results indicate the presence of multiple proteins in gingival crevicular
fluid, which vary significantly between healthy individuals and those with periodontitis,
highlighting the role of inflammation, lipid metabolism, and immune response in the
pathogenesis of periodontal diseases. The identified proteins are associated with key
biological processes such as inflammatory response and metabolism regulation,
suggesting that changes in the proteomic profile of gingival crevicular fluid may serve
as early indicators of periodontal disease. In conclusion, the potential of omics
approaches with gingival crevicular fluid for diagnosing and monitoring periodontal
diseases is undeniable. This study establishes a foundation for future research that
may lead to the development of new diagnostic and personalized therapeutic
strategies for the treatment of periodontal diseases, emphasizing the importance of
technological advances in proteomic analysis and bioinformatics to overcome current

methodological challenges.

Keywords: Gingival crevicular fluid, gingival fluid, mass spectrometry, proteomics,

peptidomics, metaproteomics



LISTA DE ABREVIATURAS

A1AGP - Glicoproteina alfa-1-acida

CP — Periodontite crbnica

DEFA-1 — Alfa-defensina 1

DM2 — Diabetes mellitus tipo 2

Gal-10 — Galectina-10

GCF — Fluido crevicular gengival

LC-MS/MS — Cromotografia liquida acoplada a espectrometria de massa
LCN2 - Lipocalina associada a gelatinase de neutrdfilos

MALDI-TOF — Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight
MILP — Modelagem de otimizagao linear mista inteira

MMP — Metaloproteinase de matriz

MS — Espectrometria de massa

PTMs — Modificagbes pos-traducionais
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1. INTRODUGAO

A doenca periodontal € uma das condigdes bucais mais prevalentes
globalmente, afetando significativamente a qualidade de vida (1). Caracterizada por
uma resposta inflamatéria cronica aos agentes patogénicos presentes no biofilme
dental, a progressédo da doencga periodontal pode levar a perda dentaria e tem sido
associada a varias condi¢cbdes sistémicas, incluindo doengas cardiovasculares,
diabetes mellitus e partos prematuros (2). A natureza multifatorial da doenca
periodontal, juntamente com sua variabilidade individual na progressao e resposta ao
tratamento, evidencia a necessidade urgente de biomarcadores confidveis para sua
detecdo precoce, monitorizagdo da progressdo da doenga e personalizagdo das
intervengdes terapéuticas.

A analise protedmica do fluido crevicular gengival (GCF) tem emergido como
uma ferramenta promissora na busca por biomarcadores e na compreensdo das
condigdes periodontais (3). Composto por elementos celulares, compostos orgénicos
e inorgéanicos, enzimas e produtos bacterianos, este fluido oferece uma janela unica
para a investigagcdo do microambiente periodontal (4). A utilizacdo de técnicas
avancadas como a espectrometria de massa (MS) abre caminho para a analise

abrangente de amostras biolégicas complexas como o GCF.

A pesquisa em protedmica do GCF tem utilizado avangadas técnicas analiticas,
como a cromatografia liquida acoplada a MS (LC-MS/MS), para caracterizar o0 mapa
de proteinas em saude e doenca. Estudos tém revelado a presenca de enzimas
proteoliticas, citocinas, fatores de crescimento e outras moléculas reguladoras que
desempenham papéis cruciais na inflamacéo, degradacéo tecidual e resposta imune
local (4). As diferentes abordagens protedmicas/peptidomicas, bottom-up e top-down,
surgiram na tentativa de detetar as proteinas do GCF no estado mais inalterado para
compreender a complexidade de interagcbes que acontecem entre as ceélulas do
hospedeiro e a microbiota (5). Além disso, analise protedmica do GCF enfrenta varios
desafios metodoldgicos, incluindo a variagéo na coleta de amostras, a complexidade
e baixa concentracao de proteinas no GCF e a necessidade de métodos analiticos
sensiveis e reprodutiveis. A validagao de biomarcadores identificados requer estudos

longitudinais amplos com amostras bem caracterizadas.



A identificacdo de biomarcadores especificos do GCF pode oferecer beneficios
significativos na pratica clinica. Esses biomarcadores tém potencial para diagndstico
precoce, prognostico da progressdo da doenga periodontal e monitorizagdo da
resposta ao tratamento. Além disso, a compreensdo mais profunda da composigcao
proteica do GCF pode abrir portas para terapias personalizadas e direcionadas,

auxiliando na abordagem mais eficaz das condi¢des periodontais (6).

Embora os estudos tenham avancado na identificacdo de biomarcadores,
desafios persistem, como o estabelecimento de um protocolo de preparacéao e analise,
a validagao e replicagcdo dos resultados em diferentes populagbes, além da
compreensao completa do papel de cada biomarcador no contexto da saude e doenca
periodontal (5). Recentes avancgos tecnoldgicos na MS e no processamento de dados
bioinformaticos tém melhorado significativamente a sensibilidade, especificidade e
throughput da analise protedmica, permitindo a identificacdo de biomarcadores
previamente inacessiveis. Estudos integrativos que combinam proteémica com outras
abordagens Omicas estdo comegando a desvendar a complexidade da doenca
periodontal em um nivel molecular mais profundo. Por exemplo, a integragao de dados
protedmicos com dados genéticos e metabdlicos tem o potencial de identificar redes
de sinalizacao e vias metabdlicas alteradas na doenca periodontal, proporcionando

novos alvos para intervencdes terapéuticas (7).

Biomarcadores especificos podem permitir o diagndstico precoce da doenca
periodontal, antes da manifestacao clinica de perda de inser¢cao ou destruicao 6ssea,
permitindo intervengcdes mais oportunas e potencialmente menos invasivas. Além
disso, biomarcadores podem ser utilizados para monitorizar a resposta do paciente ao
tratamento, facilitando a personalizagcdo das estratégias terapéuticas (8). A longo
prazo, a pesquisa em proteémica do GCF pode conduzir ao desenvolvimento de
novas terapias direcionadas, baseadas em mecanismos moleculares especificos
identificados através de biomarcadores. Com todos os desafios metodoldgicos,
avancgos tecnoldgicos na analise protedmica e bioinformatica sdo necessarios para a

evolucdo dessa area de pesquisa.



2. MATERIAS E METODOS

A pesquisa bibliografica para a presente monografia de revisao foi concretizada
em diferentes bases de dados (Scopus, Pubmed, Web Of Science), sem limite
temporal, restrita aos idiomas portugués e inglés.

Os artigos foram selecionados de acordo com o seu titulo, depois pela leitura
do resumo e, por fim, pela sua leitura integral. Relativamente aos critérios de inclusao,
foram incluidos artigos de ensaios clinicos e disponibilidade do texto integral.

Para a selegao de artigos utilizados, primeiramente foram analisados os titulos,
depois o resumo e por fim efetuada a leitura na integra do artigo. Como critérios de
inclusado, incluimos estudos que utilizaram a MS para anadlise global de todas as
proteinas de amostras de GCF, independente da metodologia de coleta e analise das
proteinas utilizada e ano de publicagéo.

Foram excluidos artigos que avaliaram apenas proteinas ou metabdlitos ou que
nao tinham como propdésito a identificacdo de todas as proteinas das amostras. Foram
excluidos os artigos sem relagdo com os objetivos estabelecidos para a realizagao
desta revisao bibliografica.

Foram utilizadas diferentes palavras-chave: “Gingival fluid AND Proteomics”,
“Gingival fluid AND Mass spectrometry”, Gingival crevicular fluid AND Proteomics”,
“Gingival crevicular fluid AND Mass spectrometry”, “Gingival fluid and Peptidomics” e

“Gingival crevicular fluid and Peptidomics”.

3. RESULTADOS

A pesquisa inicial resultou num total de 125 artigos potencialmente
selecionaveis, dos quais 42 foram selecionados para analise do titulo e resumo. Para
a leitura integral dos artigos, restaram 40 artigos. A anélise dos textos completos levou
a inclusao de 32 artigos para esta revisao bibliografica, como representado na figura
1. E apresentado na tabela 1 e 2 uma sintese dos artigos utilizados.
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(n=32)
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Artigos excluidos por
nao conterem
informacgéo relevante
para a realizagcao da
monografia
(n=8)

Figura 1. Fluxograma do processo de sele¢cédo dos artigos incluidos.




Tabela 1. Sintese das caracteristicas principais dos estudos em proteémica do GCF.

