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RESUMO

A Sindrome de Sjogren (SSj) é uma exocrinopatia autoimune cronica e sistémica, e
tem na sua patogénese a participacdo das imunidades inata e adaptativa. Apesar dos
avancos, existe ainda uma escassez de biomarcadores especificos de atividade e
prognostico da doenca, além da auséncia de terapia especifica. Nesse contexto, um
grupo de proteinas capazes de se ligar de forma reversivel a glicanos chamado
galectinas vem sendo estudadas, devido a sua capacidade de executar funcdes
bioldgicas decorrentes dessas ligacdes, como adeséao, proliferacdo e morte celular e
que podem estar relacionadas a fisiopatologia de véarias doencas imunomediadas. Foi
realizado um corte transversal de 42 pacientes atendidos no ambulatério de Sindrome
de Sjogren do HC-UFPE, dos quais foi feita uma analise, através da comparag¢do com
controles saudaveis, dos niveis de galectina-9 (gal-9) no sangue e na saliva através
da metodologia ELISA, e realizada imunohistoquimica em biopsias de glandula salivar
menor. O objetivo do trabalho foi avaliar os niveis de gal-9 nesses pacientes e
estabelecer correlacbes com variaveis que envolvem atividade da doenca, exames
complementares, uso de medicacdes e manifestacdes extra glandulares, além de
avaliar a expressao de gal-9 no tecido glandular desses pacientes. Dos 42 pacientes
selecionados, 100% eram mulheres com média de idade de 45,8 anos (DP + 11,16).
A mediana da gal-9 sérica foi de 2264,24pg/ml, comparado a 3622,86pg/ml dos
controles com p=0,047. Os niveis de gal-9 salivar apresentaram uma mediana maior
do que controles saudaveis (613,58pg/ml x 317,59pg/ml) com p = 0,012. A correlacdo
entre a gal-9 no soro e na saliva foi positiva quando comparado com o escore de
atividade ESSDAI e IgG sérica, e negativa para idade, porém sem significancia
estatistica. Nao houve associacéo estatisticamente significativa entre a gal-9 sérica e
salivaras e a positividade do anticorpo Anti Ro/SSa, positividade dos testes de secura,
uso ou ndo de medicamentos imunossupressores. Porém, destaca-se que a mediana
da gal-9 na saliva dos pacientes com manifestagdes extra glandulares foi maior do
gue os que apenas sintomas glandulares (816,91pg/ml x 328,72) com p=0,002 e a
mediana da gal-9 salivar foi estatisticamente diferente entre os grupos que eram Anti-
La/SSb positivos (927,80pg/ml) e negativos (526,00pg/ml) com p=0,029. A analise
imuno-histoquimica das biépsias de glandula salivar revelou um amento da expressao
de gal-9 nas células ductais e do infiltrado inflamatério. Concluiu-se que os niveis

séricos e salivares de gal-9 foram estatisticamente diferentes em relagéo a controles



saudaveis, a mediana da gal-9 salivar foi maior na saliva de pacientes com
manifestacdes extra glandulares e que existe a expressao de gal-9 em células ductais
e do infiltrado inflamatdério de pacientes com SSP. Esses achados inéditos abrem
caminhos para que novos estudos com essa galectina sejam realizados em pacientes
com SSj a fim de proporcionar um melhor entendimento sobre sua participacdo no

desenvolvimento da doenca e sua aplicabilidade como biomarcador.

Palavras-chave: Sindrome de Sjogren primaria; Galectinas; Biomarcadores.



ABSTRACT

Primary Sjogren’'s Syndrome is an systemic and chronic autoimmune exocrinopathy,
and its pathogenesis involves the participation of innate and adaptive immunities.
Despite advances, there is still a paucity of specific biomarkers of disease activity and
prognosis, in addition to the absence of specific therapy. In this context, a group of
proteins capable of binding reversibly to glycans called galectins has been studied due
to their ability to perform biological functions resulting from these bindings, such as
adhesion, proliferation and cell death, which may be related to the pathophysiology of
several immune-mediated diseases. A cross-section of 42 patients from the Sjogren's
Syndrome outpatient clinic of t HC-UFPE, of whom was performed a analysis of the
levels of galectin-9 (gal-9) in the blood and saliva of these patients was also performed
using the ELISA methodology and immunohistochemistry was performed in minor
salivary gland biopsies. The objective was to evaluate the levels of gal-9 in these
patients and to establish correlations with variables involving disease activity,
complementary exams, use of medications and extra-glandular manifestations, in
addition to evaluating the expression of gal-9 in the glandular tissue of these patients.
Of the 42 patients selected, 100% were women with a mean age of 45.8 years (SD
11.16). The median serum gal-9 was 2264.24pg/ml compared to 3622.86pg/ml of
controls with p=0.047. The salivary gal-9 levels had a higher median than healthy
controls (613.58pg/ml x 317.59pg/ml) with p = 0.012. The correlation between sérum
and salivar gal-9 was positive when compared with the ESSDAI activity score and
serum IgG, and negative for age, but without statistical significance. There was no
statistically significant association between the medians of gal-9 in saliva and serum
according to the positivity of the Anti Ro/SSa antibody, positivity of the dryness tests,
use or not of immunosuppressive drugs. However, it is noteworthy that the median of
gal-9 in the saliva of patients with extra-glandular manifestations was higher than those
with only glandular symptoms (816.91pg/ml x 328.72) with p=0.002 and the median of
gal-9 9 also salivary was statistically different between the groups that were Anti-
La/SSb positive (927.80pg/ml) and negative (526.00pg/ml) with p=0.029.
Immunohistochemical analysis of salivary gland biopsies revealed an increase in gal-
9 expression in ductal cells and in the inflammatory infiltrate. It was concluded that the
serum and salivary levels of gal-9 were statistically different in relation to healthy

controls, the median of salivary gal-9 was higher in the saliva of patients with extra-



glandular manifestations and that there is an expression of gal-9 in cells ducts and
inflammatory infiltrate of patients with SSP. These unprecedented findings open the
way for further studies with this galectin to be performed in patients with SSP in order
to provide a better understanding of its participation in the development of the disease

and its applicability as a biomarker.

Keywords: Primary Sjogren's Syndrome; Galectins; Biomarkers.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Quadro 1 -

Figura -

Figura 6-

LISTA DE ILUSTRACOES

Membros da familia das galectinas de acordo com sua
classificacao e formacéao de “lattices”
Participacdo das galectinas 1,3 e 9 nas células do timo
desencadeando processos de apoptose
Participacao das galectinas sobre células T virgens,

células T efetoras e T regulatorias

Impacto das galectinas nas diferentes funcdes celulares

imunes e suas implicacdes na inflamacao autoimune
Perfil de expressao das galectinas nas diferentes
doencas reumaticas autoimunes (DRAIS)
Funcdes terapéuticas potenciais da Gal-9 e possiveis
mecanismos de acao
Marcacao positiva de Gal-9 nas células ductais e no
estroma de tecido glandular salivar menor de paciente

com SSP (A), Controle Negativo (B), Controle Positivo
(©).

30

32

33

34

35

38

58



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Niveis séricos (A) e salivares (B) de gal-9 nos grupos
SSP e controle.
Gréfico 2 - Niveis séricos da galectina 9 em pacientes portadores de
SSP correlacionados com as varidveis ESSDAI(A),
Idade(B) e IgG sérica(C), respectivamente.
Grafico 3- Niveis salivares da galectina 9 em pacientes portadores
de SSP correlacionados com as variaveis ESSDAI(A),

Idade(B) e IgG sérica(C), respectivamente.

53

54

55



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

LISTA DE TABELAS

Caracteristicas relacionadas ao sexo, duracao dos sintomas,
aos testes diagndsticos, autoanticorpos, hemograma, provas
inflamatérias, comorbidades, medica¢des em uso e escore
de atividade dos pacientes do grupo SSP.

Achados ultrassonograficos das glandulas salivares de
pacientes portadores de SSP (n=32).
Comparacédo da mediana da galectina-9 sérica e salivar nos
grupos SSP e controle.

Correlagdo de Spearman entre a galectina-9 no soro e na
saliva com os resultados das variaveis ESSDAI atual, idade e
IgG sérica no grupo SSP.

Associacéo entre os niveis de gal-9 no soro e na saliva,
segundo as variaveis relacionadas a autoanticorpos, testes
de secura, medicacfes e achados ultrassonogréficos de

glandulas no grupo SSP.

51

52

53

53

57



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABNT: Associacédo Brasileira de Normas Técnicas
ACR/EULAR: do inglés, American College of Rheumatology
AR: Artrite Reumatoide

BLK: do inglés, B lymphocyte kinase

BLR1: do inglés, Burkitt ymphoma receptor 1

CD: do inglés, cluster of differentiation

CLR: do inglés, C-type lectin receptors

CMV: Citomegalovirus

CXCL: do inglés, C-X-C motif chemokine ligand

CXCRS5 ou: do inglés, C-X-C Motif Chemokine Receptor 5
DMARDSs: Drogas Antirreumaticas Modificadoras de Doenca
DRAI: Doenca Reumética Autoimune

DRCs: Dominio de Reconhecimento de Carboidratos

EBV: Epstein Barr Virus

ELISA: do inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
ES: Esclerose Sistémica

ESSDAI: do inglés, EULAR SJOGREN’S SYNDROME DISEASE ACTIVITY INDEX

ESSPRI: do inglés, EULAR SJOGREN’S SYNDROME PATIENTS REPORTED
INDEX

FOXP3: do inglés, Forkhead box protein P3

Gal-7: Galectina 7

Gal-9: Galectina 9

Gals: Galectinas

HC-UFPE: Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
IL: interleucina

IRF5: do inglés, Interferon Regulatory Factor 5

LES: Lapus Eritematoso Sistémico

LINAT: Laboratorio de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas



MHC: do inglés, major histocompatibility complex

NFkB: do inglés, nuclear factor kappa beta

OMERACT: Outcome Measures in Rheumatology

PAD-4: peptidil arginina deaminase 4

PBS/BSA: do inglés, Phosphate Buffered Saline/ bovine serum albumin
PCR: Proteina C Reativa

RRPs: receptores de reconhecimento de padrdes (RRPS),

SIGLECSs: do inglés, Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins
SSDDI: do inglés, SIOGREN’'S SYNDROME DISEASE DAMAGE INDEX
SSj: Sindrome de Sjogren

SSP: Sindrome de Sjogren Priméria

STAT4: do inglés, Signal transducer and activator of transcription 4

TCR: do inglés, T-cell receptor

TIM-3: do inglés, T cell immunoglobulin domain, mucin domain-3

TLR: do inglés, Toll Like Receptor

TNF-a: do inglés, tumor necrosis factor alpha

TNIP-1: do inglés, TNFa-induced protein 3- (TNFAIP3-) interacting protein 1
UFPE: Universidade Federal de Pernambuco

USG: Ultrassonografia

VHS: Velocidade de hemossedimentacao



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt anas 18
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 22
2.1 SINDROME DE SJOGREN.......c.coiiiieiiiecieeeeeee e ee e e ettt 22
2.1.1 Definicao, epidemiologia € PatOgENESEe ........cvvvviiiieeeeiiieeiiee e 22
2.1.2 Manifestag0es ClNICAS .......ooiuuiiiiiiiie e 24
2.1.3 Exames Complementares ... 24
2.1.4 Critérios ClasSifiCatOrios .....ooouuiiiiiiiee e 26
2.1.5 DiagnOstico diferenCial.........ccuuiiiiiiiiiiiiiiec e 27
2.1.6 indices relacionados a Sindrome de SjOgren ........cccoceeveeeeeeeeeeeeeeeeene, 27
P A I = €= 0 11 =T 01 (o PSR PPPP 27
2.1.8 BIOMArCAUOIES .. oo 28
2.2 GALE T IN A . e et e e e e e e e e e e e aees 28
2.2.1 GAIECTING-D ..o 36
B JUSTIFICATIV A ettt e et e e e e e e e e e aeees 42
4 OBJIETIVOS ...ttt e e et e e e e e e e e era e aeees 43
4.1 OBIETIVO GERAL ..ot e et eeeaa e e eees 43
4.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 43
5 MATERIAIS E METODOS ......ooiiviieeete ettt ettt st ae s 44
5.1 TIPO DE ESTUDO ...ttt e e e e e e e e eees 44
5.2 LOCAL DA PESQUISA ... et e e e e e 44
5.3 AMOSTRA DA PESQUISA ...t 44
5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO.......coiiiiiiiiisisieisisieisieie et 44
5.4, L PaACIENTES ... 44
5.4.2 CONIIOIES .. 44
5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAOQ ..ottt 44

oYt T A F- T3 1=) 4 L (=L TP T TP 44



e VA 10 ] 014 0] (=TT TP TP 45

5.6 INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS .. .ottt 45
5.7 PROCEDIMENTO PARA COLETA DE AMOSTRAS ....oooiieeeee e, 46
5.8 VARIAVEIS ANALISADAS ....coeee oottt et e et eeeeie e eaes 46
5.8.1 Andlise das amostras de sangue e de saliva pelo ELISA ...........cceevvvvnnennn. 46
5.8.2 Analise Imunohistoquimica de tecido de glandula salivar menor ............. 47
5.8.3 Ultrassonografia de glandulas salivares...........cccceeeiiii 49
5.9 ANALISE ESTATISTICA oo ettt 49
5.10 CONSIDERAGCOES ETICAS .....oviiiiieeceeeeeeee ettt 49
B RESULTADODS ... it 51
6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA . ...ttt 51
6.2 ACHADOS RELACIONADOS A GAL-9 SERICAE SALIVAR......covvvveeeeeieeeee, 53
6.3 ACHADOS DESCRITIVOS DA IMUNOHISTOQUIMICA DA GAL-9......ccoocn...... 57
T DI S CUS S A D ..o e ———— 60
B CONCLUSA D .. oo, 64
REFERENC A S ... oottt 65
APENCIDES ..o e 72
APENDICE A —.FICHA CLINICA DE PACIENTES COM SINDROME DE SJOGREN
.................................................................................................................................. 72
APENDICE B - FICHA DE CLASSIFICACAO DA ULTRASSONOGRAFIA DAS
GLANDULAS SALIVARES ...ooooo oottt 80
APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) ..
.................................................................................................................................. 81
ANEX O S ..o 82
ANEXO A — CRITERIOS CLASSIFICATORIOS PARA SINDROME DE SJO6GREN
DO GRUPO CONSENSO AMERICANDO-EUROPEU DE 2002.........ceveeeeeeeeeen.. 82
ANEXO B — CRITERIOS CLASSIFICATORIOS PARA SINDROME DE SJOGREN
DO COLEGIO AMERICANO DE REUMATOLOGIA DE 2012 ....cccvveeeeeeeeeeeeeen 83
ANEXO C — CRITERIOS COLEGIO AMERICANO/LIGA EUROPEIA CONTRA O
REUMATISMO DE 2016 ... .o e ettt e et e e eeei e eerne s 84

ANEXO E - SJOGREN’S SYNDROME DISEASE DAMAGE INDEX (SSDDI)........ 85



ANEXO F - Eular Sjogren’s Syndrome Disease Activity Index .........................

