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Resumo: O fluor € um elemento quimico que em concentragdes baixas, proporciona efeitos benéficos
nos dentes, mas a exposicdo excessiva ao fluoreto através da ingestdo de agua a longo prazo, pode
causar doengas sistémicas como a fluorose 6ssea. O baixo nimero de casos confirmados de fluorose
Ossea refletem a deficiéncia de biomonitoramento e conhecimento do impacto da doenca na saude
publica. Dessa forma, o campo da protedmica se apresenta como opgao para estudo da expressdao
protéica, trazendo a expectativa de que exposi¢gdes antes desconhecidas ou ndo esperadas, possam ser
identificadas e as proteinas diferencialmente expressas possam dar as informagdes para elucidar o
mecanismo da fluorose. Trata-se de um estudo epidemioldgico, observacional, descritivo e transversal,
baseado em dados quantitativos, com analise estatistica e procedimento comparativo e descritivo. O
estudo foi realizado na vila de Brejo das Freiras, no municipio de Sao Jodo do Rio do Peixe (PB), local
que apresenta elevada concentragdo de fliior em todos os pogos naturais. A amostra foi constituida de
27 individuos com os casos mais graves identificados pelo perfil epidemiologico tragado, através de
questionario semi-estruturado e pré-validado sobre sintomatologia de dores articulares. A coleta da
saliva, foi obtida através da secrecdo da glandula parotida, ou das glandulas salivares menores, com
estimulos mecanicos ou quimicos, a depender se os pacientes tinham hipossaliva¢do. As amostras
foram sempre coletadas em um mesmo periodo do dia, das 10 as 14 horas, considerando o ciclo
circadiano, e imediatamente centrifugadas na residéncia do voluntario, ¢ armazenadas em nitrogénio
liquido até sua analise no laboratério de bioquimica da USP, para preparagdo para espectrometria de
massa. Foi realizada a dosagem das proteinas com o método Bradford modificado antes da
espectrometria. Para obtencdo dos espectros de massas, as amostras foram utilizadas no sistema
nanoACQUITY UPLC (Waters, Milliford, USA) acoplado ao espectrometro de massas Xevo Q-TOF
G2 (Waters, Milliford, USA). Os dados obtidos foram buscados no banco de dados do UniProt
(Universal Protein Resource). O presente estudo é provavelmente o primeiro a explorar in vivo analise
protedmica para fluorose 6ssea no solo brasileiro, e ressalta-se que 15 individuos eram portadores de
FO Dessa forma, obteve-se como resultado da analise protedmica na saliva a identificagdo de 109
proteinas e destas, 72 pertencem ao grupo G1(com fluorose dssea), 22 pertenciam ao G2 (sem fluorose
Ossea) e 15 eram comuns a ambos. Nenhuma das proteinas identificadas e comuns a G1_G2 tiveram
expressao significativa, no entanto o Gl apresenta proteinas alteradas e subexpressas, quando
relacionada ao G2. Ha necessidade de investigagdo para averiguar se a subexpressao dessas proteinas
resulta da interferéncia da alta concentra¢do de F nestes individuos. Devido ao nimero baixo de
amostras de saliva advindas da glandula parétida e, sobretudo, ao transporte do material bioldgico, a
alteracdo destas pode ter ocorrido, considerando a sensibilidade da técnica de analise protedmica,
justificando o baixo niimero de proteinas significativamente expressas ou subexpressas. Espera-se, que
com a identificagdo dessas proteinas envolvidas nos processos metabdlicos do fluor, possamos
elucidar o metabolismo desse ion bem como identificar individuos mais vulneraveis a fluorose 6ssea.
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INTRODUCAO

O flior ¢ um elemento quimico que, se associado em concentragdes baixas,
proporciona efeitos benéficos nos dentes, mas a exposi¢do excessiva ao fluoreto através da
ingestdo de agua a longo prazo, ou até combinacdo com a exposicdo a outras fontes,

excedendo as necessidades fisiologicas, aumenta o
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numero de efeitos adversos, podendo causar doencas sistémicas. Estes efeitos variam de
fluorose dentdria suave até fluorose esquelética e desordens musculo-esqueléticas, de acordo
com o aumento do nivel de exposi¢ao ao fluoreto e periodo de tempo. A fluorose cronica além
de afetar ossos e dentes, tem efeitos deletérios significativos nas fungdes cardiovascular,
respiratoria, gastrointestinal, endocrina e neurolégica (FAN et al., 2015; KHURDI, 2016;
WAUGH et al., 2016; WHO, 2006).