Autor e Ano Amostra de individuos

Bostanci et 10 individuos, 5

al., 2010 individuos saudaveis e 5

(9) com periodontite
agressiva generalizada

Grant et al., 10 individuos saudaveis

2010

(10)

Sitios de

coletados

4 Dbolsas periodontais
mais profundas (um sitio
por quadrante) em
pacientes com
periodontite agressiva.
No grupo saudavel, as
amostras de GCF foram
recolhidas de quatro
sitios padrao (um
primeiro molar e um
incisivo central em cada
maxilar)

Sitios controle e com
periodontite induzida por

modelo spit mouth

amostra Método de coleta

Tiras
Periopaper
(ProFlow
Amityville,
EUA)

Tiras
Periopaper

(ProFlow

Técnica

proteémica

de LC/MSE

Inc.,

NY,

de LC-MS/MS

Numero de
proteinas
identificadas

154 proteinas de
origem humana,

bacteriana e viral

186 proteinas

usando MS de humanas e 16

Inc., ressonancia

ciclotrénica

bacterianas



Choi et al.,
2011

(11)

Baliban et
al., 2012
(12)

Individuos  saudaveis,

com gengivite e
periodontite cronica
(CP),

ndmero

nao informa o

12 individuos com CP e

12 saudaveis

Sitios coletados

representativos das

condigdes descritas

Recolhidas de sitios pré-
selecionados com
profundidade de

sondagem >6 mm e <8

mm em pacientes com

Amityville, NY,
EUA)

Ponta de
carregamento de
gel estéril
(DASLAB,
Espanha).

Tiras de
Periopaper
(ProFlow Inc.,
Amityville, NY,
EUA)

ions de
transformada de
Fourier e
etiquetas de
massa isobaricas

iTRAQ

Digestdo  in-gel
seguida por
analise LC-ESI-
MS/MS

Digestao de
proteinas com
tripsina, HPLC,
analise

fragmentada com

305 proteinas, com

45 mostrando
expressao
diferencial entre
pacientes com
periodontite
moderada e
individuos
saudaveis

432 proteinas
humanas
identificadas (120
novas)



S.Tsuchida
et al., 2012
(13)
Carneiro et
al., 2012
(14)

Kido et al.,
2012

(15)

16 participantes (10

homens, 6 mulheres,

idade média 36 anos)

9 individuos saudaveis

9 participantes, incluindo
8 com periodontite e

1individuo saudavel

periodontite e, para

saude periodontal, de
sitios mesio-bucais do
primeiro molar.

Sitio labial de incisivos
maxilares sem coroa ou

restauragao

Segundos e terceiros

molares

Bolsas periodontais < 6
mm de e de sitios

saudaveis com 2 mm

Pontas de papel

absorvente
(ZIPPERER,

Munich, Germany)

Tiras
Periopaper
(ProFlow
Amityville,
EUA)

Tiras
Periopaper

(ProFlow

de

Inc.,

NY,

de

Inc.,

MS em tandem
(MS/MS)

2DE, SDS-PAGE,
analise Western
Blot, HPLC com
LTQ-XL, HPLC
com LTQ-
Orbitrap XL, LC-
MS/MS
Técnicas
avancgadas de
cromatografia
liquida de nano-
fluxo e MS
Eletroforese em
de
poliacrilamida e
nano LC-MS/MS

gel

327

identificadas

proteinas

199 proteinas

168 proteinas em
amostras de sitios
saudaveis e 167 de

sitios com



Baliban et
al., 2013
(16)

Bostanci et
al., 2013
(17)

96 participantes,
divididos entre
individuos saudaveis e

com doencga periodontal

20 participantes
divididos em grupos de
inducdo e resolugédo de

gengivite

4 sitios pré-

selecionados. Para
casos de periodontite, a
amostra foi colhida de

sitios com PBS >6 mm e

8mm. Para individuos
saudaveis foi colhida
dos sitios mesio
vestibulares dos

primeiros molares
Pares de amostras
foram obtidos de sitios
mesio palatinos e disto

palatinos

Amityville, NY,

EUA)

- LC-MS/MS
Tiras de LC-MS/MS
Periopaper

(ProFlow Inc.,

Amityville, NY,

EUA)

periodontite, com
104 proteinas
comuns a ambos.

De 42 a 190 para

cada amostra
diferente
287 proteinas

incluindo humanas,
de bactérias,

fungos e leveduras



Silva-

Boghossia

n et
2013
(18)

al.,

Tsuchida et

al., 2013
(19)

Carneiro et

al., 2014
(20)

Huynh
al., 2015
(21)

et

10 individuos, divididos
entre 5 com CP e 5

saudaveis

31 pacientes com CP e

16 controles saudaveis

40

saudaveis e 40 com

participantes

doenca periodontal

45 homens divididos em
3 grupos, saudaveis,
gengivite e periodontite

cronica

14 sitios representativos

de cada condicao

Sitios vestibulares de
incisivos maxilares dos
saudaveis e sitios com
profundidade a
sondagem >6 a <8 mm
com doenca periodontal
4 sitios diferentes por

participante

Foram coletados sitios
representativos de cada

estado periodontal

Tiras de
Periopaper
(ProFlow Inc.,
Amityville, NY,
EUA)

Pontas de papel
(Zipperer, Munich,

Germany)

Tiras de
Periopaper
(Oraflow,

Plainview, NY,
EUA)
Tubos

capilares de vidro

micro

(Drummond

Scientific,

LC-ESI-MS/MS

TMT sixplex e
LC-MS/MS

Marcadores
isotopicos
estaveis (ICAT e
mTRAQ) e LC-
ESI-MS/MS
One-dimensional
Gel

Electrophoresis

230 proteinas

619 proteinas

238 proteinas com
180 quantificadas

em ambos grupos

121 proteinas



Batschkus
et al., 2017

(22)

Guzman
al., 2018
(23)

Marinho
al., 2019
(24)

et

et

5 participantes com CP

10 participantes com CP

20 participantes, 5 com
diabetes tipo 2 e
periodontite, 5 com
diabetes e saudaveis, 5

saudaveis com

Até 6 sitios por individuo

em incisivos e caninos

inferiores

4 sitios representativos

da doenca

15 sitios

distribuidos

aleatoriamente

Brookmall, PA,
EUA)

Tiras de
Periopaper

(Oraflow Inc., NY,
EUA)

Tiras de
Periopaper
(Oraflow Inc., NY,

EUA)

Tiras de
Periopaper
(Oraflow,
Plainview, NY,
EUA)

and
ESI-MS

Nano-LC-

SDS-PAGE e MS

de alta resolugao

nanoflow
MS/MS

i-TRAQ
MS/MS

e

LC-

LC-

Na amostra A, 990

proteinas ou
clusters puderam
ser identificados
enquanto 1305
proteinas foram
identificadas na
amostra B

Entre 55 e 204 em

pacientes
diferentes

361 proteinas,
sendo 187 com
diferengas

significativas entre

0S grupos

10



Kim et al.,
2021
(25)
Xiao et al.,
2021
(26)

Yi et
2021
(27)

al.,

Bellei et al.,
2022
(28)

periodontite e 5
totalmente saudaveis
78 23

saudaveis e 55 com

participantes,

periodontite

10 participantes
saudaveis

28 pacientes com
periodontite e 7
saudaveis

12 participantes, com

periodontite severa

Bolsas periodontais

inflamadas

6 sitios por dente em

dentes saudaveis

Lesdes severas em cada

quadrante em pacientes

periodontais, e incisivos
centrais e primeiros
molares para

participantes saudaveis
Sitios saudaveis e que
precisavam de cirurgia
devido a periodontite

severa

Pontas de papel
(Meta
Biomed Co., Ltd.)

absorvente

Pontas de papel
(Meta Biomed)

Tubos
microcapilares de
vidro estéreis
(Drummond
Scientific, EUA)
Fitro de papel
(Whatman
67 gr/m2 , TISCH
Scientific,
OH, EUA)

estéril

Cleves,

LC-MS/MS

2D-LC-MS/MS

MALDI-TOF MS e
LC-MS/MS

SDS-PAGE e LC-
ESI-QO-MS/MS

1295 proteinas

3680 proteinas
(2540 com pelo
menos dois

peptideos unicos)

Nao informa

26 proteinas com
diferencas
significativas,

incluindo 14

11



Grant et al.,

2022
(29)

Zhang
al., 2022
(30)

et

190 participantes
abrangendo doadores
saudaveis, com

gengivite, periodontite e

edéntulos,

40 adultos saudaveis

Sitios mesio vestibular
dos dentes superiores
direitos 6, 4, 3 e
superiores esquerdos 3,
4,6

de

menos e

Coletadas locais
mais
suscetiveis a doencga

periodontal

Tiras

Periopaper

de

(Oraflow Inc., NY,

EUA)