ANEXO F — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA



18

1 INTRODUCAO

A Sindrome de Sjogren (SSj) é definida como uma epitelite autoimune, na qual
se observa a presenca de anticorpos e infiltrac&o linfocitica das glandulas exdécrinas,
levando ao desenvolvimento de sintomas classicos, como xerostomia e xeroftalmia.
Foi descrita inicialmente em 1982 por Mikulicz, o qual estudou pacientes que
apresentavam aumento de glandulas salivares e lacrimais e achados histopatolégicos
semelhantes e, alguns anos mais tarde, pelo sueco Henrik Sjogren, que descreveu a
ceratoconjuntivite seca em mulheres pds menopausa, preferencialmente, que
apresentavam artrite deformante, e caracterizada por faléncia da funcdo da glandula
lacrimal e salivar (HOCHBERG, 2015). Por se tratar de uma doenca sistémica, além
do epitélio glandular, outros tecidos podem ser acometidos, notadamente o articular,
hematoldgico, renal, pulmonar e neuroldgico (BAER, 2021a).

Atribui-se o termo Sindrome de Sjogren Primaria (SSP), quando ndo existe
evidéncia de outra doenca reumatica autoimune. Quando isso acontece, geralmente
em associacdo com Artrite Reumatoide (AR), Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
nomeia-se como Sindrome de Sjogren secundéria ou associada (RISCHMUELLER;
TIEU; LESTER, 2016).

A prevaléncia da SSj € estimada em cerca de 0,17% na populacéo brasileira,
porém esses dados podem estar subestimados, haja vista serem baseados em um
Unico estudo epidemioldgico disponivel. Acomete principalmente pessoas do sexo
feminino, numa relacdo de 10 mulheres para cada 1 homem, com a média de idade
ao diagnéstico variando entre 40 e 60 anos (VALIM et al., 2013). Sua fisiopatologia
estd associada a mecanismos ainda ndo completamente estabelecidos, mas que
envolvem a participacao das imunidades inata e adaptativa, de virus como o Epstein
barr virus (EBV) e o citomegalovirus (CMV), além de outros fatores, como hormonais
e genéticos (FIRESTEIN; KELLEY, 2013).

O diagndstico pode ser estabelecido associando-se o quadro clinico de secura
oral e/ou ocular por mais de 3 meses, com achados objetivos de hipofuncao glandular,
sendo 0os mais comuns o teste de Schirmer e o Fluxo Salivar. Exames de imagem
como a Ultrassonografia (USG) e Cintilografia de glandulas salivares, dentre outros,
sdo também utilizados na pratica clinica, e caracterizam, de forma indireta ou direta,
o grau de funcao glandular (BAER, 2021b). A biopsia de glandula salivar representa o
exame padréo ouro para a classificacdo da doenca, com sensibilidade que varia de

63,5 a 93,7% e especificidade 61,2% a 100% e seu achado principal se caracteriza
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por uma sialoadenite cronica focal com predominio de células mononucleares
(BERARDICURTI et al., 2021). Sobre os testes soroldgicos, 0s principais anticorpos
sdo 0 Anti-Ro/SSa e Anti-La/SSb, os quais se dirigem contra ribonucleoproteinas
intracelulares, e sdo encontrados em cerca de 60 a 80% dos pacientes (BAER,
2021b). Para o tratamento, utilizam-se medicacdes topicas como colirios lubrificantes
e substitutos de saliva para o tratamento dos sintomas secos e, a depender da
gravidade e refratariedade dos sintomas, preconiza-se o uso de imunomoduladores e
imunossupressores, sendo 0s mais utilizados: hidroxicloroquina, metotrexate,
azatioprina e rituximabe (RAMOS-CASALS et al., 2020).

Entretanto, similarmente ao que acontece em outras doencas reumaticas
autoimunes, apesar dos avangos no manejo desses pacientes, estima-se que mais de
50% dos pacientes ndo alcangcam um controle satisfatério da doenca. A fim de resolver
essa lacuna, faz-se necessario abordagens personalizadas, baseando-se no perfil do
paciente, suas caracteristicas clinicas, fatores de mau prognostico e o
desenvolvimento de terapias seletivas (GIACOMELLI et al., 2019). Nessa perspectiva,
é grande utilidade o uso dos biomarcadores.

No caso da SSj os principais biomarcadores sorolégicos utilizados sdo o0s
autoanticorpos Anti-Ro/SSa e Anti-La/SSb, os quais sdo Uteis para o diagndstico e
também preditores da doenca, uma vez que podem ser detectados em até cerca de
20 anos antes do aparecimento de sintomas (RISCHMUELLER; TIEU; LESTER,
2016). J4 para acompanhamento de atividade de doenca, lanca-se méo
principalmente da Velocidade de Hemossedimentacédo (VHS), 32-Microglobulina e a
Imunoglobulina G, porém nenhuma dessas € especifica para a Sindrome de Sjogren
(MANFRE et al., 2020).

Mais recentemente, foram propostos novos biomarcadores para a SSP, como
anticorpos anti-receptor muscarinicos, cujo alvo é o receptor muscarinico tipo 3 (M3R),
o qual, uma vez agredido, pode levar a hipossecrecéo salivar. A calprotectina salivar,
encontrada em neutrofilos, é outro biomarcador que mostrou forte correlacdo com
sinais clinicos da doenca; e, por fim, as proteinas carbamiladas, cuja elevacdo se
mostrou associada a uma maior infiltrag&o linfocitica focal no parénquima glandular
(JONSSON et al., 2018).

Na analise histopatolégica de biopsias de glandula salivar menor, o grau de

infiltrado inflamatorio e a presenca de centros germinativos, podem ser utilizados nao
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s6 como marcadores de atividade de doenca, mas também como progndéstico para o
desenvolvimento de linfoma(KROESE; HAACKE; BOMBARDIERI, 2018).

Nos ultimos anos, marcadores diagnosticos menos invasivos vém sendo
estudados como alternativas a bidpsia e a exames soroldgicos. A ultrassonografia de
glandulas salivares, por exemplo, vem despontando como um método promissor para
diagndstico, progndstico e avaliacdo de atividade de doenca, sendo observado que,
guanto maior a perda da homogeneidade glandular, observada na USG, maior grau
de inflamacao glandular, maior risco de apresentar sinais e sintomas extra-glandulares
e alteracdes na bidpsia, como a presenca de centros germinativos (THEANDER,;
MANDL, 2014).

Sobre marcadores salivares, uma recente revisdo sistematica identificou
estudos de andlise protebmica da secrecdo salivar e relatou proteinas como
B2microglobulina, calprotectina, anidrase carbbnica e lectina-5 semelhante a
imunoglobulina de ligacdo ao acido sialico, como marcadores promissores na SSj
(JUNG et al., 2021).

Nessa perspectiva de desenvolvimento de biomarcadores, um grupo de
proteinas conhecidas como galectinas vém sendo estudadas, por sua promissora
utilidade, ndo s6 no campo das doencgas autoimunes, como também nas areas de
oncologia, alergia e infec¢cdo. Até o momento, foram descritos 15 diferentes membros
desta familia, os quais foram denominados de acordo com a ordem de
descoberta(IKEMORI et al., 2014). Eles séo expressos em diferentes tecidos e células
imunes e ndo imunes, desempenhando fun¢des celulares fisioldgicas e patoldgicas
de proliferacdo, adesdo, migracdo e invasdo celular e que podem amplificar ou
atenuar programas de sinalizacdo imunoldgica e vascular, através de interagcdes com
receptores glicosilados (CERLIANI et al., 2017; XU; HUANG; HUANG, 2021)

Mendez-Huergo e cols estudaram as galectinas 1 e 3 (gal-1 e gal-3) no soro de
pacientes com AR em uso de DMARDs (drogas antirreumaticas modificadoras de
doenca) e/ou corticoéides, sendo encontrado que a gal-1 estava aumentada, em
comparacdo com controles saudaveis e teve correlagdo com VHS. Ja em relagéo a
gal-3, foi visto que estava reduzida nos pacientes, comparados com controles,
concluindo-se que os niveis dessas proteinas podem ser importantes para diferenciar
pessoas saudaveis de pacientes com AR (MENDEZ-HUERGO et al.,, 2019). A

galectina-3 também foi encontrada em maior quantidade no soro e também na saliva
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de pacientes com insuficiéncia cardiaca, demonstrando uma utilidade clinica potencial
nessa patologia (ZHANG et al., 2016b).

Xu e cols, num trabalho recente, revisaram o perfil de expresséo de galectinas
em doencas autoimunes e pode-se analisar a participacdo da galectina-9 (gal-9) em
trabalhos com LES, AR e Esclerose Sistémica (ES), sendo observado que ela se
encontra aumentada no soro desses pacientes. Na Sindrome de Sjogren, por sua vez,
nao houve a descri¢cao de trabalhos utilizando essa galectina (XU; HUANG; HUANG,
2021). Até o momento, sdo escassos 0s estudos avaliando galectina-9 no soro de
pacientes com SSP (VAN DEN HOOGEN et al., 2018a) e ndo sao conhecidos
trabalhos que analisaram sua expressao na saliva.

Dessa forma, a escassez de biomarcadores que auxiliem no diagnostico e
avaliacdo clinica dos pacientes com SSP, a falta de estudos que examinem o
comportamento da gal-9 nesse publico, somadas as evidéncias cientificas que
demonstram sua expressdo alterada em outras doencas reumaticas autoimunes,
fundamentam o racional para a realizagéo do presente estudo, no qual avaliamos os
niveis de gal-9 em pacientes portadores de SSP, buscando uma melhor compreensao
dessa galectina nesse grupo de pacientes e visando identificacdo de possiveis

biomarcadores.



22

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 SINDROME DE SJOGREN
2.1.1 Definicao, epidemiologia e patogénese

A Sindrome de Sjogren é uma patologia inflamatéria sistémica, de natureza
autoimune, caracterizada por uma infiltracdo linfocitica das glandulas exdcrinas,
principalmente salivares e lacrimais. Tal agressdo leva ao desenvolvimento de
sintomas como xerostomia e xeroftalmia, associados a presenca de autoanticorpos
especificos (HOCHBERG, 2015; VALIM et al., 2013). A SSj apresenta uma incidéncia
de 4/100.000 habitantes, com prevaléncia mundial variando entre 0,1 e 4,8% e a idade
ao diagnéstico se da principalmente entre 40 e 60 anos, numa relacdo mulher/homem
de 10/1 (BOTH et al., 2017; HOCHBERG, 2015).

Em sua patogénese, descreve-se a participacdo de fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais. Do ponto de vista genético, encontramos a presenca do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC; do inglés, major histocompatibility
complex) classe Il (principalmente HLA-DQ e HLA-DR, com os haplétipos HLA-DR2,
HLA-DR3 no locus DRB1). Outros genes fora do HLA incluem os genes do IRF5 (do
inglés: interferon regulatory fator 5) e TNIP ( do inglés: TNFAIPS3 interacting protein 1),
gue estdo envolvidos com imunidade inata e os genes BLK B (do inglés: lymphocyte
kinase B), STAT4 (do inglés: signal transducer and activator of transcription 4) , IL-
12A (interleucina 12A) e CXCR5 (do inglés: chemokine receptor type 5) ou BLR1 (do
inglés: Burkitt lymphoma receptor 1), envolvidos com a imunidade adaptativa
(RISCHMUELLER; TIEU; LESTER, 2016). Do ponto de vista epigenético,
mecanismos de metilacdo do DNA, acetilacdo de histonas e modulacédo da expressao
génica de microRNAs sdo descritos na fisiopatologia da sindrome (BAER,;
DESHMUKH, 2019).

Dos fatores ambientais, postula-se que a persisténcia de alguns virus
sialotrépicos possa levar a perda da mecanismos de autotolerancia e desenvolvimento
de resposta imune evidente, sendo os principais o EBV e CMV (BAER, DESHMUKH,
2019; HOCHBERG, 2015).

Em relacdo ao sexo, a maior frequéncia da doenca em pacientes do sexo
feminino aponta para um mecanismo dependente do estrogénio, o qual protege contra
a inflamacéo das glandulas salivares, e cuja auséncia leva a apoptose de células

epiteliais, semelhante ao que acontece em outras doencas reumaticas
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imunomediadas como Artrite Reumatdide e LOpus Eritematoso Sistémico.
Diferentemente do LES, no qual a idade de aparecimento dos sintomas geralmente é
na fase reprodutiva, na SSj a idade de aparecimento dos sintomas é no periodo
perimenopausa. Baixas  concentragdes dos  hormdnios  androgénicos
dehidroepiandrosterona e diidrotestosterona também sdo encontrados em pacientes
com essa patologia, demonstrando um papel protetor desses horménios (BRANDT et
al., 2015; POROLA et al., 2008).

O dano as células epiteliais da glandula salivar induz a apoptose e expressao
dos antigenos SSa (ou Anti-Ro), porém, esse antigeno pode se associar a complexos
na superficie celular “blindando-se” do processo apoptético. Ao interagir com células
dendriticas locais e células B, pode estimular os receptores TLR (do inglés: toll like
receptors) intracitoplasmaticos e estimular a transcricdo de genes relacionados aos
interferons (IFNs). Pode haver também ativacao de células dendriticas plasmocitdides
diretamente por virus ou fatores ambientais. A ativacdo do interferon | (IFN-I) vai
desencadear a resposta imune adaptativa através da ativacdo de células B e T, e
inducao da producao de citocinas, incluindo interferon gama (IFN-y), IL-17 e o fator de
ativacao de células B, conhecido como BAAF (do inglés: B cell activating fator) ou Blys
(do inglés: B Lymphocyte Stimulator) (BAER; DESHMUKH, 2019).

O resultado desses fatores desencadeia um processo de autorreatividade de
células B, producdo de anticorpos e inflamacao cronica das glandulas salivares e de
outros tecidos extraglandulares. Também podemos observar fendbmenos como a
formacdo imunocomplexos com deposicdo nos tecidos (como na vasculite
crioglobulinémica) e linfoproliferacdo extra nodal. Em associacdo com outros fatores
de risco, a estimulacdo crbnica de células B pode levar ao aparecimento de linfomas
(BAER; DESHMUKH, 2019).

A lesao patologica da SSj constitui-se de um infiltrado linfocitico nas glandulas
lacrimais e salivares, existindo um predominio de céls T CD4+ (do inglés: cluster of
differentiation-4) nos pequenos infiltrados e células B nos maiores infiltrados, onde se
observa maior destruicdo dos acinos e perda da arquitetura. Esses infiltrados linfoides
periductais podem desenvolver estruturas que se assemelham a 6rgaos linféides
secundarios, chamados de centros germinativos “like”, os quais apresentam um
microambiente altamente favoravel para a producéo de anticorpos. (HOCHBERG,
2015). O perfil de citocinas encontrado no infiltrado inflamatério € caracterizado por
um perfil Th1/Th17, com producgéo de IL-2, IL-10 e IFNy por células CD4+ e IL-17 por
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células Thl7, além disso, as células epiteliais “ativadas” podem secretar IL-1, TNF-a
(do inglés: tumor necrosis factor alpha) e IL-6 e BAFF (FOX et al., 1994).

Como consequéncia de uma estimulagdo crénica de células B, pacientes com
Sindrome de Sjogren apresentam um risco que varia de 5 a 44x maior de desenvolver
linfoma, sendo os 2 mais frequentes o Linfoma Nao Hodgkin de Zona Marginal e o
Linfoma MALT. Esse risco € maior do que se observa em outras doencgas reumaticas
(BENDE et al., 2020). Os maiores fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
linfoproliferativas séo parotidite persistente e a presenca de estruturas semelhantes a

centros germinativos e alto escore de foco na biépsia (BAER, 2021a).

