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RESUMO

Introducdo: O lUpus eritematoso sistémico juvenil (LESJ) € uma doenca
cronica multisistémica, de natureza autoimune inflamatoria, pleomorfica, com
multiplas manifestacdes, potencialmente progressiva e incapacitante. E rara
antes dos 5 anos de idade e costuma apresentar um pico na puberdade.
Apesar das manifestacdes clinicas, alteragcbes imunologicas e tratamento
serem similares aos doentes adultos, criancas e adolescentes geralmente
apresentam um curso clinico mais grave. E a doenga reumatica autoimune com
maior morbidade e mortalidade na classe pediatrica, sendo 0 soro sanguineo
de particular importancia no diagndéstico e monitoramento de autoanticorpos da
doenca. Por ser a coleta de sangue um exame desconfortavel, principalmente
para criangas, torna-se importante encontrar novos recursos nao invasivos que
possam substituir essa técnica. A avaliacdo do perfil proteico salivar esta se
tornando cada vez mais importante para o diagndstico precoce de diversas
doencas. A saliva destaca-se como um fluido biolégico de coleta fécil, indolor e
sem implicagGes de risco ao paciente. No entanto, ndo foram encontrados no
banco de dados do PubMed publicacfes a respeito do perfil molecular da saliva
de pacientes com LESJ. Objetivo: Avaliar se o perfil proteico da saliva de
pacientes com LESJ, na faixa etaria de 9- 18 anos, difere entre os pacientes
com artrite idiopatica juvenil (AlJ) e individuos sem doenca autoimune (SDA).
Métodos: Trata-se de um estudo transversal. Foi coletada saliva total nao-
estimulada. As proteinas do pool de saliva dos trés grupos foram
caracterizadas de acordo com o peso molecular através de eletroforese
unidimensional (SDS- PAGE). Além disso, realizou-se espectrometria de
massa por dessorcdo de matriz assistida por laser combinada com o sistema
de tempo de voé (MALDI-TOF) das amostras individuais e do pool dos grupos.
Os dados estatisticos foram avaliados com testes para grupos dependentes
através do ANOVA e teste t de Student, a depender da distribuicdo das
frequéncias e teste post-hoc testes, quando necessarios. As variaveis
categoéricas foram testadas com o teste qui-quadrado ou com o teste exato de
Fisher. Resultados: Foram avaliados 27 pacientes com LESJ, 23 com AlJ e 44
(SDA). Diferengas consistentes ndo foram obeservadas nos perfis proteicos da
saliva entre os grupos avaliados pelo método SDS-PAGE. Através da técnica



MALDI-TOF a média da relacéo/intensidade (95% intervalo de confianca) da
faixa de massa/carga de 1315.6027 a 1315.7536 apresentou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = ,037), onde o grupo SDA
apresentou maior média de relacao/intensidade 41,3 (31,8 — 50,7) quando
comparada a do grupo LESJ 20,5 (15,1 — 25,9) (p =,026). Analise de subgrupo
relativa & atividade do LESJ evidenciou que a faixa de 1471.5897 a 1471.8495
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p = ,010). A espetrometria
do pool de saliva revelou picos mais elevados dos espectros 1224.5036,
1315.5853, 1731.6880 e 1866.7644 m/z, quando comparados aos dos grupos
com LESJ e AlJ. Concluséao: O perfil proteico da saliva individual de pacientes
com LESJ foi diferente em um dos espectros avaliados quando comparado ao
do grupo SDA.

Palavras-Chave: lUpus eritematoso sistémico juvenil; saliva; artrite idiopatica

juvenil; proteina salivar; criancgas.



ABSTRACT

Background: Juvenile systemic lupus erythematosus (JSLE) is a chronic
multisystemic disease, with an autoimmune inflammatory nature, pleomorphic,
with multiple manifestations, potentially progressive and incapacitating. It is rare
before 5 years of age and usually has a peak at puberty. Although clinical
manifestations, immunological changes and treatment are similar to adult
patients, children and adolescents usually present a more serious clinical
course. It is autoimmune rheumatic disease with higher morbidity and mortality
in the pediatric class and the blood serum is of particular importance in the
diagnosis and monitoring of autoantibodies of the disease. Because blood
collection is an uncomfortable test, especially for children, it becomes important
to find new non-invasive features that can replace this technique. The
evaluation of the salivary protein profile is becoming increasingly important for
the early diagnosis of several diseases. Saliva stands out as a biological fluid
with easy collection, painless and without risk implications to the patient.
However, no publications were found in the PubMed database regarding the
molecular profile of saliva in patients with JSLE. Objective: To evaluate
whether the protein profile of the saliva of patients with JSLE, in the age group
of 9-18 years, differs between patients with juvenile idiopathic arthritis (JIA) and
without autoimmune disease. Methods: This was a cross-sectional study. The
salivary pool proteins of the three groups were characterized according to
molecular weight by one-dimensional electrophoresis (SDS-PAGE). In addition,
laser assisted matrix desorption mass spectrometry combined with the time-of-
flight (MALDI-TOF) of the individual samples and pool of the groups was
performed. The statistical data were evaluated with tests for dependent groups
through ANOVA and Student's t-test, depending on frequency distribution and
post-hoc tests, when necessary. Categorical variables were tested using the
chi-square test or the Fisher's exact test. Results: Twenty-senven patients with
JSLE, 23 with JIA and 44 without autoimmune disease were evaluated.
Consistent differences were not observed in the protein profiles of saliva among
the groups evaluated by the SDS-PAGE method. Through the MALDI-TOF

technique, the mean of the relation/ intensity (95% confidence interval) of the



mass/load range from 1315.6027 to 1315.7536 presented a statistically
significant difference between the groups (p =, 037), where the group without
autoimmune diseases had a higher average Of relation / intensity 41.3 (31.8 -
50.7) when compared to the LESJ group 20.5 (15.1 - 25.9) (p =, 026). Subgroup
analysis of the activity of the JSLE showed that the range from 1471.5897 to
1471.8495 presented a statistically significant difference (p =, 010). Saliva pool
spectrometry revealed higher peaks of the 1224.5036, 1315.5853, 1731.6880
and 1866.7644 m/z spectra as compared to the LESJ and JIA groups.
Conclusion: The protein profile of the individual saliva of patients with JSLE
was different in one of the evaluated spectra when compared to the group

without autoimmune disease.

Key-words: systemic lupus erythematosus; saliva; juvenile idiopathic arthritis;

salivary protein; children.
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1 INTRODUCAO

1.1 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca crdnica multisistémica, de
natureza autoimune inflamatoria, pleomérfica, com multiplas manifestaces clinicas e
laboratoriais, potencialmente progressiva e incapacitante (1). Caracteriza-se pela
formacao de autoanticorpos e deposi¢do de imunocomplexos, ocasionando inflamagéo
em diversos 6rgdos e dano tecidual (2). A teoria atualmente mais aceita acerca do
desenvolvimento de LES considera sua etiologia multifatorial, complexa, com
susceptibilidade genética, envolvimento de fatores hormonais e com gatilhos ambientais

variados (3).

Sua prevaléncia na populacdo global € de 40-50 casos por 100 000 pessoas e
observa-se clara preponderancia do género feminino em idade fértil, sendo que de cada
dez ocorréncias, somente uma acomete o género masculino (4). Estudo recente, que
englobou ampla area geografica dos Estados Unidos da América, aponta incidéncia de
6,63 casos para cada 100.000 norte-americanos (5). No Brasil, estima-se uma
incidéncia anual de LES seja de 8,7 casos na populagdo da regido nordeste (6). A
mortalidade dos pacientes com LES é cerca de 3 a 5 vezes maior do que na populacao
geral e esta relacionada com atividade inflamatéria da doenca, especialmente quando
h& acometimento renal e do sistema nervoso central (7). Além disso, ha maior risco de
infeccbes graves decorrentes da imunossupressao e, tardiamente, podem ocorrer

outras complicacfes da propria doenca e do tratamento (2).

Embora individuos de todas as idades possam ser acometidos pelo LES,
verifica-se que sua manifestacdo se da comumente na faixa etéria dos 15 aos 44 anos

(8). Portanto, atinge pessoas durante os primeiros anos de atividade laboral o que



resulta em grande perda de qualidade de vida e também uma alta carga econémica
para a sociedade, em ambito individual e do servi¢o publico e privado de saude (9).

O ltpus eritematoso sistémico juvenil (LESJ), embora seja mais raro, apresenta
basicamente as mesmas caracteristicas do lupus do adulto. Do total de pacientes com
LES, 10- 20% se encontram nas duas primeiras décadas de vida (10). A incidéncia de
LESJ em todo o mundo varia entre 0,3-0,9 por 100.000 habitantes por ano, com
prevaléncia estimada entre 5- 10 casos por 100.000 (11-13). Incide sobre ambos os
sexos, no entanto € em média 4,5 vezes mais frequente no feminino, com variacdes
nas diversas faixas etarias 4:3 (F:M) dos 0 aos 9 anos, 4:1 (F:M) dos 10 aos 14 anos e
5:1 (F:M) dos 15 aos 19 anos. Sua distribuicdo € universal, mas especula-se a
possibilidade de maior incidéncia em negros, polinésios, asiaticos e indios americanos
(14). A idade média de apresentacdo é de 12 anos e raramente ocorre antes dos 5
anos de idade (15-17).

No Brasil, o projeto de Lei 7797/10, do Senado, incluiu o lipus entre as doencas
cujos portadores sao dispensados de cumprir prazo de caréncia para usufruir dos
beneficios de auxilio-doenca e aposentadoria por invalidez (18). Tal iniciativa do senado
demostra o grau de comprometimento sistémico que a doenca pode causar no portador
e a consequente perda de qualidade de vida. Ademais, verifica-se que o diagnostico
precoce de LES estd associado a taxas mais baixas de surtos da atividade da doenca,
menor utilizacdo dos servicos de saude (19). Isto pode representar grande economia
nos custos relativos ao servico publico e privado de salde uma vez que estudos
evidenciam que o0s custos médios anuais de saude por paciente com LES estdo
estimados entre US $ 12.000 a US $ 24.000 (20-24).

1.1.1 Diagndstico
O diagnostico do LES baseia-se na presenca de manifestagcdes clinicas
caracteristicas e de exames laboratoriais (14).



1.1.2 Manifestacdes Clinicas

O LES manifesta-se com periodos de exacerbacdo e remissdo. As criangas
apresentam, geralmente, maior atividade da doenca e evolucdo mais agressiva
comparativamente aos adultos (25). Por esse motivo € de extrema importancia o

diagndstico precoce da doenca (26).

Além disso, o LES pode afetar qualquer 6rgéo ou sistema e apresenta diversas
formas de evolugéo e prognéstico. O diagnéstico do LESJ é evolutivo e qualquer sinal
ou sintoma pode ser a primeira e Unica manifestacdo da doenca. As manifestacdes
podem persistir ou recorrer por meses ou anos até que o diagndéstico definitivo de IUpus

seja confirmado pela presenca de outros acometimentos (14).

Sintomas gerais como fadiga, anorexia, emagrecimento e febre ocorrem em 60
a 80% dos casos. A febre é a ocorréncia mais frequente, podendo ser elevada ou baixa,
diaria ou esporéadica (14).

As manifestagbes sistémicas mais frequentes do LESJ incluem: artrite ou
artralgia (64-91%), comprometimento cutaneo (70- 90%), sintomas gastrointestinais
(20%), manifestacdes pulmonares (40- 50%), envolvimento cardiaco (25- 50%),
linfadenopatia (10-30%), (1, 14). Envolvimento renal esta presente em 29% a 80% dos
casos e é a principal causa de morbidade e mortalidade no LESJ e ocorre em metade
das criancas lUpicas (14, 27). As alteracGes do sistema nervoso central tém incidéncia
variavel entre 9 a 45% dos casos, sendo a segunda causa de morbidade e mortalidade
no LESJ (14).

No contexto odontolégico, a prevaléncia de manifestagcbes bucais como
ulceracdes agudas ou crbnicas, lesdes discoides, queilite angular, glossites e
hipossalivacdo variam de 9% a 54% (28, 29). Atraso na erupc¢ao dentaria decidua e
permanente, defeitos na formacéo de raizes dentarias também estéo presentes. Porém,
afirma-se que estas alteracbes nédo sao propriamente decorrentes do LES, mas do

tratamento com corticosterdides (28). Quanto a condicao periodontal, verificou-se que



60% a 70% dos portadores de LES apresentam algum tipo de doenca periodontal (30,
31) (APENDICE A).

O diagnéstico precoce, a menor duracdo da doenca ativa e uma terapéutica
mais eficaz contribuem para a melhoria da taxa de sobrevivéncia dos pacientes com
LESJ (32). Contudo, continua a ser a doenca reumatica autoimune com maior

morbidade e mortalidade na classe pediétrica (32, 33).

1.1.3 Achados Laboratoriais

No soro, a producdo de uma variedade de autoanticorpos é a base
imunopatoldgica da doenca e podem ser detectados, em média, 2,7 a 9,3 anos antes
do diagnéstico (34). O fator antinuclear (FAN) positivo é bastante sensivel e, talvez,
seja o achado mais importante para estabelecer, inicialmente, uma implicacédo
autoimune. No entanto, o FAN positivo ndo é especifico e pode ser encontrado em 5-
20% da populacao normal (35). Além disso, existem pacientes IUpicos que apresentam

FAN negativo, apesar de ser uma condicdo extremamente rara (35).

Os anticorpos antinucleossomo sao mais especificos, mas pouco sensiveis e
ndo fazem parte da rotina diagnostica (14). Os anticorpos contra o acido
desoxirribonucleico (Anti-DNA) nativo ou de dupla-hélice sdo altamente sensiveis para o
lipus e podem estar presentes em até 97% dos casos de LESJ (14). Eles estédo
associados com envolvimento renal, mas n&o se correlacionam bem com a atividade da
doenca (1). Os anticorpos anti-Sm estdao presentes no soro de 1/3 dos pacientes e

apresentam alta especificidade e baixa sensibilidade (14).

Anticorpos antifosfolipides também podem ser encontrados no lupus (50%) e
podem causar tromboses venosas e arteriais, bem como a perda fetal recorrente. A
avaliacdo é feita pela deteccdo de anticorpos contra a cardiolipina ou beta-2

glicoproteina 1, ou pela presenca de um anticoagulante lupico. Anti-SSA/Ro e anti



SSB/La estdo associados a sindrome de Sjogren secundaria, lupus eritematoso
cutaneo subagudo, lUpus neonatal e fotossensibilidade (1).

Os autoanticorpos conduzem a formacéo de complexos imunes, e que ativam e
consomem complemento. Assim, a analise dos niveis de C3, C4 ou complemento total
CH50 pode ser util no diagnostico de lapus, bem como no monitoramento de rotina de
pacientes com LES (36). No entanto, hipocomplementemia ndo € especifico para LES e
pode ser encontrado em qualquer doenca em que ha uma grande carga de antigeno-
anticorpo (36).

Anormalidades hematolégicas sdo achados comuns no LES. A anemia pode
refletir inflamacéo cronica, doenca renal ou deficiéncia de ferro. Além disso, anemia
hemolitica autoimune causada por auto-anticorpos contra antigenos de globulos
vermelhos (Coombs positivo) pode ocorrer. Leucopenia e trombocitopenia sdo comuns
em pacientes com LES. A linfopenia € bastante prevalente e se relaciona com a Nefrite
Lupica (NL). Acredita-se que sejam secundarios a anticorpos dirigidos contra antigenos

de superficie celular (37).

Os exames laboratoriais mais comuns obtidos em avaliagdo inicial do LES
estéo listados no ANEXO A- Quadro 1.

1.1.4 Critérios do Colégio Americano de Reumatologia

Devido as vastas manifestacdes clinicas e laboratoriais, na pratica, para o
diagnostico de LES utilizam-se os critérios de classificacdo propostos pelo American
College of Rheumatology (ACR) , em 1982, e revisados em 1997 (38). O diagnostico se
fundamenta na presenca de, pelo menos, quatro dos 11 critérios descritos no ANEXO
B- Quadro 2.

No entanto, esses critérios foram formulados e validados para classificacdo de

pacientes com doenca estabelecida e poderia excluir individuos com sinais precoces ou



doenca limitada. Evidéncias de estudos sugerem que apenas 60% dos pacientes com
LES encaixam-se nos critérios da ACR (39).

Os critérios diagnosticos utilizados para o LESJ sdo os mesmos utilizados para
adultos. Contudo, até 1/3 dos pacientes, especialmente criancas e adolescentes, néo
preenchem, no inicio da doenca, os critérios requeridos para a definicdo do LES, o que

contribui, sobremaneira, para o retardo no diagnéstico (40, 41).

Por isso, é importante e necessario que a avaliacdo do LESJ seja realizada de
maneira criteriosa em todo o curso da doenca: 1) diagnostico preciso; 2)
acompanhamento da atividade da doenca; 3) avaliagdo da morbidade e dos danos

acumulados; e 4) determinacédo do estado de saude do paciente ao longo da doenca

().

1.1.5 Critérios do Systemic Lupus International Collaborating Clinics

Recentemente um grupo de profissionais especializados em atendimento de
pacientes com LES, Systemic Lupus International Collaborating Clinic (SLICC), publicou
nova proposicdo para critérios de classificagcdo de pacientes com IUpus (42). Foram
incluidas manifestac6es do Iupus ndo contempladas no critério do ACR e enfatizada a
necessidade de preenchimento de, pelo menos, um critério imunolégico. Para um
individuo ser classificado com LES é necesséario o preenchimento de pelo menos 4
critérios, incluindo pelo menos 1 clinico (dentre 11) e 1 imunolégico (dentre 6), ou deve
ter nefrite confirmada por bidpsia na presenca de fator antinuclear positivo ou anticorpo
anti-DNA nativo positivo- ANEXO C- Quadro 3.

Nos adultos, comparando-se os critérios do ACR de 1997 ao SLICC de 2012,
ele apresenta maior sensibilidade (97% versus 83%), apesar de menor especificidade
(84% versus 96%). Atualmente, existe uma proposta em andamento para a validacao
internacional desses novos critérios para o LESJ, e estes critérios tém sido

recentemente utilizado na pratica clinica (13).



1.1.6 Instrumentos de avaliagdo da doenca

O acompanhamento do tratamento dos pacientes com LES deve ser
fundamentado em instrumentos que sejam capazes de medir, de maneira objetiva, a
atividade inflamatéria da doenca. As medidas objetivas de atividade de doenca e de
dano sao utilizadas primariamente em ensaios clinicos e estudos observacionais, mas
podem ser utilizados, também, na pratica clinica (43). Alguns indices utilizados s&o:
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) (44); Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index 2000 (SLEDAI-2K) (45); Systemic Lupus
International Collaborating Clinics/ American College of Rheumatology- Damage Index
(SLICC-ACR-DI) (46); British Isles Lupus Assessment Group (BILAG) (47); Safety of
Estrogens in Lupus Erythematosus National Assessment (SELENA-SLEDAI); Systemic
Lupus Activity Measure (SLAM) (48) e European Consensus Lupus Activity
Measurement (ECALM) (49).

O principal indice de atividade atualmente utilizado no LES é o SLEDAI (44). Ele
€ composto por 24 itens que incluem sinais, sintomas e testes laboratoriais, cada qual
recebe um peso (que varia de 1 a 8), de acordo com sua importancia ou gravidade. A
soma dos itens resulta no escore final que quanto mais alto, maior € o grau de atividade
(méximo 105). Uma modificacdo deste indice sem a inclusdo De alguns testes
laboratoriais € o SLEDAI-2K (45). Em estudos com pacientes brasileiros com LESJ,

mostrou boa aplicabilidade (50).

A constatacdo de lesao irreversivel ou sequela decorrente da doenca pode ser
medida por meio do SLICC/ ACR- DI (51). O SLICC / ACR- DI tem se mostrado um
instrumento valido (46). Doze 6rgdos e sistemas sdo avaliados: ocular,
neuropsiquiatrico, renal, pulmonar, cardiovascular, vascular periférico, gastrointestinal,
musculoesquelético, cutaneo, enddcrino, gonadal e malignidades (13). Além disso, o
indice de dano pode ficar estavel ou aumentar no decorrer do tempo e possui

pontuacdo maxima de 47 pontos (43).



1.2 ARTRITE IDIOPATICA JUVENIL

A artrite idiopatica juvenil (AlJ) é uma alteracao inflamatdria crénica de etiologia
desconhecida, que envolve primariamente as articulaces. E a doenca cronica articular
mais frequente na infancia e importante causa de incapacidade a curto e longo prazos
(52, 53). Embora a AlJ muitas vezes seja definida como uma doenca Unica, ela
engloba uma série de entidades semelhantes, caracterizadas principalmente por
comprometimento articular persistente por mais de seis semanas, tendo inicio antes dos
16 anos de idade (54). Os desfechos adversos incluem dor crbnica, rigidez matinal e
dano articular e deficiéncia fisica como resultado da inflamacdo cronica das
articulacées. Apesar de prognostico ter melhorado nos dltimos anos, cerca de metade

dos pacientes continuardo a ter doenca na idade adulta (55).

A etiologia da AlJ permanece desconhecida, fatores ambientais, autoimunes e

genéticos tém papel na sua patogénese e na heterogeneidade da doenca (56).

Nos paises desenvolvidos, a incidéncia da AlJ varia entre 2 a 20 casos por 100
mil (57, 58) e a prevaléncia se situa entre 16 e 150 por 100 mil (58). Porém, sua
incidéncia e prevaléncia variam consideravelmente de acordo com a regido. Tais
variacfes decorrem das diferencas étnicas, suscetibilidades imunogenéticas, possiveis
fatores ambientais envolvidos na patogénese da doenca, além do uso de diferentes
defini¢cdes/ classificacbes clinicas dos casos (59). Em geral, a AlJ acomete duas vezes
mais meninas que meninos, entretanto, sdo observadas diferengcas expressivas nos

diversos subtipos (52).

1.2.1 Critérios para diagnostico e classificagcéo
O diagndstico é de exclusao, pois ele é confirmado apenas depois de excluir

outras causas de artrite (52).

Atualmente, a AlJ é classificada em sete subtipos, segundo a International

League of Associations for Rheumatology (ILAR) ), de acordo com os primeiros 6 meses



de doenca: sistémica, poliartrite fator reumatoide (FR) negativo, poliartrite FR positivo,
oligoartrite (persistente ou estendida), artrite relacionada com entesite, artrite psoriasica
e indiferenciada, cada qual tem critérios de exclusédo e inclusdo especificos (ANEXO D-
Quadro 4) (52, 60, 61).

Na literatura ainda ndo ha consenso em relacéo a terminologia a ser utilizada,

0 que muitas vezes dificulta a interpretacao de estudos cientificos (52).

1.2.2 Exames laboratoriais
Em AlJ os exames laboratoriais sdo usados para auxiliar o diagnostico clinico,
principalmente na exclusdo de outras causas da artrite. Além disso, para mostrar a
intensidade do processo inflamatério e reacdes adversas a terapia e como ferramenta
na compreensdo da patogénese da doenca. Ndo ha exame especifico que possibilite o
diagnéstico de AlJ (52, 62).

Na maioria das vezes, as alteracdes hematoldgicas refletem a intensidade do
processo inflamatério. Embora em pacientes com doencgas articulares leve raramente
sejam observadas alteragdes no hemograma, pode ser observado anemia leve em
alguns casos. Os pacientes com doenca mais grave e ativa geralmente apresentam
leucocitose e trombocitose, que podem atingir niveis bastante elevados nas formas

sistémicas (52).

O FR IgM apresenta positividade varidvel em criancas com AlJ, dependendo do
subtipo da doenca. O valor diagnoéstico do FR+ € baixo, ndo atinge 10% dos pacientes
com AlJ. Portanto, ndo tem valor diagndstico e sim para classificar os subtipos (63).
Além disso, o FR pode estar presente em outras doencas do tecido conectivo, como o
LESJ (52).

A pesquisa do HLA-B27, antigeno de superficie celular, que € produto dos
genes do complexo maior de histocompatibilidade, encontra-se presente em 85% dos
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pacientes com artrite relacionada a entesite. Assim, sua positividade € considerada um
dos critérios de exclusdo dos outros subtipos de AlJ (64).

A positividade do FAN apoia o diagnostico de AlJ. Porém, ndo tem valor
diagnoéstico, mas é utilizado para classificar o subtipo de artrite (65). Sua presenca
indica maior risco de desenvolvimento de uveite anterior crénica. Essa complicacéo
ocular € frequente nos subtipos de AlJ oligoarticular, poliarticular FR negativo e artrite
psoriasica, todas com predominio no sexo feminino (62).

O anti-CCP (anticorpo contra peptideos ciclicos citrulinados) € um importante
marcador sorolégico para o diagndstico de artrite reumatoide e um possivel marcador
progndstico para a progressao desfavoravel da doenca. Apesar de razoavelmente bem
explorado em pacientes adultos, a frequéncia do anti-CCP e sua importancia no
diagnéstico de AIlJ permanece controverso. A maioria dos estudos descreve
positividade menor que 10% nos pacientes com AlJ, principalmente no subtipo
poliarticular FR positivo, que cursa com manifestacbes articulares mais graves, com

mais erosdes e deformidades (62, 66).

A inexisténcia de marcadores laboratoriais e a grande variabilidade do quadro
clinico da doenca contribuem para a dificuldade na identificacdo precoce das criancas e
adolescentes acometidos pela AlJ. Portanto, trata-se de um diagnéstico de exclusao,
uma vez que nado existem sinais, sintomas ou exames laboratoriais exclusivos da
doenca (67).

1.3 SALIVA

1.3.1 Origem, composicao e funcao
A saliva é um fluido biolégico com claras implicagcbes na saude oral. Possui
véarias fungbes importantes dentre elas, destacam-se: (a) lubrificacdo da mucosa oral,

(b) solubilizacdo de substéncias que dao sabor aos alimentos, (c) formagédo do bolo
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alimentar, (d) funcéo digestiva, (e) diluicdo de detritos, (f) protecéo dos dentes e tecidos

moles bucais, e (g) facilitacdo na mastigacdo, degluticao e fonacao (68, 69).