Tiras de papel (n&o

identificadas)

Marcadores
iTRAQ 8-plex
analisadas
usando um
Orbitrap  Velos
(Thermo  Fisher
Scientific, Reino
Unido),

iTRAQ 2D LC-
MS/MS

aumentadas e 12
diminuidas

95 proteinas

2018, 1825, 1219 e
1213 proteinas nos
grupos de homens
jovens, mulheres
jovens, homens
idosos e mulheres
idosas,

respetivamente

12



Lee et al.,
2023
(31)

Torres et
al., 2023
(32)

Xiao et al.,
2023
(33)

215 participantes, sendo
85 saudaveis e 130 com

periodontite

5 pacientes masculinos

saudaveis

16 participantes no total.
8 pacientes com
periodontite e 8
pacientes com saude

periodontal

Sitios mesio vestibular e

disto vestibular dos
primeiros e segundos
pré-molares superiores
10 sitios candidatos por
paciente. 5 sitios sem
progressao e 5 sitios

com progressao

6 dentes por

participante, incluindo

molares e incisivos

Pontas de papel
(Meta Biomed)

Tiras de
Periopaper
(Oraflow Inc.,
Plainview, NY,
EUA)

Pontas de papel
absorvente

LC-MS/MS

HPLC-MS/MS

LC-MS/MS

1422 proteinas
identificadas
1500 proteinas

identificadas no

grupo
progrediu a

que

periodontite e 1504

no grupo que nao

progrediu a
periodontite
570 proteinas

humanas e 51

microbianas

13



Tabela 2. Sintese das caracteristicas principais e resultados relevantes dos estudos em peptidémica do GCF.

Autor e Ano

Ngo et al., 2010

(34)

Ngo et al., 2013
(35)

Amostra de

individuos

12 pacientes com

periodontite

41 pacientes em
manutencgao

periodontal

Sitios de amostra

coletados

Até 5 sitios por

individuo,
excluindo molars
(exceto sua

superficie mesial)
5 sitios mais
profundos e
molares, excluindo

sitios mesiais

Método de coleta

Tubos
microcapilares de
vidro estéreis de 2
uL (Drummond
Scientific,
Brookmall, PA)
Tubos micro
capilares de vidro
(Drummed
Scientific,
Brookmall,
EUA)

PA,

Técnica

proteémica
MALDI-TOF/TOF

MS e nanoLC-ESI-
MS/MS

MALDI-TOF MS

Numero de
proteinas
identificadas

33 peptideos e 66

proteinas

14



Preiano et al.,
2014
(36)
Preiano et al.,
2016
(37)

Preiano et al,
2018
(38)

Antezack et al.,
2020
(39)

4 participantes

saudaveis

4 participantes

20 participantes,
divididos

igualmente  entre

aqueles com
gengivite e
controles
saudaveis.

141 participantes,
67 com
periodontite e 74

saudaveis

Sitios disto
vestibulares de 4
incisivos maxilares
Sitios disto
vestibulares de 4

incisivos maxilares

Nos saudaveis de
sitios bucais de
incisivos € nos com
gengivite de sitios
representativos da

doenca

4 sitios no total por
paciente. Sitios
saudaveis em

pacientes

Pontas de papel e MALDI-TOF MS

tiras de papel

Tiras de papel para MALDI-TOF MS

cromatografia 1MM
(Whatman Lab
Sales Ltd.
Maidstone, Kent
U.K.)

Tiras de papel para MALDI-TOF MS

cromatografia
(Whatman 1 MM)

Pontas de papel
absorventes (N°20,
VDW-Zipperer)

MALDI-TOF MS
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Yuan et al., 2021
(40)

17 participantes
antes e depois de
tratamento

periodontal

saudaveis, e sitios
doentes em
paciente com
periodontite

6 dentes de
amostra (11, 31,
16, 26, 36, e 46)

Tiras de
(Whatman
Sales Ltd.)

papel MALDI-TOF MS e
Lab nano-LC/ESI-
MS/MS
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1 Desafios analiticos e pré-analiticos

A analise protedmica de fluidos corporais humanos é desafiadora devido ao
grande numero de proteinas que estao presentes. No GCF a estimativa é de mais de
20.000, excluindo-se as possiveis isoformas (41). Quando comparamos as
identificacbes nos estudos com GCF, percebemos que ha um numero crescente de
proteinas identificadas com a evolucdo das técnicas eluicdo, identificacdo e busca
bioinformética.

Até ao momento, ndo se explorou amplamente o impacto de diferentes
protocolos de amostragem nem a influéncia das condicfes pré-analiticas e analiticas.
As limitacGes inerentes do GCF devido a sua pequena quantidade em gengivas
saudaveis e a sua heterogeneidade nas doencas periodontais levantam varias
guestdes, especialmente em estudos comparativos que exigem protocolos rigorosos
para a recuperacdo de proteinas e a normalizacdo dos dados de MS. Problemas
relacionados com desnaturacdo devido as condicbes de armazenamento também sao
preocupantes.

Adicionalmente, as investigacdes sao condicionadas pela variabilidade
interindividual das amostras de GCF e grande parte das investigacfes sao realizadas
em grupos de tamanho reduzido, ndo garantindo uma andlise estatistica
suficientemente robusta. A variacdo individual na expressao de proteinas pelos
individuos pode ser minimizada com o aumento do nimero de amostras, entretanto a
variedade advém de outros fatores interferentes como as diferentes técnicas de
coleta, preparacao de amostras e manejo, pré-fracionamento das proteinas, deplecéo
por afinidade de proteinas mais abundantes, separacdo por cromatografia
multidimensional, quantificacdo de proteinas, analise de dados e critérios de busca
em bancos de dados (42).

A presenga de proteinas mais abundantes no GCF como a albumina, pode
interferir na detegao de proteinas menos abundantes. Para avaliar essa influéncia um
estudo propds uma nova estratégia de remocgéo de albumina com precipitagdo acida

com acido tricloroacético/acetona. O procedimento foi aplicado a amostras de GCF
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coletadas de cinco pacientes adultos com CP e foram submetidas a dois métodos
distintos. Nas amostras A foram identificadas 990 proteinas ou cluster de proteinas,
enquanto na amostra B foram identificadas 1305 proteinas. 988 proteinas foram
identificadas nos dois métodos, sendo apenas 2 identificadas no método sem
fracionamento. A nova estratégia de deplegao de albumina foi capaz de identificas 317
proteinas a mais que o método A. A analise demonstrou que a precipitagdo com acido
tricloroacético/acetona reduziu eficientemente o conteudo de albumina sérica e
aumentou a identificacdo subsequente de proteinas em 32% (22).

Visando identificar os fatores influenciadores dos individuos, incluindo
localizacdo dentaria, sexo e idade, em individuos saudaveis, outro estudo dividiu
quarenta adultos saudaveis em grupos de treinamento e teste. Os resultados
revelaram diferencas protedmicas médias entre locais dentarios suscetiveis e menos
suscetiveis a periodontite, com 85 proteinas diferencialmente expressas identificadas
entre sexos no grupo jovem e apenas 7 no grupo mais velho, demonstrando que o
sexo tem um efeito significativo nas proteinas do GCF em adultos jovens, mas seu
impacto diminui em adultos mais velhos. Além disso, foram encontradas 203 proteinas
associadas a idade no grupo masculino e 235 no grupo feminino, destacando a idade
como um fator de impacto importante. A anotacdo funcional dessas proteinas
diferencialmente expressas indicou que as proteinas relacionadas ao sexo estavam
principalmente associadas a fungdo imunoldgica e ao metabolismo, enquanto as
proteinas relacionadas a idade estavam primariamente associadas a inflamacéo, ao
metabolismo lipidico e a fungéo imunoldgica (30).

Por fim, a comparacao dos resultados obtidos entre varios grupos de pesquisa
nao é direta e a estratégia adotada (bottom-up ou top-down) deve também ser
considerada. Para a definicdo de biomarcadores que possam servir de diagnéstico ou
preditivos da perda de insercao, é preciso que haja a definigao do baseline de saude
periodontal e devido a essa grande variagao de resultados dos estudos é de dificil

definigao.

4.2 Preparagao de amostras para espectrometria de massas (MS)

As abordagens protedmicas e peptidomicas tém como objetivo analisar o perfil

completo de proteinas e peptideos tanto em estados de salude quanto em doencas
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periodontais. Para tal, utilizam-se duas estratégias metodoldgicas: a abordagem
bottom-up, que digere as proteinas em peptideos, e a top-down, que analisa as
proteinas intactas. A abordagem bottom-up, € a mais amplamente utilizada sendo a
top-down com menor nimero de reportes. Ambos 0os métodos iniciam com a coleta e
processamento de amostras. A coleta do GCF pode ser realizada com tiras de papel,
tubos microcapilares de vidro ou fios gengivais, sendo a coleta com tiras de papel a
mais utilizada.