2.1.2 Manifestac¢des Clinicas

O padrdo de acometimento da Sindrome de Sjogren pode variar desde a
sindrome sicca, mais frequente, até a presenca de sintomas sistémicos graves. A
sindrome sicca ocorre em cerca de 95% dos pacientes e consiste na secura dos olhos
(xeroftalmia), da cavidade oral (xerostomia) e da faringe e laringe. Sintomas de secura
na vagina também séao frequentes em mulheres. Como consequéncia dessa secura
de mucosas podemos encontrar candidiase oral, caries dentarias, doenca periodontal,
fotossensibilidade, infecgbes oculares, tosse, dispareunia e rouquidao, dentre outros,
0s quais podem comprometer sensivelmente a qualidade de vida dos acometidos.
Dentre os sintomas constitucionais, 0 mais importante deles é a fadiga, a qual ocorre
em cerca de 70% dos pacientes, sendo sucedido por dor crbnica, sintomas
depressivos e ansiosos (BOTH et al., 2017).

Além do acometimento de glandulas exécrinas e dos sintomas constituicionais,
por se tratar de uma doenca sistémica, cerca de 71% dos pacientes apresentam
manifestacfes extraglandulares, estas incluem cutaneas, articulares, pulmonares,
cardiorrespiratérias, gastrointestinais, neurolégicas, hematolégicas e vasculares.
Dessas, 0 mais frequente € a artralgia, sendo as demais variaveis de acordo com a
populacdo. E importante ressaltar a fibromialgia como condicdo associada muito
frequente nessa populacdo (até 30% dos pacientes ) e, das doencas reumaticas

imunomediadas, a Artrite Reumatodide e o LES sado os mais observados.

2.1.3 Exames Complementares

Para auxiliar no diagnostico da SSj, pode-se lancar mao de exames

laboratoriais, incluindo a pesquisa de autoanticorpos, exames de imagem, biopsia
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glandular e testes de secura. Dos exames laboratoriais, as alteracées mais frequentes
sdo leucopenia, trombocitopenia, anemia, hipergamaglobulinemia e consumo de
complemento, numa frequéncia variavel de acordo com a populacdo (HOCHBERG,
2015). Como ja dito anteriormente, os principais biomarcadores sorolégicos utilizados
Sao os autoanticorpos contra ribonucleoproteinas Anti-Ro/SSa e Anti-La/SSb, os quais
sao Uteis nao so6 para o diagnoéstico também preditores da doenca (LEE et al., 2019).

Sobre os exames de imagem, a cintilografia e a ultrassonografia (USG) de
glandulas salivares sdo os mais frequentemente utilizados. A cintilografia se refere a
um método de medicina nuclear no qual € injetado contraste venoso para analise da
producao e eliminacdo salivar (SHINJO; MOREIRA, 2020).

Através da USG de glandulas salivares, é feita uma andlise do grau de
heterogeneidade do parénquima das glandulas parétidas e submandibulares, sendo
gue, quanto maior a heterogeneidade da glandula, maior o seu comprometimento. Ele
tem sido demonstrado como uma boa ferramenta na deteccdo de alteracbes
estruturais do parénquima glandular desde 1988 (GOULES; TZIOUFAS, 2014). Suas
vantagens séo o fato de ser ndo invasivo, ndo ionizante, acessivel e de consideravel
sensibilidade (45,8 a 91,6%) e especificidade (73 a 98,1%) para o diagnostico da SSj
(VASCONCELOS, 2019). Sua principal desvantagem ¢é falta de padronizacdo em
relacdo a equipamentos, sondas utilizadas, escore de classificacdo dos achados
parengquimatosos e critérios de inclusdo nos estudos (JOUSSE-JOULIN et al., 2016).

A sialografia ja foi um método muito utilizado no passado, porém, por se tratar
de um exame invasivo e ter acuracia diagnéstica comparavel com a da USG, vem
sendo menos realizado atualmente (SONG; LEE; LEE, 2014; TAKAGI et al., 2010).
Tomografia e ressonancia nuclear magnética de glandulas salivares sdo métodos
menos utilizados para diagndéstico e mais usados em contextos de investigacdo de
transformacao maligna para linfoma(JOUSSE-JOULIN; COIFFIER, 2020).

A biépsia de glandula salivar menor é considerada o padrdo-ouro para o
diagnostico da doenca, cujo achado mais caracteristico € a presenca de sialoadenite
linfocitica focal, principalmente nas areas periductais e/ou perivasculares, além de
estruturas semelhantes a centros germinativos, apresentando sensibilidade e
especificidade superiores a 80% e alto valor preditivo positivo(VITALI et al., 1994). Em
1974, Greenspan e Daniels propuseram o conceito de Escore de foco em biopsias de
glandula salivar menor, sendo considerado 01 foco o equivalente a 01 agregado
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celular de 50 ou mais células mononucleares em uma area de 4mm2. Escores de
foco>ou= a 1 séo sugestivos de SSj (FISHER et al., 2017)

Apesar da boa acurécia, trata-se de um método invasivo e existem criticas a
falta de padronizacao na interpretacao dos achados histologicos (KROESE; HAACKE;
BOMBARDIERI, 2018).

A avaliacdo das securas ocular e oral é feita utilizando-se principalmente os
testes de Schirmer e a sialometria. O primeiro trata-se de um teste onde € colocada
uma fita estéril milimetrada no saco conjuntival inferior e se mede a extensdo da
umidificacdo do papel, sendo considerado alterado quando essa medida € menor que
5mm apds 5 minutos. Outros testes comuns para olho seco sdo o BUT (do inglés:
break up tears) e o teste de Rosa Bengala (WHITCHER et al., 2010). Para avaliacao
da secura oral pode ser realizada a sialometria, na qual mede-se a saliva escoada
passivamente durante 15 minutos. Ele pode ser feito apds estimulos para producéo
de saliva (como cubos de parafina). Considera-se um resultado positivo ou alterado

quando essa taxa € menor que 0,1ml/min (TREVISANI et al., 2019).

2.1.4 Critérios Classificatorios

Tal qual observamos em outras doencas reumdaticas autoimunes, foram
desenvolvidos e aperfeicoados ao longo do tempo, pelas sociedades de reumatologia,
critérios para a classificacdo da SSj. Os mais utilizados séo os critérios do Consenso
do Grupo americano europeu de 2002, cujos itens envolvem a presenca de sintomas
de securas oral e ocular, testes que evidenciem essas securas, biépsia de glandula
salivar menor e 0s anticorpos anti-Ro/SSa ou anti-La/SSb e considera-se diagndstico
para SSP quando 4 dos 6 itens sao positivos (ANEXO A), (VITALI; BOMBARDIERI;
JONSSON, 2002). Os critérios do Colégio Americano de Reumatologia 2012 incluem
os anticorpos Anti-Ro/SSa, Anti-La/SSb, bidopsia de glandula salivar apresentando
sialoadenite linfocitica focal e presenca de ceratoconjuntivite seca, considerando
diagnéstico quando presente pelo menos 2 dos 3 critérios ( ANEXO B) ,(CORNEC et
al., 2014). E o ultimo critério, do American College of Rheumatology/ European
League Against Rheumatism (ACR/EULAR) de 2016, o qual atribui pontuacdes aos
achados de biopsia, positividade do Anti-Ro/SSa e testes de secura e exige-se uma
pontuacdo maior ou igual a 4 para sugerir o diagostico de SSP ( ANEXO C), .
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2.1.5 Diagnéstico diferencial

Muitas sdo as situacdes que podem levar a sindrome sicca, sendo as mais
frequentes o hipoestrogenismo e o0 uso de medicamentos como antidepressivos, anti-
histaminicos, anticolinérgicos e diuréticos. Em se tratando de parotidite crénica
bilateral, faz-se mister a investigacdo de HIV, hepatite C, doenca relacionada a IgG4,
amiloidose, tuberculose, sarcoidose, diabetes e alcoolismo (RISCHMUELLER; TIEU;
LESTER, 2016).

2.1.6 indices relacionados a Sindrome de Sjégren

Para um melhor acompanhamento dos pacientes, pode-se lancar mao de
instrumentos validados para avaliar a atividade da doenca (ESSDAI- EULAR Sjogren’s
Syndrome Disease Activity Index), o indice de dano (SSDDI- Sjégren’s Syndrome
Disease Damage Index) e o escore de percepcdo dos sintomas (ESSPRI- EULAR
Sjogren’s Syndrome Patients Reported Index). Esses indices sdo importantes para
auxiliar na compreenséo da gravidade da doenca, resposta a terapéutica e carater da
evolucdo dos sintomas (agressivo ou indolente). O primeiro se trata de uma tabela
contendo os dominios que podem ser acometidos pela sindrome, sendo atribuida uma
pontuacao de acordo com a gravidade de cada sintoma apresentado, e 0 somatorio
final sugere o grau de atividade da doenca (leve se o escore for menor < 5, moderado
se escore estiver entre 5 e 13 ou alto se >14) (SEROR et al., 2015) . Ja o segundo
se trata de um escore que enumera possiveis prejuizos causados pela doenca de
acordo com o0s 6rgdos ou sistemas, como perdas dentarias, desenvolvimento de
fibrose ou linfoma. (VITALI et al., 2007), e o ultimo trata-se de um questionario
autoaplicavel de percepcéo dos sintomas de fadiga, dor e secura (PAGANOTTI et al.,
2015).

2.1.7 Tratamento

O tratamento da SS;j é direcionado de acordo com o 6rgédo acometido e com a
gravidade do sintoma, variando desde medicacdes topicas, como 0s substitutos de
saliva e colirios lubrificantes, utilizados para o alivio da xerostomia e xeroftalmia, até
corticoides, imunossupressores, drogas modificadoras de doencga sintético
convencionais e terapia bioldgica, que sao utilizados principalmente quando sdo
observados sintomas extra-glandulares (RAMOS-CASALS et al, 2012;
RISCHMUELLER; TIEU; LESTER, 2016)
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2.1.8 Biomarcadores

Nas ultimas décadas, muitos esforcos tém sido feitos para se caracterizar com
mais profundidade a doenca e suas vias patogénicas e buscar novos biomarcadores
que contribuam para um diagnéstico precoce, melhor avaliacdo prognéstica e
permitam uma intervencao terapéutica mais precisa (MANFRE et al., 2020).

Os biomarcadores sorologicos classicos utilizados para o diagndéstico sdo os
autoanticorpos Anti-Ro/SSa e Anti-La/SSb. Ainda que ndo especificos, sdo 0s
anticorpos mais frequentes na SSP, com uma prevaléncia variando de 50-90% e 25-
60%, respectivamente (SHINJO; MOREIRA, 2020). J& para acompanhamento de
atividade de doenca, lanca-se mao principalmente do VHS, 32-Microglobulina e a
Imunoglobulina G, porém, nenhuma dessas é especifica para a SSj (MANFRE et al.,
2020).

Na analise histopatolégica de biopsias de glandula salivar menor, o grau de
infiltrado inflamatdrio, estimado pelo escore de foco, e a presenca de centros
germinativos também podem ser utilizados ndo s6 como marcadores de atividade de
doenca, mas também como progndéstico para o desenvolvimento de linfoma
(KROESE; HAACKE; BOMBARDIERI, 2018).

Novos biomarcadores para a SSP sdo o anticorpo anti receptor muscarinico
tipo 3 (M3R), o qual parece estar relacionado a atividade exécrina glandular e
hipossecrecéo salivar. Sobre marcadores salivares, uma recente revisdo sistematica
identificou estudos de analise protedmica da secrecao salivar e relatou proteinas
como B2microglobulina, calprotectina, anidrase carbénica e lectina-5 semelhante a
imunoglobulina de ligacdo ao acido sialico, como marcadores promissores na SS;j
(Jung et al., 2021).

2.2 GALECTINAS

As Galectinas (Gals) sao proteinas da familia das lectinas, que tém por principal
caracteristica a capacidade de se ligarem de forma reversivel a beta-galactosideos,
através de regides conhecidas como dominios de reconhecimento de carboidratos
(DRCs), exibindo uma variedade de fun¢des bioldgicas decorrentes dessas ligacdes,
como ades&o, agregacao, proliferagio e morte celular (NOBREGA, 2011(HIRASHIMA
et al., 2002; KIM et al., 2013). As galectinas se diferenciam de outras lectinas que
também participam do sistema imune, como as lectinas tipo C (do inglés CLR: C-type
lectin receptors) e lectinas 1gG like ligadoras de acido sialico (do inglés SIGLECSs: sialic
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acid-binding immunoglobulin-like lectins), pelo fato de essas outras serem
encontradas principalmente no ambiente transmembrana e as galectinas serem
solaveis nos meios intra e extra-celular (CERLIANI et al., 2017).

Os primeiros estudos com lectinas remontam ao século XIX, pelo pesquisador
Stillmark, o qual, utilizando o extrato de semente da mamona Ricinuns Communis, a
ricina, observou a formacédo de aglutinados de hemacias de sangue animal. Esse
processo ocorreu devido a presenca de ligagfes cruzadas reversiveis dessa lectina
com receptores situados na membrana das células sanguineas, formando
aglomerados(NOBREGA, 2011).

Os glicanos, por sua vez, sao oligbmeros (carboidratos que contém mais de um
carbono) constituintes comuns de células e que podem se apresentar associados a
proteinas e lipidios, formando glicoproteinas ou glicolipidios. A existéncia de mais de
20 subunidades de monossacarideos diferentes disponiveis para a construcdo de
oligossacarideos, abundancia de pontos de contato para interacdes intermoleculares
e a capacidade dos radicais hidroxila servirem como aceptores para alongamento e
ramificacbes da cadeia sdo alguns dos fatores que justificam a infinidade de
elementos dessa classe. Cada um desses carboidratos pode assumir configuracdes
tridimensionais Unicas, como se fossem “palavras”, que séo legiveis para as proteinas
com as quais interagem. A esse conjunto de “palavras”, ainda ndao completamente
decifrado pela glicobiologia, da-se o nome de “cddigo do agucar’ (CERLIANI et al.,
2017; GABIUS; ROTH, 2017; NELSON; COX, 2018). Essas biomoléculas sdo uma
das principais ferramentas utilizadas pelas células para codificar informacfes
importantes sobre o destino de proteinas, interacdes célula-célula, diferenciacao
celular, desenvolvimento de tecidos e sinalizagdo extracelular (GABIUS; ROTH,
2017).

Até o momento foram descritos 15 diferentes membros desta familia, os quais
foram denominados de acordo com a ordem de descoberta(IKEMORI et al., 2014).
Sua classificacéo varia de acordo com a quantidade de DRCs: galectinas prototipicas,
as quais apresentam apenas um DRC: (i) gals 1,2,5,7,10,11,13,14 e 15; (ii) galectinas
do tipo repeticdes em série (“‘tandem repeat”), que apresentam 2 DRCs conectados
por um peptideo ligante, como as gals 4,8,9 e 12; e (iii) galectinas tipo quimera, que
contém um DRC ligado a um dominio diferente da lectina, representada pela galectina
3 (Figura 1)(YANG; RABINOVICH:; LIU, 2008; TOSCANO et al., 2018).
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A producdo das gals acontece no citosol, e, posteriormente, podem ser
translocadas para o0 nudcleo, onde interagem com ribonucleoproteinas do
spliceossomo ou podem ser secretadas para o espaco extracelular, onde vao interagir
com outros glicanos (LI et al., 2020). Sua distribuicdo pode ser ubiqua, como, por
exemplo, as gals 1, 3 e 9, ou limitada a determinados tecidos, como as gals 2 e 4.
(SALAMANNA et al.,, 2019; VILAR et al.,, 2019). No caso da galectina-7, ela é
preferencialmente encontrada no tecido epitelial (CHEN et al., 2021)

A ligacao de galectinas a carboidratos simples leva a interacdes de baixa
afinidade, entretanto, a multivaléncia de galectinas e glicanos resulta em ligacdes de
alta avidez que podem resultar em liga¢des cruzadas, reorganizacdo e reagrupamento
de glicoproteinas e glicolipidios, formando uma rede dindmica denominada “lattices”,
como mostrado na figura 1 (CERLIANI et al., 2017). Sua funcéo biolégica pode variar
a depender do tipo celular, tecidual, da sua concentragéo, da propriedade de reducéo
e oxidacdo do meio intra e extra-celular e da disponibilidade de ligantes de
carboidratos (VASTA, 2020).