Muitos estudos epidemioldgicos relacionados a exposi¢do a longo prazo ao fluoreto
foram conduzidos em varios paises, mas, embora existam diversos estudos epidemioldgicos
disponiveis, a quantidade de dados distintos torna dificil determinar uma rela¢do clara entre
exposi¢ao - resposta (WHO, 2006).

O baixo numero de casos confirmados de fluorose clinica e subclinica refletem a
deficiéncia de biomonitoramento e conhecimento do impacto da doenca na saude publica
(WAUGH et al., 2016).

Devido a nossa individualidade molecular, sdo necessarios arranjos de marcadores
para compor a base de modelos probabilisticos de diagnosticos diferenciados e
personalizados. A caracterizacao dos biomarcadores selecionados ¢ condigdo necessaria para
a utilizacao dos padroes moleculares no auxilio de diagndsticos, prognosticos € também para
fornecer maiores conhecimentos, ao nivel molecular, sobre a patologia em questao
(CARVALHO et al., 2006).

Dessa forma, o campo da protedmica se apresenta como op¢ao para estudo da
expressao protéica, trazendo a expectativa de que exposicdes antes desconhecidas ou nao
esperadas, possam ser identificadas e as proteinas diferencialmente expressas possam dar as
informagdes para elucidar o mecanismo da fluorose, e assim identificar novos alvos para
intervengdo terapéutica. A tecnologia do proteoma, aliada a bioinformatica, poderd trazer
impacto direto na clinica médica e qualidade de vida dos pacientes. (CARVALHO et al.,
2006; METZ et. al, 2017; SOARES et al., 2007; WEY et al., 2016).

A integracdo da quimica, bioquimica, biologia molecular, espectrometria de massa e
bioinformatica ¢ essencial para o desenvolvimento da nova geragdo de ferramentas que
possibilitardo um melhor entendimento dos complexos de proteinas e suas fungdes
encontradas, para um diagndstico mais preciso e, consequentemente, o tratamento adequado
da doenga (KAAKE; WANG; HUANG, 2010).

Com a dificuldade em confirmar o diagnoéstico de fluorose Ossea, a busca por

biomarcadores especificos, viaveis, sensiveis, seguros e de baixo custo para o diagnostico
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dessa morbidade, podera proporcionar o melhor entendimento dessa patologia, facilitando a
adocdo de medidas preventivas e terapéuticas, bem como o diagnostico precoce da doenca. A
verificacdo das alteragdes metabdlicas, biologicas, fisiologicas e patoldgicas da FO, com o
biomonitoramento da exposi¢do ao flior através da saliva e a introdu¢do da pesquisa
molecular na busca de expressdo proteica, permitira conhecer o efeito e susceptibilidade do
individuo a este agente quimico, indicando o nivel atual do organismo frente a essa condi¢ao,
propiciando o conhecimento e o perfil dessa morbidade. Além disso, informagdes sobre a
doenca, incluindo as manifestagdes clinicas, diagnostico e tratamento sdo desconhecidos da
maioria dos profissionais de satude.

Existem poucos trabalhos cientificos com estudos epidemiologicos e de
biomarcadores de flior em comunidades rurais, uma vez que a maioria das pesquisas ¢ restrita
ao ambiente laboratorial e, portanto, ndo procede a avaliagdes aplicadas na comunidade
(LIMA JUNIOR, 2012).

Por fim, ¢ importante ressaltar que esta pesquisa revelara um impacto regional,
econdomico e social, na medida que busca aplicagdo de ferramentas e novos protocolos
relacionados a essa doenca pioneira no pais, melhorando assim a qualidade de vida das
comunidades rurais do semidrido brasileiro acometidas pela doenga.

2. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo epidemiologico, observacional, descritivo e transversal, baseado
em dados quantitativos, com analise estatistica e procedimento comparativo e descritivo
(MARCONI; LAKATOS,2009). O estudo seguiu a Resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Satde do Brasil (BRASIL, 2012), com a emissdao do protocolo da Plataforma
Brasil nimero 1256646.

O estudo foi realizado na vila de Brejo das Freiras, no municipio de Sao Jodao do Rio
do Peixe (PB), distante cerca de 500 km da capital Jodo Pessoa, local que apresenta elevada
concentragdo de flior em todos os pogos naturais.