A eluicdo das amostras € realizada através de métodos diversos em meios
aguosos ou organicos. Na proteOmica bottom-up, as amostras sofrem um processo
de digestao proteica, que cliva as proteinas transformando-as em moléculas menores
de peptideos e mais “abertas” para serem detetadas mais faciimente pela MS. Os
peptideos sdo fracionados usando técnicas de resolu¢cdo multidimensional antes da
analise por MS, para diminuir a complexidade da mistura. Podem ser usados métodos
baseados em gel, 1DE ou 2 DE, ou gel-free, como a cromatografia. Na peptidomica
top-down podem ser usadas técnicas de separacdo como a eletroforese e/ou
cromatografia. Em ambas as técnicas, uma vez que as amostras estao preparadas,
sao ionizadas para serem analisadas através da sua relacdo massa/carga pelo MS,
como os quadrupolos, time-of-flght ou frequéncia de ressonancia massa/carga (ion
trap, orbitrap and ion cyclotron resonance). Finalmente apds a andlise, as proteinas
detetadas séo identificadas utilizando algoritmos como SEQUEST ou MASCOT.

4.3 Proteémica / abordagem bottom-up

Na ultima década, o impacto da protedbmica para a compreensdo da
composicdo do GCF humano tem aumentado progressivamente, destacando o
potencial papel diagndstico desse fluido como uma fonte inestimavel de marcadores
especificos para doencas periodontais. Nessa secéo serdo discutidos os estudos que
utilizaram a abordagem bottom-up.

Desses estudos, alguns focaram em analisar o perfil proteico de pacientes
saudaveis. Um estudo pioneiro em 2012 resultou na identificagdo de 199 proteinas.
Uma analise cruzada permitiu discernir que delas, 105 (57%) também estédo presentes
no plasma, enquanto 94 (43%) parecem ser unicas ao microambiente do GCF. Esta

diferenciacdo destaca ndo apenas a contribuicdo sistémica através do soro, mas
19



também enfatiza a existéncia de proteinas especificas ao microambiente gengival
(11). Logo apos este, outro estudo em pacientes saudaveis com um protocolo que
combinou tampdo de ureia com ultrafiltracdo permitiu identificar 327 proteinas,
incluindo superoxido dismutase 1, uma proteina chave no metabolismo lipidico,
apolipoproteina A-lI, uma enzima crucial na defesa antioxidante contra espécies
reativas de oxigénio e dermcidina, um peptideo antimicrobiano previamente nao
associado ao GCF (15).

Em 2021, um estudo apresentou uma analise mais abrangente do proteoma e
metaproteoma de individuos saudaveis, identificando um total de 3680 proteinas
humanas, das quais 2540 foram identificadas com pelo menos dois peptideos Unicos,
sendo estas principalmente associadas a fungfes imunes e inflamatorias. A analise
comparativa do proteoma do GCF com o do plasma e da saliva indicou que o GCF
compartilha a maioria das proteinas altamente abundantes com esses fluidos, mas
com um perfil Unico que reflete sua funcédo especial no microambiente oral (26).

Dois estudos avaliaram a gengivite na sua fase de inducdo e resolucéo,
empregando um modelo de gengivite experimental de 21 dias em voluntérios
saudaveis. No primeiro foram identificadas 16 proteinas bacterianas e 186 proteinas
humanas. Entre as proteinas humanas identificadas, houve uma vasta gama de
funcgdes, incluindo proteinas séricas, proteinas com propriedades antibacterianas, e
proteinas associadas a transcricao celular, ligacdo ao DNA, citoesqueleto, adeséo
celular e cilios. Através de analises estatisticas e de agrupamento (clustering), os
pesquisadores observaram padrdes especificos de expressdo proteica que se
correlacionavam com as fases de inducéo e resolucéo da gengivite. Certas proteinas
mostraram aumentos ou diminuicdes em pontos especificos do estudo, sugerindo
papéis potenciais na modulacéo da resposta inflamatdria gengival ou ha manutencgao
da saude periodontal. Por exemplo, a apolipoproteina B-100, associada a
lipoproteinas de baixa densidade, mostrou um pico de expressao que coincide com o
aumento da inflamacao gengival, sugerindo sua possivel utilizagcdo como marcador de
microulceragfes do epitélio sulcular (10). O segundo estudo foi capaz de identificar
um total de 287 proteinas, incluindo proteinas humanas, bacterianas, fungicas e de
leveduras. A analise ontologica revelou fungcbes primariamente envolvidas em
rearranjos do citoesqueleto, resposta imune, funcdo antimicrobiana, degradacéo de

proteinas e ligagdo ao DNA (17).
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Outros estudos avaliaram a diferenca qualitativa e quantitativa do proteoma do
GCF em pacientes com doenca periodontal e saudaveis na busca por um biomarcador
preditivo de atividade de doenca. O estudo realizado por Bostanci e colaboradores em
2010, comparou individuos saudaveis e pacientes com periodontite agressiva
generalizada. Foram identificadas 154 proteinas de origem humana, bacteriana e viral
em 40 amostras, destacando uma maior propor¢éo de proteinas bacterianas, virais e
de leveduras em pacientes com doenca comparados aos saudaveis. Este estudo
também confirmou a presenca de proteinas relacionadas a defesa do hospedeiro,
como Cystatin-B e defensinas, exclusivamente em individuos saudaveis, sugerindo
que estas proteinas tém um papel protetor. Além disso, o estudo introduziu proteinas
previamente néo identificadas no GCF, como L-plastin, somente detetada em casos
de doenca, e Annexin-1, encontrada em niveis significativamente mais altos em
individuos saudaveis (9).

Choi e colaboradores focaram na identificacdo de biomarcadores proteicos
para periodontite e identificaram 305 proteinas no GCF, das quais aproximadamente
45 mostraram expressao diferencial entre individuos saudaveis e pacientes com
periodontite moderada. Dentre as proteinas identificadas, a azurocidina foi destacada
por sua expressdo aumentada em pacientes com periodontite, sendo detetada
exclusivamente no GCF e ndo na saliva. A azurocidina, que nédo havia sido
previamente associada ao GCF, é conhecida por suas propriedades antimicrobianas
e capacidade de inibir a diferenciacado de macréfagos em osteoclastos, sugerindo um
papel protetor potencial contra a perda éssea alveolar durante as fases iniciais da
periodontite. Os resultados foram validados através de ensaio de ELISA, confirmando
os resultados (11).

Para investigar a alteracdo de biomarcadores apés o tratamento periodontal,
Guzman e colaboradores coletaram amostras de GCF aplicando métodos de filtragem
matematica aos dados protedmicos. Foi identificado um pequeno subconjunto de
proteinas, incluindo azurocidina, lisozima C e miosina-9 como biomarcadores
candidatos proeminentes na linha de base, e a actina alfa-lisa muscular como
marcante 13 semanas apos o tratamento (23).

Kim e colaboradores identificaram um total de 1295 proteinas e entre elas, a
galectina-10 (Gal-10) se destacou como significativamente mais abundante no GCF

de pacientes com periodontite. A pesquisa explorou o papel da Gal-10 na inflamacéo
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oral, descobrindo que seu aumento esta associado a inducéo de prostaglandina E2
em queratindcitos orais e fibroblastos gengivais, além de elevar os niveis de
interleucina-8, MMP-9, proteina C-reativa no meio condicionado de fibroblastos
gengivais tratados com Gal-10 recombinante. O estudo observou que 0 meio
condicionado dos fibroblastos tratados induziu a diferenciacdo de osteoclastos,
sugerindo um papel direto da Gal-10 na osteoclastogénese associada a periodontite.
Esses resultados enfatizam a Gal-10 como um biomarcador potencial para o
diagndstico de periodontite, destacando sua contribuicéo para processos inflamatérios
e de destruicdo tecidual associados a doenca (25). Esse achado foi corroborado por
outro autor que também encontrou a Gal-10 elevada em pacientes com a periodontite
(31).