Figura 1 - Membros da familia das galectinas de acordo com sua classificacdo e formacgéo de
“lattices”
a Galectinas Prototipicas (galectina-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15)

b Galectina-3 tipo quimera

Q’\ Y0 o»\»éz,c Tacoc

S
Q«. D¢ < Y
( 9 & 2

Adaptado de: (YANG; RABINOVICH; LIU, 2008).
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Inicialmente, pensava-se que as gals funcionavam apenas como ligantes de
carboidratos endbégenos durante a embriogénese e primeiras fases do
desenvolvimento, porém, posteriormente, descobriu-se sua participagdo em
mecanismos de reparacao tecidual, adipogénese, desenvolvimento de canceres e
regulacdo da homeostase imune (VASTA, 2020).

No campo da oncologia, multiplos papéis vém sendo atribuidos as galectinas
nas ultimas duas décadas, principalmente como biomarcador de progndstico e alvo
terapéutico. Por exemplo, tumores do tipo melanoma e cancer de prostata podem
superexpressar as galectinas 1,3,7,8 e 9 e esse perfil de expressdo pode estar
associado ao grau de malignidade ou potencial metastéatico (VASTA, 2020). Baseado
nessas constatacgdes, estudos envolvendo o desenvolvimento de pequenos inibidores
que bloqueiam seletivamente a atividade das galectinas representam uma estratégia
promissora na terapia do cancer (DI GAETANO et al., 2022; DINGS et al., 2012;
VLADOIU et al., 2015). O recente trabalho in vitro de Gaetano, por exemplo, utilizou
digalactosideos contendo selénio com afinidade para gal-9 e gal-3 e demonstrou
importante atividade anti-proliferativa e anti-migracao para células de melanoma e
propriedades anti-angiogénicas. (DI GAETANO et al., 2022).

Em relacdo a metabologia, foi proposto em um estudo envolvendo animais que
a gal-9 pode participar da homeostase metabdlica através do transporte de glicose e
secrecao de insulina em células 3 pancreéticas (NABI; SHANKAR; DENNIS, 2015).

Jéa foi observado também que as gals sdo capazes de reconhecer carboidratos
exdgenos presentes na superficie celular de patégenos, funcionando ndo sé como
receptores de reconhecimento de padrées (RRPs), mas também como fatores
efetores, através da inibicdo da adesao e/ou entrada na célula, ruptura da membrana
ou promovendo fagocitose, autofagia ou encapsulacéo de patégenos. Por exemplo,
fungos do tipo Candida Albicans podem ser detectados por macréfagos através de
mecanismos envolvendo TLR-2 e galectina 3, a qual interage com oligomananas na
superficie celular, fornecendo evidéncia de uma atividade antifingica direta dessa
galectina (RABINOVICH; TOSCANO, 2009). Alguns patdgenos, por sua vez, ao longo
da evolucéo, desenvolveram modificacbes adaptativas em seu glicoma de superficie
para conseguir invadir as células humanas e blindar essa resposta do hospedeiro (LI
et al., 2020).

Devido a propriedade de se ligar seletivamente a IgE, a gal-3 vem sendo

estudada também na alergologia, sendo observado que a administragdo exdgena de



gal-3 via nasal em ratos portadores de asma levou a normalizacdo da contagem de
eosinofilos e células T no lavado broncoalveolar e inibicdo concomitante de mRNA de
IL-5 nos pulmdes, levantando-se a possibilidade de utilizar futuramente essa galectina
no tratamento da asma alérgica (DEL POZO et al., 2002).

As galectinas exercem importantes funcdes para garantir a homeostase do
sistema imune. Isso ocorre porque elas decifram as informacg6es codificadas atraves
de glicanos das células imunes e modulam sua funcdo. Mais especificamente, essas
lectinas podem se ligar a gliconjugados da superficie celular que contém residuos de
N-acetillactosamina (Lac-NAc) e controlar a sinalizacdo e ativacdo da célula T,
modular a sobrevivéncia de células T, alterar o balanco de citocinas e moldar o
compartimento das células B e alterar a funcdo supressora de células T
(RABINOVICH; TOSCANO, 2009).

Em células T do timo, a interacdo das galectinas 1,3 e 9 podem levar a apoptose

de células, como mostra a figura 2.

Figura 2 Participacéo das galectinas 1,3 e 9 nas células do timo desencadeando processos de
apoptose

Galectina 9 Galectina 9

CD4CD8 CD4'CD8* Celul CD4*
timdcito timocito ou CD8'T

Adaptado de: Rabinovich, 2009

Sobre a ativacao de células T na periferia, complexos multivalentes galectina
3-glicanos podem limitar o agrupamento de receptores de célula T (do inglés TCR: T-
cell receptor), o que dificulta sua ativagcdo e, por outro lado, a suplementacédo de
células T com metabdlito da via da hexosamina, a qual leva ao aumento de glicanos
ramificados especificos, impede a sinalizacdo sustentada de TCR, polarizacao para
células Thl e desenvolvimento de autoimunidade. Ja a galectina-4, como se pode
observar na figura 3, desencadeia a ativacdo de células T e producdo de IL-6
(GRIGORIAN et al., 2007; RABINOVICH; TOSCANO, 2009).
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ApoOs sua ativacdo, as galectinas 1,2,3,4 e 9 podem se ligar a receptores
glicosilados especificos das células T ativadas, incluindo CD3, CD7, CD29, CD43,
CD45 e CD71 e o TIM-3 (do inglés:T cell immunoglobulin domain, mucin domain-3),
desencadeando variadas respostas que podem levar a apoptose dessas células e
alterar a producédo de IL-5, IL-10, IFNy, TNF e IL-2. Também ja foi descrita a
participacdo das galectinas 1 e 9 atuando, respectivamente, em receptores CD45 e
TIM-3 de linfécitos Thl, Th2 e Thl7 e influenciando na apoptose, liberacdo de
interleucinas e IFNy. Sobre células T regulatorias, postula-se que as galectinas 1, 9 e
10 podem mediar a atividade supressora de células T reg CD4+CD5+ (figura 3)
(RABINOVICH; TOSCANO, 2009).

Figura 3 — Participagdo das galectinas sobre células T virgens, células T efetoras e T

regulatorias

Galectina 9
¢ Galectina | CD3—CD45:|'Lattice"

t Apoptose
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Células T efetoras Células T Regulatorias
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alectina 9 G? % ? *l&Galectina 9
‘ 2 Galectina 10
1 Apoptose Impede apoptose T Apoptose IL-10
L IFNy 1 IL-4, IL-5 and IL-10 L IL-I7

Adaptado de: Rabinovich, 2009

Em relagdo aos linfocitos B, as galectinas também podem modular vérias
etapas do desenvolvimento dessas células, como a maturagdo, ativagéao,
diferenciacéo e sobrevivéncia (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2004; TABRIZI et al.,
2009). A interacdo galectina-glicanos também influencia na resposta imune



34

adaptativa, podendo-se, por exemplo, observar a atuacdo da galectina-1 sobre
macrofagos através da inibicdo da sintese de Oxido nitrico e aumento da atividade da
enzima arginase, impedindo que essa célula estimule linfécitos T (RABINOVICH,;
TOSCANO, 2009).

Na medida em que existe a perda da homeostase imune e perda da tolerancia
imunologica, devido de fatores genéticos, epigenéticos e/ou ambientais, inUmeras
doencas podem emergir. Considerando a heterogeneidade de mecanismos
patogénicos e a variabilidade clinica, a incidéncia de pacientes ndo respondedores a
terapias imunossupressoras € elevado. Dessa forma, baseando-se na comprovada
participacdo das galectinas nas células do sistema imune, é de grande interesse a
investigacdo de seus circuitos regulatorios e seus comportamentos nas patologias
imunomediadas, podendo ser este um caminho para tratamentos racionais e
personalizados (DHIRAPONG et al., 2009)

Em relacdo a quebra da tolerancia imunoldgica, a figura 4 mostra a participacao
das galectinas em algumas doencas autoimunes, como diabetes tipo 1, artrite
reumatoide, esclerose multipla, doenca inflamatéria intestinal e lipus eritematoso

sistémico, nas quais podem participar como reguladoras positivas ou negativas.

Figura 4 — Impacto das galectinas nas diferentes fun¢des celulares imunes e suas implicagfes na
inflamac&o autoimune.
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Adaptado de: (TOSCANO et al., 2018).

Na Artrite Reumatoéide, em estudos com modelos murinos, observou-se que a

participacdo da galectina 1 reduz a atividade de doenca através da modulagdo da
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resposta Thl no sentido de Th2, diminuindo a reacao inflamatéria. Além disso, a
injecdo de fibroblastos sinoviais modificados por engenharia genética para produzirem
essa galectina, levou a diminuicdo dos sintomas de artrite através do estimulo a
apoptose das células T (RABINOVICH et al., 1999). Ja a gal-3 parece exercer uma
atividade pré inflamatoria nessa doenca, mas, paradoxalmente, também diminuiu a
destruicdo O0ssea atraves da inibicdo da maturacao de osteoclastos (TOSCANO et al.,
2018).

Outro recente estudo destacou o papel emergente da familia das gals nas
doencas reumaticas, evidenciando que sua expressao se encontra alterada em varias
doencas autoimunes e inflamatérias, como no Lapus Eritematoso Sistémico, na Artrite
Reumatoide, na SSj e na Esclerose Sistémica (XU; HUANG; HUANG, 2021). No
Quadro 1 pode ser observado o perfil de gals descritas até o momento em algumas

doencas reumaticas autoimunes (DRAIS).

Quadro 1 — Perfil de expresséo das galectinas nas diferentes doencgas reuméticas autoimunes (DRAIS).

Doenca Amostra Expresséo da
Galectina
Lapus Eritematoso Sistémico Soro Galectina-11
Galectina-21
Galectina-31
Galectina-91
Artrite Reumatoide Soro Galectina-11
Galectina-31
Galectina-41
Galectina-71
Galectina-91
Fluido Sinovial Galectina-1|
Galectina-31
Galectina-91
Sindrome de Sjogren Soro Galectina-3|
Biopsia de glandula Galectina-1]
salivar
Esclerose Sistémica Soro Galectina-31
Galectina-7|
Galectina-971
Fibroblasto cutédneo Galectina-1]
Galectina-7|
Galectina-91
Fonte: Adaptado de (XU; HUANG; HUANG, 2021).

Na SSj foi encontrada correlacdo positiva entre o nivel sérico de gal-3 e o nivel
de interleucina-17 (IL-17) e de proteina C reativa (PCR) (ZHANG et al., 2014). Outro
trabalho encontrou uma expressao de gal-1 reduzida em biépsias labiais de pacientes

portadores da SSj, comparada com controles, e que essa expressao era
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negativamente relacionada com a quantidade de infiltrado de células CD8+
(MARTINEZ ALLO et al., 2020)

2.2.1 Galectina-9

A galectina 9 pertence ao grupo de lectinas tandem repeat, que apresentam 2
dominios homdlogos de reconhecimento de carboidratos conectados por um peptideo
ligante(HIRASHIMA et al., 2002). Em condicfes fisioldgicas, ja foi descrita sua
presenca no figado, intestino delgado, timo, rim, baco, pulmdo e sistema
musculoesquelético (HIRASHIMA et al., 2002).

Essa lectina pode apresentar uma variedade de atividades biologicas no
contexto tumoral, como regulagéo do ciclo celular e apoptose, contribuindo para a
adesdao, migracao e metastase, alteracdes nos mecanismos de tolerancia imunolégica
e influéncia na angiogénese (HEUSSCHEN; GRIFFIOEN; THIJSSEN, 2013; YANG et
al., 2022).

Ela foi primeiramente descrita em células tumorais da doenca de Hodgkin,
condicdo na qual encontra-se eosinofilia tissular e sanguinea, sendo, portanto,
considerada um quimiotaxico especifico de eosinéfilos (TURECI et al., 1997;
MATSUSHITA et al., 2000).

Além das doencgas oncolégicas, encontramos a participacdo da gal-9 em
condicBes patolégicas como a doenca hepatica ndo alcodlica, trombocitopenia imune,
nefropatia diabética, fibrose cistica pulmonar, hepatite autoimune, infeccdo aguda pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV; do inglés human immunodeficiency virus),
asma cronica, processo de rejeicdo de enxerto, dentre outras, podendo atuar como
promotor, inibidor ou biomarcador (JOHN; MISHRA, 2016).

Em alguns subtipos de cancer, postula-se que a gal-9 possa atuar suprimindo
metastases através da inibicdo de distanciamento e saida das células tumorais do
local primario. Na asma cronica, a gal-9 pode inibir a interacdo do alérgeno com a IgE
e supressédo da degranulacdo excessiva de mastocitos. Em estudos com enxertos de
pele, observou-se que a gal-9 pode induzir a apoptose de cels T CD8+, as quais séo
responsaveis pelo processo de rejeicao, resultando em sobrevivéncia desses tecidos.
A gal-9 também participa ativamente do mecanismo de tolerdncia imunoldgica
materno fetal através da ligacdo a células natural killer que apresentam o receptor

TIM-3. Em relacdo a doencas infecciosas, descreve-se que a gal-9 pode reativar o
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HIV em estado latente em céls T CD4+ infectadas através da via de sinalizacdo ERK
através da interacdo com o receptor de célula T (FIGURA 5) (MOAR; TANDON, 2021).

Em mondcitos THP-1, os quais sdo obtidos de portadores de leucemia
monocitica aguda e sdo muito utilizados em pesquisas envolvendo esse subtipo
celular(PARMERA, 2007), foi mostrado que uma superexpressao da gal-9 leva a uma
diminuicao dos niveis de TIM-3, STAT 3 fosforilada e IL-23 e aumento dos niveis de
IL-12.(XU; HUANG; HUANG, 2021). Essa glicoproteina TIM-3 exposta na superficie
de células T, ao interagir com a gal-9, pode desencadear varias reacdes como
mobilizacdo de calcio, ativacdo de calpaina e caspase 1, as quais culminam em
apoptose. De todo modo, foi visto que quando administrado em baixas doses, a gal-9
tem efeitos estimulatorios sobre a célula T, o que reitera a informacdo de que as
galectinas podem ter efeitos imunomodulatérios diferentes, a depender da
concentracdo, presenca de receptores e locais disponiveis para interacdo quimica
(JOHN; MISHRA, 2016).
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Figura 5 — Funcdes terapéuticas potenciais da Gal-9 e possiveis mecanismos de acéo
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Um estudo em murinos propds que sua presenca influencia a polarizagao de
macréfagos para tipo M1 ou M2, através das vias da STAT1, STAT3 e NFKB. Mais
precisamente, observou-se que o blogueio da gal-9 em macréfagos aumentou 0s
niveis ou a atividade do TNF-a, IL-6, STAT-1 e NFKB, correlacionando-se mais com
caracteristicas dos macrofagos tipo 1, enquanto sua superexpressao aumentou o
nivel ou a atividade do TGF-R3, IL-10 e STAT3, 0 que corresponde mais com um perfil
de macréfagos M2, demonstrando um potencial uso dessa lectina como alvo
imunomodulatério para macréfagos (LV; BAO; LI, 2017).