2.1. Critérios de inclusao
Area endémica para fluorose dentaria; individuos que apresentassem capacidade de
compreensdo e de comunica¢do verbal; voluntarios residentes permanentes na vila que
utilizaram a 4gua do pogo para o consumo nessa localidade, com idade minima de 20 anos.
2. 2. Amostra
Foi constituida de 27 individuos com os casos mais graves identificados pelo perfil

epidemiologico tragado, através de questionario semi-
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estruturado e pré-validado sobre sintomatologia de dores articulares (pés, maos, punho,
coluna, dores renais). De acordo com a existéncia de mais de 4 sintomas, os individuos cuja
radiografia apresentaram positivo a confirmagdo do diagndstico de fluorose esquelética,
foram monitorados em seus biomarcadores salivares e protedmicos.

2.3. Obtencao da saliva para analise protedmica

A coleta da saliva, foi obtida através da secrecao da glandula parédtida. Uma vez que os
voluntérios da pesquisa sdo em maioria idosos, € poderiam apresentar xerostomia ou reducdo
do fluxo salivar devido a idade mais avangada, quando nao possivel essa técnica, foi realizada
a obtengdo da coleta de saliva total, através do método de coleta estimulada quimicamente.

Para esta coleta, os voluntarios foram orientados evitar comer, beber, fumar e usar
produtos de higiene oral pelo menos uma hora antes da coleta, para evitar interferentes.
Concomitante, outros fatores tiveram que ser adequados, pois o fluxo salivar apresenta
normalmente alteragcdes durante o dia. Por essa razdo, as amostras foram sempre coletadas em
um mesmo periodo do dia, das 10 as 14 horas. Dentro do protocolo utilizado, procurou-se
padronizar a0 maximo a coleta das amostras, para diminuir as varidveis interferentes.

2.3.1. Obtengdo das amostras através da glandula parotida

Sob estimulagdo com acido citrico, foram coletadas amostras de saliva diretamente da
abertura do "Ducto de Stenon", do lado direito da boca, utilizando-se coletores de saliva
estéreis acoplados a sonda uretral nimero 6.

Uma pera de borracha conectada a sonda, quando pressionada, produz um vacuo no
coletor. No momento em que este coletor era adaptado a saida do ducto, a pressdao sobre a
pera era liberada, para que o coletor se fixasse a bochecha sob pressao negativa. Aguardava-
se, entdo, a saida da saliva através da sonda. Quantidades minimas de saliva (2ml) eram
suficientes para a realizagdo dos ensaios. As amostras de saliva foram coletadas em tubos de
Eppendorfs, imediatamente centrifugadas na residéncia do voluntario, o sobrenadante
eliminado e armazenadas em nitrogénio liquido e, posteriormente, em -80° C até sua analise
no laboratério de bioquimica da USP. Foram acondicionadas em caixa térmica e
transportadas com gelo seco até o local determinado para preparacdo para espectrometria de
massa.

2.4. Dosagem das Proteinas

Estando as amostras preparadas, antes de submeté-las a espectrometria de massas, foi

realizada a dosagem das mesmas, com o intuito de avaliar a quantidade de proteinas totais

obtidas em cada amostra coletada permitindo assim,
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estabelecer a quantidade minima necessaria para etapa subsequente.

Assim, o método utilizado para realizar a dosagem foi o Bradford modificado (kit
Quick Start Bradford, Bio-Rad). Considerando que o Bradford original ¢ incompativel com os
reagentes presentes nos tampdes de primeira dimensdo, como uréia, tiouréia, CHAPS, foi
necessario o uso de métodos quantitativos especificos e modificados.

Para obtencdo dos espectros de massas, as amostras foram utilizadas no sistema
nanoACQUITY UPLC (Waters, Milliford, USA) acoplado ao espectrometro de massas Xevo
Q-TOF G2 (Waters, Milliford, USA). A identificacdo das proteinas foi obtida através do
algoritmo de contagem de ions incorporado ao software. Os dados obtidos foram buscados no
banco de dados da espécie Homo sapiens (ID UP000005640) baixado do catalogo do UniProt
(Universal Protein Resource). Os resultados obtidos foram tabulados e apresentados em forma
de tabelas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 27 amostras de saliva em individuos expostos ao flior na agua. A
tabela 01 apresenta as dosagens de proteinas presentes na saliva, com a exigéncia de
apresentar um volume minimo de 50uL (1 pg/L) para serem preparadas para digestdo com a
tripsina para analise protedmica.