As glandulas salivares séo classificadas pelo tamanho, localizagdo anatdmica e
histologia. Existem trés pares de glandulas salivares maiores: parotidas,
submandibulares e sublinguais, responsaveis por cerca de 90% de toda a saliva
produzida na boca. O restante deriva-se de glandulas menores situadas na mucosa
labial, lingual, palatina, glossopalatina e retromolar (70). Embora participem com a
producdo de pequeno volume da secrecéo, sdo responsaveis por grande parte do total

das substancias provenientes do sangue (69).

A saliva forma-se nos acinos e é decorrente do liquido intersticial originado dos
capilares sanguineos (saliva primaria). Em seguida € modificada, ao cruzar o sistema
de ductos- intercalado, estriado e excretor. As trocas idbnicas acontecem principalmente
nos ductos estriados, tornado a saliva uma solugéo hipoténica (70).

O fluido oral é constituido 99% por agua e inclui, também, uma mistura de
eletrdlitos (sodio, potassio, célcio, cloro, magnésio, bicarbonato e fosfato), proteinas
(incluindo enzimas, imunoglobulinas e outros fatores antimicrobianos, glicoproteinas da
mucosa, vestigios de albumina e varios polipeptidios e oligopeptdios) e, em menores
quantidades, glucose e produtos nitrogenados (uréia e amoénia). Estes componentes
funcionam de forma integrada e sdo responsaveis pelas varias funcdes atribuidas a
saliva (70).

A passagem de compostos do plasma para as glandulas salivares ocorre

através de:

1. Ultra filtragem através das juncdes (gaps) entre as células acinares em
gue apenas moléculas com peso molecular menor do que 1900 dalton (Da) fazem esse
tipo de transporte. Como exemplo: agua, alguns ions, catecolaminas e hormonios
esteroides. A concentragdo salivar desses compostos é de 300 a 3000 vezes menor na

saliva do que no plasma (71).
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2. Transporte seletivo através da membrana celular por difusdo passiva

Exemplo: moléculas lipoliticas (horménios esteroides);

3. Transporte ativo através dos canais de proteina. Exemplo: ions- Na*, K*, Cl e
HCOs3;

4. Sintetizados e secretados em células acinares ou ductais: componentes
organicos, tais como: lisozima, lactoferrina, peroxidases, histatinas, imunoglobulina A,

alfa- amilase salivar (72).

A saliva é estéril, mas perde esta caracteristica ao entrar na cavidade bucal e
misturar-se com o fluido crevicular gengival, células sanguineas, microrganismos e
produtos microbianos, células epiteliais descamadas, restos alimentares e secrecdes
originadas nas vias aéreas superiores. Todos esses componentes formam a chamada

saliva total ou integral (73).

Cada glandula secreta um tipo de saliva com caracteristicas especificas (71). A
parétida € a mais volumosa das glandulas salivares, sendo puramente serosa. Quando
estimulada produz saliva fina, aquosa e rica em alfa-amilase. As glandulas
submandibulares sado mistas, pois sdo constituidas por 4cinos serosos, mucosos e em
semiluas serosas, porém predominantemente secretam uma saliva rica em mucina. As
sublinguais, as de menor volume entre as glandulas principais, constituem-se
especialmente de células acinares mucosas, portanto produzem secrecao viscosa. As
glandulas salivares menores apresentam secrecdo mucosa, em sua maioria (70).

Assim, a composi¢ao da saliva varia de acordo com 0s Acinos presentes.

1.3.2 Fluxo salivar
Um adulto saudavel produz cerca de 1,0 a 1,5 L de saliva total por dia (65, 67)
20% provém das glandulas parotidas, 60% das submandibulares e de 7-8% das

sublinguais. As glandulas menores contribuem com os 10% restantes da producao de
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saliva. Quando estimulada, as glandulas parétidas aumentam drasticamente a sua

contribuicdo para 50% do total de secrec¢éao salivar (70).

A reducédo do fluxo salivar (hipossalivagdo) € um distarbio comum e estima-se
que cerca de 20% da populacdo geral tenham esta alteracdo (74). O fluxo salivar &
considerado baixo quando apresentar valore menor do que 0,25 mL / min sem estimulo
e menor do que 1,0 mL / min com estimulo (70). A saliva estimulada é geralmente
obtida por mastigacdo de parafina ou goma ou por estimulos gustatérios. Por outro
lado, a saliva sem estimulo representa uma condicdo de equilibrio do organismo, com
menor influéncia das glandulas salivares. A coleta de saliva ndo estimulada pode ser

obtida pela drenagem passiva ou ativa, suc¢do ou absorcéao (75).

E natural que o individuo passe por periodos curtos de hipossalivacdo, sendo
frequente sua ocorréncia quando sob estresse psicologico (76, 77). Entretanto, a
hipossalivacdo pode ser decorrente de multiplas causas, que podem incluir
comprometimento do paréngquima glandular por processos infecciosos e inflamatorios,
associados ou ndo a doencas granulomatosas, condicdes autoimunes (como a
sindrome de Sjogren e AR), radioterapia da regidao cefalica e/ou cervical como também
pode estar associada aos distirbios do humor, efeitos adversos ocasionados pelo uso

de algumas medicacées ou, ainda, ser de causa idiopatica (75) (APENDICE B).

1.3.3 Diagnéstico através da saliva

A grande variedade de moléculas presentes na secrecao salivar faz com que
esse fluido seja uma fonte atraente de possiveis biomarcadores (78). Ao longo dos
ultimos anos, pesquisadores tém desenvolvido ferramentas de diagndstico salivar para
monitorar tanto doencgas bucais como sistémicas através de marcadores presentes na
saliva (79-81) e acompanhar a progressdo de doengas, nas respostas a tratamentos
especificos (79).

O termo biomarcador é definido como um composto bioquimico bastante

especifico: gene, molécula pequena, peptideo ou proteina que se altera como resultado
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de um disturbio biolégico (82) e que pode ser mensuravel em meios biologicos, tais
como tecidos, células ou fluidos humanos (83).

A proposta recente é classificar biomarcadores em duas categorias principais:
a) biomarcadores de exposi¢ao e b) biomarcadores da doenga (83). Os biomarcadores
de exposicdo sao utilizados para prever riscos, ao passo que 0s biomarcadores da
doenca s&o para fins de rastreio, diagndstico, progndstico, determinagcéo de resultado,
ou qualquer destas combinagdes (83). Embora muitos estudos tenham identificado
biomarcadores salivares em doencgas locais e sistémicas, sua validagdo em grupos
amostrais maiores nido esta disponivel e resultados de diferentes autores sobre a

mesma doenga mostram resultados conflitantes (80, 84).

1.3.4 Soro versus saliva como meio diagnéstico

O soro é considerado “padrao-ouro” como fluidos corporais para investigagcéao
clinica envolvendo protedmica. Avancos clinicos envolvendo o estudo do proteoma
proporcionaram a oportunidade de identificar biomarcadores de doencas nos fluidos
bioldgicos a custos reduzidos para o diagnoéstico precoce da doenga. Entretanto, o foco
principal dos estudos permanece sobre a protebmica de soro ou plasma (83). Nas
ultimas duas décadas, houve um rapido avango na area do diagndstico salivar e vem
fomentando novos debates sobre esse tema. A questdo fundamental é se, além de
curiosidade intelectual, existe uma necessidade real para um segundo (ou terceiro)
fluido corporal de diagndstico ou se ha necessidade de substituir o soro/plasma (83).

A utilizagdo da saliva como meio diagnostico tem vantagens em relagdo ao
soro. A coleta da saliva pode ser realizada de forma simples e pode ser armazenada e
transportada com baixo custo, embora haja necessidade de manté-la em estado
congelado, o que impde um custo adicional. Ao contrario do plasma do sangue, a
saliva ndo coagula, por isso torna-se mais facil de manusear. Além disso, requer uma
técnica de coleta nao invasiva, reduzindo, assim, o desconforto do paciente e
ansiedade quando ha necessidade de coletar varias amostras ao longo de um curto

periodo de tempo (79, 81, 84). No entanto, a saliva total geralmente requer a
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centrifugacdo ou filtragem para remover precipitados de mucinas e contaminantes
celulares; tal centrifugacdo também pode remover outras proteinas (80).

Estima-se que os americanos consultem dentistas com frequéncia maior de
20% quando comparada a consultas médicas (85). Nao existem estudos brasileiros
semelhantes. Porém, isso demonstra que o dentista pode ser o primeiro profissional a
detectar precocemente doencgas sistémicas, incluindo as condigdes de risco de vida
(85). Além disso, o diagnédstico através da saliva seria uma boa alternativa para ser
utilizado em regides e comunidades remotas, pois ofereceria pregos mais acessiveis
em comparagao ao soro, além de apresentar menos risco de contaminagao (86).

O grande interesse na saliva como fluido diagnéstico tem levado a padronizagéo
de processos de coleta (81) e armazenamento (79, 87, 88) principalmente porque
varios fatores podem afetar o fluxo e a composicao tanto intra como interindividual (89,
90). Dentre esses fatores estdo status fisioldgico, medicagao, alimentagao, ritmo
circadiano, género, idade, a propria constituicdo do sangue e o grau de atividade das

glandulas salivares (91).

1.4 SEPARACAO DE PROTEINAS POR ELETROFORESE

Para separacdo de proteinas por eletroforese unidimensional (1- DE) -Sodium
Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) e bidimensional (2-
DE), as moléculas devem ser inicialmente isoladas de materiais bioldgicos, tais como
tecidos e fluidos corporais. A extracdo adequada de proteinas € fundamental para
obtencado de bons resultados eletroforéticos (91).

A eletroforese em gel 1- DE em condigbes de desnaturacdo tem varias
vantagens: praticamente todas as proteinas sdo soluveis em SDS, permitindo a sua
separacdo e abrange um valor relativamente elevado de massas moleculares (de
10000 a 300000 dalton- Da). No entanto, ao separar proteinas apenas em relacdo as
massas moleculares, obtém-se informacao limitada, uma vez que cada uma das bandas

presente nos géis é frequentemente constituida por proteinas diferentes (92).
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Na 2-DE usual, as proteinas sdo separadas em duas etapas consecutivas. Na
primeira, denominada focalizacdo isoelétrica (IEF), as moléculas migram em gel de
poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado ou gerado por tampdes anfotéricos até
atingirem um ponto (pH) no qual sua carga é igual a zero (ponto isoelétrico ou pl). Na
segunda etapa, as proteinas sdo submetidas a uma eletroforese com direcao
perpendicular a IEF em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), e entdo separadas de acordo com sua massa molecular. Essa segunda etapa &
similar a SDS- PAGE, na qual as moléculas sdo diretamente aplicadas no gel SDS-
PAGE e separadas de acordo com seu tamanho (91).

A 2- DE é hoje a principal técnica de separacdo de proteinas utilizada antes da
aplicacao da amostra no espectrometro de massas. Sua vantagem em relacao a outras
tecnologias é a capacidade de separar com alta resolucdo um grande numero de
proteinas de uma amostra complexa e a possibilidade de se fazer andlise de expresséo
génica por meio de comparacdo dos padrdes proteicos (93). Em comparacdo com a
SDS-PAGE, a 2- DE apresenta uma maior capacidade para separar misturas
complexas. Enquanto que na SDS-PAGE as bandas proteicas tendem a se sobrepor,
0s métodos unidimensionais de separacdo podem separar um numero relativamente
pequeno de proteinas (geralmente menos de 50). A 2- DE, ao combinar dois processos
distintos de separacéo, pode ser usada para separar mais de 1000 proteinas num unico
gel (93).

Embora capaz de gerar muitas informacdes, as técnicas de SDS- PAGE e 2-DE
possuem limitacdes. Uma das mais importantes € a presenca de algumas proteinas em
concentracdes elevadas, especialmente em certos fluidos corporais, como € o caso da
amilase e da mucina na saliva, que dificulta a migracdo eletroforética das menos
abundantes (92). Outra limitacéo € a dificuldade na extracdo de proteinas intactas do
gel para posterior analise, mas algumas tentativas tém sido feitas para contornar esse

problema (91).
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1.5ESPECTROMETRIA DE MASSA

1.5.1 Definicéo
Espectrometria de massa (EM) € o termo utilizado para referir-se as técnicas
envolvendo a ionizagdo, separagado e deteccdo de componentes moleculares em fase
gasosa no intuito de determinar com acuracia a massa molecular, utilizando um

espectrometro de massa (94).

Basicamente, a EM consiste na ionizagdo de atomos ou moléculas de uma
amostra, na separagao destes atomos ou moléculas em fungcdo da sua relagao
massa/carga (m/z) e em seguida sua identificagao e quantificacdo. Essa técnica permite
a resolucdo de diversas questdes em quimica de proteinas, tais como: checagem da
corregao de uma sequéncia de aminoacidos, identificacdo de proteinas, determinacao
da fidelidade e homogeneidade de proteinas recombinantes, identificagcdo de
complexos proteicos ndao covalentes, deteccdo de doengas genéticas, identificagao de

modificagdes quimicas em proteinas, sequenciamento de proteinas e peptideos (95).

1.5.2 Analise de peptideos e proteinas por espectrometria de massa

Diferentes abordagens da EM, baseadas em varios sistemas de ionizagao e
deteccao, tém sido desenvolvidas. Entre todas as técnicas de proteoma de uso atual,
uma das mais utilizadas é a 2- DE e/ou a cromatografia liquida, acopladas a
espectrometria de massas com base na dessorgcao e ionizagdao das proteinas a laser,
auxiliado por uma matriz do tipo MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization),
gue analisa a massa através do tempo de voo dos ions no tubo de analise TOF (Time of
Flight) (93, 96).

MALDI-TOF tem sido utilizada com sucesso na investigagao e identificagao de
proteinas e peptideos, na identificagdo taxonédmica de microrganismos, na genotipagem
e anadlise de polimorfismos no DNA, na investigacdo de modificagdes pos-
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transcricionais no RNA, dentre inumeras outras aplicagbes (97, 98). Por se tratar de
uma técnica de alta sensibilidade e de alto rendimento (uma amostra pode ser
analisada em poucos minutos), novas abordagens vém sendo desenvolvidas para
atender a necessidade de diagnosticos rapidos e precisos para diversas doengas (79,
99).

O mesmo sistema pode ser utilizado, também, para identificar bactérias e
fungos e substitui o sequenciamento de isolados ndo usuais ho mesmo laboratério,
proporcionando uma plataforma de trabalho consistente e racionalizagdo eficaz em
termos de custos. Além disso, MALDI-TOF permite eliminar ensaios bioquimicos
complementares (100). Uma variante do MALDI, denominada SELDI (Surface-
enhanced laser desorption/ionization) € geralmente empregada para andlise de
proteinas de baixo peso molecular (91).

Diante do vasto leque de oportunidades, pesquisas tém utilizado essa técnica
para avaliar o perfil molecular da saliva, o nivel de expressao proteica, bem como
biomarcadores presentes na saliva e que podem estar alterados por doengas ou por
intervencgdes terapéuticas (101, 102). Embora existam numerosos estudos de
protebmica com base em EM em soro ou plasma, ha um numero limitado de estudos

que envolvem a protedmica salivar (79).

1.6 PROTEOMICA

1.6.1 Definicao
O termo protedbmica refere-se ao estudo do conjunto de moléculas, que sao
responsaveis direta ou indiretamente pelo de todos ou quase todos 0S processos
biolégicos (91). O estudo da protedmica ndo deve ser visto apenas como uma
separacao sistematica ou simples catalogacao para estudar a expressao das proteinas
no organismo, mas deve ser encarado como uma ferramenta para entender melhor

como a estrutura das proteinas que se alteram e interagem com outras proteinas e,
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também, como isso se reflete no processo de salde e doenca no organismo (81). O
proteoma € dindmico e seu perfil se altera de acordo com o status fisiologico e as fases

da diferenciacao celular (91).

1.6.2 Protebmica salivar

Durante décadas, proteinas e peptideos salivares foram estudados com
técnicas bioquimicas tradicionais, incluindo a cromatografia liquida, eletroforese em gel,
eletroforese capilar, ressonancia magnética nuclear e imunoensaios. A maioria dessas
analises tem por objetivo investigar grupos salivares especificos. Nos ultimos anos,
tem-se intensificado os esforgos a fim de obter analises completas das proteinas
salivares e peptideos com técnicas protedmicas (80).

Assim, a analise quantitativa e qualitativa do proteoma salivar é relevante para
avaliagdo da saliva como um fluido corporal com valor potencial no diagnostico, no
monitoramento de resposta a terapia, na patogénese da doenca, predicdo de desfecho
clinico, classificacdo de subtipos de doencas, determinacdo de riscos, caracterizacao
de vias metabdlicas, quantificacdo de biomarcadores e geracdo de alvos terapéuticos
(81, 91).

Como ocorre com qualquer fluido corporal, a saliva humana tem caracteristicas
especificas e algumas pesquisas recentes tém descrito o caracter distinto de seu
proteoma (79, 83, 91). At¢é o momento, mais de 2.000 proteinas e peptideos foram
detectados na saliva humana (103). Mais de 90% deles derivam da secreg¢ao dos trés
pares de glandulas salivares maiores e pertencem as classes de proteinas ricas em
prolina (PPR), a-amilases, mucinas, cistatinas, histatinas, estaterinas e P-B peptideos
(91). Os outros 10% dos componentes detectados na saliva sdo secretados por:
glandulas salivares menores, células epiteliais descamativas, exsudados de tecido
epitelial, fluido crevicular gengival e derivados dos microrganismos presentes na
cavidade bucal (91).
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Neste contexto, o proteoma salivar tem sido muito pesquisado na busca de
potenciais biomarcadores para diferentes doengas bucais, como cancer de boca (104,
105), para detectar risco de carie (106), doenca periodontal (107), mas também para
auxiliar no diagnostico de doencas sistémicas, tais como, cancer gastrico (108),
diabetes tipos 1 e 2 (109, 110), cancer de mama (111), doencas pulmonares (112) e
autismo (113).

1.6.3 Protebmica e doencas reumaticas

Convencionalmente, o estudo da resposta autoimune tem sido realizado através
da analise da presenca e/ou concentracdo de anticorpos individuais em fluidos
bioldgicos. A protedmica possibilita medir um vasto nimero de analitos diretamente a
partir do material biolégico original, em pouca quantidade e sem preparagdo complexa
da amostra. Isso torna o método viavel sob o aspecto econémico por ser de simples
execucao, por reduzir o volume da amostra e dos reagentes necessarios para analise.
Além disso, permite a andlise de varias amostras simultaneamente sob a supervisao de
um Unico examinador em um curto espaco de tempo (100, 114).

Recentemente, foi realizada uma revisdo sistematica a fim de identificar
biomarcadores do LES utilizando a técnica da EM (39). Vinte e cinco estudos foram
incluidos na revisédo e detectados 241 candidatos biomarcadores proteémicos para o
LES relacionados a varios aspectos da doenca, incluindo diagnéstico e atividade da
doenca ou apontando envolvimento de algum 6rgéo especifico no processo patoldgico.
Além disso, 13 dos 25 estudos validaram seus resultados para um numero selecionado
de biomarcadores em coortes independentes, resultando na validacao de 28 candidatos
biomarcadores. Vale ressaltar que 11 candidatos biomarcadores foram identificados em
mais de um estudo (115-127). Dos 25 artigos selecionados, uma variedade de tipos de
espécimes foi obtida de pacientes com LES para a andlise. Isso pode ser atribuido a
heterogeneidade clinica da doenca, afetando quase todos os 6rgéos e tecidos. O soro
foi o fluido biolégico mais utilizado (9 dos 25 estudos) (39, 116-119, 128-131), seguido
pelas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) (6 dos 25 estudos) (121,
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124, 126, 132-134), e plasma (3 de 25 estudos) (120, 135, 136). Teoricamente, SOro ou
plasma sanguineo parecem ser ideais para andlise, pois contém biomarcadores
especificos para quase todas as doencas humanas, mas potenciais biomarcadores
podem estar presentes em concentracdes muito baixas nessas amostras (137). Trés
estudos examinaram o proteoma da urina (122, 125, 127) e dois analisaram o extrato
proteico de bidpsias renais (115, 138). Potencialmente biomarcadores urinario podem
ser mais significativos a medida que refletem mais precisamente disturbios renais, como
a NL, do que os seus homodlogos séricos. Na verdade, considera-se que a urina é
potencialmente uma “biopsia liquida” do rim (139). Outro estudo examinou o proteoma
de biépsias de pele, uma vez que a pele é um dos 6rgdos mais comumente afetados no
LES (140). Finalmente, um estudo analisou o liquido cefalorraquidiano, pois o sistema
nervoso pode ser afetado em pacientes com LES causando sindromes
neuropsiquiatricas (123).

Em relacdo a AlJ, além das varias manifestagfes clinicas observadas entre os
subtipos, ha evidéncias de producdo de diferentes citocinas e mediadores da doenca
diferenciados entre os grupos (53, 141, 142). Alguns estudos avaliaram a AlJ no nivel
de proteina utilizando diferentes espécimes como: liquido sinovial, plasma, soro e urina,
demonstraram expressdes de proteinas ligadas a identificacdo dos subtipos da AlJ (53,
56), atividade da doenca (143, 144), resposta terapéutica (144), e também revelaram
proteinas que diferenciavam as criancas com curso mais persistente da doenca (145,
146). Foram encontradas apenas duas publicacbes em que se pesquisou
biomarcadores salivares em pacientes adultos com AR. Nesses trabalhos, foram
identificadas proteinas que poderiam ser utilizadas no diagnéstico da doenca e na

resposta terapéutica (147, 148).

Portanto, ao consultar em abril de 2013, no banco de dados de pesquisa
bibliografica do PubMed, os termos (("lupus erythematosus, systemic"[MeSH Terms]
OR "lupus erythematosus, systemic"[ All Fields]) AND "mass spectrometry'[MeSH
Terms]) AND ("saliva"[MeSH Terms] OR "saliva"[All Fields]) verificou-se auséncia de

publicacdes nessa linha de pesquisa. Igualmente, ndo foram encontrados resultados
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ao consultar os termos: ((“Juvenile idiopathic arthritis” [MeSH Terms]) AND "mass
spectrometry"[MeSH Terms]) AND ("saliva"[MeSH Terms] OR "saliva"[All Fields]). Em
maio de 2017 foi realizada a mesma consulta e, também, nédo foram detectados artigos

nessa linha de pesquisa.

Diante do exposto, a analise das proteinas presentes na saliva poderia auxiliar
no diagnostico precoce e no monitoramento do LESJ, uma vez que muitos compostos

encontrados no sangue e na urina também estédo presentes na saliva (71, 83, 149).
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OBJETIVOS

2.1 OBETIVO GERAL

Avaliar se o perfil proteico da saliva de pacientes com LESJ, na faixa etaria de

9- 18 anos, difere entre os pacientes com AlJ e SDA.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o perfil proteico salivar de pacientes com LESJ nas fases ativa e inativa.

Tracar o perfil de salude dos pacientes com LESJ através dos indices SLEDAI-2K e
SLICC/ACR-DI.

Avaliar as condicGes bucais dos pacientes através da presenca de lesbes na
mucosa bucal e do indice CPO-D (indice de dentes cariados, perdidos e

restaurados).

Comparar o fluxo salivar entre os grupos.
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3 METODOS

Foi realizado um estudo transversal no Servico de Reumatologia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) e no Hospital da Crianca de Brasilia José de Alencar
(HCB), onde criancas e adolescentes com doencas reumaticas encontravam-se em
tratamento e acompanhamento. O estudo foi conduzido em conformidade com os
principios estabelecidos na Declaracdo de Helsinki da Associacdo Médica Americana e
da Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude. Esta pesquisa integra um
projeto “guarda-chuva” intitulado: “Analise do Proteoma Salivar de Pacientes com Lupus
Eritematoso Sistémico, com e sem Nefrite Lupica”. O projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa - Plataforma Brasil, Certificado de Apresentacdo para Apreciacéo
Etica n° 25085114.6.0000.5558 (ANEXO E). Foram coletadas assinaturas dos
responsaveis pelos pacientes através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE D) e dos adolescentes com 12 anos completos e menores de 18 anos
através do Termo de Assentimento (APENDICE E).

3.1DELINEAMENTO E POPULACAO

Foram selecionados 94 participantes, na faixa etaria entre 9 e 18 anos, sendo

gue os grupos de estudo foram compostos da seguinte maneira:

a) 27 pacientes diagnosticados com LESJ em conformidade com os critérios
estabelecidos pelo ACR 1997 (38) e SLICC 2012 (42).

Os pacientes com LESJ foram classificados de acordo com a atividade da
doenca através do SLEDAI-2K (45). A atividade da doenca foi definida como SLEDAI-
2K = 1, tendo sido consideradas as seguintes categorias de atividade, de acordo com o
escore SLEDAI-2K: auséncia de atividade (SLEDAI-2K = 0), atividade leve (SLEDAI-2K
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= 1-5), atividade moderada (SLEDAI-2K = 6-10), atividade alta (SLEDAI-2K = 11-19) e
atividade muito alta (SLEDAI-2K = 20) (150).

O dano cumulativo irreversivel causado pelo LESJ e/ou pelo tratamento
utilizado para a doenca foi determinado pelo SLICC / ACR- DI (51). Valores desse
escore acima de um, avaliados apOs seis meses de duracdo da doenca, foram

considerados como algum dano cumulativo da doenga.

Os critérios de exclusdo foram: presenca concomitante de outra doenca
autoimune e pacientes com Idpus induzido por medicamentos (hidralazina e

procainamida).

b) 23 criangas e adolescentes com AlJ diagnosticados segundo os critérios de
diagnoéstico do ILAR (60) e na mesma faixa etaria do grupo de estudo. Foram
excluidos desse grupo pacientes que apresentavam outra doenca autoimune

concomitante.

c) 44 criancas e adolescentes sem doenca autoimune (SDA). Critérios de exclusao:
sinais ou sintomas clinicos de doencas reumaticas autoimunes ou de outras

doencas sistémicas e historico familiar de doengas sistémicas crbnicas.