Sobre as células dendriticas, 0os estudos sugerem sua participacdo tanto no
mecanismo de fagocitose, quanto de inducdo da migracdo. Em células T Jurkat,
observou-se que a adicao de gal-9 ao meio celular favoreceu o aumento da taxa de
apoptose e aumento da atividade das caspases 3 e 7. Em células Thl humanas,

observou-se tanto um aumento da apoptose, quanto da producéo de IFN-y. Por fim,
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observou-se que a gal-9 também interage com o receptor da célula B através do
CD45, no sentido de inibir sua proliferacao e suprimir a via do NFKB e a fosforilacédo
da Jun N-terminal cinase (JNK) (XU; HUANG; HUANG, 2021).

A respeito das doengas reumaticas autoimunes, sabe-se que o interferon tipo |
esta associado a fisiopatologia do Lupus Eritematoso Sistémico, e a quimiocina CXCL-
10 (do inglés: C-X-C motif chemokine ligand 10) é um de seus marcadores
(ENOCSSON et al., 2021; MATSUOKA et al., 2020). Alguns trabalhos vém propondo
que a gal-9 pode ter grande importancia nessa patologia, como biomarcador, e até
como imunomodulador. Matsuoka e cols observaram maiores niveis séricos da gal-9
em pacientes lupicos quando comparados com controles, além de uma relacdo com
maior atividade renal. Eles, também, dosaram a gal-9 no liquido cefalorraquidiano dos
pacientes lapicos, com diagnostico recente de Lupus Neuropsiquiatrico, e
demonstraram um aumento estatisticamente significativo dessa galectina, comparado
aos controles(MATSUOKA et al., 2020).

Outro estudo com pacientes portadores de Lupus Eritematoso Sistémico e de
Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide, também encontrou niveis séricos de gal-9
superiores aos do braco controle. Também foi mostrado superioridade da galectina
sobre o anticorpo anti-DNA, um marcador classico de atividade de doenca, em
detectar a assinatura do Interferon, ou seja, maior atividade da doenca (area sobre a
curva de 0,86 e 070 para gal-9 e anti-DNA, respectivamente) (VAN DEN HOOGEN et
al., 2018b).

O trabalho de Panda e cols. (2018) induziu em modelo murinos sintomas de
LES e demonstrou que a administracdo de gal-9 na fase precoce da doenca reduziu
esplenomegalia, ativacao e expansao de células B e T, geracdo de autoanticorpos, e
também se observaram manifestacdes renais mais leves em comparagdo com
controles, sendo o mecanismo proposto para tal fato a inibicAo da sinalizacéo
endossomal de receptores tipo Toll (TLRs 7 e 9) (PANDA et al., 2018).

A importancia da gal-9 como protetora nas artrites induzidas pelo colageno foi
reiterada no trabalho de Seki (2008), no qual observou-se que, em modelos animais,
ela tem participagdo na medida em que suprime a formag&o do pannus tecidual, a
destruigcdo cartilaginea e 0ssea, reduzindo a producado de citocinas pré-inflamatorias
IL-6 e IL-17 nas articulacdes, suprimindo a diferenciacéo de células T CD4+ naive em
células Thl7, através de sua interacdo com o ligante TIM-3, e promovendo a

diferenciacéo e expansao de linfocitos T Reg, (SEKI et al., 2008).



40

Em relacdo a Artrite Reumatoide, inicialmente, observou-se que a gal-9 é
altamente expressa no tecido e liquido sinovial, contribuindo para a apoptose in vitro
de sinovidcitos semelhantes a fibroblastos, o que limitaria a perpetuacao da doenca e
destruicdo celular (SEKI et al., 2008). J& em outros estudos em pacientes com essa
patologia, foi observada a relacdo entre gal-9 sérica e doenca intersticial pulmonar,
doenca articular avancada, provas de atividade inflamatéria, dosagem de anti-CCP e
escore de atividade DAS-28 (do inglés, Disease Activity Score-28), sugerindo-se,
diferentemente do que foi proposto no trabalho de Seki, um efeito pro-inflamatorio (XU;
HUANG; HUANG, 2021) (WIERSMA et al., 2019).

O mecanismo proposto para justificar esse efeito pro-inflamatorio seria uma
atuacao da gal-9 sobre granulécitos, sobre os quais sua a¢do pode reduzir atividade
apoptoética espontanea e induzir a secrecao das citocinas pro-inflamatérias IL-8 e TNF.
Além disso, foi demonstrado um aumento da expressdo da enzima peptidil arginina
deaminase 4 (PAD-4), a qual converte residuos de arginina em citrulina, num processo
conhecido como citrulinizagdo, intrinsicamente relacionado a fisiopatologia da doenca.
Sugere-se que 0 aumento dessa expressdo enzimatica aconteceria através do
aumento e mobilizacao do calcio citosolico por um estimulo da gal-9 (WIERSMA et al.,
2019).

Matsumoto e cols (2021) também estudaram gal-9 em pacientes com Artrite
Reumatoide e encontraram correlagéo positiva dessa galectina com IL-6 e TNF-a, de
acordo com o grau de dano articular, sendo forte associacdo com TNF-a em pacientes
com dano articular avancado e com IL-6 em situacdes de dano articular leve,
sugerindo que a interacdo da gal-9 com essas citocinas pode contribuir para o
desenvolvimento de diferentes processos de inflamacdo e destruicdo articular
(MATSUMOTO et al., 2021).

Em estudos com pacientes com Esclerose Sistémica, observou-se um aumento
sérico de gal-9 nesses pacientes, tanto nas formas cutaneo sistémica limitada quanto
na difusa, comparado com controles, além de um aumento de sua expressdo nos
fibroblastos da derme, levando a um aumento de fibrose através da via do TGF-3.
Também foi visto que seus valores sao inversamente proporcionais a testes de funcéo
pulmonar como a capacidade vital forcada e capacidade de difusdo de mondéxido de
carbono(XU; HUANG; HUANG, 2021). (SAIGUSA et al., 2017)

Foi demonstrado em estudos animais que a injecao de bleomicina, um farmaco

7

gue é conhecidamente um fator de risco para o desenvolvimento da esclerose
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sistémica, aumentou a expressao de gal-9 em fibroblastos da derme e, por outro lado,
injecdo de bosentana, um antagonista do receptor de endotelina, utilizado no
tratamento da patologia, levou a uma diminuigéo da expresséo dessa galectina. Uma
das hipéteses para esse aumento da expressao seria a deficiéncia no fator de
transcricdo de integracao 1 da leucemia friend (FLI-1), ou fator de transcricdo ERGB,
o qual pertence a familia dos fatores de transcricdo especificos E26 (ETS),
pressupondo-se que a presenca desse fator serviria como um repressor da transcricao
do gene da gal-9(SAIGUSA et al., 2017; XU; HUANG; HUANG, 2021).

O recente trabalho de Yoon (2022) com 80 pacientes portadores de Vasculites
Associada ao Anca mostrou, numa analise de regressao logistica multivariada,
associacdo do nivel sérico de gal-9 com maior atividade da doenca (odds ratio de
5.303), sendo o0 mecanismo proposto para esse aumento da gal-9 como uma tentativa
de atenuar o processo inflamatério através da regulacéo de células T (YOON et al.,
2022).

Apesar de ter sido descrita em varias doencas reumaticas autoimunes, séo
poucos o0s estudos relatando as possiveis fun¢cdes e mecanismos das galectinas 9 na
SSP. No trabalho de Van Den Hoogen, foi sugerido que ela esteja aumentada no soro
de pacientes com a SSP e se correlacione positivamente com niveis de IgG e com a
atividade de doenca, medida através de seu indice de atividade ESSDAI (ROSAS et
al., 2019; VAN DEN HOOGEN et al., 2018b). Até o presente momento, nao sao
conhecidos trabalhos que analisem a galectina-9 na saliva de pacientes com essa

patologia.
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3 JUSTIFICATIVA

A Sindrome de Sjogren ainda é uma patologia pouco estudada, quando se
compara com outras doencas reuméaticas autoimunes, como o LES e a AR. Dentre 0s
varios aspectos que merecem atengcdo em relacdo a ela, o campo dos biomarcadores
necessita de um olhar especial, haja vista a escassez de estudos com validade
externa nessa tematica. No que se refere a estudos brasileiros, essa realidade € ainda
mais precaria. Dessa forma, estudar a galectina-9, que vem ganhando um papel
emergente nos estudos envolvendo doencas imunomediadas e inflamatorias, torna-
se uma oportunidade para suprir essa demanda e abrir caminhos para novos estudos
com galectinas e a sindrome de Sjogren.

A possibilidade de desenvolver marcadores de atividade de doenga,
diagndstico ou prognostico, mais especificos, podem levar a reducdo de custos na
saude, na medida em que diminuem o tempo até a concluséo diagndstica e diminuem
a solicitacdo de exames desnecessarios. Além disso, diminuir a invasividade de testes
clinico-diagndsticos também pode reduzir custo e tempo, o que influencia nos gastos
com a saude, estratégias de diagnéstico e tratamento, e qualidade de vida do

paciente.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a gal-9 no soro, na saliva de pacientes portadores de Sindrome de
Sjogren primaria e sua associagdo com manifestacbes clinicas e achados

ultrassonograficos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os niveis de gal-9 no sangue e na saliva de pacientes com SSP
primaria e em controles saudaveis;

e Correlacionar os niveis de gal-9 no soro e na saliva desses pacientes com o
escore de atividade ESSDAI, 1gG e idade;

e Avaliar os niveis de gal-9 no soro e saliva de acordo com a presenca de
manifestacdes glandulares e extra glandulares;

e Avaliar os niveis de gal-9 no soro e saliva segundo a positividade a anticorpos
especificos, testes de secura, uso de medicacdes e achados ultrassonograficos
das glandulas salivares;

e Descrever a expressao da gal-9 em biopsias teciduais de glandula salivar

menor.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo de corte transversal analitico de base hospitalar.

5.2 LOCAL DA PESQUISA

O estudo foi desenvolvido ambulatério de Reumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e no Laboratério de
Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), também localizado na
UFPE.

5.3 AMOSTRA DA PESQUISA

Foram incluidos neste estudo 42 pacientes portadores de SSP, através de
amostragem por conveniéncia, devido a baixa prevaléncia dessa patologia. Para efeito
comparativo da gal-9, cujo valor de referéncia no soro e saliva ainda ndo esta
padronizado na literatura, foram recrutados controles autodeclarados saudaveis, os
quais foram paredos na propor¢éo de 1:1 por sexo e idade, durante o periodo de julho
de 2019 a janeiro de 2021.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO
5.4.1 Pacientes

a. ldade acima de 18 anos;
b. Ser portador de SSP pelos critérios de 2002 ou ACR 2012 ou ACR/EULAR
2016.

5.4.2 Controles

a. l[dade acima de 18 anos;

b. Ndo ser portador de SSP pelos critérios de 2002 ou ACR 2012 ou
ACR/EULAR 2016 e se autodeclarar saudavel.

5.5 CRITERIOS DE EXCLUSAO
5.5.1 Pacientes

a. Ser portador de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), sarcoidose,
amiloidose, doenca do enxerto x hospedeiro, Hepatite C e doenca
relacionada a 1gG4;
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b. Uso prévio de agentes anticolinérgicos nos ultimos 3 meses;

c. Historia de irradiacdo prévia da cabeca e do pescoco;

d. Sindromes de Sobreposi¢cdo ou SSj associada a outras doencas do tecido
conjuntivo;

e. Historico de neoplasia previamente ao diagndstico de SSj primaria.

Estar gestante
g. Tabagismo atual
5.5.2 Controles

a. Ter conhecimento de ser portador de qualquer DRAI;

=3

Ter conhecimento de ser portador de AIDS, sarcoidose, amiloidose, doenca
do enxerto x hospedeiro, Hepatite C e doenca relacionada a 1gG4;

Uso prévio de agentes anticolinérgicos;

Histéria de irradiacéo prévia da cabeca e do pescoco;

Histérico de neoplasia.

-~ ® o o

Estar gestante
g. Tabagismo atual

5.6 INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Utilizou-se uma ficha clinica (Apéndice A) composta de dados demogréficos,
perfil de manifestacdes clinicas da doenca, critérios classificatorios da Sindrome de
Sjogren de 2002,2012 e 2016 (RAMOS-CASALS et al., 2010; SHIBOSKI et al., 2012,
2017). Também foram utilizados indices que ajudam caracterizam da SSP, como da
ESSPRI-Eular Sjégren’s Syndrome Patient Reported Index (PAGANOTTI et al., 2015)
(Anexo D), SSDDI-Sjogren’s Syndrome Disease Damage Index (Anexo E) e ESSDAI-
EULAR Sjégren’s syndrome disease activity index (Anexo F),(SEROR et al., 2015).
Os dados complementares para caracterizar a amostra, relacionados aos teste de
secura ( Schirmer e fluxo salivar ndo estimulado), FAN, FR, autoanticorpos (
AntiRo/SSa e Anti La/SSb), hemograma, provas de atividade inflamatoria,
comorbidades e medicacbes em uso foram coletados a partir dos prontudrios

disponibilizados pelo Servico de Arquivo Médico e Estatistico (SAME).



46

5.7 PROCEDIMENTO PARA COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de sangue de pacientes e controles para avaliacao
dos niveis sérico e salivar da gal-9 para posterior anélise. Também houve a coleta de
saliva dos participantes, sendo que, em alguns casos, nao foi possivel adquirir

amostras do grupo doente devido a auséncia de producéo salivar.

Para a obtencdo do sangue, foi realizada a coleta de 30mL de sangue
periférico, em tubo seco com heparina, seguida de posterior centrifugacao (3000
rpm/min) e armazenamento em tubos eppendorf a no LINAT. A coleta da saliva foi
realizada num tubo Falcon de 15ml durante um periodo de 5 minutos sem engolir,
apos jejum de comidas e bebidas por 1 hora antes do procedimento, através do
método de drenagem ou escoamento passivo ndo estimulado (ZHANG et al., 2016).
Apébs a coleta foi adicionado um coquetel inibidor de protease (Sigma Aldrish, MO,
EUA) na razdo de 1:100, conforme recomendado pelo fabricante, sendo depois
centrifugado a 2000 rpm por 3 min a temperatura ambiente, para formacdo do
sedimento. A posteriori, esse sobrenadante foi coletado e dividido em aliquotas de

500uL e armazenado em freezer a -80°.

5.8 VARIAVEIS ANALISADAS
5.8.1 Andlise das amostras de sangue e de saliva pelo ELISA

A técnica ELISA sanduiche (do inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
foi escolhida para a quantificacdo da gal-9 nas amostras sanguinea e salivar, seguindo
as informacdes recomendadas pelo fabricante (R&D Systems). Inicialmente foi feita a
reconstituicdo de 180ug do anticorpo de captura anti-galectina 9 humana em 1mL de
Tampao Fosfato-Salino 1X (PBS; do inglés, Phosphate Buffered Saline), colocados
31uL em cada tubo eppendorf de 0,5mL e estocados a -80°C, sendo posteriormente
diluido a fim de se obter uma concentracéo final de 1,0ug/mL. Para cada placa de 96
pocos, utilizou-se 5mL de PBS 1x + 27,8uL do anticorpo de captura, sendo colocados

50pL em cada pogo para incubagéao.