Tabela 01: Dosagem de proteinas da saliva (n= 27) ¢ o volume da amostra a ser utilizada para o

preparo para MS.
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Dosagem de proteinas na saliva

WVal. {uL}

Amostra Gl e 62 l‘:.'-Ilililnm & :ﬁl Dilibgin amastra {1x] 'u;’?.l:l
1CFDe 0,152 112,01 1 445 37
2 GFoe 0,205 179,93 1 27789

3CED: 0,100 45,38 1 1101, 73+++
4 CFOe 0,124 76,14 1 656,72
5 GROR: 0,201 174,16 1 23709
6 CEO: 0,110 57,56 1 868,72
7R 0,070 6,94 1 720243
8 gFoe 0,102 47,31 1 1056,97%%%

8 CFO: 0,460 506,04 1 5831
10 GFO: 0,232 213,88 1 23377
11 GFOe 0,148 106,39 1 467 78
12 CFO: 0,217 194,66 1 25585

13 CFO: 0,547 617,51 1 30,57
14 CROR 0,116 65,89 1 75890
15 CFOF 0,141 97,28 1 51399
L6 SO 0,311 315,75 1 158 35
17 5o 0,317 322,30 1 154 23
18 SEQRY 0,254 242,07 1 206,55

19 5FCk 0,671 777,05 1 54,35
20 5pQE 0,205 295,25 1 169 35
21 5FQ 0,325 333,05 1 150,13
22 5pQ 0,279 274,75 1 18193
23 §FQ¢ 0,140 108,17 1 462 23
24 5F0E 0,233 215,31 1 231 69
25 5FQ 0,206 181,21 1 27553
26 SEOPY 0422 457,34 1 105,33
27 5EQE 0,212 188,90 1 264 70

3.1. Analise protedmica da saliva

Quanto a andlise protedmica na saliva de individuos pertencentes aos grupos Gl
(COM FLUOROSE) e grupo G2 (SEM FLUOROSE), expostos as elevadas concentragdes de
flior na agua, foram obtidas um total de 109 proteinas. Destas pertenciam somente ao grupo
G 1 um total de 72, somente a0 G2 um total de 22 e comum aos dois grupos foram
identificadas 15 proteinas, de acordo com a tabela 02. As médias ¢ o desvios-padrao foram
identificados para cada grupo, considerando a exposicdo a dose cronica do F de 4,46 mg/L na
comunidade pesquisada.

Tabela 2: Apresentacdo da quantificagdo protedmica da saliva (n= 27), com o escore da proteina.

Brasil (2015).
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NE de
ME de pin o NZ de ptn NE de ptn
ldentificadas . B
Identificadas Identificadas Identificadas
Gl .
G2 G1 e G2
N2 Amosira, 72 2z 15
108
valor Mip- 35,01 141,87 331,569
35,05 ! ’
valor WMax 4381,22 1331,11 1453,21
4.BE1 ’ ’ '
Média 317,15 587,77 547,32
4455
[2DP) 550,91 345,51 480,20
537,3
* proteings identificadss pertencentes 0os dois grupos 1 & 2.

A tabela 3 exibe as proteinas que apresentaram expressao diferencial quando
comparadas metabolicamente entre G1 e G2 nas amostras de saliva. Para tanto dispde o
namero do acesso da proteina nos bancos de dados da UNIPROT, descricdo da proteina, o
valor do escore da proteina como também indica qual o grupo que exibe maior alteracao
quando comparadas as analises da saliva entre as amostras e a variancia.

Tabela 03: Lista das proteinas identificadas na saliva, comum aos dois grupos G1 ¢ G2, expostos a

4,46 mg/L de F,identificadas por MS. (Ptn= proteina).

Niimero do Descrigio da Proteina® Escore’ saliva’ pe

acesso” Gl G2
Basic peptide 18-85 O5=Homo s3piens SM=FREL1 Gl _aG2

GIVIRL PE=4 =1 331,69 0B
Basic salivary proline-rich protein 1 O3=Homo G1_G2

G3WViMg sapiens GN=FREL PE=4 5v=2 430,34 074
Basic salivary proline-rich protein 1 OS=Homa G1_G2

ADADETHOZE sapiens GH=FREL PE=4 5v=1 430,34 071
Submaxillary gland androgen-regulsted protein 38 Gl1_G2

POZ2EL4 ‘05=Homo s3piens GM=SMRA3B PE=1 5\=2 474 4E 061
Ig alpha-2 chain € region [Fragment) O5=Homo Gl G2