Com foco na proteina Alfa-Defensina 1 (DEFA-1), Lee e colaboradores
demonstraram que DEFA-1 esta significativamente elevada no GCF de pacientes com
periodontite, sugerindo sua relevancia tanto no processo da doenca quanto como um
biomarcador diagnéstico potencial para periodontite. O estudo demonstrou também
que DEFA-1 possui um efeito inibitério significativo na formacao de osteoclastos em
ensaios com macrofagos derivados de medula éssea, sugerindo um papel regulador
no processo da periodontite. A comparacdo de DEFA-1 com outros biomarcadores
propostos para periodontite, como gal-10, ODAM e azurocidina, revelou que DEFA-1
proporciona uma distingdo mais eficaz entre GCF saudavel e doente (29).

A azurocidina foi destacada por dois autores como um forte candidato a
biomarcador para a periodontite (11, 23). Entretanto outro autor encontrou resultados
conflitantes, estando a azurocidina aumentada nos pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) e CP, porém nao houve diferencga significativa entre o grupo com CP e
0s saudaveis (24). Outro autor destaca que a DEFA-1 € um biomarcador mais
confiavel que a azurocidina e Gal-10 (31). Porém ainda ndo h& consenso na definicdo
de um biomarcador ideal.

O estudo de Baliban e colaboradores identificou entre as proteinas humanas,
angiotensinogénio, clusterina e timidina fosforilase, que foram identificados como
candidatos a biomarcadores baseados em sua alta pontuacdo apenas em amostras
de saude periodontal. Da mesma forma, defensina-1 de neutrofilos, anidrase
carbbnica-1 e fator de elongacédo-1 gama foram associados com a periodontite.

Biomarcadores bacterianos candidatos incluem 33 kDa chaperonina, proteina de
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captacao de ferro A2 e fosfoenolpiruvato carboxilase, associados a saude, e ribulose
bifosfato carboxilase, uma provavel succinil-CoA:3-cetoacido-coenzima A transferase
ou DNA-direcionada RNA polimerase subunidade beta, associados a CP (12).

Kido e colaboradores exploraram a composicéo proteica do GCF em individuos
com saude periodontal e com periodontite identificando 104 proteinas. Curiosamente,
64 proteinas foram exclusivas das amostras de sitios saudaveis, enquanto 63 foram
identificadas somente nas amostras de sitios com periodontite. Estas proteinas
abrangiam uma variedade de funcdes, incluindo relagcdes com sangue, citoesqueleto,
imunidade, inflamacao, lipideos e enzimas. Varias proteinas foram identificadas pela
primeira vez no GCF, como a ceruloplasmina, glicogénio fosforilase, glutationa S-
transferase, fosfoglicerato mutase, psoriasina e resistina. A analise revelou a presenca
de peptideos antimicrobianos, como lactoferrina, al-antitripsina, lipocalina, S100A7,
S100A8, S100A9 e catelicidina, tanto por MS quanto por western blotting (14).

Baliban e colaboradores utilizaram uma combinacdo de analise protedmica de
alto rendimento e modelagem de otimizacéao linear mista inteira (MILP) que foi capaz
de identificar uma combinacdo de biomarcadores que distinguem claramente uma
amostra como saudavel ou doente. Esta metodologia permitiu uma precisdo de
diagnéstico superior a 99% em um conjunto de testes. A andlise revelou que uma
combinacdo de 7 proteinas humanas e 3 proteinas bacterianas era capaz de prever
corretamente o estado de saude periodontal em 40 de 41 amostras em dois conjuntos
de testes cegos. Alguns dos biomarcadores humanos incluidos na combinacéo foram
a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e a lisozima C, junto com outros
biomarcadores bacteriano (16).

Silva-Boghossian e colaboradores quantificaram a composi¢ado proteémica do
GCF em diferentes condi¢bes periodontais. Foram identificadas 230 proteinas
distintas no GCF, revelando diferencas significativas na composi¢éo protedmica entre
os sitios saudaveis e aqueles afetados pela CP. Os resultados mostraram que 145
proteinas estavam presentes em individuos com saude periodontal, enquanto 214
proteinas foram detetadas em sitios com periodontite, 154 em sitios com gengivite e
133 em sitios saudaveis. O estudo também destacou a existéncia de proteinas
exclusivas ou diferencialmente abundantes em diferentes condi¢des periodontais. Por
exemplo, quatro proteinas foram identificadas exclusivamente em individuos

saudaveis, enquanto 43 proteinas foram exclusivas de sitios com periodontite. A
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analise quantitativa das proteinas revelou que 35 proteinas estavam
significativamente mais abundantes em sitios com periodontite em comparacdo com
sitios saudaveis. Os niveis de lisozima foram validados através de ensaios de ELISA,
uma proteina bem caracterizada no ambiente oral, corroborando os resultados obtidos
pela analise proteOmica e destacando a confiabilidade das técnicas de MS na detecao
de biomarcadores periodontais (18).

O estudo de Tsuchida e colaboradores avaliaram individuos saudaveis e
pacientes com doenca periodontal, identificando um total de 619 proteinas. Entre
essas proteinas, a metaloproteinase de matriz (MMP)-9 e a lipocalina associada a
gelatinase de neutrofilos (LCN2), foram destacadas por estarem envolvidas na
progressdo da doenca periodontal. Analises adicionais por Western blot revelaram
gue os niveis de MMP-9 e LCN2 estavam significativamente mais altos em pacientes
com doenca periodontal em comparacdo com individuos saudaveis. A confirmacao
por ELISA também detetou niveis significativamente mais elevados de LCN2 em
pacientes com doenca periodontal, sugerindo que a LCN2 pode ser um biomarcador
promissor (19).

Carneiro, Nouh e Salih analisaram amostras de GCF de 40 individuos
saudaveis e 40 pacientes com doenca periodontal, identificando um total de 238
proteinas distintas, das quais 180 foram quantificadas tanto em individuos saudaveis
quanto em pacientes periodontais, com 26 e 32 proteinas identificadas
exclusivamente em cada grupo, respetivamente. Entre as proteinas identificadas,
varias ndo haviam sido quantificadas anteriormente por meio de abordagens
proteGmicas em grande escala no GCF, ressaltando a relevancia de proteinas como
a cadeia C da Ig alfa-2, Kallikrein-4, S100-A9, e vérias formas de colageno, bem como
proteinas bacterianas patogénicas, destacando-se como potenciais biomarcadores
para a doenca periodontal. O estudo definiu 50 proteinas do hospedeiro e 16 proteinas
bacterianas patogénicas significativamente elevadas na doencga periodontal (20).

O estudo conduzido por Huynh e colaboradores avaliou individuos com
periodonto saudavel, gengivite e CP identificando 121 proteinas no GCF, com 42
consideradas significativamente alteradas em abundancia entre as condigbes
analisadas. Dentre as descobertas, proteinas como cistatina B e cistatina S
apresentaram uma reducao na abundancia da saude para a gengivite e ainda mais na

CP, sugerindo uma possivel degradacdo proteolitica ou consumo dessas proteinas
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em estados de doenca, no entanto tais achados ndo foram confirmados por outros
autores. Em contrapartida, proteinas do complemento mostraram um aumento da
salde para a gengivite, seguido por uma diminuicdo na CP. A analise também revelou
a presenca de proteinas como fibronectina, precursora da lactotransferrina, proteina
14-3-3 zeta/delta, neutrofilina defensina 3 e alfa-actinina, que exibiram flutuacdes nos
niveis entre as condi¢cfes de saude e doenca (21).

A publicacdo de Marinho e colaboradores destaca uma investigacao
protedmica do GCF em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2), CP, aqueles
afetados por ambas as condicbes e individuos saudaveis. O estudo conseguiu
quantificar a abundancia relativa de proteinas nas varias condi¢cbes estudadas,
identificando um total de 104 proteinas com diferencas significativas na abundancia
entre 0s grupos. Proteinas com niveis alterados em todos os grupos doentes
comparados ao controle saudavel incluem o fator de troca de nucleotideo de guanina
Rap, S100A8, S100A9 e imunoglobulinas, sugerindo um papel crucial na patogénese
da periodontite e potencialmente na interacéo entre periodontite e diabetes (24). Os
achados destacam a complexidade da resposta do hospedeiro a periodontite e ao
2DM, com alterag@es significativas na composicao proteica do GCF que refletem o
estado inflamatorio e metabdlico do individuo. Proteinas como a titina, elastase de
neutréfilos e mieloperoxidase apresentaram niveis elevados especificamente no
grupo com diabetes e periodontite, sugerindo uma resposta inflamatéria exacerbada
em pacientes com ambas as condicdes

A presenca de proteinas circulantes da familia S100 tem sido associada com
condigbes inflamatérias como obesidade, artrite reumatoide e doencgas
cardiovasculares (43). No DM2, seu efeito na sensibilidade a insulina em humanos
ainda precisa ser investigado, mas em modelos animais jA foram demonstradas
algumas relacdes (44). No GCF elas estdo associadas com a inflamacdo gengival,
fazendo parte da resposta imune inata. As proteinas S100-A8 e S100-A9 sao ligantes
de ions metalicos, como calcio e zinco, e ja foram relatadas como aumentadas no
FCG de individuos com periodontite (17, 20). Elas sdo capazes de se associar
formando um complexo chamado Calprotectina que é encontrado em grande
guantidade no citoplasma de neutréfilos, as primeiras células na linha de defesa nos
tecidos periodontais. Quando ligada ao calcio, possui a capacidade de sequestrar 0s

ions essenciais zinco e manganés de bactérias e fungos, que o confere sua
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capacidade antimicrobiana. A calprotectina ja foi relatada no soro/plasma (45) e em
outros fluidos corporais, como no fluido cerebroespinhal, fluido sinovial, urina, fezes e
saliva (46). No GCF esse complexo foi relatado como aumentado em alguns
individuos na fase inicial de inflamacgéo gengival em gengivite experimental (47).