3.2 SEQUENCIA DE ATENDIMENTO

1. Acolhimento dos pacientes, convite para participarem da pesquisa, aplicagéo do
TCLE e/ou Termo de Assentimento (APENDICES D e E).

2. Preenchimento da ficha de clinica (APENDICE F).

A primeira parte da anamnese foi realizada pelo reumatologista pediatrico, onde
foram anotados: o ano de inicio dos sintomas, o tempo de diagndstico, as

condi¢des atuais do LES, os medicamentos em uso, outras alteragdes sistémicas
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existentes, a frequéncia cardiaca, pressao arterial, peso e altura. Além disso, foram
pontuados o SLEDAI-2K (45) e o SLICC/ACR-DI (51).

A segunda parte da ficha era preenchida pelo cirurgido-dentista.
Posteriormente, foi realizada coleta de saliva total sem estimulo e exame clinico
bucal. Realizado por dois examinadores. Os materiais necessarios para esse
exame foram: espelho bucal, sonda exploradora, pinga clinica, rolete de algodéo e
gaze. Foram registradas alteracbes na mucosa bucal e realizado o indice CPO-D
(151). Seu valor corresponde, num individuo, a soma do numero de dentes
cariados, perdidos e obturados/restaurados (151). Em seguida, os participantes

receberam orientagdes relativas aos cuidados sistémicos e bucais.

3.3 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SALIVA

3.3.1 Obtencéo das amostras de saliva

As coletas de saliva total sem estimulo foram executadas sempre no periodo
matutino (de 8h as 11h30) para minimizar os efeitos do ritmo circadiano.

Os pacientes foram instruidos a fazerem bochecho com &gua durante 30
segundos. Aguardou-se mais um minuto antes de iniciar a coleta. Apés esse periodo,
0s participantes foram orientados a hdo movimentar a lingua, bochechas e labios, ndo
conversar e deveriam depositar a saliva em recipiente descartavel de polipropileno

(tubo Falcon de 50 mL) sempre que desejassem durante 5 minutos.

3.3.2 Fluxo salivar
A medida da taxa do fluxo da saliva total sem estimulo foi realizada
imediatamente apos a coleta pesando-se a saliva em balanga de precisdo (Shimadzu®,
modelo AX200) e dividindo-se o valor pelo tempo da coleta- 5 minutos. Posteriormente,

os valores forma convertidos em mL/min (152).
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3.3.3 Estocagem e conservacao da saliva
Foram pipetadas 300uL de saliva e depositadas em tubos criogénicos de
polipropileno que continham 0,6 pL de coquetel inibidor de protease (PIC; P8340,
Sigma, St. Louis,USA). As aliquotas foram armazenadas em botijao de nitrogénio

liguido até o transporte ao laboratorio a fim de minimizar a degradacgéo proteica.

No laboratério, as amostras foram armazenadas em freezer com temperatura

de -80 °C até o momento da analise.

3.3.4 Analise das proteinas salivares
A massa molecular das proteinas salivares foi determinada através de
eletroforese 1- DE (SDS- PAGE) e a identificacdo das proteinas salivares foi realizada
através do espectrobmetro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF (MicroFlex, Bruker
Daltonics), que utiliza o MALDI como método de ionizagdo e o TOF como analisador.

3.34.1 SDS- PAGE

Aliquotas de 20 ug de proteina dos pools das amostras de saliva dos pacientes
com LESJ, AlJ e SDA foram misturadas com tampao (Tris-HCI 80mM, SDS 2%, Glicerol
10%, Bromofenol 0,0006%, pH: 6.8). Em seguida, as amostras foram tratadas com DTT
(50 mM) 5 minutos a 650C e posteriormente com iodoacetamida (100 mM) 30 minutos a
300C. Entao, foram carregadas 15 pL de cada amostra em gel de poliacrilamida a 12%

(12 x 14 cm). A eletroforese foi executada a uma voltagem constante de 100 V.

Para a coloragéo dos géis, eles foram inseridos em solugao de fixagéo [40%(Vv/v)
etanol,10%(v/v) acido acético] por uma hora e, posteriormente, foram realizadas trés
lavagens com H,O destilada 15 minutos cada um. Posteriormente, os géis foram
corados com solugcéo de Coomassie coloidal [10%(v/v) &cido fosforico,10% (w/v) sulfato
de amonio,0,12%(w/v) Coomassie Brillant Blue G-250] por 24 horas e descolados

mediante lavagem com H,O destilada.
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3.3.4.2 Espectrometria de Massa

3.3.4.2.1 Preparo da Matriz

Como matriz de dessor¢éo para todas as analises foi utilizado o acido a-ciano-
4-hidroxicinamico (a-HCCA — matriz para MALDI-TOF MS, Bruker, ref. 8255344) em
solucdo. A solucdo de matriz foi preparada na concentracdo final de 10 mg/mL de a-
CHCA diluido em uma solugéo aquosa de acetonitrila a 70% (V/V) (AcN 80%, PA —J. T.
Baker, CAS n° 75-05-8), 4gua ultrapura e acido trifluoroacético diluido a 3% (V/V) (TFA
99%, PA — Mallinckrodt Chemicals), na proporcéo de 5:4:1 (AcN:agua:TFA).

3.3.4.2.2 Preparo das Amostras de Saliva

Para o preparo das amostras, foram seguidas as etapas seguintes:

a) Os criotubos contendo as amostras de saliva foram descongelados em

temperatura ambiente.

b) Apds as amostras descongeladas, os criotubos foram centrifugados a 2.500

rpm, temperatura de 4°C durante 10 minutos.

c) Foram depositados em ependorfs 90 ul de agua Milli-Q e, em seguida, inseridos

10 pl do sobrenadante da saliva centrifugada.

d) Os ependorfs foram agitados manualmente para que o0 sobrenadante se

misturasse com a agua Milli-Q.

3.3.4.2.3 Preparo das Amostras na Placa de MALDI

a) A placa de aco inoxidavel foi lavada com agua e solvente organico (metanol, 2-
propanol ou acetonitrila) em uma capela de exaustdo. O procedimento foi repetido
pelo menos quatro vezes. As placas foram secas levemente com um lengo de papel

de rugosidade baixa e que nao liberasse particulas (line-free).
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b) Reservaram-se trés spots na primeira linha da placa para aplicagao da matriz pura,
a fim de estabelecer correlacdo entre a razdo m/z e o tempo de voo (91).

c) Foi depositado 1 ul do analito no centro de cada spot da placa. Foram aplicadas
trés posicdes consecutivas (triplicata) da mesma amostra. Esse procedimento foi

repetido na aplicacdo de todas as amostras.
d) Deixou-se a placa secar a temperatura ambiente por 20 a 30 minutos.

e) ApoOs a secagem, foi depositado 1 pl de matriz no centro de cada spot e esperou-se

secar a temperatura ambiente.

3.3.4.2.4 Aquisicdo dos Espectros de Massa

Os espectros obtidos foram gerados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) com as configuragcbes padrédo para obtencdo da
identificacdo feita em organismo Homo sapiens; com RP (Refletido Positivo) de 600-
5000 e LP (Linear Positivo) de 2000 a 20000. O parametro adotado para avaliacdo da
qualidade dos espectros foi o efeito de distorcdo e elevacdo da linha de base na
intercepcdo com o eixo das ordenadas (intensidades relativas) ou regido proxima
(valores m/z abaixo de 3.000), onde foi frequente a presenca de picos de alta

intensidade.

a) A placa metalica foi introduzida no espectrébmetro de massa de acordo com as

indica¢Bes do fabricante do equipamento.

b) A aquisicdo ocorreu no modo automatico, linear, positivo, frequéncia laser de 60 Hz,
240 disparos de laser por espectro, faixa de variagdo para os valores m/z
selecionada entre 2 e 20 kDa, modo de movimentacéao do laser em espiral, exceto
para amostras reanalisadas na mesma placa (Item 4.3.iii) em que 0 movimento de

varredura foi alterado para que os disparos atingissem areas intactas.

c) Os espectros foram gravados em formato definido pelo fabricante do equipamento.
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d) Foi realizada a selecédo de espectros para a fragmentacdo e sequenciamento. Os
espectros foram selecionados em correspondéncia a ions com razdo sinal/ruido da
ordem de 104 e que nao tinham contaminantes em uma faixa de 0,4% a 0,6% (no

eixo X, m/z).

3.3.4.2.5 Analise dos Espectros

Os espectros foram analisados pelo programa mMass versdo 5.5 (Martin

Strohalm; www.mMass.org) (153). Calculou-se a média de espectros dos trés analitos de

cada paciente. O espectro médio (averaged spectra) foi calculado com a funcdo math
operations, abrindo-se todos o0s espectros da mesma amostra e escolhendo average all
visible. Os espectros individuais que apresentaram mais de 30% de elevacao da linha
de base foram excluidos do calculo do espectro médio. Os limites de intensidade
relativa foram ajustados para 0,5% e 87% para altura de picos. Os limites para razao
sinal/ruido e intensidade absoluta foram mantidos em 3,5%.

Para a andlise estatistica, foram consideradas as faixas de espectros que
estavam presentes em pelo menos 80% dos casos de um dos grupos. A relacéo/

intensidade dessas faixas foram comparadas entre 0s grupos.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados com o software estatistico StatisticalPackage for
Social Sciences (SPSS® versao 23.0 para Windows®, SPSS Inc. /IBM Group, Chicago,
USA). Foram realizados testes pareados para hipoteses bi-caudais com nivel de
significancia de 5%. A distribuicdo das frequéncias de dados continuos foi testada com
0 Teste Kolmogorov-Smirnov. Foram utilizados o teste paramétrico ANOVA e o teste
nao-paramétrico de ANOVA de Friedman, seguidos de testes post-hoc. As andlises de

subgrupos foram realizadas com teste t de Student para amostras dependentes.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Foram avaliados 94 individuos, sendo 27 (29%) com LESJ, 23 (24%) com AlJ e
44 (47%) SDA, dos quais 59 (63%) eram do género feminino (p=,012) . A idade média
(desvio padrédo) foi de 13,9 (+ 2,4) anos (p = ,249) variando de 9 a 18 anos. O peso
meédio foi de 53,2 (£ 11,5) kg (p = ,886) e altura de 1,60 (x 0,12) m (p = ,059). A cor
declarada por 57,4% dos participantes foi parda (p <,0001).

A frequéncia cardiaca observada foi de 81 (+ 11) batimentos por minuto (p =
,071). A pressao sistdlica e diastolica foram respectivamente 111 (+ 12) (p =,048) e 70
(x 11) mmHg (p= ,005). A diferenca da sistélica e diastolica foi estatisticamente
significativa quando comparada entre individuos com LESJ e AlJ (p = ,043 e p =,004,

respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas demograficas

Grupo
SDA LESJ AlJ
n =44 n= 27 n= 23 p - valor
dade (DP) 136 (£2,3) 148 (x23) 138 (23 0,249
Género feminino (%) 22 (50) 23 (85) 14 (61) 0,012
Frequéncia cardiaca (DP) 79 (+ 11,4) 84 (x9,7) 83 (+8,9) 0,071
Pressao sistélica 111(+ 10) 116 (+ 15) 106 (£ 9) 0,048
Press&o diastélica 69 (+ 8) 76 (x12) 65 (+ 10) 0,005
Peso 53 (+ 10) 53 (+ 13) 52 (+11) 0,886
Altura 162 (+12) 155 (+ 11) 161 (+ 13) 0,059
Cor declarada (%) <0,001
branca 27 (61) 2(7) 3(13)
parda 14 (32) 22 (81) 18 (78)
preta 3(6) 3(12) 2(9)
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4.2 CARACTERISTICAS ODONTOLOGICAS

A mediana (percentis 25 e 75) do fluxo salivar sem estimulo foi de 0,52 (0,32 —
0,70) mL/min (p = ,268), sendo que no grupo com LESJ a mediana foi de 0,47 (0,25 -
0,66); na AlJ 0,58 (0,34 - 0,90) e no SDA 0,53 (0,35 - 0,69).

Enquanto que a mediana (percentis 25 e 75) do indice CPO-D foi de 1 (0 — 3)
(p= ,215) (Figura 1). O uso de aparelho ortodontico foi observado em 28% dos
avaliados Somente 2 (2%) participantes apresentavam lesdo em tecido mole. Uma
paciente com LESJ com leucoplasia em palato mole (SLEDAI-2K de 16 e SLICC/ACR-
DI = 0) e um individuo com AIJ oligoarticular com Uulcera aftosa (dados néo

demostrados).

20,0
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Figura 1- Andlise comparativa do indice CPO-D.
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4.3 USO DE MEDICAMENTOS

Verificou-se que 48 (51,1%) participantes faziam uso de medicamentos, sendo 2
(7,4%) do grupo SDA, todos os pacientes com LESJ e 19 (82,6%) com AlJ (p <,001). A
hidroxicloroquina foi a droga utilizada por um nimero maior de pacientes com LESJ
(85,2%) quando comparado com pacientes com AlJ (0%) (p < ,001). A droga utilizada
por um numero maior de pacientes com AlJ foi metotrexato (69,6%) (p <,001 ). Calcio e
prednisona foram os medicamentos de segundo maior uso nos pacientes com LESJ e
AlJ (p = ,0017 e p <,001). A vitamina D foi utilizada somente em 3 pacientes com LESJ
(p = 0,24) (Tabela 2).

Tabela 2- Analise descritiva dos medicamentos utilizados nos
pacientes com LESJ e AlJ

Grupo
SDA LESJ AlJ Total
n=44 n= 27 n= 23 n=294 p - valor
Sob uso de
medicamento (%) 2 (4,5) 27 (100) 19(82,6) 48(51,1) <,001
Acido félico 0 2(7,4) 7 (30,4) 9 (9,6) 0,021
Adalimumabe 0 0 1(4,3) 1(1,1) 0,460
Azatioprina 0 3(11,1) 0 3(3,2) 0,149
Caélcio 0 22 (815) 11(47,8) 33(35,1) 0,017
Ciclofosfamida 0 2(7,4) 0 22,1 0,493
Enalapril 0 5 (18,5) 0 5(5,3) 0,054
Etanercept 0 0 8 (34,8) 8 (8,5) 0,001
Furosemida 0 2(7,4) 0 2(2,1) 0,493
Leflunomida 0 0 1(4,3) 1(1,1) 0,46
Losartana 0 1(3,7) 0 1(1,1) 0,351
Hidroxicloroquina 0 23 (85,2) 0 23(245) <,001
Metotrexato 0 3(11,1) 16(69,6) 19(20,2) < ,001
Micofenolato 0 9(33,3) 0 9 (9,6) 0,002
Omeprazol 0 19(70,4) 9(39,1) 28(29,8) 0,027
Prednisona 0 22(81,5) 6(26,1) 28(29,8) <,001
Vitamina D 0 3(11,1) 0 3(3,2) 0,24

outros 3 (6,8) 11(40,7) 4(17,4) 18(19,1) 0,152
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4.4 SDS- PAGE

A eletroforese 1- DE nao apresentou diferenca visual entre as bandas dos grupos

avaliados (Figura 2).
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Figura 2- Gel representativo do fracionamento de proteinas por SDS-
PAGE, correspondente ao pool da saliva de pacientes com LESJ, AlJ,

SDA e o padrdo de massa molecular, respectivamente.

4.5 FAIXAS DE ESPECTROS IDENTIFICADOS

4.5.1 Avaliacéo do Pool de Saliva

A EM revelou diferengcas expressivas no pool do grupo SDA em relacdo aos
grupos com doenga com aumento nos picos dos espectros: 1224.5036 m/z (cerca de 9
vezes maior que o pico do LESJ) (Figura 3), 1315.5853 m/z (cerca de 40 vezes maior
que o pico do LESJ) (Figura 4), 1731.6880 m/z (cerca de 70 vezes maior que o pico do
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LESJ) (Figura 5) e 1866.7644 m/z (cerca de 30 vezes maior que o pico do LESJ)

(Figura 6).
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Figura 3- Faixa de espectro de 1224.5036 a 1224.7376 m/z do pool de
saliva de pacientes com LESJ, AlJ e SDA (CTRL).
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Figura 4- Faixa de espectro 1315.5853 a 1315.8628 m/z do pool de
saliva de pacientes com LESJ, AlJ e SDA (CTRL).
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Figura 5- Faixa de espectro 1731.6880 a 1732.0380 m/z. do pool de

saliva de pacientes com LESJ, AlJ e SDA (CTRL).
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Figura 6- Faixas de espectro 1866.7644 a 1866.9594 m/z do pool de
saliva de pacientes com LESJ, AlJ e SDA (CTRL).

4.5.2 Avaliacao Individual das Amostras por Grupo

Ocorreu falha na aquisicdo de 14 amostras (15%), sendo 4 do grupo SDA, 4 com
LESJ e 6 com AlJ.

A média da relacao/intensidade (95% intervalo de confianca) da faixa de
massa/carga de 1315.6027 a 1315.7536 apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p = ,037), onde o grupo SDA apresentou maior média de
relacdo/intensidade 41,3 (31,8 — 50,7) quando comparada a do grupo LESJ 20,5 (15,1 —
25,9) (p =,026) (Tabela 3).
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Tabela 3- Andlise de correlacdo das faixas de espectros entre os

grupos

Intervalo de confianca
de 95% para média

Limite Limite
Média inferior superior p-valor*
e_990.4237_990.5418 SDA 40,0 32,6 47,4 0,262
LESJ 32,7 24,3 41,1
AlJd 45,1 33,3 56,9
e_1106.4907_1106.6151 SDA 5,7 4,2 7,1 0,211
LESJ 3,3 1,6 51
AlJ 4,9 3,0 6.8
e 1107.4678_1107.6341 SDA 16,9 12,0 21,8 0,900
LESJ 16,4 11 31,7
AlJd 19,1 9,0 29,2
e 1224.4718_1224.7613 SDA 84,2 75,5 92,8 0,267
LESJ 94,3 86,0 102,6
AlJd 88,2 77,4 98,9
e 1315.6027_1315.7536 SDA 41,3 31,8 50,7 0,037%; 0,026t; 0,638¥%; 0,420+
LESJ 20,5 15,1 25,9
AlJd 33,4 19,1 47,6
e 1471.5897_1471.8495 SDA 49,5 38,3 60,7 0,769
LESJ 51,3 29,4 73,3
AlJd 57,2 36,2 78,2
e_1731.6166_1731.9945 SDA 32,2 25,9 38,5 0,323
LESJ 41,1 29,7 52,5
Al 36,5 24,7 48,3

* One-way ANOVA com teste post-hoc com nivel de significancia de 5%.

 Grupo SDA versus LESJ; ¥ grupo SDA versus AlJ; TLESJ versus Al)
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4.6 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES COM LESJ

Dos 27 pacientes avaliados, verificou-se que a mediana (percentis 25 e 75) de
tempo para elaboracdo do diagnéstico inicial da doenca foi de 36 meses (12 — 62).
Quanto a condicdo do LESJ, 40,91% apresentavam LES e NL (Figura 7). Em relacao
ao SLEDAI-2K, a mediana foi 1 (0O e 4,5), sendo que 52% (n=12) estavam na fase
inativa da doenca; 30% (n=7) atividade leve; 9% (n=2) atividade moderada e 9% (n=2)
atividade alta (Figura 8) . Quanto ao SLICC/ACR-DI, verificou-se que a mediana foi 0 (0
- 1) (Tabela 4).

Condi¢do do LES
BLES emfase inativa e auséncia de historico de NL
LES em fase ativa e auséncia de historico de NL
[CJLES e NL em fase inativa
BLES em fase inativa e com NL em fase ativa
[CJLES e NL em fase ativa
BLES em fase ativa NL em fase inativa

Figura 7- Distribuicdo da frequéncia do LESJ



Fase do LESJ

Einativa

[lleve (1a5)
Emoderada (6 a 10)
Waita(11a19)

B muito alta (20)

Figura 8- Distribuicdo das frequéncias da atividade do LESJ

Tabela 4- indice de dano acumulado nos pacientes com LESJ,
medido através do SLICC/ACR-DI

Dominio n = 27 (%)
ocular 3 (11)
neuropsiquiatrico 2 (7)
renal 0
pulmonar 0
cardiovalcular 2 (7)
vascular periférico 0
gastrointestinal 0
musculoesquelético 1(4)
dermatolégico 0
faléncia gonodal 0
diabetes 0
malignidade 0




42

O fluxo salivar dos pacientes que se encontravam na fase ativa foi de 0,44
mL/min (£0,29) enquanto que nos da fase inativa foi de 0,55 mL/min (x0,25) (p = 0,358).

Constatou-se que dos 23 pacientes em que os espectros foram avaliados, 11
(48%) encontravam-se na fase ativa da doenca. Nenhuma diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao uso de medicamentos (Tabela 5). Em relacdo as faixas dos
espectros identificados, a faixa de 1471.5897 a 1471.8495 apresentou diferenca

estatisticamente significativa (p = ,010) em relacdo a atividade do LESJ (Figura 9).

Tabela 5- Andlise descritiva e comparativa dos medicamentos

utilizados pelos pacientes com LESJ nas fases ativa e inativa

LESJ
Ativa Inativa n Total
n=11 =12 n=23 p - valor

Sob uso de Acido félico 0 1 (8) 1(4) 1
TEdlcamemO Azatioprina 1 (9) 2 (17) 3 (13) 1
(%) Calcio 9 (82) 9 (75) 18 (78) 1
Ciclofosfamida 1(9) 1 (8) 2(9) 1
Enalapril 1(9) 2 (17) 3(13) 1
Furosemida 1(9) 1 (8) 2(9) 1

Losartana 1(9) 0 1 (4) 0,478
Hidroxicloroquina 10(91) 9(75) 19 (83) 0,59

Metotrexato 0 2 (17) 2(9) 0,478

Micofenolato 4 (36) 3 (25) 7 (30) 0,667
Omeprazol 8 (73) 9 (75) 17 (74) 1

Prednisona 8 (73) 11 (92) 19 (83) 0,317

Vitamina D 2 (18) 0 209 0,217
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Figura 9- Analise comparativa da faixa de espectros em relacdo as
fases do LESJ

4.7 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES COM AlJ

Foram avaliados os espectros de massa da saliva de 17 pacientes com AlJ.
Desses, 52,9% possuiam AIlJ poliarticular com FR negativo e ndo havia nenhum
paciente classificado com AlJ sistémica, psoriasica ou indiferenciada. O fluxo salivar
médio (desvio padrdo) dos pacientes (n) classificados com AlJ poliarticular com FR
negativo (n=9), com FR positivo (n=2), oligoarticular (n=5) e relacionada a entesite (n=1)
foram 0,76 mL/min (x0,37), 0,54 (x0,50), 0,55 (x0,18) e 2,7, respectivamente (p = ,473)
(desconsiderando o Unico caso de AlJ relacionado a entesite). Em relacéo as faixas dos

espectros identificadas, nenhuma apresentou diferenca estatisticamente significativa
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em relacdo a classificacdo da AlJ. O uso de medicamentos ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa (Tabela 6).

Tabela 6- Analise descritva e comparativa dos medicamentos
utilizados pelos pacientes com AlJ e seus subtipos

AlJ
Poliarticular ~ Poliarticular Relacionada a
FR negativo  FR positivo  Oligoarticular entesite Total
(n=9) (n=2) (n=5) (n=1) n=17 p - valor
medcameno 0 AkEfice 2022 2000 1g o s@se ol
Calcio 3(33,3) 2 (100) 2 (40) 1 (100) 8 (47,1) 0,15
Etanercept 4 (44,4) 1 (50) 0 0 5 (29,4) 0,141
Leflunomida 1(11,1) 0 0 0 1(5,9) 0,723
Metotrexato 5 (55,6) 2 (100) 3(60) 1 (100) 11 (64,7) 0,395
Omeprazol 5 (55,6) 1 (50) 2 (40) 1 (100) 9 (52,9) 0,65
Prednisona 3(33,3) 2 (100) 0 0 0,061

5 (29,4)
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5 DISCUSSAO

Foi realizado um estudo transversal em que se buscou avaliar o perfil proteico da
saliva de pacientes com LESJ e comparar entre pacientes com AlJ e SDA. Optou-se
por acrescentar um grupo de pacientes com AlJ porque, assim como o LESJ, ela é uma
doenca reumatica autoimune difusa do tecido conjuntivo (154) e poderia servir como

parametro de comparacdo para analisar as atividades inflamatdrias das doencas.

Inicialmente, foram avaliadas as caracteristicas demograficas dos grupos. Dos
27 pacientes com LESJ, a proporgao entre os géneros feminino/masculino foi de 8:1, o
que € similar a proporcdo revisada na literatura (14). A distribuicdo da doenca é
universal, mas observa-se maior incidéncia em afro-americanos, asiaticos e indios-
americanos. Neste estudo, 81% (n=22) dos pacientes com LESJ foram declarados

pardos, 12% (n=3) negros e apenas 7% (n=2) brancos.

E importante ressaltar que no Brasil a cada 100 criancas, duas vdo a consultas
médicas devido a queixas reumatoldgicas. Muitas vezes, a doenca demora a ser
identificada e a crianca € avaliada por no minimo 4 médicos de especialidades
diferentes o que pode atrasar o diagnéstico por cerca de até um ano (155). Apenas 10-
15% de todos os casos de LES séo diagnosticados durante a infancia (156). O tempo
desde o inicio dos sintomas até o diagndstico varia de um més a 3,3 anos (7, 27).
Nossos resultados corroboram com esse periodo, uma vez que o tempo meédio
transcorrido para a elaboracédo do diagnéstico inicial do LESJ foi de 3,4 anos. Destaca-
se que dos 27 pacientes com LESJ, somente 4 pacientes tiveram seu diagndstico
formulado antes de 1 ano e que 10 pacientes, ap0s 4 anos. Observou—se que o
diagnéstico de um paciente demorou mais de sete anos. Tal atraso pode ser
provavelmente explicado em decorréncia da precariedade do servi¢co publico de saude
brasileiro. Outro aspecto a ser mencionado, refere-se ao baixo nivel de escolaridade da
populacdo geral que costuma acessar esse servico. Levantamento epidemiologico

realizado por nossa equipe em pacientes adultos com LES, atendidos no Ambulatério
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de Reumatologia do HUB constatou que o tempo médio de estudo foi de 10 anos (dado
ainda nao publicado). Portanto, caberia supor que a baixa escolaridade dos
responsaveis de criancas com LESJ poderia explicar eventual desatencdo com os
sinais e sintomas da doenca; retardando, assim, a busca por atendimento médico. O
diagnostico precoce de LES esta associado, geralmente, a taxas mais baixas de surtos
da atividade da doenca, menor utilizagdo dos servigos de saude (19).