ADAOT7SESNT sapiens GH=IGHAZ PE=4 5v=1 1453, 21 055
salivary acidic proline-rich phosphaprotein 12 G1_G2

POZELD ‘O5=Homo sapiens GH=PRHL PE=1 5y=2 399,19 056
Ig 3lpha-2 chain € region O5=Homo s3piens Gl_G2

POLETT GH=IGHAZ PE=1 V=3 145321 055
Ig 3lpha-1 chain C region O5=Homo s3piens G1_G2

PIETS GM=IGHAL PE=1 V=2 1453, 31 054
salivary acidic proline-rich phosphaoprotein 12 G1_G2

ADADETWAAZ | OS=Homo sapiens GM=FRHEL FE=4 5v=1 399,19 051
salivary acidic proline-rich phosphaprotein 1,2 G1_G2

ADADAOKATIL | OS=Homo sapiens GM=PRHL PE=4 5v=1 399,19 049
Salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1,2 Gl1_G2

ADADBTWYTO | OS=Homo sapiens GM=PRHL PE=4 5v=1 399,19 04
salivary acidic proline-rich phosphaprotein 12 G1_G2

[Fragment) O5=Homo s3piens GN=FRHL PE=4

ADADETWYFS | Sv=1 399,19 048
Salivany acidic proline-rich phosphoprotein 1,2 Gl1_G2

ADAIETWEYL ‘05=Homo 3piens GM=PFRHL PE=4 S\=1 399,19 045

P15516 Histatin-3 OS=Homao sapiens GN=HTNI PE=1 5v=2 102631 | G1_G2 0,02

¥ERAHE Histatin-3 O5=Homao sapiens GH=HTNI PE=4 54=1 lox631 | G1_al 01
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2 acesso da proteina nos bancos de dados UniProtKB; Pdescricdo da proteina identificada, ‘o
valor do escore da proteina ;¢ indicagdo da proteinas comum entre os grupos; indicagdo do grupo
que a proteina exibir alteracdo diferenciada; variancia ¢ e proteinas que apresentaram entre o
grupo comum expressdo diferencial ( menos expressa).

Este trabalho descreve a primeira determinacdo protedmica em saliva em humanos
expostos as elevadas concentracdes de flior pela dgua de beber, e com potencial para causar
fluorose Ossea, ressalta-se que quinze individuos eram portadores de FO.

Devido a hipossalivagdo dos pacientes, das 27 amostras, 22 foram obtidas pelo método
de estimulacdo quimica. Assim, em meio a dificuldade encontrada para obtencdo de uma
saliva livre de interferente e contaminante, s6 foi possivel a coleta em poucos pacientes (n=5),
obtidas diretamente da glandula parotida.

Dessa forma, obteve-se como resultado da analise protedmica na saliva a identificacao
de 109 proteinas, destas 67% pertence ao grupo G1, 21,3% pertenciam ao G2 e 13,7 % das
proteinas identificadas eram comuns aos dois grupos.

Porém, ao comparar os dois grupos, constata-se que o grupo 1, apresentavam proteinas
alteradas, quando relacionada ao grupo pareado (Gl _G2). Destas apresentaram um escore
médio de 647,82 (DP + 460,2), valor minimo de (331,7) valor minimo (1.453) No tocante a
diferenca de expressdao evidenciada do grupo G1 em relagdo ao G2, das 15 proteinas
identificadas exibindo valor médio de 0,57 ( DP + 0,11), valor minimo de (0,45), valor
maximo (0,8), constatou que nenhuma destas proteinas identificadas e comum aos dois grupos
analisados apresentaram expressao significativa elevada, todavia a variancia foi presente
quando comparado os grupos, exibindo proteinas menos expressas do grupo 1 em relagdo ao
G2, o qual foi identificada a proteina n ° X6RAH8 e P15516 como as proteinas menos
expressas do grupo 1 em relagao ao G2.

Em fungdo disso, ha necessidade de investigacdo para averiguar se a subexpressao
dessas proteinas resulta da interferéncia da alta concentragdo de F nestes individuos. Este fato
pode alterar a fungdo molecular, componente celular ou processos biologicos dos individuos
expostos.

A saliva tem sido amplamente utilizada como ferramenta no diagnodstico de inumeras
doengas, uma vez que a sua obtencdo ¢ facil e realizada por um processo ndo invasivo, seu
contetdo ¢ abundante e permite a obten¢do de inllmeras moléculas relacionadas aos processos
fisiologicos e a varias doengas que acometem os individuos.