Uma tendéncia crescente observada nos artigos mais recentes € a busca por
um grupo de biomarcadores, tanto aumentados quanto diminuidos, ao invés da busca
de apenas um biomarcador que predisponha a periodontite. Nessa direcao, Yi e
colaboradores ofereceram uma abordagem inovadora abordando os sedimentos do
GCF de pacientes com periodontite e voluntarios saudaveis. O estudo demonstrou a
aplicabilidade do MALDI-TOF MS na distingéo entre perfis moleculares de pacientes
com diferentes severidades de periodontite e voluntarios saudaveis, através da
analise de componentes principais e agrupamento hierarquico. Doze biomarcadores
proteicos mais distintivos foram selecionados pela analise discriminante de minimos
guadrados parciais (PLS-DA) dos espectros de massa MALDI-TOF e identificados por
andlise protedmica baseada em LC/MS/MS, incluindo 5 proteinas microbianas e 7
proteinas humanas, e depois verificados com amostras de GCF de outros 11
pacientes. Foi destacado pelos autores que essa abordagem nao invasiva e de alta
eficiéncia oferece uma nova via para a triagem da periodontite entre a populacéo,
potencialmente acessivel a profissionais de salde ndo especializados em
periodontologia, como médicos de familia (27).

O estudo de Bellei e colaboradores identificaram 26 proteinas
significativamente diferentes, das quais 14 foram reguladas positivamente e 12
negativamente no GCF de sitios com doenca em comparacao com sitios saudaveis.
As proteinas identificadas incluiam moléculas inflamatorias, respondentes imunes e
enzimas do hospedeiro, sugerindo uma rede funcional complexa entre essas
proteinas. A analise funcional revelou que a maioria das proteinas aumentadas no
GCF estava relacionada a processos inflamatérios e respostas imunes, sublinhando
o papel significativo da inflamacéo e da resposta do hospedeiro na patogénese da
periodontite. As proteinas diminuidas incluiam diversas formas de queratinas,
refletindo a alteragdo no turnover do epitélio sulcular em resposta a doenca
periodontal (28).

Grant e colaboradores investigaram a eficacia de biomarcadores proteicos na

saliva e no GCF para distinguir entre saude periodontal e doencas periodontais,
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incluindo gengivite e periodontite de diferentes severidades abrangendo um total de
190 participantes. Na fase de descoberta protedmica, foram identificadas 95 proteinas
tanto na saliva quanto no GCF, destacando a presenca de biomarcadores potenciais
associados a inflamacéo, resposta imune e metabolismo do tecido. Quinze proteinas
candidatas foram selecionadas com base nas diferencas observadas entre 0os grupos
de doadores, incluindo MMP9, S100A8, glicoproteina alfa-1-4cida (A1LAGP) e piruvato
quinase, para posterior validagédo. A validagéo dos biomarcadores selecionados por
ELISA demonstrou que combinacdes de trés a quatro biomarcadores, incluindo MMP-
9, S100A8, A1AGP e piruvato quinase, poderiam distinguir eficazmente entre saude
ou gengivite e periodontite, salde e gengivite, e periodontite leve a moderada versus
avancada. Os painéis de biomarcadores apresentaram alta sensibilidade e
especificidade, com a area sob a curva variando de 0,764 a 0,960 para as diferentes
distincdes de estado periodontal.

Torres e colaboradores investigaram as diferencas qualitativas e quantitativas
no perfil protedmico do GCF entre sitios periodontais progressivos e ndo progressivos.
O estudo identificou 1504 e 1500 proteinas nos grupos de ndo progressao (NP) e
progressao (PG), respetivamente, com 48 proteinas exclusivas ao PG e 52 ao NP.
Além disso, 35 proteinas foram mais abundantes no PG, enquanto 29 foram mais
abundantes no NP, indicando diferencas significativas no proteoma do GCF conforme
o estado de progressao clinica da periodontite. A analise bioinformatica revelou que o
grupo NP era predominantemente representado por proteinas associadas a "resposta
a estimulos biéticos e outros organismos", "regulacdo de processos de morte celular”,
"regulacdo de peptidases", "ubiquitinacdo de proteinas" e "atividade ribossomal". Por
outro lado, as categorias de Ontologia Genética mais representadas no grupo PG
estavam relacionadas a "montagem de complexos multiproteicos”, "processos
catabdlicos”, "metabolismo de lipidios" e "ligacdo a hemoglobina e haptoglobina”,
indicando um perfil proteico associado a processos catabolicos, resposta imune e
resposta ao estresse celular nos sitios de periodontite progressiva. Analises de
interacdo proteina-proteina destacaram proteinas centrais relacionadas a processos
de "acetilagédo", "resposta ao estresse" e "resposta a infe¢ées" no grupo PG, enquanto
no grupo NP, as interacdes proteicas estavam relacionadas a "reparo de feridas",
"processos de cura”, "regulacdo da morte celular" e "autofagia mediada por

chaperonas". Confirmado por analises de Western Blot, os niveis de IL-6 e MMP-8,
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conhecidos por sua relevancia na degradacao do colageno e na resposta inflamatoria,
estavam significativamente elevados no grupo PG em comparagéo com o NP (32).

O estudo conduzido por Xiao e colaboradores analisou amostras de GCF de
oito pacientes com periodontite e oito individuos saudaveis, visando caracterizar 0s
perfis protedmicos humano e microbiano. Foram identificadas 570 proteinas humanas
diferencialmente expressas, predominantemente associadas a processos como
resposta inflamatoria, morte celular, juncdes celulares e metabolismo de &cidos

graxos (33).

4.4 Peptidomica / abordagem top-down

Nessa secgado serao discutidos os estudos que utilizaram a abordagem top-
down. Quanto a estratégia metodoldgica, os estudos em peptiddmica se baseiam na
investigacdo do perfil proteico do GCF nas quais as amostras ndo passaram pela
etapa de digestdo das proteinas antes de serem analisados pela MS. A auséncia de
uma etapa de digestado antes da analise por MS supera a limitagao intrinseca de néo
distinguir entre os peptideos naturalmente encontrados no GCF e aqueles gerados
artificialmente por protedlise na etapa anterior, necessaria para um protocolo bottom-
up. Portanto, a relevancia das abordagens do perfil proteico top-down reside no fato
de que tais investigagbes podem revelar de maneira mais direta e clara as funcgdes
especificas de proteinas/peptideos e mecanismos de agdo, uma vez que as
abordagens top-down preservam informagdes valiosas sobre todas as proteoformas,
incluindo a clivagem proteolitica de proteinas maiores pela acdo de protéases de
origem humana ou bacteriana.

Ngo e colaboradores investigaram de forma pioneira a composicao peptidémica
do GCF em sitios periodontais inflamados. A pesquisa identificou 33 peptideos e 66
proteinas no GCF, marcando a primeira vez que muitas dessas moléculas sao
relatadas nesse contexto. Entre as proteinas identificadas, varias estao diretamente
associadas a resposta inflamatéria e a defesa do hospedeiro. O estudo também
destaca a identificacdo de peptideos derivados do catabolismo de proteinas, os quais
sao relatados pela primeira vez no GCF. A presenca de peptideos derivados de

proteinas como a hemoglobina aponta para a potencial atividade antimicrobiana
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dessas moléculas no sulco gengival, contribuindo para a complexa rede de defesa do
hospedeiro contra patégenos periodontais. Para a época, a técnica aplicada nesse
estudo permitiu ndo apenas a identificacdo de uma grande variedade de peptideos e
proteinas, mas também proporcionou uma analise detalhada das modificacdes pods-
traducionais (PTMs) e da complexidade molecular do GCF (34).