Devido a dificuldade no diagnéstico precoce, muitas vezes o inicio do tratamento
é tardio o que agrava o quadro clinico. Além disso, geralmente, o LESJ esta associado
as comorbidades e a mortalidade dos pacientes (7). A nefrite lapica (NL) é mais
frequente em pacientes com LESJ do que em adultos com LES, sendo a principal
responsavel pela maior morbidade/mortalidade observada na populacdo pediatrica (13).
O envolvimento renal ocorre em 29% a 80% dos casos de LESJ e apresentam-se,
geralmente, nos primeiros dois anos da doenca (13, 27). Em nosso estudo, observamos

que 64% dos pacientes com LESJ apresentavam histérico de NL.

O LESJ é uma doenca caracterizada por periodos de atividade e de inatividade
(13). O indice SLEDAI é um indice global que mede a atividade do LES, é considerado
um indice reprodutivel e de facil utilizacdo na pratica clinica (1, 44). Uma modificacéo
deste indice é o SLEDAI-2K. Nesse indice, os testes laboratoriais ndo sédo avaliados e o

escore maior ou igual a um é considerado para doenca ativa (45).

Estudo de coorte conduzido com 109 criancas indianas constatou que ha
avaliacao realizada no 48° més (44 criancas avaliadas), a mediana do SLEDAI- 2K teve
escore 0 e variou de 0 a 50 (157). Outro trabalho realizado com 37 criancas
canadenses evidenciou que a média do SLEDAI- 2K inicial foi de 13 e ap6s um ano
reduziu para 2,9 (27). Outro estudo conduzido com 102 criancas israelenses

apresentou média do SLEDAI- 2K de 17 que reduziu para 7,6 ap6s cinco anos (158).

Os pacientes examinados em nosso estudo ja se encontravam em
acompanhamento especializado e o0s prontuarios evidenciaram dados incompletos

quanto a atividade da doenca. Além disso, o critério para avaliacdo de atividade da
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doencga ndo era o SLEDAI-2K. Assim, ndo temos o indice inicial dos pacientes para
comparar com os dados atuais. Ao avaliarmos a atividade da doenga com o indice
SLEDAI-2K, verificamos que a mediana foi 1, variando de 0 a 16. Ou seja, a maioria
dos pacientes do nosso estudo encontrava-se na fase ativa, porém com escore de
intensidade leve. Ressaltamos a presenca de somente dois pacientes com escore
superior a 10, que significa alta atividade da doenca. Portanto, pode-se constatar um
melhor quadro de salude da amostra estudada quando comparada aos estudos citados.
Assim, pode-se observar que o acompanhamento médico especializado do paciente
promove um controle expressivo da atividade da doenca. Isto representa maior

qualidade de vida, bem como economia na esfera publica e privada (20-24).

A avaliagdo dos danos irreversiveis decorrentes do LESJ foi realizada através do
SLICC/ACR-DI (45). Esse indice tem valor progndstico e define os danos permanentes
provocados pelo LESJ e pelos medicamentos utilizados ou comorbidades associadas
(13). Considera-se que ha algum dano cumulativo decorrente da doenga quando os
pacientes sao avaliados apds seis meses de duracao do LESJ e o valor desse escore é
superior ou igual a um. Nesta pesquisa, verificou-se mediana 0 (0 — 1), sendo que
apenas dois pacientes (7%) apresentavam indice 2, o que indica que poucos pacientes

apresentavam sequelas decorrentes da doenca.

As doencas reuméticas/ autoimunes comumente sdo acompanhadas por
manifestacbes orofaciais que podem ser um dos sinais iniciais da enfermidade. As
Ulceras em mucosa bucal, palato mole, palato duro, l4bios, gengiva e septo nasal tém
incidéncia de 21 a 50% nos pacientes com LESJ (14). Mas, podem apresentar-se como
lesGes eritematosas, ulceradas, estomatites aftosas recorrentes ou lesdes semelhantes
a liquen plano ou leucoplasia (159). Entretanto, verificamos somente um caso de
leucoplasia no palato mole em que a paciente encontrava-se na fase ativa tanto do
LESJ como da NL (SLEDAI-2K= 16 e SLICC/ACR-DI=0).

As Ulceras aftosas recorrentes sao alteragdes relativamente comuns em

pacientes com doencas reuméaticas e autoimunes (160). Em geral, sdo dolorosas e
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podem causar morbidade significativa, dependendo da localizagdo, duragdo e
frequéncia (161). Além disso, varios medicamentos podem causar essas lesdes.
Inclusive, um estudo de revisdo narrativa forneceu uma lista com mais de 80
medicamentos utilizados no tratamento de doencas reuméticas e que podem provocar
Ulceras orais (160). Com base nessa relacdo de medicamentos, observou-se que 0s
farmacos que poderiam provocar leses aftosas utilizados pelos nossos pacientes com
LESJ foram: azatioprina n=3 (11,1%), enalapril n= 5 (18,5%), losartana n=1 (3,7).
Enquanto que a Leflunomida foi utilizada por um paciente com AlJ. O Metotrexato foi
usado em 3 (11,1%) pacientes com LESJ e 16 (69,6%) com AlJ, e também pode gerar
les&o bucais. No entanto, foi observado somente um participante com AlJ oligoarticular
com lesdo caracteristica de Ulcera aftosa, esse paciente estava sob uso de Metotrexato

15 mg uma vez por semana.

Para avaliar a condi¢do dentaria, foi utilizado o indice CPO-D que é largamente
utiizado em levantamentos epidemiol6gicos de saude bucal e preconizado pela
Organizacdo Mundial de Saude (151). Além disso, é o indice mais difundido e utilizado
em todo o mundo para conhecer a situacdo da cérie dentaria numa determinada
comunidade, para realizar avaliacbes com base epidemiolégica e, também, para fazer
comparacdes no tempo e no espaco (162). Estudo brasileiro que comparou a condicéo
de saude bucal de 14 pacientes com AlJ e de individuos sem doenca; verificou média
de CPO-D de 2,4 e ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0os grupos
(163). Outro trabalho nacional, que avaliou o indice CPO-D em 20 pacientes com LESJ
e comparou com participantes sem doenca; também ndo constatou diferenca
significativa entre os grupos (164). Nossos resultados, também n&o identificaram
diferenca no indice CPO-D entre os grupos, a mediana foi de 1 (0 — 3). O indice foi
considerado bastante favoravel nos trés grupos, o que pode ser explicado pelo bom
acesso dos pacientes aos servicos de Odontologia disponiveis nas Unidades de

Atendimento em que foi realizada a pesquisa.

Ao longo dos ultimos anos, tem havido grande crescimento do interesse por

testes de diagndstico menos invasivos como substitutos aos exames de sangue
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convencionais. Nesse contexto, a saliva, por apresentar grande variedade de moléculas
faz com que esse fluido seja uma fonte atraente de pesquisa para identificacédo de
possiveis biomarcadores (78).Ressaltam-se, ainda, que a coleta é facil, indolor e sem

implicacdes de risco ao paciente (81, 83, 88).

Neste estudo, optou-se por realizar coleta de saliva total ao invés de glandulas
especificas. Isto decorre do fato que a maioria das pesquisas que utilizam a técnica da
EM empregam esse método de coleta (79-81). Além disso, a coleta de saliva total &
presumivelmente o somatorio da composicdo do fluido de todas as glandulas salivares
maiores e menores, bem como de fluidos dos tecidos mucosos e periodontais. Todos
esses componentes poderdo atuar como material para estudo de biomarcadores. (79).
Ademais, a coleta de saliva total é mais simples, rpida e requer menos custo com
materiais/ equipamento quando comparada a coleta de glandulas salivares individuais
(149).

O estudo da saliva total pode ser realizado com ou sem estimulo (75). Saliva
estimulada pode ser coletada mais facilmente e em volumes mais elevados. No entanto,
€ predominantemente derivada das glandulas parotidas e consiste, principalmente, de
agua. Os principais componentes organicos da saliva sao obtidos sem estimulo e sao
majoritariamente oriundos das glandulas submandibulares e sublinguais (72, 79). Por

esses motivos, utilizou-se saliva total sem estimulo neste estudo.

O protocolo para a coleta de amostras de saliva deve ser padronizado, a fim de
minimizar os efeitos de algumas das variaveis que causam variacdes intraindividuais
(89). Por isso, deve-se restringir ingestao dietética por pelo menos uma hora antes da
coleta, adquirir as amostras em um periodo determinado para se evitar variagbes do

ritmo circadiano (79). Tais procedimentos foram adotados neste estudo.

7

No entanto, ndo é realista tentar controlar alguns outros fatores que afetam
composicdo da saliva, como medicamentos em uso regular pelos pacientes (149). Até
mesmo as diferengas na microbiota bacteriana normal da cavidade oral podem causar

alteracdes no conteudo proteico da saliva intra e inter individuos. Isso ocorre devido a
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presenca de enzimas bacterianas que catalisam as rea¢fes das proteinas salivares
(165). Nesta pesquisa, ndo houve diferenca dos indices CPO-D entre os grupos
avaliados o que é um dado favoravel, pois reduz a variacdo interindividual na

composicado molecular da saliva provocada por alguns agentes bacterianos.

A hipossalivacdo e a xerostomia sdo bem relatadas em adultos com AR (166).
Porém, cerca de um terco dos pacientes com AR apresentam Sindrome de Sjogren
secundéaria (SSs) a qual esta associada a insuficiéncia secretora das glandulas
salivares e, consequentemente, ao baixo fluxo salivar (167). O diagndstico precoce e 0
monitoramento apropriado da SSs associada ao LES e a AR sao importantes medidas
para promover ganhos na qualidade de vida dos pacientes (159). Estudo com 604
pacientes adultos com AR indicou uma diminuicdo do fluxo salivar em 43% dos
individuos (168). Informacéo sobre o fluxo e composicdo salivar em criancas com LESJ
e AlJ ndo sdo bem relatadas (169). Pesquisa envolvendo 16 pacientes com AlJ com
idade média de 9,3 anos ndo evidenciou diferenca estatistica na taxa de fluxo
parotideo. Porém, as concentracfes salivares médias de calcio, fésforo, potassio,
lisozima e IgA foram significativamente menores entre individuos doentes e saudaveis
(170). Em nosso estudo, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significativas
na taxa de fluxo salivar entre os pacientes com LESJ, AlJ e individuos saudaveis e

nenhum paciente apresentava SSs.

A terapia medicamentosa € importante no tratamento de pacientes com doencas
reumaticas. Frequentemente sao administradas varias drogas com diferentes
finalidades (169). Nos pacientes com LES, os farmacos anti-inflamatérios néo
esteroides, os inibidores seletivos da cicloxigenase-2 e os antimalaricos geralmente sdo
eficazes para queixas musculoesqueléticas e serosite leve (171). Os pacientes que
apresentam manifestacdes cutaneas, geralmente, se beneficiam com antimalaricos,
como a hidroxicloroquina. Os corticosteroides sistémicos, como a prednisona, séo
reservados para pacientes com sintomas associados ao envolvimento significativo de
orgaos, em particular, envolvimento renal, sistema nervoso central e doencas

vasculares sistémicas (171). A dosagem de corticosteroide € progressivamente
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diminuida & medida que os sintomas se resolvem. No entanto, para alguns pacientes é
necesséario que uma dose de manutencdo permaneca até a remissao da atividade da
doenca (172).

Inclusive, neste trabalho, todos os pacientes com LESJ e 19 (82,6%) com AlJ (p
<,001) faziam uso de farmacos. A hidroxicloroquina foi a droga utilizada por um nimero
maior de pacientes com LESJ (85,2%) quando comparada com pacientes com AlJ (0%)
(p <,001). A droga utilizada por um nimero maior de pacientes com AlJ foi metotrexato
(69,6%) (p <,001 ). Calcio e prednisona foram os medicamentos de segundo maior uso
nos pacientes com LESJ e AlJ (p = ,0017 e p <,001).

No entanto, alguns medicamentos podem gerar, como efeito adverso,
hipossalivacdo e/ou xerostomia, tais como: antidepressivos, antieméticos, anti-
hipertensivos, anti-histaminicos, antirretrovirais, hipoglicemiantes, levotiroxina, anti-
inflamatoérios ndo-esteroides e antiespasmadicos, antipsicoéticos e sedativos (76). Neste
estudo, apenas cinco pacientes com LESJ faziam uso de medicamentos que poderiam
causar hipossalivacdo, todos anti-hipertensivos: Enalapril (n=3), Flurosemida (n=2) e
Losartana (n=1). Ao avaliar o fluxo salivar desses cinco pacientes, observamos que o
valor médio apresentado foi de 0,35 mL/min (dado ndo demonstrado), estando portanto
dentro dos parametros de normalidade (75). No grupo de pacientes com AlJ, os
farmacos utilizados ndo possuiam tal efeito adverso. Por esse motivo, 0s medicamentos
sistémicos nado alteraram de forma significativa a taxa do fluxo salivar sem estimulo
entre os grupos (p = ,268). A mediana foi de 0,52 (0,32 — 0,70) mL/min, ou seja,

encontrava-se com valores bem satisfatoérios.

A eletroforese 1- DE, SDS-PAGE, é o método mais utilizado para analises
qualitativas de proteinas no qual elas sdo separadas segundo o tamanho; também é util
para a determinacdo da massa molecular relativa das proteinas (92, 173). Neste
trabalho, foi realizada analise do pool da saliva dos trés grupos e nao foi observada
diferenca através da técnica de SDS- PAGE. Tal fato poderia ser explicado devido a

existéncia de proteinas especificas em concentragdes muito elevadas na saliva, como é



52

0 caso da amilase e da mucina e que podem interferir na analise de proteinas menos
abundantes (92). Isso ocorre porque, as glandulas salivares humanas segregam dois
tipos de mucinas: mucina oligomérica com massa molecular acima de 1 MDa e mucina
monomeérica com massa de 200-250 kDa, juntas representam cerca de 26% das
proteinas totais da saliva (174). A alta massa molecular destas moléculas impede a sua
migracdo através da poliacrilamida, resultando na sua deposicdo no topo do gel (92,
175).

Além disso, no SDS-PAGE as bandas proteicas tendem a se sobrepor e podem
separar um numero relativamente pequeno de proteinas (geralmente menos de 50). A
técnica mais adequada, neste caso, seria a 2- DE. Esse método combina dois
processos distintos e pode possibilitar a separaracdo de mais de 1000 proteinas num
anico gel (93). Assim, tornaria viavel a visualizacdo de um nuamero maior proteinas
especificas. Contudo, por falta de recursos financeiros, ndo foi possivel o emprego

dessa técnica em nosso estudo.

Nas Uultimas décadas a EM tornou-se técnica valiosa devido aos grandes
avancos na identificacdo de proteinas. E um método altamente sensivel, requer
quantidades menores de material biolégico e tem uma eficiéncia mais elevada do que
as plataformas convencionais (93). Tais avancos nas tecnologias de EM de alto
rendimento, criaram a possibilidade de pesquisa de biomarcadores sensiveis e
especificos para o LES. Um biomarcador ideal para o LES seria aquele biol6gica e
fisiopatologicamente relevante, reprodutivel, simples de aplicar na pratica de rotina
(barato, rapido e facil de quantificar) e com elevado grau de sensibilidade e
especificidade (176). Atualmente, ndo existe marcador biolégico para o LES que
cumpra todos esses requisitos. Sabe-se que alguns dos biomarcadores candidatos séo
proteinas de estresse ndo especificas, ligadas a uma grande variedade de doencas e
condi¢bes associadas ao LES (39).

As abordagens atuais para o diagnostico de LES baseiam-se em manifestacfes
clinicas e na deteccdo de auto anticorpos no sangue (14). A protedmica baseada em
EM tem sido usada para estudar uma variedade de espécimes biologicos (soro/ plasma,
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urina, bidpsias renais) de pacientes com LES, levando a identificacdo de biomarcadores
relacionados ao diagndéstico e a atividade da doenca, bem como o envolvimento de
orgaos especificos (39). No entanto, ndo ha publicacdo sobre a andlise da saliva na
investigacdo de biomarcadores para o diagnostico do LES.

Por esse motivo, buscamos revisar publicacdes que utilizassem a mesma técnica
analitica desta pesquisa em pacientes com sindrome de Sjogren (SS) que, similarmente
ao LES e a AR, é uma doenca autoimune difusa do tecido conjuntivo (154). Foi
encontrado um artigo que utilizou o método de EM MALDI-TOF para analisar a saliva de
27 pacientes com SS (177). Verificou-se que os espectros de massa gerados na faixa
de 750-7.500 Da eram muito ricos em peptideos e encontrava-se com expressao
diferente quando comparado ao controle sem doenca (177). Outro trabalho analisou a
saliva parotidea de 41 pacientes com SS primaria e os perfis de expressao de proteinas
foram gerados por EM do tipo SELDI-TOF (178). A faixa 10-200 kDa revelou oito picos
com maior alteragdo no grupo com SS. Os picos de 11,8, 12,0, 14,3, 80,6 e 83,7 kDa
estavam aumentados, enquanto os picos de 17,3, 25,4 e 35,4 kDa encontravam-se
diminuidos em pacientes com SS (178).

Neste estudo, descrevemos estratégia usando EM (MALDI-TOF) em espécime
de saliva de pacientes com LESJ, AlJ e SDA. Inicialmente, verificou-se falta de
aguisicdo em 14 (15%) espécimes, sendo 4 do grupo SDA, 4 com LESJ e 6 com AlJ.
Isso pode ter ocorrido devido as caracteristicas das amostras ou a erros metodolégicos,
como problemas na homogeneizagdo da mistura saliva/matriz ou cristalizagao

inadequada que podem ter provocado baixa intensidade dos picos (179).

A média da relagéo/intensidade da faixa de massa/carga (m/z) de 1315.6027 a
1315.7536 apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, onde o
grupo SDA apresentou maior média de relagéo/intensidade 41,3 (31,8 — 50,7) quando
comparada a do grupo LESJ 20,5 (15,1 — 25,9). Em relacdo as faixas dos espectros
identificados, a faixa de 1471.5897 a 1471.8495 apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relagdo a atividade do LESJ. Contudo, este resultado deve ser avaliado

com cautela por se tratar de analise de subgrupo. Ou seja, o calculo amostral ndo
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considerou o tamanho deste subgrupo. Portanto, o poder estatistico € menor que 80%.
Assim, pode-se incorrer no erro tipo 1 que é rejeitar a hipétese nula, quando esta for
verdadeira. Tais picos de proteinas de m/z podem ser auto anticorpos ou proteinas
relacionadas a baixa regulacao da imunidade presente no LES. A origem e a identidade
completa desses picos de proteina para o propdsito de diagndstico diferencial nédo é
seria necessario. No entanto, a identidade exata das proteinas envolvidas seria
essencial para entender o papel biolégico que essas proteinas/ peptideos poderiam
exercer na patogénese da doenca, o que levaria ao desenvolvimento de novos alvos
terapéuticos (117). Para tal finalidade, seria necessario acoplar a técnica MALDI-TOF
outra ferramenta protedbmica como a separacdo de proteinas da amostra por

eletroforese 1-DE ou, preferencialmente, 2-DE e/ou por cromatografia liquida (79, 91).

Conforme ja mencionado, néo foi possivel realizar eletroforese 2-DE. Ademais,
a eletroforese 1- DE realizada, ndo avaliou caso a caso de cada grupo. Em decorréncia
de limitacdo de recursos financeiros, aglomerou-se todas as amostras de cada grupo,
compondo 3 pools de amostra de saliva, LESJ, AlJ e SDA. Apesar de a eletroforese 1-
DE ndo ter apresentado indicios de diferenca de bandas entre os grupos, a EM revelou
diferencas expressivas no aumento do pico dos espectros 1224.5036, 1315.5853,
1731.6880 e 1866.7644 m/z no pool do grupo SDA.

Embora haja um numero significativo de publicaces, ainda hd muitos desafios
que precisam ser superados nas pesquisas futuras que visam identificar biomarcadores
Uteis do LES para a prética clinica. Em primeiro lugar, as diferencas nos resultados em
trabalhos distintos podem ser atribuidas a diversidade nos critérios de selecdo dos
pacientes. Estudo recente publicado relatou a heterogeneidade molecular presente nos
pacientes com LES que justificou a falha nas pesquisas que utilizam tal casuistica
(180). Assim, € necessario estabelecer critérios de sele¢do de amostras universalmente
aceitos para aperfeicoar as correlagbes fenotipicas/genotipicas e permitir que o0s
resultados de diferentes estudos protebmicos sejam mais comparaveis. Pesquisas
futuras precisam recrutar um maior numero de pacientes em coortes independentes/

estudos multicéntricos e realizados com métodos padronizados (72). Além disso, devem
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focar em biomarcadores que ja foram identificados em multiplos tipos de espécimes
invasivos e ndo-invasivos. Devido a natureza heterogénea do LES, estudos que
trabalham biomarcadores variados envolvidos em vias biologicamente relevantes
podem ser mais significativos e mais substanciais do que os estudos que se centram
em biomarcadores unicos a fim de fechar o diagndstico e eleger o melhor tratamento
dos pacientes (180).

Portanto, € importante que o pesquisador ou o clinico estejam cientes das
possiveis diferencas geradas pelos diversos ensaios para interpretarem
adequadamente os intervalos de referéncia. Assim, a utilizagdo da saliva para
diagnoéstico necessita de mais estudos a fim de padronizar os métodos de analise,
validar os resultados e definir valores de referéncia em diferentes populacdes para
torna-la disponivel a pratica clinica. Os resultados demonstram que a saliva tem
apresentado biomarcadores promissores e, apesar de todos estes desafios, hA uma
evolucao crescente de conhecimento com a utilizagédo deste fluido bioldgico.
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6 CONCLUSAO

e O perfil proteico da saliva individual de pacientes com LESJ foi diferente em um dos

espectros avaliados quando comparado ao do grupo SDA;

e 0 perfil proteico salivar de pacientes com LESJ nas fases ativa e inativa apresentou
diferenca em um dos espectros avaliados;

e 0 pool de saliva demostrou que a relacao/intensidade de picos de alguns espectros

dos pacientes com LESJ e AlJ diferem em relacao aos picos dos individuos SDA;

e a eletroforese unidimensional do pool da saliva ndo evidenciou diferenca entre as

bandas dos grupos estudados;

e 0 perfil de saude da maioria dos pacientes com LESJ evidenciou atividade leve da

doenca e baixo dano cumulativo;

e a maioria dos pacientes apresentaram condi¢cdes bucais satisfatérias com baixo
indice CPO-D.

e 0 fluxo salivar encontrava-se dentro dos padrdes de normalidade nos trés grupos

avaliados.
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disorders, lesions of the oral mucosa, periodontal disease, dysphagia, and dysphonia may
be the first expression of these rheumatic diseases. This article reviews the main orofacial
manifestations of rheumatic diseases that may be of interest to the rheumatologist for
diagnosis and monitoring of autoimmune rheumatic diseases.

© 2016 Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducéo

As doencas reumaticas autolmunes sdo um grupo hete-
rogéneo de condigbes caracterizadas pelo rompimento da
tolerancia imuneldgica e producio de autoanticorpos e uma
série de substdnclas responsavels por lesbes em diversas
estruturas do organismo. Nessa categoria podem ser inclui-
das: a artrite reumatoide (AR), as miopatias inflamatérias (MI),
a esclerose sistémica (ES), o lipus eritematoso sistémico (LES)
e a sindrome de Sjégren (SS)."

Alpumas doencas reuméaticas apresentam manifestacdes
mucocutaneas. Geralmente, as alteracdes sdo consequéncias
de distirbios sistémicos e manifestam-se de forma insidiosa,
podendo apresentar sinais e sintomas na cavidade oral (tabela
1). Contudo, a abordagem bucal no contexto das doencas
autolmunes parece nao ter despertado ainda o interesse
clentifico. Serao discutidos alguns achados clinicos odeonto-
logicos frequentemente encontrados nos pacientes atendidos
no Ambulatorio de Reumatologia do Hospital Universitario de
Brasilia (HUB-UnB), fundamentades numa revisdo de litera-
tura narrativa. Para esta revisao, foram inseridos os seguintes
termos no banco de dados da PubMed Rheumatic Autoim-
mune Disease [all fields] AND dentistry [all fields]. Limitou-se
aos estudos feitos em humanos. Verificou-se a existéncia de
somente 68 artigos publicados até 21 de junho de 2015. Alguns
estudos apontam dados epidemiologicos de interesse médico-
-odontelégico. Nesse contexto, percebe-se claramente a pouca
abordagem do assunto. Contudo, os artigos evidenciam que o
cirurgidao-dentista pode e deve atuar no diagnostico precoce
e manejo dessas doencas, uma vez que esses pacientes apre-
sentam necessidades especificas.

Assim, esta revisdo narrativa se propde a abordar as
principais manifestacdes orofaciais nas doencas reumaticas
autoimunes que podem ser de interesse do reumatologista
para diagnéstico e acompanhamento clinico.