Siqueira et al. (2008), a partir da secrecdo das glandulas salivares, identificou 56
proteinas através da glandula salivar menor, e evidenciou que esta, em contraste com as

glandulas paro6tida e secre¢cdes submandibular / sublingual, apresenta conteudo reduzido.
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Nestas ultimas glandulas, ¢ possivel identificar mais de mil proteinas através das abordagens
protedmicas. Assim, os resultados com valores baixos desta pesquisa, em meio ao substrato
analisado confirma, de fato o que cita o referido autor.

Neste trabalho, foi utilizado um tampao de lise de solubilizagdo aplicado diretamente
sobre as amostras, e este pode ndo ter sido o suficiente para remover os interferentes ou
contaminantes (DNA, RNA, ions metalicos e principalmente sais i0nicos) da saliva, haja vista
que a eficacia da solubilizagcdo da proteina, depende do método de dissolucao, da escolha dos
detergentes e a composi¢ao da solu¢do da amostra (KOBAYASHI et. al, 2011). A preparagao
da amostra ¢ a parte mais critica de qualquer experimento, este passo pode envolver
homogeneizagdo e lise celular (GALDOS, 2009), dessa maneira ao longo da metodologia,
sobretudo no que se refere ao transporte do material bioldgico, possa ter ocorrido alteracao da
amostra, considerando a sensibilidade da técnica, para extracdo e separagdao da proteina, para
a analise protedmica.

Mediante o exposto, como neste estudo apenas (18%) compreendeu saliva advinda da
secrecao da glandula parétida, esta com a caracteristica de apresentar-se livre de bactérias ou
substancias exogenas, € que deve ser de primeira escolha, ocasionou a auséncia de proteinas
expressas ou super expressas na saliva.

O presente estudo ¢ provavelmente o primeiro a explorar in vivo analise protedmica
para fluorose dssea no solo brasileiro. Em estudos anteriores foi demonstrado in vitro
(KOBAYASHI et al.,2011; CARVALHO et al., 2007; LEITE, 2007) que animais submetidos
a elevadas doses de flior ocorre alteracdo. A exposi¢ao ao F conduziu a certas modificagdes
na expressao de proteinas, apontam nos seus estudos que o F tem como alvo os mecanismos
moleculares dos osteoblastos e os osteoclastos. O efeito deletério do flior sobre as células
depende da concentra¢dao (micromolar a milimolar), duracao da exposicao, e do tipo de célula
envolvida (indiferenciadas ou diferenciadas) (EVERETT, 2011).

Considerando o contexto de interacdo enzimatica, o fluoreto inibe a secre¢do e/ou
sintese de proteinas e influencia distintas vias de sinalizagdo envolvidas na proliferacdo e
apoptose. Porém, ha algumas controvérsias quanto ao efeito dependendo da sua concentracao
(EVERETT, 2011).

Estudos nesse ramo buscam identificar e caracterizar as variagdes moleculares ¢
aponta as populacdes susceptiveis aos efeitos indesejaveis ou potencialmente negativos desse
ion, além de esclarecer os mecanismos fundamentais pelos quais o fluoreto age no organismo

humano (EVERETT, 2011).
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4. CONCLUSAO

Devido ao niimero baixo de amostras de saliva advindas da glandula parotida,
decorrente da hipossalivacdo em idosos e, sobretudo, ao transporte do material biolégico, o
tampao de lise pode ndo ter sido o suficiente para remover os interferentes ou contaminantes
das amostras, e a alteragdo destas pode ter ocorrido, considerando a sensibilidade da técnica
de analise protedmica, para extracao e separacdo da proteina, ocasionando a quase auséncia de
proteinas expressas ou super expressas na saliva.

Embora algumas destas proteinas identificadas, tenham fungdes biologicas
identificadas e distintas em outras partes do corpo humano, as suas fungdes na fluorose 6ssea,
ainda ndo sdo conhecidas, o que necessita ser investigado.

Espera-se, que com a identificacdo dessas proteinas envolvidas nos processos
metabdlicos do fluor, possamos elucidar o metabolismo desse ion bem como identificar
individuos mais vulneraveis a fluorose ossea.

Este trabalho representa um passo inicial de estudo molecular e celular com
investigacao protedmica de individuos portadores de fluorose 6ssea, e podera fornecer um
conjunto de ferramentas potente, para identificar potencias candidatos a biomarcadores de
susceptibilidade a FO, notadamente moléculas ou proteinas relacionadas com o modelamento
0sseo.
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