ApoOs a placa ser lavada 3 vezes com o tampédo de lavagem, ela foi saturada
com 150pL / pogo de albumina (do inglés, Bovine Serum Albumine) 1% / PBS 1x, por
1 hora, a temperatura ambiente (TA) e, a posteriori, lavada novamente 3 vezes com 0

tampao de lavagem. A preparacao do standard foi feita reconstituindo-o em 500uL de
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BSA 1% / PBS 1x, chegando a uma concentracdo de 6000pg/mL. Foram colocados
25uL em cada tubo eppendorf de 0,5mL e estocados a -80°C. A seguir foi feita uma
diluicdo em cascata, até se chegar a uma concentragcdo de 46,87pg/mL e, novamente,
a placa foi lavada 3 vezes com o tampéao de lavagem.

A preparagao do anticorpo de deteccgéo foi procedida reconstituindo 18ug da
anti-galectina 9 humana em 1mL de PBS 1%, sendo colocados 60uL em cada tubo
eppendorf de 0,5mL, sendo posteriormente diluido a fim de se obter uma
concentracéo final de 100ng/mL. Para cada placa de 96 pocos, 5mL do BSA 1% / PBS
1x + 27,8uL do anticorpo de diluicdo, e colocando 50uL / poco da placa, durante 2
horas a TA. Para a preparacdo da HRP-Streptavidina, foram utilizados 5mL do BSA
1% + 25puL da Streptavidin-HRP 1/200, estabilizados por 20 minutos a TA, depois

separados 50uL em cada poco, seguido de mais uma lavagem da placa por 3 vezes.

A preparacao do substrato foi feita com 2,5mL do reativo A e 2,5mL do reativo
B (Ref: R&D DY999) e colocados 50uL por poco, durante 20 minutos, ao abrigo da
luz, & temperatura ambiente. Por fim, foram colocados 25uL da solu¢do STOP com
acido sulfurico e a placa foi lida em um leitor de ELISA entre 450nm e 570nm. O teste
foi feito em duplicata, as quais serviram de controle para os erros de manuseio. O

limite minimo de deteccao para a Gal-9 foi de 46,87pg/ml e 0 maximo de 6.000pg/ml

Para realizar o calculo comparativo da gal-9 no sangue de controles saudaveis,
foi utilizado um banco de soro de voluntarios, pareado por sexo e idade, o qual esta
disponivel no LINAT. Para o estudo da galectina na saliva dos controles saudaveis,

utlizou-se o grupo de voluntarios descrito anteriormente.

5.8.2 Andlise Imunohistoquimica de tecido de glandula salivar menor

Foram analisados dezesseis blocos contendo produtos de bidpsia de glandula
salivar menor. Esses exames foram realizados pela equipe de estomatologia no
Departamento de Odontologia da UFPE, que tem vasta experiéncia na realizacao
desse procedimento. A técnica do exame consiste inicialmente na realizacdo de
anestesia local com uma pequena incisdo de 0,5 a 1 cm no labio inferior com retirada

de 4 a 6 glandulas salivares menores, seguida de sutura simples.

Os pacientes que ainda ndo haviam realizado 0 exame e apresentavam

indicacao para fazé-lo (para confirmacgéo diagnostica ou avaliagdo prognostica) foram
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convidados a procedé-lo. Dos que ja haviam feito o exame anteriormente, as laminas
foram resgatadas para avaliacdo no departamento de patologia do Hospital das

Clinicas e de odontologia UFPE.

Por se tratar de um exame invasivo, nos pacientes que ja haviam realizado
esse procedimento e ndo se tinha acesso as laminas, a repeticdo desse exame foi

desconsiderada.

Ap0s adquiridos os blocos, os mesmos foram cortados com espessura de trés
micrémeros e depois foram desparafinizados em xilol e reidratados em concentracdes
decrescentes de etanol (100, 95, 70, e 50%). Em seguida foi realizada a recuperacao
antigénica em Target Retrieval Solution, em pH 9 1:50 (kit Dako), a 65°C por 20
minutos. ApOs o resfriamento, as laminas foram incubadas com o bloqueador de
peroxidase endogena, por 10 minutos, seguido do bloqueio das ligacdes inespecificas
com o PBS/BSA 5% (do inglés: Phosphate Buffered Saline/ bovine serum albumin),

por 60 minutos, a TA.

Os cortes histolégicos foram incubados com o anticorpo anti-galectina-9 (CSB-
PA026494A0RB, 1:100, Empresa Cusabio) diluidos em PBS-BSA 5%, durante o
periodo de 60 minutos, a 37°C. Apds a incubagdo com 0s anticorpos primarios, foi
aplicado o sistema de amplificacdo do kit comercial Dako EnVision Duoflex-HRP, por

60 minutos, a temperatura ambiente, e os cortes foram revelados com DAB-H20:.

Os controles positivos utilizados foram selecionados segundo indicacdo do
fabricante, utilizando-se tecido renal, e os controles negativos estabelecidos através
da substituicdo do anticorpo secundario por anticorpo anti-lgG humana inespecifica
(DAKO). As fotografias foram realizadas utilizando Microscopio Zeiss, com o sistema
de captura de imagem ZEN 2011 (blue edition). A avaliacdo das laminas foi feita por

biomédico experiente na leitura de galectinas e uma meédica patologista.

Foi procedida uma separacédo das laminas que tiveram expressao de gal-9
positiva (identificadas com cor acastanhada no parénquima ou regido de estroma das
glandulas salivares) ou negativa (ndo visualizacdo da marcagdo em cor acastanhada
em nesses locais), sendo posteriormente identificado os locais onde houve essa

marcagao.
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5.8.3 Ultrassonografia de glandulas salivares

A Ultrassonografia de glandulas salivares foi realizada utilizando-se o
equipamento General Eletric LOGIC S7, com sonda de transdutor linear de alta
frequéncia (10MHz), em modo-B, realizado por radiologista com mais de 2 anos de
experiéncia na realizacdo desse exame. Utilizou-se a classificagdo baseada no
OMERACT ultrasound working group (JOUSSE-JOULIN et al., 2019), que varia de 0
a 3, sendo 0 considerado o parénquima normal, grau 1: mudanca minima,
heterogeneidade leve sem areas anecoicas/hipoecdicas; grau 2, mudanca moderada:
heterogeneidade moderada com areas anecoicas/hipoecoicas focais e grau 3 o pior
acometimento, com heterogeneidade difusa, areas hipo ou anecoicas ocupando toda

a superficie glandular e sem tecido normal ao redor (Apéndice B).

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados descritivamente por meio de frequéncias absolutas
e percentuais para as variaveis categéricas e das medidas: média, desvio padrdo
(média £ DP) e mediana e os percentis 25 e 75 (mediana (P25; P75) para as variaveis
numericas. A comparacao entre as duas categorias em relacdo as gals foi realizada
através do teste Mann-Whitney. O grau da relagdo entre duas variaveis numéricas foi
avaliado pelo coeficiente de correlagdo de Spearman com o uso do teste t-Student

especifico para a hipétese de correlacdo nula.

A escolha dos testes Wilcoxon pareado, Mann-Whitney e a correlacdo de
Spearman ocorreram nas situacdes em que os dados mostraram auséncia de
normalidade ou o tamanho da amostra foi inferior a 6 casos em alguma categoria. A
verificacdo da normalidade foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk e a igualdade de

variancias pelo teste F de Levene.

A margem de erro utilizada na decisédo dos testes estatisticos foi de 5%. Os
dados foram digitados em planilha EXCEL (Microsoft Office) e o programa utilizado

para obtencdo dos calculos estatisticos foi o IMB SPSS na verséo 25.

5.10 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi submetido & avaliacido e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisas em Seres Humanos do Hospital das Clinica da UFPE, de acordo com a

resolucéo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (Anexo G).



50

Todos os individuos participantes do estudo assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice C), conforme exigéncia da
referida resolugcdo. Nenhuma coleta foi realizada sem a autorizacdo prévia dos
voluntarios. As coletas de saliva e de sangue foram realizadas por profissionais
devidamente treinados, a fim de minimizar o nimero de tentativas para a coleta e risco

de complica¢Bes, como hematoma (area arroxeada na pele) e dor local.
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6 RESULTADOS
6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram incluidas 42 pacientes portadoras de SSP, todas do sexo feminino e
com idade variando entre 20 e 61 anos e média de 45,8 (+11,16) anos, sendo 18
(42,9%) com mais de 5lanos. Nao houve diferenca de idade em relacdo ao grupo

controle, cuja média foi de 45,2 (+ 10,88) anos.

As caracteristicas da amostra, assim como os resultados da bidpsia salivar,
testes objetivos para avaliacdo de secura ocular e oral, utilizados para o diagnostico,
frequéncia de autoanticorpos, alteracdes hematoldgicas, provas inflamatdrias,
comorbidades, medicamentos em uso e escore de atividade estéo descritos na tabela
3.

Tabela 1 — Caracteristicas relacionadas ao sexo, duragdo dos sintomas, aos testes diagnoésticos,
autoanticorpos, hemograma, provas inflamatérias, comorbidades, medica¢Bes em uso e escore de

atividade dos pacientes do grupo SSP.
CARACTERISTICAS

Sexo Feminino — n (%) 42 (100)
Idade — média + DP 45,8 +11,16
Duracéo de doenca(anos) - média + DP 5,81+4,51
Exames para diagnostico

Teste de Schirmer positivo (N=40) - n (%) 27 (67,5)
Média Schirmer (mm) média + DP 4.6+ 3,01
Fluxo salivar ndo estimulado alterado (N= 39) - n (%) 35 (89,7)
Biopsia com Sialoadenite focal linfocitica em glandula salivar menor (N =31) n (%) 29 (93,5)
Autoanticorpos Positivos N (%)
FAN (N=41) 36 (87,8)
Anti Ro/SSA (N=41) 33 (80,4)
Anti La /SSB (N=35) 17 (48,5)
Fator reumatoide (N=42) 15 (35,7)
Hemograma, Provas de Atividade Inflamatéria e IgG 10 (23,8)
Anemia (Hb<12)) (N=42) - média + DP 12,83 (x1,09)
Linfopenia (linfocitos <4.000/mm?3 ) (N=42) 13 (30,9)
Leucopenia (leucocitos <10.000/mm? (N=42) 11 (26,2)
VHS acima da normalidade (N=35) 25 (71,4)
PCR acima da normalidade (N=39) 5(12,8)
1gG (mg/dl) (médiatDP) 1539,87+536,83
Comorbidades (N=42) N (%)
Sobrepeso (IMC 225 e <29,9) 16 (38,1)
Menopausa 13 (30,9)
Fibromialgia 12 (28,5)

Transtorno de Ansiedade 12 (28,5)



Hipovitaminose D

Hipertenséo

Diabetes

Medicag6es (N=42)

Colirios Substitutos de lagrimas
Vitamina D

Hidroxicloroquina

Antidepressivos

Metotrexato

Corticoide (< 20 mg de prednisona)
Corticoide (= 20 mg de prednisona)
Pilocarpina

Azatioprina

Rituximabe

Ciclofosfamida

Leflunomida

Escore de Atividade

ESSDAI - mediana (P25; P75)
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10 (23,8)
9 (21,4)
9 (21,42
N (%)
29 (69,0)
26 (61,9)
23 (54,7)
19 (45,2)
11 (26,2)
10 (23,8)
0 (0)
07 (16,6)
07 (16,6)
04 (9,5)
01 (2,4)
01 (2,4)

2,00(1,00; 4,25)

ESSDAI= EULAR Sjégren’s Syndrome Disease Activity Index; FAN= Fator Anti Nuclear; IMC= Indice de Massa

Corpérea VHS= Velocidade de Hemossedimentacao; PCR= Proteina C Reativa

No que concerne a exames de imagem, foram analisados os resultados de

USG de glandulas parotidas e submandibulares de 32 pacientes com SSP, dos quais

24(75%) apresentavam achados compativeis com SSj. A descricdo detalhada se

encontra na Tabela 2.

Tabela 2 — Achados ultrassonogréficos das glandulas salivares de pacientes portadores de SSP

(n=32).
Variavel n (%)
USG compativel com SSj
Sim 24(75)
N&o 8(25)
Grau de acometimento de parotida
Oel 16 (50,0)
2e3 16 (50,0)
Grau de acometimento de submandibular
Oel 8 (19,0)
2e3 24 (57,1)
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6.2 ACHADOS RELACIONADOS A GAL-9 SERICA E SALIVAR

Em relacéo aos niveis séricos de gal-9, o grupo controle apresentou a mediana
significativamente superior ao dos pacientes do grupo SSP. Por outro lado, na saliva,
a mediana foi maior no grupo dos doentes (Tabela 4 e Gréfico 1).

Tabela 3 — Comparacéo da mediana da galectina-9 sérica e salivar nos grupos SSP e controle.

Pacientes (n=42) Controle (n=42)
Variavel Mediana (P25; P75) Mediana (P25; P75) Valor
1) =
Soro 2264,24 (1867,27; 2980,91) 3622,86 (215,00; 4602,14) pt=0047
Saliva 613,58 (352,97; 972,67) 317,59 (46,87; 714,49) p W=0,012

(1) Pelo teste de Mann-Whitney

Gréfico 1- Niveis séricos (A) e salivares (B) de gal-9 nos grupos SSP e controle.
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As correlacdes entre os niveis da gal-9 sérica e salivar e a idade, dosagem de
IgG sérica e atividade de doenca podem ser observadas na Tabela 4. Entretanto, ndo
foram registradas associacdes significativas entre os niveis de gal-9 e as trés variaveis
analisadas. Esses valores podem ser observados nos graficos 2 e 3.

Tabela 4 — Correlacdo de Spearman entre a galectina-9 no soro e na saliva com os resultados das
variaveis ESSDAI atual, idade e 1gG sérica no grupo SSP.

Variavel Soro Saliva

r (p) r (p)
Escore ESSDAI atual 0,21 (0,175) 0,32 (0,090)
Idade - 0,16 (0,323) - 0,13 (0,496)
IgG sérica 0,16 (0,341) 0,25 (0,213)

ESSDAI= EULAR Sjégren’s Syndrome Disease Activity
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Grafico 2- Niveis séricos da galectina 9 em pacientes portadores de SSP correlacionados com as

variaveis ESSDAI(A), Idade(B) e IgG sérica(C), respectivamente.
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Grafico 3- Niveis salivares da galectina 9 em pacientes portadores de SSP correlacionados com as
variaveis ESSDAI(A), Idade(B) e IgG sérica(C), respectivamente.
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Na Tabela 5 se apresentam os resultados da gal-9 no soro e na saliva e suas
associagoes, segundo as categorias das variaveis: anti-Ro (SSA), anti-La (SSB), teste
de Schirmer, fluxo salivar, uso dos medicamentos, manifestacdes extra-glandulares e
graus de acometimento de glandula parotida e submandibular. Foram observados
maiores niveis de gal-9 na saliva de pacientes com Anti-La/SSB positivo e com

presenca de manifestagcbes extraglandulares.
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Tabela 5 — Associacao entre os niveis de gal-9 no soro e na saliva, segundo as variaveis relacionadas

a autoanticorpos, testes de secura, medicacdes e achados ultrassonograficos de glandulas salivares

no grupo SSP.