Revisdo de literatura
Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria crénica,
autoimune e de eticlogia desconhecida.” As caracteristicas
classicas dessa doenca sio poliartrites crénicas, bilaterais
e simétricas, dores e inflamacdes articulares gue podem
resultar em deformidade, instabilidade e destruicdo das
articulacdes sinoviais.”* Acomete, com mais frequéncia, a
membrana sinovial das pequenas articulacdes das extre-
midades, origina tumefacdo, edema e dor, pode levar a
destruicdo Ossea e cartilaginosa, incapacidade grave e mor-
talidade prematura.®

As manifestacdes orofaciais mais comuns em pacientes
com AR s30:

Disfungdo temporomandibular

A articulacdo temporomandibular (ATM) é uma articulacio
sinovial & pode ser acometida por desordens nos tecidos
ndo articulares tais como: espasmos musculares, fibromial-
gla, distrofia miotdnica, dentre outras. Contudo, os tecidos
articulares da ATM também podem ser afetados por trau-
mas mecanicos, infeccdes, latrogenias, gota, bem como
por doencas reumaéticas autoimunes, como AR e psoriase.”
Observa-se presenca de mediadores inflamatoérios tipicos da
osteoartrite, incluindo o fator de necrose tumoral (TNF) -
a, interleucina (IL) -1p, IL-6 e a IL-8. Tais achados estdo
correlacionados com a extensdo da doenca, isto &, sinto-
mas clinicos, quantidade de derrame articular ou alteracdes
morfolégicas.®’

As disfuncées temporomandibulares (DTMs) sdo conside-
radas as condigdes mais comuns de dor orofacial de origem
nido dental e é fungio do drurgiio-dentista fazer o exame
clinico da ATM e solicitar exames por imagem dessa regido
anatdmica. A DTM pode manifestar sintomas como dor de
ouvido, dor de cabeca, neuralgias inespecificas e dor de dente.
Seu diagnostico requer abordagem de natureza odontolo-
gica e médica, o que faz a avaliacdo da prevaléncia de DTM
uma questdo complexa. Observa-se que seu estudo é fre-
quentemente negligenciado na pratica clinica das doencas
autoimunes reumaticas.®*

As DTMs podem ocorrer tanto em adultos como, mais
comumente, em criancas com AR Um estudo que avaliou
223 criancgas portadoras de artrite idiopatica juvenil revelou
que 38,6% apresentaram envolvimento da ATM (dor, inchaco
e/ou limitacdo na amplitude de movimento).!” Quando o
envolvimento da ATM se manifesta durante o desenvolvi-
mento da crianca, pode ocorrer restricio do crescimento da
mandibula que resulta em micrognatia e/ou anquilose.*!

Em adultos, os estudos sobre a prevalénca de DTM
na AR tém valores dispares de 5% a 86% a depender da
populacio estudada, do critério de diagnostico e dos meios de
avaliacio.*” Constitui a manifestacio orofacial mais comum
na AR. O paciente pode referir dor aguda, bilateral, pro-
funda e difusa, exacerbada durante a funcio. O exame clinico
pode revelar: ma-oclusio, sensibilidade e inflamacio das
regibes pré-auriculares, rigidez da articulagio ao acordar,
limitacdo do movimento mandibular, ruidos intracapsulares
(crepitacdo ou estalido) e dor nos misculos mastigatérios
efou cervicais.*'” Exames por imagem podem evidenciar
perda de estrutura éssea em cabeca de condilo (fg. 1).
A anquilose da ATM é um achado incomum, tardio e pode ser
bilateral.***
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Tabela 1 - Manifestagoes orais das doencas reumdticas autoimunes e suas implicacoes clinicas

Manifestacoes orais

Doencas reumaticas autoimunes

AR MI Implicacdes clinicas
PM DM
Doenga periodontal X » Fator de agravo para diabetes, doengas reumdticas e
cardiacas
Lesao de carie « A depender da extensdo da lesdo, pode causar dor,
prejudicar a mastigacéo e causar focos de infecgio que
podem agravar a diabetes, doengas reumaticas
e cardiacas
Candidose « Prurido e/ou queimagio na mucosa
« Risco de infecao esofagica
« Inapeténcia
Hipossalivacao X » Disfonia
« Disfagia
» Aftas e Ulceras na mucosa bucal
» Maior propensao a infecgdes bucais e da orofaringe™
» Esofagites recorrentes
s Sono interrompido para ingesta de agua e para urinar
Xerostomia X X » Diminuicao na qualidade de vida
Halitose s Diminuigdo na qualidade de vida
Ardéncia bucal X » Disgeusia
+ Dificuldade na alimentacao
« Cancerofobia
Ulceras orais X e Dor
» Dificuldade na alimentagdo e higienizacio bucal
DTM X X » Cefaleia
» Otalgia e/ou zumbido
» Sensacio de tamponamento do ouvido
o Dor cervical irradiada
« Dor de cabeca crénica
s Limitagdo na abertura bucal
+ Dificuldades para mastigar e falar'”
Microstomia + Limitagdo na abertura bucal
» Dificuldade na alimentacgio e higienizacao bucal®*®
Reabsorgao regional do osso da « Limitagdo na abertura da boca
mandibula/ATM
Disfagia X X » Desidratagao
« Desnutricao
» Aspiragio de secregoes efou alimentos para o pulmao
-pneumonia aspirativa
Disfonia X + Diminuicdo da qualidade de vida
Alteragdes na lingua » Dificuldade na percepgao dos alimentos, fonagao
e degluticdo.
Quelite angular » Dore limitacao na abertura da boca
Alteragdes morfoldgicas dentarias X « Alteracdo da estética facial e da fungdo mastigatoria
Alteragdes patologicas » Hipossalivacao, disfagia e disfonia
nas glindulas salivares
Alteragdes nos musculos X » Disfagia
da mimica, mastigatorios « Disfonia
e faringe « Dificuldade mastigatoria

Neuralgia do nervo trigémeo

» Episddios de dor intensa nos olhos, 1abios, nariz, couro
cabeludo, testa e/ou mandibula

AR, artrite reumateide; DM, dermatomiosite; DTM, disfungdo temporomandibular; ES, esclerose sistémica; LES, ldpus eritematoso sistémico;

MI, miopatias inflamatérias; PM: polimiosite; 55, sindrome de Sjogren.
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ista sagital - Lado direito

Bl = | B

Vista sagital - Lado esquerdo

Figura 1 - Tomografia computadorizada da articulagdo temporomandibular de paciente com artrite reumatoide e queixa
de estalido durante funcao mastigatoria. Observa-se presenca de cisto subcondral na porcao superior da cabeca mandibular
direita (a), desgaste da porcao lateral da cabeca mandibular esquerda (b) e aplainamento das eminencias articulares (c).

Doenga periodontal

A doenga periodontal (DPF) & uma doenca infecciosa cronica
causada por bactérias Gram-negativas anaerdbias que aco-
mete os tecidos de protecdo e suporte do dente, como a
gengiva, o ligamento periodontal, o cemento e o osso alveolar.
A designacio DP inclul tanto processos reversiveis (gengivite)
quanto irreversiveis (periodontite). Quande ndo diagnosti-
cada e tratada podera causar destruicdo progressiva do osso
alveolar, causar mobilidade e subsequente perda do dente.#
Segundo dados da Organizacio Mundial de Saude, a doenca
periodontal afeta de 10 a 15% da populagio mundial.'* Dados
oficiais brasileiros mostram que 19,4% da populacae adulta,
na faixa de 35 a 44 anos, possuem essa doenga.”

Alguns estudos recentes também sugerem uma associagio
significativa entre AR e DP*'*'* A relacdo entre AR e a
progressdo de condicdes inflamatérias como a periodontite
n&o esta clara. A razdo principal € a falta de uniformizaciao
na classificacdo das varias formas de ambas as doencas.”
Estima-se que a prevaléncia da DP aumente em duas vezes
nos pacientes com AR em comparacio com a populacio em
geral.’’ Assim como a presenca de AR moderada a severa
também aumenta mais de duas vezes o risco de desenvolver
formas de pertodentite moderada a grave comparativamente
a individuos sem AR

Aléem disso, ha evidéncias da semelhanca na patogénese
da AR e da DP Microrganismos, tais como Porphyromonas
gingivalis, podem desempenhar um papel em ambas as
condigdes.'® Verificou-se que tal espécie bacteriana pode

invadir os condrocitos humanos isclados de articulagdes do
joelho, interferem no ciclo celular e induzem a apoptose des-
sas células.”” Qutro fator importante seria que a P. gingivalis
expressa o peptidio arginina deiminase (PAD), que converte
a anginina em dirulina, pelo processo de citrulinacao. Esse
processo, que & comum a algumas proteinas humanas, estd
associado & fisiopatologia da AR. Apresenta uma baixa imuno-
tolerancia as proteinas citrulinadas no liquido sinovial, o que
desencadeia o desenvolvimento de imunoglobulinas contra
essas proteinas presentes nas articulacées e tenddes.”’*
Além disso, estudos demonstraram presenca de anticorpos
em resposta a bactérias anaerdbias bucais em tecido sinovial e
no soro. Observou-se, também, a presenca de DNA bacteriano
oral no fluido sinovial de pacientes com AR.'® Na verdade, a AR
e a DP apresentam uma diversidade de caracteristicas clinicas
e fisiopatolégicas marcadamente semelhantes (tabela 2).7%%
Apesar de a doenca periodontal apresentar manifestagdes
clinicas locals, sua natureza inflamatoria cronica pode con-
tribuir para alterar e até mesmo agravar o curso da AR e de
outras doencas reumaticas. Uma recente revisao sistematica
feita por Kaur et al. (2013) demonstrou bom nivel de evidén-
cla para apolar uma associacdo entre AR e DP, levando-se em
consideracdo a perda do dente, o nivel clinico de insercio e as
taxas de sedimentacio de entrocitos. Evidéncia moderada fol
notada nas taxas de proteina C reativa e a interleucina-1. Foi
observado um resultado positivo do tratamento periodontal
sobre as caracteristicas clinicas da AR. No entanto, mais estu-
dos sdo necessarios para explorar plenamente os processos
bioquimicos e as relacées entre essas doencas inflamatérias
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Tabela 2 - Semelhancas nas caracteristicas
patofisiolégicas da AR e DP.23:2%

Caracteristicas
patofisiolGgicas

Artrite reumatoide

Doenca periodontal

Infiltrado celular

Fendmeno imune

Citocinas

Células locais

Macréfagos,
linfocitos T,
Plasmdcitos e PMN

Deposicao de
complexo imune,
fixacdo de
complemento

IL-1a, IL-1p, IL-6,
IL-8, TNF-u e TGF-p
Condrocitos e

Idem

Idem

Idem

Fibroblasto gengival,

afetadas sinovidcitos ostecblasto e
queratindcitos
Indugao de PGE;, TNF-, IL-1p PGE;, TNF-a, IL-18,
reabsorgao ossea LPS
Destruicdo tecidual Metaloproteinase, Idem
fosfolipase e
elastase
Tecido de Presente na Presente na
granulacao interface interface
cartilagem/osso cemento/osso

AR, artrite reumatoide; DP, doenca periedontal; [L-1, interleucina-1
alfa; IL-1, interleucina-1 beta; IL-6, interleucina-6; IL-8, interleucina-
8; LPS, lipopolissacarideo; PGE2, protaglandina E2; PMN, leucdcitos
polimorfonucleares; TNFw, fator de necrose tumoral alfa; TGFB,
fator de transformacio de crescimento beta.

cronicas, apesar da semelhanca nas caracteristicas patofisio-
logicas da AR e DP. Verifica-se que sels meses apos a terapla
periodontal a melhoria da condigdo bucal esta fortemente
associada com a melhoria da funcio endotelial, reduzindo
processos inflamatérios locais e sistémicos.”®

Hipossalivacdo/Xerostomia

Dentre as alteracdes bucais, verifica-se que a hipossalivacio
(baixo fluxo salivar) e a xerostomia (sensacdo de boca seca)
sdo comuns nas doengas reumaticas autoimunes sendo gue
a xerostomia acomete 1% dos portadores de AR.*® Cerca de
um terco dos pacientes com AR apresenta 55 secundéaria.”’
Estudo com 604 pacientes com AR indicou uma diminuicio
do fluxo salivar em 43% dos individuos.?® O nisco de desen-
volver hipossalivacdo aumenta com a gravidade da doenca.
Interessante mencionar que estude conduzido em 483 pacien-
tes internados, devido a complicacdes de doengas reumaticas,
constatou que apenas 17,7% dos pacientes com xerostomia-
realizaram tratamento para tal queixa. Em contrapartida,
84,8% dos pacientes com xeroftalmia receberam tratamento
para xeroftalmia. Observou-se ainda que as modalidades de
tratamento administradas para xerostomia ndo foram efeti-
vas e nem estavam de acordo com as recomendacdes atuais
encontrados na literatura médica.*

Portanto, o diagnostico oportuno e o monitoramento apro-
priado da SS associada a AR sdo importantes medidas para
promover ganhos na qualidade de vida dos pacientes (con-
forme sera abordado na SS), uma vez que a saliva desempenha

funcées de interesse sistémico como gustacao, reparaciao epi-
telial da orofaringe e esdfage, tamponamento do conteudo
acido esofagico, dentre outras funcdes.™”

Miopatias inflamatérias

Polimiosite (PM) e dermatomiosite (DM) sao doencas autoimu-
nes classificadas como miopatias inflamatonas idiopaticas e
caracterizam-se por inflamacao na musculatura estriada.®!

A PM é uma doenca sistémica do tecido conjuntivo, cujo
achade clinico predominante é fraqueza muscular proximal,
bilateral e simétrica. Acomete musculos da cintura escapular e
pélvica e progride para a musculatura proximal dos membros.
O inicio & frequentemente gradual e progressivo. Tem incidén-
cia variavel geograficamente, com cerca de um caso para cada
100 mil habitantes, predomina no género feminino.*?

O comprometimento da musculatura esquelética da
parede posterior da faringe e do terco proximal do estfago
pode dar origem a disfagia alta, com refluxo de alimentos para
vias aéreas altas e disfonia. Consequentemente, o paciente
pode apresentar queixa de hipersalivacio. Essa, porém, sera
decorrente da atividade funcional deficiente dos musculos da
degluticio, associada ao reflexo salivar causado pelo refluxo.
O comprometimento do flexor do pescoco ocorre em dois
tercos dos casos, o que pode ocasionar dificuldade para
sustentd-lo. Os sintomas constitucionais incluem: fadiga,
febre baixa, perda de peso, artralgia ou artrite de pequenas
e médias articulagdes.®

Ha raros casos de relatos que envolvem ulceracbes em
toda a extensdo da lingua, de aspecto linear, com secrecdo
esbranquicada nas bordas e atrofia de hemilingua em que a
mucosa se apresenta hiperemiada.**

A DM éuma doenca autoimune de etiologia desconhecida,
que se caracteriza por uma vasculopatia sistémica de peque-
nos vasos com envolvimento predominantemente muscular
e cutineo. A caracterizacio da DM se baseia, além do envol-
vimento cutaneo, no padrao de envolvimente muscular e na
presenca de manifestacdes clinicas assocladas e alteragdes
histopatolégicas.™

A prevaléncia de envolvimento oral na DM & desconhe-
cida. A maioria das informacées disponiveis vem de relatos
de casos individuais ou de pequenas séries de casos sendo
que alguns relatos de casos inicials ndo separam claramente
a DM da PM.**

Pode ocorrer envolvimento dos musculos da mimica, o
que leva a uma diminuicio da expressio facial. Da mesma
forma, o acometimento dos musculos mastigatorios e da
faringe podem resultar em disfagia, disfonia e hipersalivacio.
O envolvimento do musculo estriado na faringe ou esdfago
proximal também contribui para a disfagia. A disfagia na
DM atinge 18% a 50% dos pacientes e correlaciona-se com
a severidade da doenca.”®”’ Ademais, aumenta a risco de
prneumonia por aspiracao. As taxas de mortalidade saode 1 a
5 anos em 21% dos pacientes com DM e disfagia.’” Entretanto,
a manifestacio de hipersalivacdo nem sempre & atribuivel ao
excesso de producéo salivar, mas pode ser causada por uma
incapacidade de reter e engolir saliva devido a fraqueza do
tonus muscular perioral ou disfagia. O envolvimento da mus-
culatura da lingua resulta em macroglossia com hipotonia,
o que também podem dificultar a mastigacio, degluticio e
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fonacdo.?® 0 acometimento da membrana mucoesa é relatado
em cerca de 10-20% dos casos.?® Edema na mucosa, eritema
e telangiectasia s&o0 as alteracdes orais mais comuns.”®

Apesar de 27,5% dos pacientes com DM apresentarem
artrite, 0 acometimento da ATM & raro, com apenas um caso
descrito na literatura. Em alguns relatos foram descritos vasos
sanguineos proeminentes em toda mucosa oral e lesdes simi-
lares a estomatites aftosas e ulceras.*” Cerca de 10 a 46% dos
pacientes desenvolvem tlceras orais e gengivais dolorosas.*!
Os dentes apresentam raizes curtas e bojudas, com obliteracio
dos canais radiculares, bem como calcificagdo da camara pul-
par. A xerostomia também se apresenta como uma queixa
comum.

Esclerose sistémica

A esclerose sistémica (ES) é uma doenca autoimune que se
caracteriza por inflamacio e hiper-reatividade wascular da
micro e macrocirculacio associadas & deposicdo excessiva
de colagene nos tecidos, com consequente fibrose da pele
efou érgios internos.* Tem predilecio pelo sexo feminino
e sua incidénca & de 2 a 10 para cada 1.000.000 individuos
na populacdo em geral.** Além disso, existe um reconhecido
aumento de morbidade e mortalidade, com scobrevida esti-
mada de 66% em 10 anos.*

As manifestacdes orais sdo pouco estudadas e muitas vezes
negligenciadas pelos clinicos, apesar de acarretar grande inca-
pacidade funcional. A microstomia é o achado bucal mais
frequente e se desenvolve devido a deposiciao de colageno
nos tecidos periorals, causa limitacdo da abertura da boca,
enrugamento dos sulcos periorais, rigidez do palato mole, da
laringe e da mucosa oral.*¢ Além disso, a hipossalivacio e a
xerostomia sdo manifestacdes secundarias da doenga. Podem
ocorrer, também, DTM com graus variaveis de reabsorcao pos-
terior do ramo da mandibula, processo coronoide, mento e
céndilo.” Acredita-se que essas 4reas sio reabsorvidas devido
a deposicdo cronica de coldgeno. O cancer da lingua tem
frequéncia significativamente aumentada em pacientes com
ES e com uma abertura de boca inferior 2 30mm.*’

A reabsorcdo de alguns dentes também tem sido rela-
tada com certa frequéncia nesses pacientes. Pode ocorrer um
aumento anormal da frequéncia de dentes canados e erupciao
dentéria atipica. Parece, também, haver predisposicio & DP
devido ao maior acumulo de placa bacteriana. Isso decorre da
dificuldade de higienizacdo da boca causada pela diminuicio
da abertura de boca e dificuldade de manuseic da escova
dental. Essa tultima é causada pelas alteracdes esclerdticas
nos dedos e nas maos. Ademais, o uso de corticosteroides
sistémicos por longos periodos atua na reducédo da resposta
inflamatéria periodontal, torna seu processo progressivo e
muitas vezes de forma insidiosa.*®

Lipus eritematoso sistémico

LES é uma doenga autoimune, de etiologia desconhecida,
influenciada por fatores ambientais e genéticos, que afeta
principalmente mulheres nas segunda e terceira décadas de
vida.*® A prevaléncia das lesdes bucais nos pacientes com
LES varia entre 6,5% a 21%. Acomete principalmente lingua,
mucosa jugal, labios e palato. Por esse motivo, as tlceras orais

sd30 consideradas eventos priméarios que estao incluidos nos
seguintes indices de atividade da doenca: Bilag (British Isles
Lupus Assessment Group),”” Sledai (Systemic Lupus Erythe-
matosus Disease Activity Index),*! Selena-Sledai (Safety of
Estrogens in Lupus Erythematosus National Assessment),
Slam (Systemic Lupus Activity Measure)®* e Ecalm (European
Consensus Lupus Activity Measurement).>?

As lesdes se manifestam de forma variada, como maculas
e placas na mucosa. As lesdes podem ser eritematosas, ulce-
radas, estomatites aftosas recorrentes e lesoes semelhantes
a liquen plano ou leucoplasia (fig. 2). O tamanho das lesdes
também é variavel e as ilceras apresentam-se desde uma
pequena erosdo superficial até uma area larga e extensa.”*"*
Os poucos estudos sobre lesdes bucais em pacientes com LES
demonstram, microscopicamente, para ou ortoceratose, acan-
tose, atrofia epitelial, degeneracio vacuolar da membrana
basal com necrose dos queratindcitos basais, espessamento
da membrana basal, infiltrado mononuclear liquenocide e vas-
culite nos tecidos conectivos profundos. Lesdes no vermelhio
dos labios, principalmente no labio inferior, merecem atencio
especial dos profissionais, pols podem estar relacionadas a
queilite lupica, com ou sem displasia epitelial.**°®

Outres sinais/sintomas orofaciais secundarios incluem:
ardéncia bucal, hipossalivacio, xerostomia, doengas das
glandulas salivares (como necrose focal da glandula paré-
tida), DTM, gengivite descamativa e DP.5* A hipossalivacio
pode levar ao aumento da ocorréncia de lesdes de cérie
e a predisposicdo de candidose, especialmente se estive-
rem sendo administrados agentes Imunossupressores, como
corticoesteroides.”®

Sindrome de Sjogren

A SS & uma deenca autolmune inflamatéria de curso cro-
nico frequente na qual ha infiltracdo linfocitaria nas glandulas
exécrinas, principalmente em glindulas lacrimais e saliva-
res, prejudicando sua funcdo secretora.”® Simultaneamente,
podem ocorrer manifestacoes sistémicas de natureza cutanea,
respiratoria, renal, hepatica, neurclogica e vascular. Existem
duas formas distintas: a S5 primaria — que nio se manifesta
associada a outra desordem - e a 5SS secundaria - em que o
paciente manifesta a sindrome associada a outras doencas
autoimunes.”’ =%

Calcula-se que afete 0,2% da populacio mundial, principal-
mente mulheres na razdo de 9:1.57.°% No Brasil, pela auséncia
de estimativas oficiais ou cientificamente confirmadas sobre
sua Incidéncia, ndo se sabe o niimero exato de individuos com
SS. Porém, existe a referéncia quanto 2 maioria dos casos diag-
nosticados contemplar mulheres na menopausa ou em idade
mais avancada.™

A S5 tem curso variavel e um amplo espectro de
manifestacdes clinicas. Além disso, muitos dos sintomas sio
inespecificos, o que torna o diagnéstico dificil e tardie. Oitenta
por cento dos pacientes com SS apresentam o inicio insidioso
dos sintomas de secura que evoluem ao longo de um periodo
de varios meses a anos.*?

As manifestacées bucais observadas em pacientes com SS
sdo atribuidas ao envolvimento das glandulas salivares, o que
leva & diminuigdo da secrecio salivar. A perda da lubrficacao,
da capacidade tamponante e antimicrobiana da saliva causam
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Figura 2 - Paciente com lipus eritematoso sistémico e queixa de sensibilidade dentaria gengival. Observa-se presenca

de doenga periodontal com extensa perda de gengiva inserida (a) e regioes com exudato purulento (b). Verifica-se
manifestacao de liquen plano reticular com estrias de Wickham em gengiva (c) e mucosa (d). O cirurgido-dentista
encaminhou para o reumatologista, pois suspeitava que o lipus encontrava-se em fase ativa e tal suspeita foi confirmada.

aumento na incidéncia de infeccdo oral/dental, friabilidade
da mucosa e sintomas de irritacao e ardéncia bucal (fig. 3).%7
Por outro lado, alguns pacientes referem xerostomia que pode
nao estar acompanhada pela diminuicio da taxa de secrecao
salivar.”” No entanto, observa-se que no estagio inicial da
doenca, momento em que o diagnéstico ainda néo se encontra
bem estabelecido, os pacientes podem apresentar queixas de
xerostomia decorrentes de mudancas na composi¢ao da saliva
ou pela reducao da secrecao salivar proveniente das glandulas
salivares menores da mucosa labial e palato. Ou seja, a sia-
lometria pode evidenciar que o paciente apresenta um fluxo
salivar normal, porém exames da composicao da saliva apon-
tarao alteracdes qualitativas.®

Comumente siao notadas lesdes de carie dentaria e
infeccdes fungicas nas mucosas (principalmente candidose),
que podem se manifestar como lesdes pseudomembranosas
ou eritematosas. A friabilidade da mucosa em pacientes com
SS muitas vezes leva a lesdes de tecidos moles. Tais sinais
incluem labios secos e rachados, glossite romboide mediana
ou lingua fissurada, lingua despapilada, estomatite, quelite
angular, lesdes aftosas, 1ilceras em mucosa labial, dificuldade
na degluticdo de alimentos sélidos e odinofagia.”’

Observa-se que individuos com SS frequentemente apre-
sentam disturbios da voz e sintomas correlacionados que
estdo associados com reducao da qualidade de vida. Sabe-
-se que a lubrificacio das cordas vocais é feita pela saliva.®!
Portanto, esse fluido biolégico é importante para adequada
fonacéo.

Outro aspecto relevante refere-se a queda na qualidade de
vida dos pacientes com SS devido a mudancas dos habitos ali-
mentares causadas pela boca seca.®? Verifica-se, ainda, que
a secura bucal esta fortemente correlacionada com fadiga,
dor, sofrimento psiquico, danos a qualidade do sono e é
considerada fator de risco vascular.?® Neste estudo, os auto-
res concluiram que a abordagem terapéutica multidisciplinar
pode ser a melhor maneira de minimizar a secura bucal e suas
consequéncias em pacientes com SS primaria.®

Finalmente, outra manifestacdo bucal bastante comum
é 0 aumento assintomatico e autolimitado das glandulas
parétidas ou outras glandulas salivares maiores,”* que pode
sinalizar o estagio inicial da SS.