Em pacientes em manutencao periodontal, os mesmos autores exploraram a
relagdo entre a quantidade relativa de proteinas e peptideos presentes no GCF na
progressdo da doenga periodontal, medidos por perda de insergdo periodontal ao
longo de 12 meses. A pesquisa acompanhou 41 individuos, coletando GCF em cada
visita. Foi observada perda de insergao de mais de 2 mm em 25 sitios em 14 pacientes
durante o periodo de estudo. Os modelos gerados a partir dos espectros de massa
do GCF foram capazes de prever a perda de insercdo em um sitio com alta
especificidade (97% de capacidade de reconhecimento e 67% de validagéo cruzada).
A analise revelou que os indices clinicos convencionais, como profundidade de bolsa,
indice de placa modificado, niveis de placa e sangramento a sondagem, serviram
como discriminadores pobres dos espectros de massa do GCF. Este achado sugere
que os perfis protedmicos do GCF oferecem informag¢des mais detalhadas sobre a
condicao periodontal que nao séo capturadas por medidas clinicas padrao (35).

Preiand e colaboradores avaliaram como diferentes métodos de coleta e
processamento de GCF afetam a qualidade e a reprodutibilidade dos perfis
protedmicos obtidos. A investigagdo comparou o uso de tiras de papel versus pontas
de papel na coleta de GCF, seguido da extragdo de peptideos e proteinas por eluigao
centrifuga em diferentes solugdes e velocidades, com e sem a adigdo de um coquetel
inibidor de protéases. O estudo demonstrou que a eluicdo com acido trifluoroacético
gerou perfis mais ricos em comparagdo com a eluicdo com acido aceético,
independentemente do dispositivo de coleta utilizado. Além disso, a velocidade de
centrifugagao e a suplementagdo com coquetel inibidor de protéases nao alteraram
significativamente os perfis de GCF. Foi constatada uma modulagdo eficaz da
composi¢ao da matriz e da proporgao matriz/zamostra, resultando em reprodutibilidade
satisfatoria (CV menor que 10% para area de pico e relagao sinal-ruido) (36).

Em 2016, os mesmos autores abordaram a questdo critica de como as

condicbes de armazenamento influenciam o perfil peptidico do GCF. A estabilidade
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dos perfis peptidicos é fundamental para a descoberta de biomarcadores confiaveis.
Este estudo revela que o armazenamento do GCF imediatamente extraido das tiras
de papel, gera menos variagdes nos perfis moleculares comparados a extragao
realizada apds o armazenamento. Mudangas significativas nos perfis espectrais foram
detetadas para amostras de GCF armazenadas a -20°C diretamente nas tiras de papel
e extraidas apds trés meses, em comparacado com o controle extraido precocemente.
Notavelmente, houve uma diminuigdo significativa na area de pico de peptideos
importantes, como HNP-3, S100A8 e S100A9 apds trés meses a -80°C, evidenciando
que as alteracbes no perfil do GCF armazenado podem nao apenas afetar a
descoberta de biomarcadores baseada em padrbes, mas também comprometer sua
adequacao para testes diagnosticos in vitro, especialmente no caso dos
biomarcadores propostos S100A8 e S100A9 (37).

Em 2018, Preiand e colaboradores implementaram uma metodologia
padronizada com o objetivo de identificar uma assinatura peptidica caracteristica da
gengivite. Este estudo revelou um padrdo de cinco peptideos diferencialmente
expressos entre grupos de individuos saudaveis e aqueles com gengivite. Dentre os
biomarcadores identificados, destaca-se o fragmento C-terminal da alfa-1-antitripsina,
conhecido como peptideo C-36, e duas diferentes PTMs da proteina S100A9 de
comprimento total. A metodologia descrita permite uma analise comparativa rapida
das assinaturas de GCF entre individuos saudaveis e aqueles com gengivite,
fornecendo um padrao baseado na expressao de peptideos enddgenos e suas PTMs
como biomarcadores putativos da gengivite (38).

Antezack e colaboradores apresentaram uma abordagem inovadora no
diagndstico da periodontite. O principal objetivo foi de avaliar se a analise MALDI-TOF
poderia classificar com precisdo esses tipos de amostras de acordo com o estado
periodontal, propondo uma metodologia rapida, rotineira e cega para a classificagao
das amostras. Foram coletadas amostras de 141 pacientes, sendo 67 com
periodontite e 74 saudaveis. A analise diferencial dos picos entre os grupos levou a
constru¢cao de mapas de decisao diagndstica para cada tipo de amostra. Para saliva,
GCF e placa dental, os mapas de decisdo diagnosticaram periodontite com
sensibilidade e especificidade variando entre os tipos de amostra, melhorando

significativamente para 100% quando pelo menos dois tipos de amostras foram
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testados em conjunto. Este estudo desenvolveu, pela primeira vez, testes
diagnosticos baseados em perfis proteicos de saliva, GCF e placa dental entre
pacientes com periodontite e individuos saudaveis, demonstrando que a combinagao
de analises de ao menos dois tipos de amostras proporcionou os melhores resultados.
O uso de MALDI-TOF MS para analise direta das amostras, combinado ao uso de um
algoritmo para classificacdo das amostras, resultou em um desempenho aceitavel

para classificar corretamente os individuos com periodontite e saudaveis (39).

Para avaliar os efeitos do tratamento periodontal no microambiente sulcular,
Yuan e colaboradores analisou as mudancas peptidomicas do GCF antes e ap0s o
tratamento periodontal ndo cirirgico em pacientes com periodontite generalizada
(estégio I/11). O estudo identificou mudancas significativas nos perfis peptidémicos que
refletem a eficacia do tratamento periodontal. Um total de 17 pacientes foram incluidos
no estudo e as amostras de GCF foram coletadas em trés momentos: no inicio do
estudo (TO), uma semana apos a destartarizacdo supragengival com ultrassons (T1)
e oito semanas apos raspagem subgengival e alisamento radicular (T2). A maioria dos
peptideos dos pacientes exibiu uma tendéncia de diminuicdo da linha de base pré-
tratamento para o pos-tratamento. A analise de agrupamento e gréaficos de disperséo
com esses peptideos indicou que o peptidoma tem uma capacidade aceitavel de
refletir o status da periodontite generalizada estagio I/ll. Sete desses peptideos foram
identificados com sucesso como a-l-antitripsina, variavel imunoglobulina k 4-1,
haptoglobina e imunoglobulina pesada constante y2. Os resultados destacam a
diminuicdo de certos peptideos no GCF apdés o tratamento periodontal nao cirdrgico.
A analise peptidémica direta do sedimento do GCF por MALDI-TOF MS identificou 12
biomarcadores proteicos potenciais, incluindo 5 proteinas microbianas e 7 proteinas
humanas, refletindo componentes da composicdo microbiana e da resposta do
hospedeiro relacionados a etiologia da periodontite (40).

A pesquisa em peptidomica € um segmento particularmente intrigante e
complexo da proteémica. O peptidoma do GCF pode ser extremamente valioso na
identificacdo de novos biomarcadores para doencas periodontais. Embora métodos
extensivos baseados em protedmica de abordagem bottom-up tenham sido aplicados,
revelando numerosas proteinas no GCF, esses métodos ndo conseguem desvendar

completamente todos os proteoformas existentes nas amostras. Por outro lado, a
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pesquisa em peptiddbmica emprega principalmente estratégias de perfilagem top-
down, que sdo mais adequadas para a detecao de proteoformas, embora tais estudos
sejam escassos. Consequentemente, nosso entendimento atual sobre os peptideos

naturalmente ocorrentes e suas fungdes no GCF permanece incompleto.

4.5 Metaproteémica

A microbiologia e a resposta do hospedeiro sdo a chave para entender sobre o
desenvolvimento da periodontite, entretanto como essa rede complexa de interagdes
acontece no ambiente sulcular necessitamos de mais estudos para sua total
compreensao. Durante a colheita do GCF na proteémica, mesmo com o cuidado para
nao se coletar placa bacteriana, acaba-se por absorver alguns microrganismos e seus
subprodutos, mesmo assim temos poucos estudos metaproteémicos ou que reportam
esses dados. O primeiro estudo que relatou o micro bioma do GCF humano utilizando
tecnologia protedmica identificou 154 proteinas de origem humana, bacteriana e viral
em individuos saudaveis. A proporcao de proteinas derivadas de microrganismos foi
maior na doenca que em individuos saudaveis, especialmente as virais, como por
exemplo a proteina virus herpes 2. O autor relata serem limitados os resultados devido
a técnica ndo ser a mais apropriada para detecdo de patdégenos periodontais (10).
Outros estudos relataram a identificacdo de proteinas bacterianas, mas néao
reportaram mais dados relevantes (11, 16, 35).