Variavel Soro Saliva

Anti-Ro (SSA) Mediana (P25;P75) Mediana (P25;P75)
Positivo 2305,91 (1915,00; 2952,12) 655,70 (508,73; 1097,82)
Negativo 1967,27 (1525,61; 3075,23) 238,12 (25,70; 738,73)
Valor de p pY=0,409 p®=0,072
Anti-La (SSB)

Positivo 2222,58 (1624,09; 3033,94) 927,80 (599,30; 1411,01)
Negativo 2210,45 (1881,67; 2843,79) 526,00 (198,00; 816,91)
Valor de p p®= 0,978 p®=0,029*
Teste de Schirmer

Positivo 2190,76 (1824,09; 2992,27) 627,56 (422,26; 970,12)
Negativo 2425,61 (1946,06; 3180,91) 625,40 (245,44; 1482,00)
Valor de p p Y =0,549 p®=0,8272
Teste Fluxo salivar

Positivo 2415,00 (1883,94; 2984,70) 612,44 (311,33; 941,92)
Negativo 2305,91 (1657,42; 0,00) 938,11 (564,81; 1211,00)
Valor de p p®=0,535 p®=0,397

Uso de imunomodulador e/ou

imunossupressor

Sim* 2264,24 (1882,80; 2943,79) 600,54 (311,30; 930,39)
N&o 2514,24 (1688,48; 5778,82) 1053,27 (454,03; 4285,52)
Valor de p p™=0,695 p®=0,214

Ultrassonografia de glandulas
salivares

GrausOe 1 2492,01 (1671,1; 3410,5) 412,1 (190,19; 1041,00)
Graus2e 3 2573,01 (2083,01; 2977,02) 655,72 (573,66; 1347,27)
Valor de p p™®=0,979 p®= 0,298
Presenca de manifestacéo extra-

glandular

Sim 2360,45 (2060,45; 2988,48) 816,91 (569,18; 1361,45)
N&o 1915,00 (1479,01; 2809,70) 328,72 (46,87; 581,00)
Valor de p p®=0,224 p®=0,002*

(*) Pacientes em uso de hidroxicloroquina isoladamente ou associado com outros imunossupressores (metotrexate,
leflunomida, azatioprina, ciclofosfamida ou rituximabe)

(1) Pelo teste Mann-Whitney.

6.3 ACHADOS DESCRITIVOS DA IMUNOHISTOQUIMICA DA GAL-9

O estudo imuno-histoquimico realizado nos tecidos provenientes das bidpsias
de glandulas salivares disponiveis de pacientes portadoras de SSP revelou que 7/16
(43%) tiveram marcagédo positiva no estroma e 14/16 (87,5%) nas células ductais. Na
figura 5 pode-se observar laminas de bidopsias com marcacdo positiva (A) e 0s

controles negativo (B) e positivo (C).
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Figura 6 — Marcacéo positiva de Gal-9 nas células ductais e no estroma de tecido glandular salivar
menor de paciente com SSP (A), Controle Negativo (B), Controle Positivo (C).
Marcacdo positiva de Gal-9 nas células ductais e em células do infiltrado inflamatorio

——)p Células do Infiltrado Inflamatério sl  Cé|ulas Ductais
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho foram estudados os niveis de gal-9 no soro e, de forma inédita,
na saliva de pacientes portadores de SSP e foram realizadas comparagbes com
medidas relacionadas a atividade da doenca e fatores que pudessem influenciar

nessa atividade.

No que se refere a galectina-9 no soro, a mediana dos controles foi
estatisticamente superior do que a dos pacientes. O fato da maioria dos pacientes do
presente estudo estar em atividade leve da doenca (mediana ESSDAI=2) e mais de
80% estarem sob o uso de imunomediadores ou imunossupressores, pode ter
influenciado nesse resultado. Diferentemente dos nossos achados, o trabalho de Van
den Hoogen e cols. (2018) mostrou niveis circulantes maiores dessa lectina em
pacientes com SSP, comparado com outros participantes que tinham sindrome sicca
(ndo relacionado a SSj) ou com o grupo controle (VAN DEN HOOGEN et al., 2018a).
E importante salientar que esse estudo de Van den Hoogen n&o descreveu detalhes
sobre o tempo de doenca dos pacientes, o grau de atividade nem as medicacdes em

uso, fatores os quais poderiam ajudar a esclarecer esses achados divergentes.

De forma inédita, o presente estudo identificou niveis mais elevados de gal-9
na saliva de pacientes com SSP em comparacdo com controles saudaveis. Esse
achado pode ser um reflexo do microambiente inflamatério crénico que ocorre no
tecido glandular, no qual classicamente encontramos a presenca de linfécitos T CD4+
e linfécitos B (HOCHBERG, 2015), os quais podem expressar TIM-3 (IWASAKI-
HOZUMI et al., 2021). Como uma forma de atenuar esse processo inflamatério, mais
gal-9 pode estar sendo produzida, para que, ao interagir com o receptor TIM-3, possa
levar a apoptose das células T e, ao interagir com o CD45, inibir a proliferacao de céls
B.

Em relacdo ao ESSDAI e a IgG, ndo foi observada correlacdo entre niveis
séricos e salivares de gal-9 e esses parametros. Van den Hoogen e cols. (2018),
também fizeram correlacdo semelhante e investigaram a gal-9 sérica em pacientes
com SSP, encontrando em resultados preliminares uma correlacdo positiva dessa
galectina com ESSDAI (r=0,43; p=0.004) e com a IgG (r=0,64 (p<0.001) (Van den
Hoogen, 2018). Entretanto, a indisponibilidade de dados da amostra referentes a

mediana do ESSDAI, média da IgG dos pacientes, dificulta a realizacdo de
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comparacdes com o presente estudo. Caso o numero de pacientes fosse maior, talvez
uma correlacdo forte pudesse ser encontrada, sendo necessarios mais estudos para

avaliar essa relacao.

Sobre a USG de glandulas parétidas e submandibulares, foi encontrado que a
mediana da gal-9, tanto no soro como na saliva, foi superior nos pacientes que
apresentavam uma classificacéo de grau 2 e 3, ou seja, compativeis com SS, quando
comparados com pacientes de grau 0 ou 1, porém, sem significancia estatistica. Os
fatores que poderiam aumentar o poder estatistico dessa relacdo a inclusdo de mais

pacientes, e, também, realizar esse exame em controles saudaveis.

Apesar de serem descritas correlacdes de altos escores ultrassonograficos em
pacientes portadores de Sjégren com os niveis de IgG, presenca do AntiRo-SSa,
vasculite cutdnea e presenca de centros germinativos na bidpsia de glandula
salivar(THEANDER; MANDL, 2014), até o momento, ndo se tem relato na literatura
de trabalhos que fizeram andlise de achados ultrassonograficos com galectina-9 em
pacientes com SSP, o que refor¢a o carater inovador deste estudo.

Ao se avaliar a relacéo entre os niveis de gal-9 sérico e salivar com anticorpos,
testes de secura, uso de medicacdes e presenca de manifestacdes extra-glandulares,
observou-se, que nos pacientes que apresentavam manifestacdes extra-glandulares,
a dosagem da gal-9 salivar foi maior do que os que tinham apenas sintomas
glandulares, o que pode também ser um reflexo de uma maior agressao epitelial e

infiltracao linfocitéaria.

O achado da relacédo da gal-9 salivar e a positividade do autoanticorpo Anti-
La/SSb pode ser uma traducao indireta da agressao autoimune que esta acontecendo
a nivel celular no parénquima das glandulas salivares, fazendo com que essa proteina
La/SSh, que na verdade é intracelular, esteja sendo exposta ha membrana celular e,
dessa forma, esteja sendo apresentada a células do sistema imune, levando a um
aumento na producao de gal-9. Mais estudos com sao necessarios para se confirmar

esses achados.

De acordo com a literatura, um trabalho que utilizou, em pacientes portadores
de SSP, a hidroxicloroquina juntamente com leflunomida, outra droga antirreumatica

modificadora da doencga, demonstrou que a gal-9 pode ser utilizada como biomarcador
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de resposta a terapéutica com hidroxicloroquina e/ou leflunomida, além de dosagem
de outros marcadores da assinatura do interferon (Van den Hoogen, 2018; Van der
Heijden et al., 2019). Entretanto, como no presente estudo apenas uma paciente
estava em uso desse DMARD, e foi avaliada transversalmente, néo foi possivel essa

analise.

Acerca da analise imuno-histoquimica da marcacdo das gal-9 dos pacientes,
encontrou-se uma marcacao positiva tanto em células ductais quanto em células
estromais. Nao foram encontrados trabalhos semelhantes com esse tipo de avaliacéo
para efetuar comparacfes. Até o0 momento, ndo esta esclarecido se, em condi¢cfes
fisiolégicas, a gal-9 é encontrada em tecidos glandulares saudaveéis, portanto, sua
presenca nesse tecido pode ser um reflexo da infiltracéo de outros tipos celulares que
podem expressar a gal-9 (HIRASHIMA et al., 2002) ou da propria acdo das células
epiteliais, as quais, em condi¢cdes patoldgicas, podem funcionar como células
apresentadoras de antigenos, ao expor autoantigenos em sua membrana e perpetuar
o ciclo de ativacdo da resposta imune Esse estado ativado pode, por meios ainda nao
esclarecidos, fazer com que essas células expressem gal-9. (RISCHMUELLER; TIEU;
LESTER, 2016).

Entre as limitagbes do presente estudo destaca-se o tamanho da amostra que
pode ndo ter sido suficiente para detectar associacdes entre os niveis de gal-9 e
parametros clinicos e laboratoriais da doenca. A ampliacdo da quantidade de
pacientes em variados graus de atividade de doenca, pode contribuir na investigacao
do potencial da gal-9 como biomarcador na SSP, uma vez que o fato da maioria das
pacientes estar com a doenca bem controlada e em uso de medicagdes, pode ter

influenciado nos resultados.

Estudar partes saudaveis do tecido da bidpsia glandular e pacientes saudaveis
sdo alternativas que podem aumentar a evidéncia dos achados inéditos
imunohistoquimicos do presente estudo ao avaliar a presenca de gal-9 em condigfes
fisiologicas. Analisar de forma mais detalhada os subtipos celulares do infiltrado
inflamatorio que expressam essa galectina podem abrir caminho para novos estudos

envolvendo alvos terapéuticos na SSP.

Aprofundar o conhecimento sobre a participacdo das gals no desenvolvimento

da Sindrome de Sjogren e suas correlagdes com marcadores clinicos e histologicos,
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€ de fundamental importancia, uma vez que, essas condicfes ainda apresentam
mecanismos patogénicos ainda obscuros e multifatoriais. Esses achados
especulativos requerem pesquisas adicionar para estabelecer reprodutibilidade,
generalizacdo e utilidade na avaliagdo de pacientes acometidos por essa sindrome.
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8 CONCLUSAO

Os niveis de gal-9 no soro de pacientes portadores de SSP se apresentaram
estatisticamente menores comparados a controles saudaveis.

Os niveis de gal-9 salivar se apresentaram estatisticamente maiores em
pacientes portadores de SSP e se correlacionaram com a presenca de
manifestacdes extra-glandulares e a positividade do anticorpo Anti-La/SSb,

Os niveis de gal-9 salivar e sérica ndo apresentaram associacdo com achados
ultrassonograficos

Os niveis de gal-9 no soro e na saliva ndo apresentaram correlacdo
estatitisticamente significativa com escore de atividade ESSDAI, 1gG, idade.
Nao foi encontrada associagcdo entre os niveis de gal-9 no soro e na saliva
segundo testes de secura, medicacdes e o Anticorpo Anti-Ro e também nao
houve associagdo entre o o nivel de gal-9 no soro e Anti-La.

A andlise das biopsias glandulares permitiu a observacdo da expressao
aumentada de gal-9 nas células ductais e do estroma em pacientes portadores
de SSP.
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APENDICE A —FICHA CLINICA DE PACIENTES COM SINDROME DE SJOGREN

Hospital das Clinicas
UFPE

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA
DE SERVICOS HOSPITALARES

- IDENTIFICACAO Data : / /
Pdo
PRONTUARIO
CODIGO ID
PAC
SEXO: F() M( )
DN: IDADE:
NATURALIDADE: PROCEDENCIA:;

RACA-COR AUTOREFERIDA:

guer responder

1() Preta 2()Parda 3()Branca 4()Amarela 5() Indigena 6() Nao sabe/Nao

PROFISSAO: ESTADO CIVIL:
PESO: ALTURA:
DATA DO PRIMEIRO SINTOMA: / /

DATA DO DIAGNOSTICO: / /

Telefone :

Controle : sim nao

- CRITERIO DE INCLUSAO

() Preencheu Consenso do Grupo Americano-Europeu 2002 e/ou de 2012;

() Preencheu Consenso Americano-Europeu 2015 e

() Maior de 18 anos;

I. Sintomas oculares

Sim

N&o
Realizado

Resposta afirmativa para pelo menos 1 das questdes abaixo

Vocé tem sensacdo de olho seco diariamente por mais de trés meses?
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Vocé tem sensacao de areia nos olhos?

Vocé usa lubrificante ocular mais de trés vezes por dia?

Il. Sintomas orais

Sim

Resposta afirmativa para pelo menos 1 das questdes abaixo

Vocé tem sentido boca seca diariamente por mais de trés meses?

Vocé tem inchaco de glandulas salivares recorrentes ou persistentes na
idade adulta?

Vocé usa com frequéncia iquidos para ajudar a engolir alimentos
secos?

Ill. Sinais oculares

Sim

Nao
realizado

Evidéncia de envolvimento ocular definido como um teste positivo em
um dos seguintes:

Teste de Schirmer tipo |, sem anestesia (£5mm em 5 minutos)

Escore de Rosa Bengala ou outro teste de olho seco (escore >4 de van
Bijsterveld)

IV. Histopatologia:

Sim

Nao
realizado

Presenca de sialoadenite focal linfocitica em glandula salivar menor
(obtida de mucosa de aparéncia normal), lida por patologista
experiente, com um escore de foco >1, definida como o niumero de foco
linfocitico (que sé@o adjacentes aos acinos de aparéncia normais e
contendo mais de 50 linfécitos) por 4mm2 de tecido glandular

V. Envolvimento de glandula salivar

Sim

Nao
realizado

Envolvimento objetivo definido por um teste positivo em um dos
seguintes:

Fluxo salivar total ndo estimulado (<1,5ml em 15 minutos)

Sialografia de parétidas mostrando a presenca de sialectasias difusas
(padrdo puntata, cavitario ou destrutivo), sem evidéncia de obstrucao
em ductos maiores.

Cintilografia salivar mostrando redu¢éo da captagdo, da concentracao
el/ou excrecdo reduzida do tracador

VI. Autoanticorpos

Sim

Nao
realizado

Presenca sérica do anticorpo anti-Ro (SSA)

Presenca sérica do anticorpo anti-La (SSB)

SSj primaria de acordo com Consenso Americano-Europeu é definida por:

a) a presenca de 4 itens, desde que o item IV ou VI seja positivo. OU
b) a presenca de 3 dos 4 critérios objetivos (itens Ill, 1V, V ou VI).

Critérios do ACR 2012

Pacientes com sinais/sintomas devem ter pelo menos 2 dos 3 itens abaixo:
1. (Anti-Ro) e/OU (Anti-La) OU (FR positivo E FAN>1:320)

2. Bidpsia de glandula salivar com um foco de sialoadenite em 4mm2

3. Ceratoconjuntivite seca com OSS escore > 3 — pontuacédo de coloracéo ocular

(individuos que néo estdo usando colirio para glaucoma e ndo foram
submetidos a cirurgia corneal ou palpebral em pelo menos 5 anos).