Portanto, o estabelecimento do diagnéstico precoce da SS
é fundamental para a instituicao do tratamento correto, que
consiste no alivio dos sinais e sintomas, a im de que sejam

Figura 3 - Lingua despapilada (a) e com candidose (b) em paciente com sindrome de Sjogren que se apresentou com queixa
de ardéncia bucal, sensacao de algo preso na garganta e paladar reduzido. Exames de padroes salivares evidenciaram
hipossalivacao severa (fluxo sem estimulo: 0 mL/min; fluxo com estimulo: 0,1 mL/min) e pH &cido (6,3). Observa-se perda
de estrutura mineral com formacao de fendas nos dentes (c) e porosidades nas resinas (d), situagoes que promovem grande
desconforto ao paciente devido ao maior atrito dessas com a mucosa ressecada.
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minimizadas ou evitadas sequelas que possam repercufir na
satide e na qualidade de vida dos pacientes.®*

Sialogogos gustatorios, mecanicos e quimicos tém sido
usados para estimular a producdo de saliva. Entretanto, a
efetividade desses recursos é baixa, pois fernecem apenas ali-
vio passageiro e requerendo aplicacbes frequentes.®® Muitos
tratamentos topicos comao sprays, pastilhas, colutérios, géis,
oleos ou cremes dentais tém sido avaliados, mas nao existe
qualquer evidéncia forte de que o tratamento topico seja eficaz
para aliviar a sensacio de boca seca.®® Lubrificantes a base de
triéster glicerol oxigenado sio mais eficazes do que sprays de
eletrolitos abase de dgua. Mascar chiclete aumenta a producio
de saliva, mas nao ha evidéncia de que a goma seja melhor ou
plor do que substitutos da saliva. Contudo, devem-se evitar
sialogogos acidos e os que contém agiicar,*® pois reduzem o pH
bucal. Além disso, promovem maior desmineralizacio denta-
ria e lrritam uma mucosa ja muito sensivel. Deve-se optar pelo
uso de gomas de mascar sem aglicar, mas com flior e bicarbo-
nato em sua composigdo. Tals componentes aumentam o pH
salivar e auxiliam na prevencao da cérie dentaria.®” %8

Os sialogogos quimicos, como pilocarpina e cevimelina,
sao eficazes no alivio da hipossalivacdo, mas tém potencial
para causar efeitos adversos.*® A eletroestimulacio aplicada
nas vias aferentes, através da mucosa bucal ou na pele,
em regides de glandulas salivares, evidenciou aumento da
producio salivar e alivio da xerostomia em pacientes com 55
e em pacientes submetidos a radioterapia em regido cérvico-
-encefalica.®®

Uma revisio sistematica foi feita para reunir evidéncias
sobre a terapia medicamentosa em SS primaria de ensaios cli-
nicos randomizados. Os autores sugeriram que produtos de
substituicdo de saliva e gomas de mascar sem aclcar podem
ser eficazes quando ha boca seca de leve a moderada. Devem
ser evitados o consumo de alcool e tabagismo e & essencial o
estabelecimento de higiene bucal minuciosa. O tratamento de
escolha para pacientes com funcio residual da glandula sali-
var € a pilocarpina oral e a cevimelina. No entanto, a eficacia
das duas drogas nao fol comparada. As doses que comprova-
ram melhores efeitos de eficdcia e seguranca foram de Smgde
pilocarpina a cada 6 horas e de 30mg de cevimelina a cada 8
horas. A N-acetilcisteina pode ser uma alternativa em paci-
entes com contraindicacdes ou intolerancia para agonistas
muscarinicos.””

Conclusio

As manifestacdes orofaciais em pacientes com doencas reu-
maticas autolmunes sao problemas comuns, mas pouco
abordados pelo reumatologista em sua pratica clinica diaria.
Este artigo trouxe um resumo das principais manifestaces
observadas, a iim de familiarizar o reumatologista com seu
diagnostico e alertar para a possivel necessidade de encami-
nhamento precoce para o cirurgido-dentista.
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RESUMO

A saliva total & um complexo de secrecies multiglandulares composto de fluido gengival,
células epiteliais descamadas, microrganismeos, produtos do metabolismo bacteriano, resi-
duos alimentares, leucécitos, muco da cavidade nasal e da faringe. A saliva possul diversas
fungdes, incluindo reparagéo tecidual, tamponamento, protegdo, digestdo, gustacio, agio
antimicrobiana, manutengdo da integridade do dente e sistema de defesa antioxidante. A
reducdo do fluxo salivar (hipossalivagdo) & um distirbio comum, e estima-se que cerca de
20% da populagdo geral tenham esta alteragdo.
A hipossalivagdo pode ser decorrente de diabetes mellitus, hipotireoidismo, desidratacéo,
comprometimento do parénquima glandular por processos infecciosos, doengas granulo-
matosas ou condigdes autoimunes e inflamatdrias (como a sindrome de Sjogren e a artrite
reumatcide), radicterapia da regido cefalica e/ou cervical, bem como pode estar associada a
distirbios do humeor, efeitos adversos ocasionados pelo uso de algumas medicagdes ou, ainda,
ser de causa idiopatica. As terapias convencionais para o tratamento da redugio do fluxo sali-
var, com o uso de sialogogos gustatorios e quimicos, ainda apresentam restrigées.
Contudo, novas alternativas tém mostrado grande perspectiva no tratamento deste proble-
ma. Diagnosticar um paciente como hipossalivador crénico € um desafio na pratica clinica,
e os métodos de avaliagdo do fluxo salivar sdo pouco conhecidos pelos reumatologistas. A
avaliagdo seriada do fluxo salivar é importante para o correto diagnéstico e progndstico de
determinadas condigbes bucais e sistémicas. Esta revisdo aborda alguns aspectos relacio-
nados & fungio da saliva, s consequéncias da hipossalivacéo e aos métodos de medigdo da
taxa de fluxo salivar, conceitos tteis na pratica didria do reumatologista.
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Whole saliva is a multiglandular secretion complex consisting of gingival fluid, desquamated
epithelial cells, microorganisms, products of bacterial metabolism, food debris, leukocytes mu-
cus from the nasal cavity and the pharynx Saliva has many functions, including tissue repair,
tamponage, protection, digestion, taste, antimicrobial action, maintaining tooth integrity and
antoxidant defense system. A decrease in salivary flow (hyposalivation) is a common disorder
and it is estimated that approximately 20% of the general population have this alteration.
Hyposalivation may be due to diabetes mellitus, hypothyroidism, dehydration, impaired glan-
dular parenchyma by infectious processes, granulomatous diseases or autoimmune and in-
flammatory conditions (such as Sjogren’s syndrome and rheumatoid arthritis), rmdiotherapy of
head and/or neck region, or it may be associated with mood disorders, adverse effects caused
by the use of some medications or even be idiopathic. Conventional therapies for the treatment
of reduced saliva flow with the use of chemical and gustatory secretagogues are still limited.
However, new alternatives have shown great perspective in the treatment of this disorder.
To diagnose a patient as having chronic hyposalivation is a challenge in clinical practice and
methods of salivary flow assessment are little known by rheumatologists. The serial evalua-
tion of salivary flow is important for the diagnosis and prognosis of certain oral and systemic
conditions. This review addresses some aspects related to the role of saliva, the consequenc-
es of hyposalivation and methods of salivary flow rate measurement, useful concepts in the

® 2013 Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

populagao idosa, sendo comuns queixas de desconforto bucal
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Sialometry: aspects of clinical interest
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daily practice of rheumatology.

Introdugao

A ealiva é uma mistura de fluidos secretada principalmen-
te pelos trés pares de glindulas salivares maiores: parétida,
submandibular e sublingual. Também participam desta se-
cregido de 400 a 500 pequenas glandulas salivares distribui-
das pela mucosa bucal (exceto na gengiva e metade anterior
do palato duro), pelos labios e ao longo da mucosa do trato
aerodigestivo superior, presente da cavidade nasal até a la-
ringe e faringe’? Juntas, essas glandulas sio responsiveis
pelos 5% restantes da saliva secretada pelo homem ® A saliva
secretada pelas principais glindulas difere quanto 4 compo-
siglo, e considera-se que o homem secrete aproximadamen-
te de 0,5 litro de saliva por dia em resposta & estimulagao
do sistema nervoso autdnomo simpatico e parassimpatico.t

A redugio do fluxo salivar (hipossalivacio) é um distir-
bio comum e estima-se que cerca de 20% da populagio geral
tenham esta alteragio. E natural o ser humano passar por
periodos curtos de hipossalivagio, sendo frequente sua ocor-
réncia quando sob estresse psicoldgico.57 Alteragdes de flui-
dos e eletrolitos, como ocorrem no diabetes mellitus, no hi-
potireoidismo e na baixa hidratacao também podem provecar
redugio do fluxo salivar. Entretanto, a hipossalivagio pode ser
decorrente de multiplas causas, que podem incluir compro-
metimento do parénquima glandular por processos infeccio-
sos e inflamatérios, associados ou nédo a doengas granuloma-
tosas, condigbes autoimunes (como a sindrome de Sjégren e
a artrite reumatoide), 2* radioterapia da regiao cefalica efou
cervical *? como também pode estar associada aos distirbios
do humor,f efeitos adversos ocasionados pelo uso de algumas
medicagoes® ou, ainda, ser de causa idiopatica.l! A reducao do
fluxo e as mudancas da composicao salivar atingem 25% da

e sistémico em decorréncia dessas mudangas.”

As teraplas convencionais para o tratamento da redugio
do fluxo salivar, com o uso de sialogogos gustatdrios e qui-
micos, ainda apresentam restrigdes. Contudo, novas alterna-
tivas tém mostrado grande perspectiva no tratamento deste
problema 1214

Diagnosticar um paciente como hipossalivador crénico é
um desafio na pratica clinica!® devido & falta de registros his-
toricos que apontemn o padrao salivar do paciente.' Contudo, a
avaliagdo seriada do fluxo salivar é importante para o correto
diagnodstico e para o prognostico de determinadas condigoes
bucais e sistémicas. ¥ Afirma-se que os profissionais da sai-
de ainda ndo adotaram esta pratica em virtude do desconhe-
cimento da existéncia de processos simples de avaliagao.l#2®
Como resultado, a hipossalivacio deixa de ser diagnosticada
em pacientes assintomdticos. Por outro lado, alguns pacientes
podem ser erroneamente diagnosticados como portadores de
boca seca quando a xerostomia (sensagao de boca seca) nao é
acompanhada pela diminuigao da taxa de secrecio salivar.®

Esta revisao objetiva abordar alguns aspectos relacionados
a funcgao da saliva, s consequéncias da hipossalivagao e aos
métodos de medicio da taxa de fluxo salivar, conceitos Uteis
na pritica diaria do reumatologista.

Fungdes da saliva

A saliva possul inumeras fun¢es (Tabela 1) relacionadas &
manutengio da integridade bucal e sistémica? e é fundamen-
tal para a primeira linha de defesa bucal.

Entretanto, a complexidade da composi¢ao molecular da
saliva tem evidenciado sua importincia no contexto sisté-
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mico. A saliva atua na manutencao do pH do trato gastrin-
testinal superior.® Além disso, possul fatores de defesa como
anticorpos, citocinas e fatores de crescimento que estio asso-
ciados aos mecanismos de defesa e cicatrizagao de processos

Tabela 1 - Fungoes da saliva e de seus componentes

Fungao Efeito Constituintes
ativos
Reparagac Cicatrizagao da mucoza Fator de
tecidual bucal, gastrica e da crescimento
orofaringe epidermal (FCE)
Protecao Lubrificacao da boca, Glicoproteinas
orofaringe e eséfago
Impermeabilizacao
Lavagem Agua
Formacio de pelicula
Tamponamento  Manutencgao do pH Fosfato,
inadequado para bicarbonato e
colonizagao de proteinas
microorganismos
Neutralizagaoe de acidez
Digestao Formacao do bolo Mucina e agua
alimentar
Neutralizagao do contetido Fosfato e
ezofagiano bicarbonato
Digestao do amido, Amilase, protease
proteinas e lipideos e lipase
Gustacao Sclubilizacao de moléculas  Agua
Maturagao dos botoes Gustina e Zn++
gustativos
Agao Barreira Glicoproteina
antimicrobiana
Anticorpos Igh IgM e IgG
Antagonismo bacteriano  Lisozima
Lactoferrina
Atividade antiviral Sistemna de
peroxidases,
cistatinas,
mucina &
imuneoglobulinas
Atividade antifingica Histatina,
cromogranina A e
imuneoglobulinas
Integridade Maturagao do esmalte Calcio e fosfato
do dente
Protegao contra Mucinas, fosfato
desmineralizagao e calco
Remineralizacao Proteinas rica
em prolinas,
estaterina,
fosfato e calcio
Sistema de Evita a formacao de Acido virico,
defesa radicais livres, elimina albumina,
antioxidante 08 existentes e e repara alfa-tocoferol,
oz danos causados betacaroteno,
ascorbato e
glutationa

Cate, 19985, Amerogen & Veerman, 2002.* (Adaptado.)

inflamatérios e infecclosos nao restritos a boca, mas também
4 orofaringe, ao esofago e ao estdmago. 2428

Os componentes salivares interagem com os microrga-
nismos, sendo importantes para o controle da composigao
da microbiota bucal.® Nesse contexto, cabe destacar que
pacientes sedados em unidades de terapia intensiva costu-
mam apresentar mudangas nos padrbes salivares em apenas
duas semanas de internagao. Observa-se que a maioria des-
ses pacientes apresenta elevagao da microbiota bucal gram-
-negativa, e que ha também grande ocorréncia de pneumonia
nosocomial. Assim, tem-se estabelecido correlagio entre as
alteragdes da saliva e a manifestagio de pneumonia nosoco-
mial

Consequéncias da hipossalivacio

Em uma revisio sistemética sobre o assunto, concluiu-se que
a taxa de fluxo de saliva total estimulada inferior aos limites
normais (< 1,0 mL/min saliva estimulada) pode ser conside-
rado fator preditor de cérie.® No que diz respeito ao grau de
formacao de cilculo dental, sabe-se que ele é dependente da
taxa de secregio das gléndulas salivares e que o baixo fluxo
salivar, somado & alta viscosidade salivar, seria um fator de
risco para a doenca periodontal em idosos.®

A saliva reflete também o controle do consumo de dgua
pelo organismo, pois quando o corpo estd com falta de agua, a
boca fica seca, manifestando a sede.?2® Observa-se que porta-
dores de hipossalivagio severa costumam ingerir mais liqui-
do no decorrer do dia e durante a noite. Assim, s3o passivels
de acordar a noite com maior frequéncia para beber agua e
urinar. Essas interrupgbes frequentes do sono noturno podem
favorecer insdnia, depressio e queda da memoria, o que afeta
a qualidade de vida do individuo.®

Além disso, verifica-se que a hipossalivagio severa estd
associada 4 maior ocorréncia de infecgdes fingicas oportu-
nistas em boca e orofaringe, mucosite, dificuldade para inge-
rir solidos secos, disfagia, queimacao na lingua e em outras
regites da mucosa bucal, lesdo de cirie rampante, biofilme
dentdrio, instabilidade de préteses removiveis totais, disgeu-
sia e halitose ?*-% Qutro aspecto importante refere-se tam-
bém & mudanca de héabitos alimentares, pois a falta de saliva
pode reduzir prazer de comer, devido a redugéo do paladar.
Portanto, a hipossalivagao pode causar danos de ordem fisica,
funcional e social, diminuindo a qualidade de vida dos seus
portadores %

No tocante aos danos de ordem social e & qualidade de
vida, sabe-se que a halitose promove sérios transtornos emo-
clonais acs seus portadores. 442 Fisher (1.915) afirmou que o
mau halito pode ser sexualmente abominével por indicar uma
variedade de doengas.® A saliva representa um fluido corpo-
ral sistémico que contém, entre outros, compostos organicos
voldteis (COVs). Esses compostes s8o considerados excelen-
tes indicadores de exposigao quimica ambiental e ocupacio-
nal, decorrentes de absorgao transdérmica, inalagao, ou pela
ingestdo de alimentos.* Os COVs da saliva tém sido usados
em estudos fisiolégicos, metaboldmicos, farmacocinéticos,
forenses e toxicolégicos.® Além disso, estudos classicos46
e atuals¥% afirmam que a halitose, na maioria dos casos, é
de origem bucal e resultante do metabolismo das bactérias
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anaercbias proteoliticas que liberam compostos sulfurados
volateis (CSVs).

A saliva é fundamental nac apenas para diluigido des-
ses compostos, mas também para proporcionar a lavagem
da orofaringe, dificultando, assim, a estagnacio de matéria
orgénica e a consequente formacao de compostos gasosos
desagradaveis. Cabe destacar que, dependendo da capacida-
de de volatilizagdo desses compostos, eles poderdo ou nao
excitar o olfato humano de outras pessoas. Nesse contexto, &
importante destacar que a halitose & a percepgao de uma al-
teragdo na qualidade do odor do fluxe expiratério. Portanto,
ela pode se manifestar como um sinal, halitose real, percep-
tivel pelo examinador e pelas pessoas do convivio do porta-
dor; ou como um sintoma, pseudo-halitose, perceptivel ape-
nas pelo paciente.* A pseudo-halitose representa um grande
desafio na rotina de atendimento clinico e ocasiona grandes
mudangas comportamentais em decorréncia da crenga de
se possuir mau halito e da dificuldade de se estabelecer um
diagnéstico preciso.¥ Esta situagao pode ocorrer pela baixa
concentragao de compostos volateis que excitam as termi-
nagoes retronasais do portador, pela sensagao de gosto ruim
ou devido a disturbios psiquiatricos, como a sindrome de
referéncia olfativa. Nao obstante, verifica-se que individuos
portadores de hipossalivagio severa e assialia sao vulnera-
veis a distirbios sensoperceptivos gustatérios que acarre-
tam gosto desagradavel #

Métodos de avaliacdo do fluxo salivar

Testes utilizados no rastreamento de um fator de risco, no
diagnoéstico de uma doencga e na estimativa do progndstico de
um paciente sio fases importantes e dispendiosas da atengao
a saude, por isso merecem destaque na pesquisa clinica.s

Varios métodos tém sido propostos para avaliagao do fluxo
salivar. A escolha da técnica pode ser feita coletando-se a sa-
liva total ou de uma gléndula especifica. Além disso, a amos-
tra pode ser obtida para avaliar o fluxo de saliva com e sem
estimulo.

A saliva total é um complexo de secregbes multiglandula-
res, composta de fluido gengival, células epiteliais descama-
das, microrganismos, produtos do metabolismo bacteriano,
residuos alimentares, leucécitos, muco da cavidade nasal e
da faringe.”* Sua principal vantagem como elemento de ava-
liagao clinica se deve a facilidade de coleta e por isso é mais
utilizada que a amostra individualizada.

Quanto & auséncia ou presenga de estimulo na avaliagao
do fluxo salivar, a primeira ira principalmente refletir as con-
digoes funcionais das glindulas submandibulares e sublin-
guais, pols estas sdo as malores responsavels pela secregio
basal. Entretanto, a natureza do estimulo iré influenciar o tipo
de resposta. O estimulo mecanico favorece resposta acentua-
da da glindula pardtida, enquanto o estimulo gustatorio ativa
os trés pares de glindulas salivares maiores. A tabela 2 evi-
dencia diferentes métodos utilizados para se avaliar a taxa de
fluxo de saliva total. Na pratica clinica utiliza-se com malor
frequéncia o método de escoamento passivo para se avaliar
a saliva nio estimulada. Em relagao a natureza do estimulo,
tém-se valido mais do estimulo mecénico. Verifica-se que o
periodo de cinco minutos de coleta tem sido muito utilizado

para avaliar a taxa de fluxo de saliva nio estimulada e esti-
mulada.

A tabela 3 evidencia os valores encontrados para a taxa de
fluxo de saliva total sem estimulo e sob diferentes tipos de es-
timulos e também a variabilidade inter e intrapacientes. Além
da técnica empregada, outros fatores podem influir nos re-
sultados obtidos, tais como temperatura ambiente, umidade
relativa do ar, ruidos no ambiente, horario da coleta, periodo
de duragdo da coleta, tipo de estimulo gustatéro, consistén-
cla e dimensao do estimulo mec&nico, periodo de jejum, cla-
ridade do ambiente, e até mesmo estagio do ano.¥5152 Esses
fatores devem ser controlados na medida do possivel, e uma
padronizacio de execugao do exame deve ser adotada para
néao prejudicar a confiabilidade dos resultados dos exames.

A tabela 4 expde valores de referéncia para se classificar os
portadores de hipossalivagao severa, leve e de normossialia.
Ceontudo, o paciente deverd ser instruido a nio fumar, comer,
beber ou realizar quaisquer procedimentos de higiene bucal
nas duas horas que antecedem as medigoes. Além disso, de-
vera tomar 300 mL de 4gua duas horas antes das coletas de
saliva para se evitar que a variabilidade na hidratacio do or-
ganismo possa afetar os resultados. Outro aspecto importante
refere-se 4 padronizagao do horario, ou seja, o monitoramen-
to do fluxo devera ser realizado sempre no mesmo hordrio em
que se realizou a primeira coleta para se evitar as variagdes
cicardianas. Cabe ressaltar que o ambiente de atendimento
devera ser tranquilo e que o paciente deverd deixar seu celu-
lar desligado, pois, caso contrario, o toque ou qualquer tipo de
sinalizagdo do aparelho podera gerar ansiedade e alterar os
resultados. Quanto 4 sequéncia da avaliagio, deve-se primei-
ro avaliar a saliva sem estimulo para depois verificar a taxa de
fluxo salivar sob estimulo.

O profissional deve se empenhar para tornar este exame
parte da rotina de atendimento nos casos em que o paciente
serd submetido a tratamentos que poderdo promover altera-
coes de fluxo salivar. Como por exemplo, antes de se prescre-
ver medicamentos xerogénicos, além de quimio e iodoterapia,
nos casos em que pacientes serdo submetidos & radioterapia
em regiao cervicoencefilica, na suspeita e no monitoramento
da progressao de doengas autoimunes, bem como em outras
situacdes de interesse odontolégico.

Conclusdes

A saliva possul diversas fungdes, incluindo reparagio teci-
dual, tamponamento, protecio mecénica, digestio, gustagao,
agdo antimicroblana, manutengao da integridade do dente e
sistema de defesa antioxidante. A hipossalivagido pode oca-
sionar danos de ordem fisica, funcional e social, ocasionando
impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes.

Como um fluido orgénico, que varia de acordo com uma
série de fatores e circunstancias, o fluxo salivar deve ser ava-
liado clinicamente, e a adogio dessa pratica requer padroni-
ZAGA0 Na sUa eXecugao.

Portanto, & importante que o reumatologista conhega as
fungdes da saliva, as consequéncias da hipossalivacao e os
métodos de avaliagao do fluxo salivar, uma vez que diagnosti-
car um paciente como hipossalivador crénico é umn desafio na
pratica clinica, e a avaliagio seriada do fluxo salivar é impor-
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Tabela 2 - Métodos propostos para avaliagao do fluxo de saliva total

Tipo saliva total Métodos Técnica de medigao® Vantagem Desvantagem
Sem estimulo Drenagem passiva A saliva escorre passivamente da - Reproduzivel - Evaporagéo de saliva
boca para um recipiente graduado - Confidvel para medir fluxo salivar
Drenagem ativa A saliva acumulada na boca deve ser - Reproduzivel - Evaporagéo de saliva
pericdicamente expectorada em
um recipiente graduado - Confidvel para medir fluxo salivar - Ha pequena estimulagéo do
fluxo salivar no ato de cuspir
Succio A saliva formada no assoalhobucal ~ Independe da colaboragao do - Ha pequena estimulagao do
€ aspirada e acumulada em um paciente fluxo salivar
recipiente graduado
Absorgao Swab, rolo de algodao ou gaze, Detecta a presenca de saliva - Ha pequena estimulagao do
previamente pesado, € introduzido na cavidade bucal, de forma fluxo salivar
na boca por um determinado tempo  simples e ficil, especialmente em - \étodo mencs confidvel
e pesado posteriormente ambulatdrios e consultdrios - Altera a concentragao
de alguns componentes
salivares
Com estimulo Mecanice Mastigar parafina, silicone ou goma - Auséncia de efeitos colaterais A frequéncia de mastigagoes
de mascar sem sabor e expectorara - Nao ha contaminacao da saliva deve ser padronizada com
saliva em um recipiente graduado com substincias exogenas auxilic de metrénomeo
Gustatorio Aplicacio de acido ctrico nas bordas Pode interferir na analise
laterais da lingua de alguns componentes
salivares
Absorgao Swab previamente pesado & Detecta a presenca de saliva Ha pequena estimulagae do
introduzide na boca para ser na cavidade bucal, de forma fluzo salivar
mastigado por um determinade simples e facl, especialmente em - Método menos confidvel

tempo e pesado posteriormente

ambulatérios e consultorios)

- Altera a concentragao
de alguns componentes
salivares

Tabela 3 - Taxa de fluxo de saliva total

Autor (ano) Taxa de fluxo Participantes Tipo de estimulo
S/E C/E n Idade Género
Becks e Wainwright (1943)% 0,32 (0,23) 2,0 (0,97 484 50* 5-49 M+F Parafina
Bergdahl (2000) 0,33 (0,26) 2,5 (1,06 669 20 -69 M Parafina
0,26 (0,21) 2,02 (0,93) 758 20 -89 F Parafina
Engelen et al. (2003) 0,45 (0,18) 1.22 (0.52) 8 19 - 33 M Parafina
050 (0.24) Odor
2.69 (1.92) Acido citrico
0,35 (0,17) 1.06 (0.40) 14 19 - 33 E Parafina
052 (0.20) Odor
2.06 (0.68) Acido citrico
Eliasson et al. (2006 0,3 (0.2) 24(13) 416 22 -82 M Parafina
02(02) 18(0,8) 9% 18-81 E Parafina

5/E, sem estimulo; C/E, com estimulo; M, masculine; F, feminino.
*Taxa de fluxo mL/min (desvio padrac).