Baliban e colaboradores propés 3 proteinas bacterianas, Chaperonina de 33
kDa, transferase de succinil-CoA e uma carboxilase de ribulose bisfosfato,
encontradas em todos os modelos de estudo. Foram sugeridas como novos
candidatos a biomarcadores para condi¢des periodontais que requerem investigacao
adicional (12). Em estudo de gengivite experimental, Baliban e colaboradores
encontraram 14 proteinas bacterianas, originarias de espécies como Streptococcus
oralis, Prevotella oralis, Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Além disso, foram identificadas 12
proteinas fungicas e 7 proteinas de leveduras, principalmente de Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae (16). Carneiro e colaboradores relataram 16 bacterianas

que foram significativamente mais expressas na periodontite. Além disso, a interacdo
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entre proteinas humanas e bacterianas e o0 mecanismo relacionado a periodontite nao
foram ilustrados (20).

Yi e colaboradores identificaram 12 proteinas potenciais para biomarcadores
no diagnoéstico de periodontite, incluindo 5 proteinas microbianas e 7 humanas. Os
biomarcadores de proteinas microbianas foram expressos por Streptococcus mitis,
Streptococcus pneumoniae, Peptostreptococcus stomatis, Neisseria meningitidis e
Leptotrichia hofstadii, que foram principalmente proteinas ribossomais de grande
abundéancia em microrganismos. Nesse trabalho foi utilizada a sedimentacéo para a
extracdo das proteinas microbianas ao invés do GCF completo para evitar a
interferéncia de proteinas do soro de grande abundéancia. Eles também encontraram
uma grande variedade de microrganismos relacionados com a doenca, ao invés do
classico “complexo vermelho”, mostrando que diversas bactérias participam da
disbiose complexa que ocorre na placa bacteriana. Este trabalho revelou a presenca
de 69 géneros bacterianos Unicos no metaproteoma do GCF, destacando a interacéo
complexa entre proteinas do hospedeiro e bacterianas na manuten¢éo da saude oral
(27).

Xiao e colaboradores realizaram uma analise abrangente do proteoma e
metaproteoma do GCF humano, identificando-se um total de 3082 proteinas, das
quais 1229 foram derivadas de bactérias, indicando a diversidade microbiana
presente no GCF. Entre as descobertas, 69 géneros bacterianos foram identificados,
contribuindo com aproximadamente 4.17% para a abundancia total de proteinas no
GCF. Os géneros mais abundantes incluiram Fusobacterium, Corynebacterium e
Leptotrichia (26).

Grant e colaboradores 2022 detetaram a presenga de apenas 6 proteinas
bacterianas e 264 proteinas humanas no GCF. Afirma que apesar da busca na base
de dados pelas proteinas bacterianas, o numero baixo provavelmente se deve ao
método de centrifugagao prévio a digestdo, que removeu essas proteinas (29).

Recentemente, Xiao et al. detetaram a presenga de 752 proteinas bacterianas
em seu estudo. Foi relatado uma propor¢gao menor de proteinas bacterianas no grupo
doente que no grupo controle com padroes de espécies bacterianas mais prevalentes
diferentes. Além disso, o presente estudo descreve a rede de interagdo entre o
microbioma e o hospedeiro, onde na periodontite, a maioria das bactérias elevadas

se mostraram corelacionadas positivamente com proteinas inflamatérias. Ele
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destacou que proteinas microbianas relacionadas com o metabolismo do butirato se
mostraram elevadas e podem estar relacionadas com a inflamagao periodontal. O
butirato se mostrou um importante fator de viruléncia de bactérias anaerdbias como a
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, que pode destruir juncdes
intercelulares e desencadear a morte celular de células epiteliais gengivais (33).

A interacdo entre proteinas humanas e bacterianas e 0 mecanismo relacionado a
periodontite ainda n&o foi totalmente elucidado e o estudo metaproteémico pode ser

0 caminho para elucidar essa complexa relacéo.

4.6 Desafios e prospecoes futuras

O vasto numero de possiveis biomarcadores, alguns ja descritos e outros ainda
a serem identificados, torna esse campo de grande potencial para novas descobertas.
Além da detecao de biomarcadores especificos € importante o entendimento da rede
complexa de proteinas que participam da cascata que envolve a perda 6ssea e de
insercao nos tecidos periodontais.

A definicao do perfil de proteinas baseada em espectrometria de massa do GCF
pode desempenhar um papel fundamental tanto no diagndstico quanto na prognose
de disturbios sistémicos importantes. Tecnologias como MALDI-TOF MS e LC-MS/MS
sao essenciais para explorar eventos moleculares na patogénese oral de doencgas,
particularmente na periodontite, embora seu papel na detecdo de suscetibilidade
ainda seja limitado. A medida que a biologia celular avanga, espera-se que essas
percegdes fomentem tratamentos inovadores que abordem uma gama de doencgas
humanas e esclaregam os mecanismos complexos envolvidos.

Cada biomarcador identificado pode ser validado por métodos bioquimicos
tradicionais, como analise por Western blot ou ensaios ELISA, que se beneficiam da
alta especificidade dos anticorpos desenvolvidos contra os peptideos identificados por
MS. Essa abordagem poderia facilitar o reconhecimento de padrdes fenotipicos
especificos que indicam o inicio e a progressao de doengas periodontais. Além disso,
ampliar a cobertura do peptidoma e proteoma do GCF poderia melhorar nosso

entendimento dos mecanismos moleculares que desenvolvem a periodontite.
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Embora esta revisdo se concentre principalmente em doengas periodontais,
proposi¢coes recentes sugerem que tanto o GCF quanto a saliva devem ser
considerados em contextos mais amplos de saude oral e sistémica. A facilidade de
coleta de saliva por profissionais ndo médicos dentistas a torna uma ferramenta
interessante no diagnostico de doencas sistémicas em larga escala. Embora o GCF e
a saliva tenham origens diferentes e ndo se sobreponham perfeitamente como
ferramentas diagnodsticas, a utilizacdo de ambas em momentos terapéuticos
diferentes pode ser utilizada se houver a definicdo quantitativa de biomarcadores
especificos.

Um desafio significativo neste campo é a falta de procedimentos padronizados
pré-analiticos e analiticos, o que afeta desde a coleta de amostras até o
armazenamento do GCF, a normalizacdo das concentragdes de proteinas e a
confiabilidade da analise por MS. A variabilidade em como as amostras séo coletadas,
manipuladas e armazenadas leva a resultados que sao dificeis de comparar e
interpretar corretamente. Mas interpretagdes dos dados, como visto com defensinas
e calgranulinas, exemplificam esses problemas. Uma padronizacdo adequada poderia
permitir que a perfilagem por MS capturasse de forma eficaz assinaturas de peptideos
intactos do GCF, auxiliando na identificacdo das etapas nuances da inflamagao
gengival.

Na economia atual, onde os custos de saude sdo uma preocupacao
significativa, € crucial basear a prevencgao e o tratamento de doengas periodontais em
diagndsticos precisos, de baixo custo, mitigando fatores de risco e gerenciando riscos
de forma eficaz. O GCF esta sendo cada vez mais utilizado para fornecer diagnosticos
precisos e especificos do local, que sao vitais para o planeamento de tratamento e o

monitoramento da doenca.

5. CONCLUSAO

Com base no estudo proteémico do fluido gengival a conclusdo emergente é
que determinadas proteinas ou um conjunto delas, exibem potencial para serem
utilizadas como marcadores preditivos de atividade de doencas periodontais. Esses

biomarcadores podem estar relacionados a diversos aspetos da doenga, incluindo a
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resposta imunologica do hospedeiro, a degradagao tecidual, ou serem subprodutos
de atividades microbianas. No entanto, a aplicagao pratica dessas descobertas ainda
enfrenta obstaculos significativos. Principalmente, falta uma metodologia analitica que
seja facilmente integravel a rotina clinica, o que permitiria a realizagdo de estudos em
larga escala de forma mais viavel e acessivel. Portanto, o desenvolvimento de
técnicas de analise protedmica que sejam tanto eficazes quanto praticas para uso
clinico diario é crucial para avangar nesta area. Tal avango nao apenas facilitaria
estudos mais amplos e detalhados sobre biomarcadores no fluido gengival, mas
também poderia transformar significativamente o diagnéstico e a monitorizagao das
doencgas periodontais, promovendo uma abordagem mais preventiva e personalizada

no tratamento dessas condigdes.
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