Tabela 4 - Classificacéio da taxa de fluxo de saliva total

Taxa de fluxo De saliva total (ml/min) Muito baixa Baixa Normal
sem estimulo <01 0,1- 0,25 > 0,25
Com estimulo <07 07-1,0 =10

Ericzson e Hardwick, 1978.
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tante para o correto diagnéstico, progndstico e monitoramen-
to de determinadas condigoes sistémicas e bucais.
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Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic multisystemic disease characterized by autoimmune
inflammatory disturbance. Pleomorphic manifestations are present and a potentially progressive and
debilitating course can be detected. SLE rarely manifests before age 5, and its onset peaks is around pub-
erty. Although clinical manifestations, immunological alterations and treatment do not differ between
juvenile and adult SLE, children tend to present with a more aggressive disease course than adults.
Hence, autoimmune rheumatic diseases are the most common cause of morbidity and mortality in pedi-
atric populations. Blood serum analysis plays an espedally important role in the detection and monitor-
ing of autoantibodies in SLE However, since blood sampling is an uncomfortable procedure, especially in
children, novel less invasive techniques and approaches are of utmost importance to evaluate pediatric
subjects. In this regard, saliva samples have several advantages, such as: easy access, fast collection, pain-
less and riskless procedure. Saliva has antimicrobial, immunomodulatory and anti-inflammatory proper-
ties, as well as several other relevant features. The whole saliva is a complex mixture of major and minor
salivary gland secretion, gingival crevicular fluid, transudates plasma protein, keratinocyte products and
oral microbiota. This biological fluid reflects the physiological state of the body, including the emotional
condition, and endocrine, nutritional and metabolic changes. Therefore, salivary proteomics is becoming
increasingly used for the early diagnosis of several diseases such as breast cancer, oral cancer, Sjigren’s
syndrome, diffuse systemic sclerosis, rheumatoid arthritis, among others. Considering the detection of
some potential markers related to SLE in serum and urine, this study aims to conduct an initial evaluation
of the possible presence of such biomarkers in saliva. Furthermore, it is expected to track down new sali-
vary proteins that could be correlated with the disease. As such, it is important to evaluate whether the
analysis of the salivary proteome of children whose mothers have SLE may help identify biomarkers for
the early detection and monitoring of the condition.

@ 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic multisystemic
disease. It is an autoimmune inflammatory disorder with pleomor-
phic manifestations and a potentially progressive and debilitating
course. Characteristic features of SLE include the presence of a
large number of autoantibodies and immune complex deposition,
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which causes widespread inflammation and tissue damage [1].
Due to the presence of autoantibodies, which target particular

compounds in the cell, SLE is considered an autoimmune disease.

It is suggested that autoimmune processes precede the clinical
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manifestation of the disease [2]. Although the presence of autoan-
tibodies is a characteristic feature of the disease, their number and
relative concentration may vary widely among patients. Anti-Sm
(Smith), nuclear nbonucleoprotein (nRNP), Ro (SS-A), La (S5-B)
and anti-P antibodies are thought to be specific to lupus, though
over 50 auto antigens have been identified in patients with SLE [3].

The worldwide prevalence of SLE is 40-50 per 100,000 individ-
uals, and the condition affects predominantly women with a
remarkable 10:1 female to male ratio disease incidence [4]. A
recent study covering a broad geographical area of the United
States of America found SLE to have an incidence of 6.63 per
100,000 North-Americans |5]. The mortality rate associated with
the condition is around 3-5 times higher than that observed in
the general population, and is mostly attnbuted to the chronic
inflammatory processes [6].

The clinical course of SLE involves periods of exacerbation and
remission. The frequent symptoms and clinical manifestations
include fatigue, fever, myalgia, weight loss, peripheral lym-
phadenopathy, aseptic necrosis of the joints, photosensitivity and
skin lesions | 7). The identification and prediction of disease activity
are therefore crucial for effective treatment planning [4].

Although SLE may affect individuals of all ages, the initial
clinical manifestations usually occurs in subjects between 15
and 44 years old [8]. Since many patients who develop the con-
dition are only beginning their occupational careers, they experi-
ence significant losses in quality of life, which can restrict labor
activities. Therefore, SLE impose a heavy financial burden on
society, both at an individual level and for the public health sys-
tem as a whole [9].

Familial patterns of SLE suggest that genetic susceptibility may
play a role in the pathogenesis of the condition, though environ-
mental, stochastic and epigenetic factors must be taken into
account [3]. The ratio of the risk of disease recurrence among the
siblings of affected individuals to disease incidence in the general
population supports a potent role for genetic predisposition in dis-
ease susceptibility is about 40% [10].

Although juvenile SLE (JSLE) is rarer than the adult form of
the disease, both conditions share similar characteristics. Around
10-20% of patients with SLE are diagnosed during the first dec-
ade of life [11]. The mean age of symptom onset is 12.1 years,
with manifestations rarely occurring before age 5 [12-14]. The
annual incidence of SLE in pediatric populations is estimated to
be 6-20 per 100,000, with girls and non-whites being predomi-
nantly affected by the condition. Children usually experience
higher disease activity and a more aggressive course compared
to adults [15]. Renal and cutaneous involvement, fever, lym-
phadenopathy, vasculitis, and serum parameters such as high
levels of autoantibodies (anti-Sm, anti-double strand DNA
[dsDNA] and antiphospholipid antibodies) have significant diag-
nostic value for SLE, since they are highly specific to the condi-
tion and can also be used as cassification criteria [16]. Other
antibodies, although not disease-specific, can also contribute to
the diagnosis [17]. Considering that SLE is responsible for the
highest morbidity and mortality rates in pediatric patients with
autoimmune rheumatic diseases, its early diagnosis is especially
important [18,19].

Proteomics and autoimmune disease

In recent years, the advent of proteomics knowledge and tech-
niques have provided new perspectives for the diagnosis of
autoimmune diseases [20]. The main goals of protein analysis are
to help in understanding the molecular mechanisms responsible
for the regulation of cellular processes, and to identify biomarkers
that can be used for diagnosis, disease monitoring and the identi-
fication of treatment targets.

In general, the study of autcimmune responses consists in
assessing the presence and/or concentration of specific antibodies
in biological fluids. Proteomics evaluation allows the simultaneous
assessment of a large number of analytes extracted directly from
small guantities of biological materials, in some situations (e.g.
protein profiling) with no need for complex sample procedures.
Its easy execution, small sample requirements, and reduced need
of reagents make it viable when compared to immunoassays.
Proteomics also allows for the simultaneous analysis of several
samples by a single examiner within short periods of time [20,21].

Hypothesis

The study will be conducted in two phases. Firstly, we will
conduct a matched case-control study to compare the protein
profile of women's saliva with diagnostic for SLE, with two other
control groups: women with another autoimmune rheumatic dis-
ease (rheumatoid arthrtis) and women without autoimmune
rheumatic diseases. The null hypothesis is that the salivary protein
profiles are similar among the groups.

If the null hypothesis is rejected, a second phase will be
performed. The saliva of children whose mothers have SLE will
be compared to the saliva of children whose mothers do not have
any autoimmune rheumatic disease.

Evaluation of the hypothesis

Several new methods, devices and technigues to elucidate the
physiopathology of rheumatic diseases have emerged in recent
years, such as gene polymorphism assays, DNA microarrays and
proteomic analysis [22]

Mass spectrometry (MS) is one of the most widely used
methods to access proteome’s profile. This technique can be used
as an additional resource to detect unknown compounds, quantify
known elements, and elucidate the structure and chemical proper-
ties of the identified molecules [23]. MS has been selected over
several other methods and used by many different studies to
detect the presence or absence of proteins in blood, urine and sal-
iva. This technique can determine the levels of gene expression and
identify post-translational modifications of biomarkers in a pro-
teome that is altered by disease or pharmacological interventions
|24,25]. Although serum and plasma samples have been investi-
gated by several MS-based proteomic studies, few studies have
analyzed the salivary proteome |26].

MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-
Of-Flight) is a MS technique which has proved to have several
potential applications, and has been successfully used in the inves-
tigation and identification of proteins and peptides, in the taxo-
nomic identification of microorganisms, in the identification and
analysis of DNA polymorphisms, and in the investigation of post-
transcriptional RNA modifications [27,28]. MALDI-TOF MS involves
the co-crystallization of peptides with an organic matrix, which is
subjected to laser bombardment and sublimates, at which point
the ions transfer their charge to the analytes, forming peptide ions.
The ionized molecules are then accelerated in a vacuum pipe. Upon
reaching the detector, the time elapsed between ionization and
detection is used to calculate its mass-to-charge ratio (m/(z) [29,30].

This technique has been used to analyze the serum proteome of
patients with SLE, and detected four potential diagnostic biomark-
ers (m/z ratios 4070.09, 777045, 28045.1 and 3376.02) for the dis-
ease [31]. Another study demonstrated the differential expression
of 15 proteins in the serum of patients with SLE [22]. Proteins in
urine samples have also been examined as potential biomarkers.
The TNF-like weak inducer of apoptosis, for instance, has been
found to distinguish patients with SLE and lupus nephritis (LN)
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from those with the former condition but not the latter. Similarly,
lipocalin-2 or neutrophil gelatinase-associated lipocalin is a pro-
tein expressed by leukocytes and epithelial cells under inflamma-
tory conditions. It is present in patients with LN, but not in those
without the condition [32], in both adult and pediatric populations
with SLE [23]. Two additional markers (urinary MCP-1 and urinary
OPG) have also been found to differentiate subjects with SLE and
high renal activity (score = 4) from those with the same condition
but low renal activity (score<4) [34]. Similar results have also
been reported for the adhesion molecules urinary VCAM-1 and uri-
nary ICAM-1 [35]. A very recent addition to the list of urinary
markers of chronic LN is angiostatin [36]. A number of other pro-
teins are still currently under investigation, and have yielded
promising results as potential biomarkers. The proteomic analysis
of serum and urine has been the focus of extensive research across
several laboratories; new potential biomarkers derived from these
sources are very likely to be identified in the near future [37].

Since saliva contains approximately 2000 proteins, of which
597 are also present in blood [38), salivary proteomics has
proved to have great potential in the diagnosis of several dis-
eases, including SLE. Saliva has antimicrobial, immunomodula-
tory and anti-inflammatory properties, as well as several other
features [39). The whole saliva is a complex mixture of secre-
tions from the minor and major salivary glands, gingival crevic-
ular fluids, protein transudates, molecules produced by oral
keratinocytes and microbiota. As such, it reflects the physiologi-
cal state of the body, and may be sensitive to emotional changes,
as well as endocrine, nutritional and metabolic alterations
[26,40-42]. Its analysis offers a number of advantages, such as
the ease of sample collection and the absence of pain or discom-
fort to the patient.

The salivary proteome has been studied for biomarkers of dif-
ferent systemic and oral conditions, such as gastric cancer [43],
diabetes type 1 and 2 |44 45|, oral squamous cell carcinoma [46],
breast cancer [47], caries risk 48], periodontal disease [49], pul-
monary disease [50], and autism [51]. The quantitative and quali-
tative study of the salivary proteome may therefore make
significant contributions to the diagnostics, treatment monitoring,
disease pathogenesis, outcome predictions, classification of disease
subtypes, risk assessments, characterization of metabolic path-
ways, quantification of biomarkers and identification of treatment
targets [42,52].

Despite the wvaluable potential of this area of research, a
search of the PubMed database using the keywords ((lupus
|Title/Abstract]) AND salivary [Title/Abstract]) AND proteomics
|Title/Abstract] OR proteome |Title/Abstract] in October 2015
yielded no publications on the topic in humans. Therefore, it is
important to consider the potential pathway of salivary proteomics
in the diagnosis and prediction of disease activity of SLE in order to
ensure the most appropriate approach in subjects with such
disease.

Consequences of the hypothesis

MALDI-TOF MS can contemporaneously detect a set of proteins
and peptides within a wide m/z range. It offers the chance to per-
form proteins and peptides profiling with a single acquisition step
and can be therefore be used as a suitable proteomic platform even
without previous separation steps [23]. Furthermore, the sensitiv-
ity of these platforms is very high, sample volume is reduced and
detections at the low femtomole level can be achieved
[26,29,53]. This method can also be used to detect bacteria and
fungi and to replace the sequencing of unusual isolates, providing
a consistent and cost-effective work platform. Additionally,
MALDI-TOF MS eliminates the need for complementary biochemi-
cal assays that require additional expensive reagents [21].

The identification of salivary biomarkers of SLE could represent
avaluable tool to monitor the disease activity by physicians before
the development of severe symptoms and, thus, allowing a better
follow-up of clinical outcomes. Additionally, the early detection
of SLE biomarkers in children patients could alert physicians of
the need for closer monitoring, in an attempt to prevent or at least
minimize the severity of clinical evolution of the disease.

The use of saliva as a diagnostic fluid by proteomic analysis may
also provide advantages over other methods due to its easy and
non-invasive collection, which causes no pain or discomfort to
the patient [26,41].
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APENDICE D- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLERECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

A senhora esta sendo convidada a participar do projeto: “Andlise do Proteoma Salivar de
Pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico, com e sem Nefrite Lupica.”

O objetivo desta pesquisa é avaliar e comparar algumas caracteristicas da saliva, sangue, urina,
condicdo periodontal (gengiva, ossos dos dentes e dentes) e dos tecidos moles da boca (regido externa ou
interna do labio, na parte externa das bochechas, lingua, assoalho de boca, céu da boca e gengiva) e do
halito de mulheres com lUpus eritematoso sistémico com nefrite lGpica (problemas nos rins) com as
mulheres com lUpus, mas que ndo possuem nefrite lUpica.

A senhora receberd todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe
asseguramos que seu nome nao aparecera, sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da omisséo total
de quaisquer informac@es que permitam identifica-la.

A sua participagdo sera através da respostas aos questionarios de avaliagdo da sua salde, exame
odontoldgico e coleta de sangue e urina em um jejum de 08 (oito) horas, e de saliva sob jejum de 01
(uma) hora. Apds as coletas, a participante recebera gratuitamente um lanche. A coleta de saliva se dara
por meio de papel absorvente dentro do Iabio superior que ir& absorver a saliva durante 1 minuto e depois
sera removida e pesada. Em seguida, este procedimento sera repetido para o labio inferior. Depois sera
coletada a saliva sem estimulo quando a senhora devera permanecer sentada, sem conversar, com o celular
desligado, com os olhos abertos e com o pescogo inclinado para frente e para baixo para que a saliva
escorra em um copo descartavel sem a senhora precisar cuspir, durante os 5 minutos. Para a coleta da
saliva estimulada, a senhora terd que mastigar um objeto pequeno (1 centimetro) de silicone e cuspir a
saliva produzida em um frasco durante 5 minutos.

Somente nos casos em que a paciente possuir nefrite Iipica (comprometimento dos rins) e a
equipe médica considerar necessaria a realizacdo de bidpsia do rim (procedimento onde um pequeno
fragmento do rim, de aproximadamente 1 a 2 cm de comprimento com largura de um grdo de arroz é
obtido) a paciente sera submetida a realizacdo deste procedimento em sala cirlrgica do Hospital
Universitario da Brasilia — HUB. Neste caso, a paciente devera ficar internada por aproximadamente 24
horas. Com a analise desse fragmento do rim, pode-se verificar o comprometimento renal e estabelecer
diagndsticos, prognosticos e indicacdes para iniciar ou nao tratamentos especificos dos rins.

Riscos esperados: A bidpsia sera feita em ambiente hospitalar e sobe efeito de anestesia. Apos o
procedimento, a paciente devera ficar internada para permanecer pelo menos 12 horas em repouso
absoluto, devido ao risco de sangramento e dor.

Beneficios esperados: Como beneficio direto da pesquisa, quando for diagnosticada doenca
periodontal (inflamacao/infeccdo da gengiva e/ou osso e ligamentos de sustentacdo dos dentes) secura
bucal e halitose (mau hélito), vocé recebera tratamento gratuito pelas dentistas desta equipe de pesquisa.
Caso seja encontrada alguma lesdo na regido externa ou interna do labio, na parte interna das bochechas,
lingua, assoalho de boca, céu da boca e gengiva, as mesmas serdo diagnosticadas e tratadas. Além disso,
todas as voluntarias receberao orientacdes sobre prevencao de doencas bucais. Como beneficio indireto da
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pesquisa, 0s resultados obtidos poderdo permitir que os profissionais de salde passem a adotar um novo
método indolor de diagndstico e monitoramento do Lupus Eritematoso Sistémico.

O local de atendimento clinico sera aqui, ou seja, a senhora serd atendida no Servico de
Reumatologia / Ambulatério de Colagenose do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) na data
combinada. Caso a senhora ndo possua problemas de salide em seus rins e sua avaliacao bucal (gengiva, e
tecidos moles, como lingua e mucosa) ndo acuse necessidade de tratamento gengival, de mau halito e nem
de boca seca, a senhora precisara vir apenas mais uma vez e permanecer em atendimento durante uma
manha. Caso contrario, a senhora precisara voltar para receber tratamentos especificos e cada sessdo de
atendimento tera aproximadamente 1 hora de duracdo. Solicitamos que a senhora compareca no dia, local
e horario marcado sob as condigdes solicitadas pelo responsavel do estudo. No caso de falta no horario
marcado, 0 mesmo serd remarcado. Contudo, solicitamos se empenhar para nao faltar.

Informamos que a senhora pode se recusar a responder (ou participar de qualquer procedimento)
qualquer questdo que Ihe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer
momento sem nenhum prejuizo no seu atendimento médico junto aos profissionais do Hospital
Universitario de Brasilia - HUB. Sua participacdo é voluntéria, isto é, ndo ha pagamento por sua
colaboracéo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia, no Hospital
Universitario, em reunides cientificas no Brasil e em outros paises podendo ser publicados, veiculados no
jornal, televisdo e radio posteriormente. Contudo, em nenhum momento seu nome serd divulgado, pois
garantimos que sua identificacdo ndo sera divulgada para outras pessoas que ndo estiverem envolvidas na
pesquisa.

Os dados e materiais utilizados na pesquisa, bem como as imagens e sons de voz registrados séo
de responsabilidade da pesquisadora Dra. Denise Pinheiro Falcdo da Rocha. Os mesmos ficardo sob a
guarda da pesquisadora por um periodo de no minimo cinco anos, apés isso serdo destruidos ou mantidos
na instituicdo. Se a senhora tiver qualquer ddvida em relacdo a pesquisa, por favor telefone para: Dra.
Denise Pinheiro Falcdo da Rocha, no telefone: 9971-2900 em horario comercial.

Informamos que este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. As davidas com relagdo a assinatura do TCLE ou os direitos do
sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1918 ou do e-mail cepfm@unb.br.

Ao assinar este documento em duas vias e rubricar cada pagina, a senhora estard também
autorizando a utilizacdo da sua imagem e som de voz, na qualidade de participante/entrevistada neste
projeto de pesquisa, desde que sejam utilizadas apenas para analise por parte da equipe de pesquisa,
apresentacdes em conferéncias profissionais e/ou atividades educacionais. Ou seja, a senhora ndo estara
autorizando a divulgacdo da sua imagem nem 0 som da sua voz por qualquer meio de comunicacdo,
sejam elas televisdo, radio ou internet, exceto nas atividades vinculadas ao ensino e a pesquisa explicitadas
acima.

Assim, a senhora declara que compreendeu todos os itens deste convite e que 0s mesmos foram
falados de forma muito clara e de facil entendimento.

Portanto, eu (participante) e
responsdvel pela menor (quando a filha for convidada a participar e a mée
aceitar) deixo claro que apds a leitura deste documento

estou de acordo e aceito o convite de participar deste estudo conforme os dados acima descritos e autorizo
a avaliacdo da minha filha, caso ela concorde em participar do estudo apds receber explica¢fes contidas



102

no Termos de Assentimento. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com a pesquisadora
responsavel pela pesquisa e a outra comigo.

Brasilia, __ de de

Denise Pinheiro Falcdo da Rocha
Pesquisadora Responsavel e Professora Colaboradora

do Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Médicas da UnB
Matricula FUB: 01052080

Assinatura da Participante
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APENDICE E- TERMO DE ASSENTIMENTO

NEIPS

Nicleo de Ensino Integrado ¢ Pesquisa em Saide

1- Convite

Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa Analise do Proteoma Salivar de Pacientes com
LuUpus Eritematoso Sistémico, com e sem Nefrite LUpica. Antes de decidir se quer ou ndo participar
desta pesquisa, vamos explicar para vocé alguns detalhes, pois é importante vocé entender porque o
estudo esté sendo feito e o que ele envolvera. J& conversamos com sua mae e ela ja concordou com
sua participacdo, mas queremos saber se vocé também concorda. Queremos que vocé saiba que
apesar da sua mae ter aceitado que vocé participe da pesquisa, vocé ndo é obrigada a participar. Caso
vocé queira trocar algumas ideias sobre este documento com seu pai, amigos ou qualquer outra pessoa da
sua confianca, fique bem a vontade. Vocé pode decidir se quer participar ou ndo depois de ter
conversado sobre a pesquisa e ndo € preciso decidir agora. Eu vou ler para vocé o que esta escrito aqui,
mas sua mde ja leu tudo, esclareceu as duvidas dela e concordou. Pode haver algumas palavras que
vocé ndo entenda ou outras coisas que vocé possa precisar que eu lhe explique melhor. Assim, por

favor, pode me pedir para eu explicar com mais detalhes para que vocé possa realmente entender.

2 — 0O que é o estudo?

NOs queremos descobrir se algumas proteinas que encontramos no Xixi € no sangue estdo presentes
também na saliva. Assim, nds vamos precisar que vocé dé umas cuspidinhas num copinho. Depois nés
vamos examinar sua boquinha para ver como esta a salde dos seus dentes, da gengiva, da lingua e da
parte de dentro da sua bochecha. Este exame é bem simples ndo ter4 nenhuma picadinha, ou seja, nao
vai doer nada.

3 — O que este estudo quer descobrir? Ou seja, qual é o objetivo do estudo?

O estudo quer conhecer as proteinas da saliva de criancas e adolescentes que tenham uma doencga chamada lUpus
eritematoso sistémico. Esta doenca faz com que algumas partes do corpo ndo funcionem direito.

4 — Por que vocé foi escolhido(a)?

Porque talvez na sua saliva possam ter informacdes importantes sobre o lGpus.

5 —Vocé tem que participar da pesquisa?

N&o. Vocé néo é obrigada a participar. Queremos que vocé saiba que ninguém ficara chateado ou bravo



104

com VOocé, caso ndo queira participar, e que e isso ndo afetard os cuidados que vocé recebe no hospital e
nem prejudicara o tratamento da sua mamade. Vocé € quem decide.

6 — O que acontecerd com voceé se participar?

Se decidir participar, vocé receber esta folha de informacges para guardar e devera assinar um termo de
assentimento, que é um documento que afirma que vocé entendeu nossas explicacdes e ird ser
examinada pela nossa equipe e fornecera um pouquinho da sua saliva.

7 — O que é exigido nesse estudo, além da pratica de rotina?

Nada.

8 — O que vocé tem que fazer?

Para a coleta da saliva vocé tera que ficar somente 1 hora sem comer.

9 — Quiais sdo as alternativas de diagndéstico ou tratamento?

Atualmente para se descobrir se uma pessoa tem ou ndo tem o lGpus, os médicos pedem inicialmente
exame de sangue e urina.

10 — Quais séo os efeitos adversos (que ndo sdo esperados) ao participar do estudo?

Nenhum.

11 — Quais séo os possiveis beneficios de participar?

Caso seu exame saliva apresente alteracdes, vocé ja podera receber logo um tratamento médico, antes
mesmo de vocé perceber que esta doente.

12 — E se novas informagdes ficarem disponiveis?

A sua participacdo serd importante para ajudar a descobrir se s6 0 exame de saliva podera ser usado para
diagnosticar o lupus. Se ficar provado que a saliva consegue mostrar que a doenca existe, ndo sera mais
necessario a pessoa ficar levando picadinhas de agulha para tirar sangue para saber se tem ou ndo tem a
doenca.

13 — O que acontece quando o estudo termina?

Todas as informacdes e exames que coletamos de vocé ficardo nas suas fichas de atendimento e vocé
sera avaliada a cada ano para que possamos acompanhar sua saude.

14 — A sua participacgdo neste estudo sera mantida em sigilo?

NGs ndo iremos ficar mostrando seu nome para outras pessoas que ndo estdo participando da pesquisa
15 — O que acontecera com os resultados do estudo clinico?

Os resultados s@o apresentados em congresso de saude e publicados em revistas cientificas para que
muitos profissionais de salde possam saber que a doenga pode ser ou ndo pode ser descoberta com o
exame de saliva.

16 — Quem revisou o estudo?
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Este estudo foi revisado pelo seguinte Comité de Etica em Pesquisa, formado por um grupo de pessoas
que se relne para avaliar os projetos e garantir que a pesquisa que estamos fazendo e convidando
VOCé para participar ndo traz nenhum dano aos participantes.

Nome: Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Satde da Universidade de Brasilia
Endereco: Campus Universitario Darcy Ribeiro (CEP da Faculdade de Ciéncias da Saude)

Cep: 70910-900- Brasilia- DF- Brasil

Tel: +55 (61) 3107-1947

Horario de Funcionamento: 22 a 62 feira de 10 as 12 horas e de 14 as 17 horas.

17 — Contato para informac6es adicionais

Se vocé precisar de mais informacdes sobre a participacdo no estudo, sobre os seus direitos ou qualquer
outra davida, ligue para a pesquisadora responsavel: Dra. Denise Pinheiro Falcdo da Rocha, no telefone:
(61) 9971-2900.

Obrigado por ler e ouvir atentamente estas informacdes. Se quiser participar deste
estudo, assine este Termo e devolva-o a pesquisadora do estudo. Por favor, guarde com vocé uma
copia destas informagcdes.

Termo de Assentimento

Titulo do projeto Andlise do Proteoma Salivar de Pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico, com e

sem Nefrite LUpica

Nome da pesquisadora responsavel: Dra. Denise Pinheiro Falcdo da Rocha

« Nome dos pais/responsaveis legais:

Assinatura; Data: / /

» Nome da crianga/adolescente :

Assinatura; Data: / /

« Nome da pesquisadora que obteve o consentimento

Assinatura; Data: / /
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N E-IP S Data: / / Ne°. Criotubo:
\Ut"l‘h {l{' |'.r|.\irm [Hl!'gh‘lil{l 13 I'Jl'h(|lli'«'ll om L"f'lll\l‘l‘

Nome:

Telefones: () [ () /()

Data de Nascimento: Idade: Sexo:

Cor declarada: 0- Ndo informou; 1-Branca; 2- Preta; 3- Parda; 4- Amarela; 5-Vermelha

Nome da mée: N° prontuério da mae:

Grupos: 1- Sem doengas autoimunes
2- Filhos de mulheres com LES
3- Lupus Eritematoso Sistémico Juvenil
4- Artrite Idiopatica Juvenil

5- Outra doenca:

Ano do inicio dos sintomas: Tempo de diagnostico (meses):

Condicao do LES :

1- LES em fase inativa e auséncia de historico de NL
2- LES em fase ativa e auséncia de historico de NL
3- LES e NL em fase inativa

4- LES em fase inativa e com NL em fase ativa

5- LES e NL em fase ativa

6- LES em fase ativa NL em fase inativa

Medicamentos: 0 - Ndo 1-Sim

NOME mg ADMINISTRACAO FINALIDADE
(DOENCAS)
() Adalimumabe
( ) Arava Artrite
( ) Atorvastatina Reducdo do colesterol.
( ) Azatioprina Imunossupressor.
() Acido Félico Vitamina B9.

( ) Célcio

Construcgéo e
manutenc¢ao dos 0Ssos.

( ) Ciclobenzaprina

Espasmos musculares
associados a dor aguda e

fibromialgia.
( ) Ciclofosfamida Doencas autoimunes e
cancer.
( ) Clonazepam Ansiedade — Rivotril.
( ) Cloroquina Malaria.

( ) Dapsona

Hanseniase e dermatite
herpetiforme.

( ) Enalapril

Hipertensao arterial e




107

insuficiéncia cardiaca
congestiva.

() Etanercept

( ) Furozemida

Gastrite e pacientes
refratarios a outros
tratamentos.

() Infliximabe

() Leflunomida

( ) Losartana Hipertensdo arterial

( ) Hidroxicloroquina Malaria e artrite
reumatoide.

( ) Metotrexato Aurtrite reumatoide grave.

( ) Micofenolato Imunossupressor.

( ) Omeprazol (Losec) Fibromialgia.

( ) Prednisona Corticoide.

( ) Rituximab Artrite reumatoide.

( ) Sulfato Ferroso Anemia ferropriva.

( ) Tocilizumab Artrite reumatoide.

( ) Vitamina B12

( ) Vitamina D

Outras Doencas sistémicas (assinalar os dominios abaixo e especificar a doenca):
() Circulagéo sanguinea; () Coracdo; () Diabetes; () Estdmago; () Figado; () Intestino; () Pulméo;

() Tireoide; ()

Frequéncia cardiaca: bpm; Pressdo arterial:

mmHg; Peso:

Altura:
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DEFINICAO DOS ESCORES DO SLICC/ACR-DI ™)

EscoORrEe DerFINIGAO

Ocular

1 Catarata em qualquer otho, primaria ou secundaria a corticoterapia, documentada por oftalmoscopia.

1 Alteracao retinal documentada por oftalmoscopia ou

1 Atrofia optica documentada por exame oftalmoscépico.
Neuropsiquiatrico

1 Disfuncao cognitiva (por exemplo, prejuizo de memoéria, dificuldade de calculo, prejuizo da concentragao, dificuldade de
linguagem falada ou escrita) documentada por exame clinico ou teste neurocognitivo ou

1 Psicose maior definida por distarbios graves da percepcdo da realidade caracterizados por delirios, alucinagdes auditivas ou

visuais, incoeréncia, perda de associacdo de idéias, empobrecimento de idéias, pensamento ilégico, comportamento bizarro,
desorganizado ou cataténico.

1 Convulsoes caracterizadas por movimentos tonicos e clonicos, requerendo terapia anticonvulsivante por mais de seis meses.

1(2) Acidente vascular cerebral que resulte em achados focais como paresia e fraqueza ou ressecgao cirirgica por outras causas, exceto
malignidade (escore 2 se mais de um evento).

1 Neuropatia craniana ou periférica, excluindo-se neuropatia 6ptica, resultando em distarbio motor ou sensitivo.

1 Mielite transversa (fraqueza de membros inferiores ou perda sensitiva com perda do controle esfincteriano retal e urinario).
Renal

1 Taxa de filtracao glomerular < 50%,

1 Proteintiria = 3,5 g/24 horas ou

3 Insuficiéncia renal terminal (mesmo em dialise ou transplante).

Pulmonar

1 Hipertensdo pulmonar (proeminéncia de ventriculo direito ou ausculta em foco pulmonar).

1 Fibrose pulmonar (exame fisico e radiografia).

1 Shrinking lung syndrome (radiografia).

T Fibrose pleural (radiografia).

1 Infarto pulmonar (radiografia), resseccdo por outra causa que nao malignidade.

Cardiovascular

1 Angina pectoris ou angioplastia.

1(2) Infarto agudo do miocardio documentado por eletrocardiograma e perfil enzimatico (escore 2 se mais de um evento).

i} Miocardiopatia (disfungao ventricular documentada clinicamente).

1 Doenca valvular (murmdrio diastélico ou sistdlico > 3/6).

1 Pericardite por seis meses ou pericardiectomia.

Vascular periférico

1 Claudicagao persistente por seis meses.

1 Perda tecidual menor (perda de polpa tecidual).

1(2) Perda tecidual significante (por exemplo, perda digital ou de membro) (escore 2 se mais de um sitio).

1 Trombose venosa com edema, ulceracao ou evidéncia clinica de estase venosa.

Gastrointestinal

1(2) Infarto ou ressecao intestinal abaixo do duodeno, baco, figado ou vesicula biliar por qualquer causa (escore 2 se mais de um sitio).

1 Insuficiéncia mesentérica com dor abdominal difusa ao exame clinico.

1 Peritonite cronica com dor abdominal persistente e irritacdo peritoneal.

1 Constrigao esofagica observada por endoscopia ou cirurgia de trato gastrointestinal superior como correcdo da constrigao, cirurgia
de dlcera, etc., ou por historia de insuficiéncia pancreatica requerendo reposicao enzimatica ou por pseudocisto.
Musculoesquelético

1 Atrofia muscular ou fragueza muscular, demonstradas pelo exame fisico.

1 Artrite deformante ou erosiva (incluindo-se deformidades redutiveis e excluindo-se osteonecrose) no exame fisico.

1 Osteoporose com fratura ou colapso vertebral (excluindo-se osteonecrose) demonstrada radiograficamente.

1(2) Osteonecrose demonstrada por qualquer técnica de imagem (escore 2 se mais de um evento).

1 0Osteomielite documentada clinicamente e confirmada por cultura ou ruptura tendinea.

Dermatologico

1 Alopecia cicatricial crénica documentada clinicamente.

1 Cicatriz extensa ou paniculite em localizacdo diferente do couro cabeludo ou polpa tecidual, documentada clinicamente.

1 Ulceracao cutanea (excluindo-se trombose) por mais de seis meses.

Faléncia Gonadal Prematura
1 Amenorréia secundaria antes dos 40 anos de idade.
Diabetes
1 Requerendo tratamento e independente deste.
Malignidade
1(2) Documentada por exame patoldgico, excluindo displasia (escore 2 se mais de um sitio).

OBSERVACAO - Considera-se dano a alteracao nao reversivel e nao relacionada com a inflamacao ativa ocorrida desde o inicio do LES. A avaliagao & feita por médico e a alteragao
deve estar presente por pelo menos seis meses. Episodios repetidos devem ocorrer em intervalo de pelo menos seis meses para obterem escore 2. A mesma les3o n3o pode ser
considerada duas vezes. 0 dano global do SLICC/ACR-DI descreve o escore total resultante do proprio LES ou de qualquer outro processo patologico como aterosclerose,
hipercoagulabilidade, HAS, terapéutica do LES e outras co-morbidades.



SLEDAL:

indice de Atividade de Doenga do LES (SLEDAI-2K)

Manifestagoes
clinicas

Descricoes de sinais e sintomas

Convulsao

Psicose

Delinum {sindrome
cerebral organica)

Dislurbios visuais
Comprometimento
de pares cranianos
Celaleia lupica

Acidente  vascular

encefalico

Vasculite

Artrites

Miositcs

Cilindros urinarios
Hematuria
Proteinuria

Piuria

Rash cutaneo

Alopecia
Ulcera de mucosa

Pleurisia
Pericardite
Complemento

baixo
Anti-DNAds

Febre
Trombocitopenia

Leucopenia

farmacologicas

inicio recente, excluidas causas melabolicas infecciosas e secundarias ao uso.
de drogas

Distirbio severo da percepgao da realidade, excluidas causas metabolicas e
drogas. Inclui alucinagdes, incoeréncia, perda marcada das associacoes de
ideias, pensamento pobre, ilégico; comportamento bizarro, desorganizado ou
catatonico.

Alteragao abrupta e fluluante das fungdes mentais, atingindo a orienlacdo, a
aten¢ao, a memdria e outras fungbes inlelectuais. Inclui a reducao da vigilia,
com diminuicdo da aleng¢ao, acompanhada de pelo menos dois sinlomas
descrilos a seguir - perturbagao da percepgao, discurso incoerente, insonia ou
hipersonia diurna, aumento ou redugac da alividade psicomotora. Exclui
causas melabdlicas, infecciosas ou secundarias ao uso de drogas.

Alteragéo da retina caracterizada por corpos cistoides, hemorragias retinianas,
exsudatos serosos ou hemorragias do plexo coroide ou neurite optica. Excluir
HTA, infecgbes e drogas.

Neuropatia sensorial ou motora, de inicio ou reinicio recente

Severa e persistente, do lipo enxaqueca que nao responde a analgesicos
convencionais.

Presenga de AVE. Excluir causa aterosclerotica.

Uliceragdes, gangrenas, infartos periungueais, nodulos digitais dolorosos,
areas hemorragicas subungueais, biopsia ou angiografia de qualguer area do
corpo apresentando vasculite

Envolvimento de duas ou mais articulagbes com sinais e sinlomas de
inflamacéo (palpagao dolorosa, tumefag¢ao ou derrame arficular)

Dor ou fraqueza muscular proximal acompanhada de aumento de
CPK/aldolase, eletromiografia alterada, biopsia compativel com miosite
Hematicos, granulosos ou eritrocilarios

Mais de S eritrécilos/campo. Excluir outras causas tais como litiase renal,
infecgoes.

Concentracao > a 0,5 g/24 horas

Mais de 5 leucdécitos/campo na auséncia de infec¢ao

Inicio recente ou recorrente, cardter inflamatérie

Inicio recente ou recorrente, excessiva, difusa ou localizada
inicio recente ou recorrente, nasais ou orais

Dor pleuritica com alrito, derrame ou espessamento pleural

Dor no peilo, com atrito ou derrame pericardico, confirmado por ECG ou
Ecocardiograma

CHS50; C3 ou C4 abaixo dos valores de referéncia

Acima dos valores de referéncia do laboratorio
Temperatura axilar >38° na auséncia de processo infeccioso

Concentragdo de plaquetas inferior a 100 000/mm? (excluidas causas
farmacolégicas)

Concentragao de leucocitos inferior a 3 000/mm?, excluidas causas

e Avaliagdo

SLEDALI:
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EXAME _ODONTOTOLOGICO (AO IDENTIFICAR UMA ALTERACAO TECIDUAL, FAVOR
FOTOGRAFAR)

SECURA BUCAL: () NAO ()SIM: continua — intermitente — esporadica;

() acorda a noite para tomar agua e urinar vezes/noite

PESO DO FLUXO DA SALIVA SEM ESTIMULO EM 5 MINUTOS:

PRESENCA DE LESAO EM TECIDO MOLE: ()NAO ()SIM
LOCALIZACAO ANATOMICA DE LESOES:

Observagoes:

48 47 46 45 44 43 4 33 37 3
Legenda:

Extracdo indicada: X Restaurado: azul- pintar
Lesdo de cérie: vermelho- pintar Fraturado: Fr

Fistula: FIS Hipoplasia: Hipop
Selante: verde- pintar Fluorose: Fl

Hipocalcificagdo: Hipoc
Dente perdido: circulo CPOD
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ANEXO A- EXAMES LABORATORIAIS PARA DIAGNOSTICO INICIAL DE LES

Quadro 1- Exames Laboratoriais (1)

Hemograma completo

Perfil metabdlico abrangente

Urina de 24 horas para a proteina e creatinina
Exame de urina

Taxa de sedimentacéo de eritrécitos
Proteina C-reativa

Anticorpo antinuclear

Anti-DNA nativo (dupla-hélice) e Anti-DNA desnaturado (hélice simples) -
Anticorpo Anti-Sm e anti-RNP

Anticorpo anti-SSA / Ro

Anticorpo Anti-SSB / La

Anticorpos anticardiolipina (1gG, IgM, IgA)
Anticorpos anti-beta-2 glicoproteina |
Tempo de protrombina / INR

Tempo de tromboplastina parcial
Anticoagulante lUpico

C3, C4, CH50

Estudos de tireoide

Perfil de lipidios em jejum

Homocisteina

Fibrinogénio

Teste de Coombs

Lam & M. Petri (adaptado)
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ANEXO B- CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DO LES- ACR 1997

Quadro 2- Critérios de classificacdo de LES do American College of |

Rheumatology revisados em 1997 (38, 43)

1. Eritema malar: leséo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em
relevo.

2. Lesao discoide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratoticas
aderidas e tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atrofica e discromia.

3. Fotossensibilidade: exantema cutaneo como reacdo nao-usual a
exposi¢do a luz solar, de acordo com a historia do paciente ou observado pelo
médico.

4. Ulceras orais/nasais: Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente
indolores, observadas pelo médico.

5. Artrite: nado-erosiva envolvendo duas ou mais articulacdes periféricas,
caracterizadas por dor e edema ou derrame articular.

6. Serosite: pleuris (caracterizada por histéria convincente de dor pleuritica,
atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou pericardite
(documentado por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de derrame pericardico).

7. Comprometimento renal: proteindria persistente (> 0,5 g/dia ou 3+) ou
cilindraria anormal.

8. Alteracbes neuroldgicas: convulsdo (na auséncia de outra causa) ou
psicose (na auséncia de outra causa).

9. Alteragfes hematologicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menor que
4.000/mm?® em duas ou mais ocasibes) ou linfopenia (menor que 1.500/mm® em
duas ou mais ocasides) ou plaquetopenia (menor que 100.000/mm?® na auséncia de
outra causa).

10. Alteracdes imunoldgicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm ou
presenca de anticorpo antifosfolipide com base em:

a) niveis anormais de IgG ou IgM anticardiolipina;
b) teste positivo para anticoagulante IUpico; ou

c) teste falso-positivo para sifilis, por, no minimo, seis meses.

11. Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia indireta ou método equivalente, em qualquer época, e na
auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome do IUpus
induzido por drogas.
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ANEXO C- CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DO LES- SLICC 2012

Quadro 3- Critérios do Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC) para classificacao

do Lupus Eritematoso Sistémico, 2012 (42)
Manifestagdo Clinica

1. Lupus cutaneo agudo, incluindo: eritema malar (n&o discoide), lipus bolhoso, necrélise epidérmica
téxica - variante lUpus, eritema maculopapular, eritema fotossensivel do lUpus ou lGpus cutaneo
subagudo (psoriasiforme/anular)

2. LUpus cutaneo cronico: lipus discoide, lGpus hipertréfico/verrucoso, /upus profundus (paniculite),
lGpus tamido, lGpus mucoso, sobreposicao liquen plano/lipus discoide

3. Ulcera mucosa: palato, cavidade oral, lingua ou Ulcera nasal (ha auséncia de outras causas)

4. Alopecia ndo cicatricial

5. Artrite/ Artralgia

Sinovite (edema/derrame articular) > 2 articulagbes

Artralgia (dor) em 2 ou + articulagbes com rigidez matinal > 30 min

6. Serosite

Pleurite (dor > 1 dia/derrame pleural/atrito pleural)

Pericardite (dor > 1 dia/derrame/atrito/alteracao ECG)

7. Nefrite: proteindria 24h > 500mg ou relacédo pro/creat > 500 mcg/mg (mg/g), cilindro eritrocitario

8. Neurol6gica: convulsdo, psicose, mononeurite multipla, mielite, neuropatia periférica/craniana,
estado confusional agudo (na auséncia de outras causas)

9. Anemia hemolitica

10. Leucopenia (< 4.000/mm3, em pelo menos uma ocasido) ou linfopenia (< 1000/mm3, em pelo
menos uma ocasiao)

11. Plaquetopenia (< 100000/mm3, em pelo menos uma ocasiao)

Alteragao Imunoldgica

1. FAN Hep2 positivo

2. Anti-DNA positivo

3. Anti-Sm positivo

4. Anticorpo antifosfolipide positivo: anticoagulante lUpico positivo, anticardiolipina positivo (titulo
moderado/alto - IgA/IgM/IgG), VDRL

falso-positiva, anti- a?glicoproteina 1 positivo

5. Complemento baixo: C3, C4, CH50

6. Coombs direto positivo (na auséncia de anemia hemolitica)

O paciente deveréa preencher pelo menos 4 critérios (incluindo 1 clinico e 1 imunolégico) OU
ter nefrite lGpica comprovada por bidpsia renal com presenca de FAN positivo ou anti-DNAn
positivo.

ECG: eletrocardiograma; Ig : imunoglobulina; VDRL: pesquisa laboratorial de sifilis.
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Quadro 4- Classificagdo da ILAR (60), critérios de incluséo e excluséo, caracteristicas da

AlJ

e o . x Critério de Frequéncia | Idade de inicio Distribuicédo
Classificagao Critério de incluséo exclusio* (%) POT SExXo
- Nimero de articulagdes afetadas:
variavel.
- Caracteristicas sistémicas: febre de
no minimo 2 semanas de duragao,
Artrite sendo diaria em pelo menos 3 dias e
Sistémi acompanhada por um ou mais dos a, b,cd 4-17 Toda a infancia F=M
istémica ; ; ;
seguintes sintomas: exantema
evanescente,
Linfadenopatia generalizada,
alargamento do figado ou bago ou
serosite.
Artrite . . ~ a5 e
oliarticular - Numero de articulagbes afetadas: = Bifasico: 2- 4 Dl_Jas vezes
P com FR 5 a,bcde 11-28 anos e 6- 12 maior em F do
negativo - Teste sorolégico: FR IgM ausente anos que em M
. N . ~ s
_Art_rlte Numero de articulagbes afetadas: = Pré- Duas vezes
poliarticular 5 . :
e a, bce 2-7 adolescéncia e maior em F do
com FR - Teste sorologico: FR IgM em pelo adolescéncia ue em M
positivo menos 2 ocasides com no minimo 3 q
meses de intervalo
- Nimero de articulagGes afetadas: o
. 5 . oo " Trés vezes
Artrite persistentes: < 4; estendido: = 4 a,bcde Picoentre 2e 4 .
. . . ~ p At 27- 56 maior em F do
Oligoarticular articulacbes apds os primeiros 6 anos
que em M
meses
Duas vezes
Artrite \;al:ligr\rleelro de articulagGes afetadas: Pré- mallc:(ra eerrr:1 I,:wdo
relacionada a geralménte <4 a,de 3-11 adolescéncia e unas vezes
entesite - Outros diagnésticos: entesite adolescéncia maior em F do
que em M
- Nimero de articulagGes afetadas:
variavel,
Artrite geralmente < 4 Bifésico: 2- 4
Aed - Outros diagnoésticos: erupgoes b,c,d e 2-11 anos e 9- 11 F>M
psoriasica A ok .
cuténeas psoriatica, histéria familiar anos
de psoiase em parente de 1° grau,
dactilite, onocolise ou nail pitting
Nao ha
- Os pacientes que nao satisfazem os conhecimento
Artrite critérios de incluséo para qualquer sobre
Indiferenciada | outra categoria ou se encaixam em 2 N/A 1-21 NIA predilecdo em
ou mais categorias acima relacéo ao
Sexo
* EXCLUSOES:
a. Psoriase ou histéria de psoriase no paciente ou em parente de primeiro grau
b. Artrite em menino HLA-B27 iniciada ap6s os 6 anos de idade
Espondilite anquilosante, artrite relacionada a entesite, sacroileite com doenga inflamatéria intestinal, sindrome de Reiter,
uveite anterior aguda ou histéria de alguma dessas doencas em parente de primeiro grau
d. Presenca de fator reumatoide IgM em pelo menos duas ocasiées com no minimo 3 meses de intervalo
e. Presenca de artrite sistémica
F= feminino, M= masculino, N/A= néo aplicavel.

Adaptado de Barr (61), Lotito (52) e Ravelli & Martini (67)
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ANEXO E- PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA- PLATAFORMA
BRASIL

UNB - FACULDADE DE Ploboforma
MEDICINA %ﬁﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMEND A

Titulo da Pesquisa: Analise do Proleoma Salivar de Pacientes com Lipus Ertem atoso Sks@mico, com e

sem Nelrile Lipica
Pesquisador: Denise Pinheiro Falco da Rocha
Area Temdtica:

Versdo: 3

CAAE: 25085114.6 (000 5558
Institulgéo Proponente: Faculdade de Medidna da Universidade de Brasla - UNB
Patrocinador Principal: Financiamenio Prigrio

DADOS DO PARECER

Niumero do Parecer: 1.708.406

Apresentacho do Projeto:

Trata-se de pedide emenda de projeio aprovado por este CEP que consiste em inclusio de um novo
mambde na equige @ a inchusio de mais um local para a indusBo de padentes, A emenda & apresamada
pela pesquisadora respons avel.

Ohjetivo da Pasquisa:

Sem modiicagies,

Avaliacio dos Riscos @ Beneficios:

Sem dleragles

Comentarics @ Consideragdes sobre a Pesquisa:

A emenda ndo implica em modilicas o da relagfo risco-benelido da pesquisa e conla 0om & aulonizagio da
nova instituigdo onde sera praticada a inches8o de pacientes. O novo membro da equipe proposto tem
qualiicagdo adequada para panidpar da pesquisa,

Consideractes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Compedos,

Recomen dagtes:

Neniwama.

Endemia:  Univeraicad oo Bradla, Camvpin Unveritdno Darcy R - Faoldass o Meddna

Badrra:  fma Morte CEP: TOE10-900
UF: OF Municiplo:  BRASILL
Tebdanm (51151071918 Eonaill: ik by

P 1 des (00
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(continuacdo)

UNB-FACULDADE DE £ Platoforma
MEDICINA %ﬂﬂ

Coniiriado o0 Farecer: 1708400

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Pesquisa adequada em termas élicos e clentiicos para execugio de acordo com a regulameniacio vigenie,

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Emenda de Projeto apredado na Reunido Ordinania do CEP-FM-UnE. Apds apresentagio do parecer do
Relaton(a), aberta a discussio para os membros do Colegiado, foi Aprovada por unanimidadea.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquing Postagem Autor Siluagao
Informagoes Basicas| PE_INFORMACOES BASICAS_74078d 15062016 Aceilo
do Projeto E1.pdf 15:08:51
QOutras Curmiculo_Aline slaban . pdf 1506206 |Danise Pinharo Acailo

150728  |Falcho da Rocha
QOutras TemmaConcardancia pdl 150682016 |Denise Pinheiro Aceilo
15:07:05 |Falcho da Rocha
QOutras TERMO DE ASSENT IMENTO. pdf 16072014 Acailo
191362
QOutras TCLE_pais. poi 16072014 Acailo
191314
TCLE ! Termos de | TCLE pdf 16072074 Aceito
Assentimento / 19:11:43
Jusfficativa de
Ausdncia
Outros Carta_resposta_pendéncias.pdf 16072014 Aceito
189:10:58
Cutros L attes_Aline Lauria pdf 20032014 Aceito
212342
Outros Lattes_Licia_Mota.pdf 20032014 Aceito
22222
Outros Lattes_Derise_F alcAo, pdf 20032014 Acaito
212130
Outros Temmo de concordancia_Diretor 07032014 Aceito
HUB Crientadora Pﬂumaa.ndf 18:31:40
Cutros Temao de céncia_Diretor_HUB, pdf 7032014 Aceito
183107
Cutros Apoio tecrico analise proteomica_Dr, 07032014 Aceito
Lu:iam.@f 183017
Outros Anuéncia_Ambulatario 0702014 Aceito
Reumato HU E.Edf 18:28:21
Projeto Detalhado /| PROJETO_Analisa do Proteoma 7032014 Acaito
Brochura Salivar doc 18:28:12

Enderego:  Universidack de Brasika, Campus Univesitado Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairrg:  Asa Nare CEPF: 708910900
UF; OF Municiple: BRASILIA
Talelona: (613107-1918 E-mail;  tmdfund o
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Imvestigador PROJETO_Andlise do Proteoma 07/03 2014 Apeilo
.dog 162812
TCLE/ Temnos de |[TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE | 07032014 Aceilo
Agsentimento f E ESCLEREC DO (APENDICE A) pdf 18:27:33
Jusfificativa de
L Aus ncia
Folha de Rosio Folha de rosto_FM. pdf 07/0%2014 Aceilo
18:26:41
Outros FICHA DE REGISTRO DE LESOES 110272014 Aceilo
BUCAIS (AMEX O 4).pdf 2345654
Oulros QUESTIONARIO VALIDAD O PARA 1170272014 Apeilo
AVALIAC AD DO HALITO (ANEXO 234515
3). pf
Outros Questionario (Escala Visual Analoga - 1170272014 Aceilo
WASHANEXD &) pdf 23:43:00
Outros PRONTUARIOS DE AVALIACAD DE 110272014 Aceilo
PORTADORES DE LES_ML (ANEXO 233647
1).pdf
Outros ORIEMTACOES PREVIAS AS 1170272014 Apeilo
COLETAS (APENDICE Chpdf 233534
Outros TERMO DE ASSENTIMENTO 110272014 Aceilo
{APENDICE B) pdf 233432

Situacio do Parecer

Aprovado

Mecessita Apreciacio da CONEP:

MAa

BRASILIA, 01 da Setembro de 2016

Assinado por:

Flonénclo Flguelredo Cavalcant! Neto

(Coordenadorn

Endarego:  Universidade de Bmslia, Campus Universit ario Darcy Ribeim - Faculdade de Medicna

Balrro: AsaMNade

CEP: 70,910-500

UF; DF Municiplo: BRASILIA

Teletone:  {61)3107-1918

E-mall:  dmd funi. br
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