CRITERIOS EUROPEU-AMERICANO, 2015

Sim

Nao
realizado

e Presenca sérica de anticorpo anti-Ro (SSA) 2> 3 pontos
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e Presenca de sialoadenite focal linfocitica em glandula salivar
menor (obtida de mucosa de aparéncia normal), lida por
patologista experiente, com um escore de foco >1, definida como
o numero de foco linfocitico (que sdo adjacentes aos acinos de
aparéncia normais e contendo mais de 50 linfécitos) por 4mmz2 de
tecido glandular. > 3 pontos

e OSS (Ocular Score Sicca) 25 -2 1 ponto

e Teste de Schirmer tipo I, sem anestesia (£5mm em 5 minutos) >
1 ponto

e Fluxo salivar total ndo estimulado (<0,1ml em 15 minutos) = 1
ponto

Total: 9 pontos

SS Primério, de acordo com Critérios Americano-Europeu 2015 é definido pela presenca de = 4 pontos.

lll - CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pelo menos 1 das doencas ou item abaixo

Sim

Sindrome de Sobreposicao

SS secundaria

18 anos ou menos

Hepatite C

Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida (SIDA)

Passado de radioterapia em cabeca ou pescoco

Linfoma ou outra doenca linfoproliferativa

Doenca enxerto-versus-hospedeiro

Sarcoidose

Sindrome da HiperlgG4

Considera-se sindrome de Sjogren secundaria quando as manifestac@es clinicas séo melhor explicadas por outra doenca

reumatica autoimune. A presenca de anticorpos associados a outras doencas, como anti CCP, anti cardiolipina, anti

centrdbmero ndo sao critérios de exclusdo, quando as manifestacdes clinicas sdo melhor explicadas pela sindrome de Sjogren.

IV -AVALIACAO CLINICA:

COMORBIDADES

Sim

Fibromialgia (ACR 90 ou ACR 2010)

Sindromes dolorosas regionais Especifique:
(Tendinites/Bursites/ Sindromes
compressivas)

Osteoporose

Osteoartrite Especifique:

Depresséo

Ansiedade

Hipertenséo

Diabetes

Dislipidemia

Obesidade

IAM /AVC

Angioplastia

Hipotireoidismo

Hepatite B

Linfoma Especifique:

Outras neoplasias Especifique:

Doenca Renal Crbnica

Doencas respiratérias Especifique:

Doencas gastrointestinais Especifique:

Doencas enddcrinas Especifique:

Menopausa




Tabagismo atual (quanto/dia, carga
tabagica, tempo usou, tempo parou)

Hipovitaminose D

V-

FUNCAO SALIVAR E LACRIMAL (valor mais recente

Teste

Resultado 1
(diagnostico)

Resultado 2
(atual)

Data Data

Fluxo salivar nédo
estimulado (ml/15min)

Schirmer OD (mm)

Schirmer OE (mm)

Escore OSS

VI-

HISTOPATOLOGIA (DATA :

/

/ (_ ) N&o Realizado

Area (mm2) :
Grau de inflamacéo:

Focus score (numero total de focos na
amostra)

Centro Germinativo:

SIM () NAO( )

Dilata¢&o ductal

Leve ( ) moderada ( ) acentuada ( )

Atrofia acinar

Leve ( ) moderada ( ) acentuada ( )

Fibrose

Leve ( ) moderada ( ) acentuada ( )

Liposubstitui¢cdo

Leve ( ) moderada ( ) acentuada ( )

Padréo histologico*

10) 2() 3() 4()

*  Focall, Inespecifica?, Atrofiante3, Esclerosante3

VII-

AUTOANTICORPOS

Autoanticorpos

Sim

Nao

Nao realizado

Titulo/Resultado

Anti — Ro —SSA

Anti—La - SSB

Fator Reumatoide

FAN

Anti-CCP

Anti-centromero

Anti-cardiolipina

Anti-Scl70

Anti-RNP

Anti-DNA

Anti-Sm

Anti-TPO

Crioglobulinas

Outros

VIII-

MEDICACAO SINTOMATICA NO PASSADO OU PRESENTE

PASSADO

PRESENTE

Pilocarpina

Cevimelina

Acetilcisteina

Oleo de linhaca

Substituto de saliva

Substituto de lagrima

IX-IMUNOSSUPRESSOR/IMUNOMODULADOR/TRATAMENTO DE COMORBIDADES

PASSADO PRESENTE

Hidroxicloroguina

Data

NAO
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Metotrexato

Leflunomida

Azatioprina

Baixa dose de corticéide (£20mg/d)

Alta dose de corticéide (>20mg/d)

Ciclofosfamida

Micofenolato mofetil

Imunoglobulina

Rituximabe

QOutro bioldgico. Qual?

Outro imunossupressor. Qual?

Anti-inflamat6ério ndo esteroidal

Analgésico

Antidepressivo

Opidide leve (tramadol ou codeina)

Antihipertensivo

Anticonvulsivante

Sinvastatina ou outra estatina

Antidiabético oral

Insulina

Inibidor bomba de préton (Omeprazol/outro)

Bisfosfonatos

Vitamina D

Calcio

Acido folico

Outros. Especifique:

X: Ultrassonografia de Par6tidas

XI = Sintomas clinicos atuais

Artralgia al:l xDmia

xE'mia

Dispneia [ |d f§ |

| de peso

Aumento de parétidas fad ] dd _ lieforca

envolvimento cutaneo |:|

XII-SINTOMAS E QUESTIONARIO DE ATIVIDADE DE DOENGCA (ESSDAI, ESSPRI) E DE

DANO(SSDDI)

ESSDAI INICIAL

Dominios

U
D
w0
o

Pontuacéo

Escore Dominio (Peso
X Ponto)

Constitutional

Linfadenomegalia

Glandular

Articular (com sinovite)

Cutaneo

Respirattério

Muscular (com miosite)

Envolvimento Renal

OO WININ|A~ (W
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Envolvimento Neurolégico 5
Periférico

Envolvimento Neurolégico 5
Central

Hematolégico 2
Biolégico 1

ESCORE TOTAL ESSDAI (soma dos dominios) :

ESSDAI ATUAL

Dominios

U
@
n
o

Pontuacéo

Escore Dominio
(Peso x Ponto)

Constitutional

Linfadenomegalia

Glandular

Articular (com sinovite)

Cutaneo

Respirattorio

Muscular (com miosite)

Envolvimento Renal

Envolvimento Neurolégico
Periférico

GO(OTA|WININ |~ (W

Envolvimento Neurolégico
Central

(631

Hematolégico

2

Biolbgico

1

ESCORE TOTAL ESSDAI (soma dos dominios) :

ESSPRI ATUAL

Pontuacéo de 1 a 10

e Fadiga

e Dor articular

e Sintomas de secura

Total

SSDDI - Sjogren’s Syndrome DIsease Damage Index

ltem Definicao cScor | Pontuacéo
e
1) Dano oral/saliva
a)Prejuizo do fluxo salivar Fluxo salivar ndo estimulado 1
(<1,5ml/15min)
b)Perda de dentes Perda completa ou quase completa 1
2) Dano ocular
a) Prejuizo na lubrificagc&o ocular Schirmer < 5mm em 5min 1
b) Anormalidade estrutural Ulcera de cornea , catarata, blefarite 1
cronica
3) Dano neuroldgico
a) Envolvimento de SNC Envolvimento crénico e estavel do 2
SNC
b) Neuropatia periférica Comprometimento cronico e estavel 1
do sistema periférico ou autonémico
4) Dano pleuropulmonar (qualquer um 2
das seguintes alteragées):
a) Fibrose pleural a) Confirmado por imagem
b) Fibrose intersticial b) Confirmado por imagem




78

¢) Significante dano funcional
irreversivel

¢) Confirmado por espirometria

5) Dano renal (qualquer um das
seguintes alteracées):

a)Aumento da creatinina ou reducao
da TFG

b) Acidose tubular

c¢) Nefrocalcinose

a) Anormalidade estavel e cronica
b) Ph urinario> 6,0 e bicarbonato
sérico <15 mmoles/litro em 2 exames

consecutivos

¢) Confirmado por imagem

6) Doenca linfoproliferativa (qualquer 5
uma das seguintes alteragdes):
a) Linfoma de célula B a) Clinica e confirmacao histologica
b) Mieloma multiplo b) Clinica e confirmacéao histolégica
¢) Macroglobulinemia de Waldenstrom |c) Clinica e confirmacéo histologica
Xl — ANALISE DE SANGUE ATUAL (DATA: )
Resultado Unidade
Leucécitos totais (10*9/L)
Linfécitos (10*9/L)
Plaguetas (10*9/L)
Hemoglobina (g/dL)
Hematdcrito
VHS (mm/h)
PCR (mg/dL)
Uréia (Mmol/L)
Creatinina (umol/L)
HCO3- (mmol/L)
CPK (Ui/L)
DHL (UIIL)
IgG (g/L)
C3 Specify :
C4 Specify :
Glicemia (mg/dL)
Colesterol Total (mg/dL)
Colesterol HDL (mg/dL)
Colesteroll LDL (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)
XIV — ANALISE DA URINA (DATA: )
Resultado Unidade
PH
Densidade
Leucdcitos NUmero de células
Hemdcias NUmero de células
Proteinas Quantitativo
Proteindria 24h (9)

CALCULO DO ESSDAI

Multiplicar o peso do dominio pela pontuacao para obter o escore do dominio.
O valor final é a soma dos escores de todos os dominios.

ESSDAI< 5 = baixo
ESSDAI =5 e < 14= moderado
ESSDAI = 15 = alto
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ESSDAI dominio: (peso do
dominio)

Pontuacéo do dominio x

peso

Qual manifestacéo?

Constitucional (3) X3 =
Linfadenopatia (4) X4=
Glandular (2) X2 =
Articular (2) X2 =
Cutaneo (3) X3 =
Respiratorio (5) X5 =
Renal (5) X5=
Muscular (6) X6=
Sistema nervoso periférico (5) X5=
Sistema nervoso central (5) X5=
Hematologico (2) X 2=
Biologico (1) X1=

ESSDAI TOTAL:




APENDICE B - FICHA DE CLASSIFICACAO DA ULTRASSONOGRAFIA DAS
GLANDULAS SALIVARES

Hoapiial das Chnicaa
4 [Digite aqui][Digite aqui]
NOME:

IDADE: PRONTUARIO: DATA:

USG DE GLANDULAS SALIVARES

REFERENCIA PARA CLASSIFICAGAO:

0- Parénguima normal

1- Minima alteragdo: leve heterogeneidade, sem dreas hipo ou anecoicas

2- Moderada alteragdo: moderada heterogeneidade com areas focais hipo ou anecdicas
arrodeadas por tecido normal

3- Severa alteragdo: heterogeneidade difusa com areas hipo ou anecéicas ocupando toda
a superficie glandular e sem tecido normal a redor.

Parétida gordurosa —ndo é possivel classificar entre 0 e 3 porque o paréngquima é
homogéneo, porém hiperecdico em relagdo com o tecido adjacente

Parétida fibrosa- ndo é possivel classificar entre 0 e 3 porque a parétida apresenta bandas
hiperecéicas que se desenvolvem para um tecido fibrético indistinguivel dos tecidos moles
adjacentes

| se 0-1: inespecificos 2-3: compativeis com SSj

Parotida Esq | Parétida Dir Submandib E | Submandib D

Tamanho (LXT ou apenas T)
Classificagdo

Presencga fibrose?
Infiltragdo gordurosa?
Presenca de
powerdoppler?

Resisténcia Interna

Classificagdo final :

Referéncia bibliogréfica: Video clip assessment of a salivary gland ultrasound scoring system in
Sjogren’s syndrome using consensual definitions: an OMERACT ultrasound working group
reliability exercise

Para o Doppler: usar uma frequéncia de 6,6-8MHz, filtro de parede baixo, o ROl englobando
toda a estrutura de interesse, juntamente com um pulso de repeti¢do para frequéncia (PRF),
gue varie de 700Hz a 1,4KHz. Durante o exame, deve ser realizada uma pressdo minima no
transdutor de modo a evitar oblitera¢do do vaso. Varrer nos planos longitudinal e transversal.
A medida da resisténcia interna serd obtida pela diferenga entre o pico de velocidade sistélica
e diastdlica fina sobre o pico de velocidade sistolica.
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APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA UFPE
FILIAL DA EMPRESA BRASILEIRA
Hospltal dasiClinicas DE SERVICOS HOSPITALARES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS
GALECTINAS 7 E 9 NO SORO E NA SALIVA DE PACIENTES PORTADORES DA SINDROME DE SJOGREN
PRIMARIA, que est& sob a responsabilidade da pesquisadora Paula Regina Toche dos Santos, Endereco: Av. Professor Moraes
Rego, s/n, Cidade Universitaria, Recife -PE, CEP 50740-900. Tel: 2126-3633; e-mail: paulatoche86@gmail.com.

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo (telefone:97943799; e-mail:

moacyr.rego@gmail.com); Aysa César Pinheiro (telefone:999046690, e-mail: aysapinheiro@hotmail.com); Andrea Tavares
Dantas (telefone:991721582; e-mail: andreatdantas@gmail.com),. e esta sob a orientagao de: Angela Luzia Branco Pinto Duarte
(telefone:999288550; e-mail: angelabduarte@hotmail.com). Telefone do Ambulatdrio da Reumatologia: 2126-3575.

Todas as suas ddvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagdo do estudo, pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que esta em duas vias. Uma via lhe sera entregue e a outra ficard com o pesquisador responsavel.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir é

um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricao da pesquisa: esta pesquisa busca estudar a relagdo entre os niveis da galectina 7 e 9, e as manifestacdes
clinicas glandulares e extra-glandulares da Sindrome de Sjogren. Para tal estudo, sera preenchida uma ficha com
informacdes sociodemograéficas, historico da doenca, achados do exame fisico do entrevistado, além de questionarios
relacionados aos sintomas da doenca. Além disso, realizaremos a coleta de sangue por profissional qualificado (30ml
de sangue- equivalente a metade de um copo pequeno de café, através de uma pungdo em veia do brago); dosagem
de saliva através da coleta em um copo plastico de forma espontanea ou estimula através da ingesta de sucgdo de um
limdo ou do ato de mascar um chiclete. Realizaremos o teste de Schirmer através da colocacdo delicada pelo
examinador de uma fita de papel filtro entre o globo ocular e a palpebra inferior do paciente. Além disso, também
realizaremos a Ultrassonografia das glandulas parétidas. Os pacientes, a depender do critério do pesquisador, serdo

incluidos no grupo dos pacientes portadores da doenca, ou entdo, no grupo controle.

» Esclarecimento do periodo de participagdo do voluntario na pesquisa, inicio, término e nimero de visitas para a
pesquisa: esta pesquisa terd inicio ap6s a aprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco e tem previsdo de término em fevereiro de 2021. Os participantes da mesma serdo
acompanhados a cada 3 meses e poderao entrar em contato com o pesquisador por telefone ou vir pessoalmente ao Hospital
das Clinicas em caso de ddvidas. Os pacientes que estdo no grupo controle serdo entrevistados apenas a quantidade de
vezes suficiente para preencher a ficha sociodemografica e clinica e realizados testes e exames.

» RISCOS diretos para o voluntério: risco baixo de hematoma (“mancha roxa”) no local da pung&o em decorréncia da coleta de sangue,
0 que pode ser revertido em poucos dias ou horas com a colocacéo de gelo e solucionada com analgésicos simples em caso de dor. Os

exames do fluxo salivar, teste do Schirmer e ultrassonografia de parétidas sdo indolores.
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ANEXOS
ANEXO A — CRITERIOS CLASSIFICATORIOS PARA SINDROME DE SJIOGREN
DO GRUPO CONSENSO AMERICANDO-EUROPEU DE 2002

Table 2  Revised international classification criteria for Sjdgren’s syndrome

I. Ocular symptoms: a positive response to at least one of the following questions:
1. Have you had daily, persistent, froublesome dry eyes for more than 3 months2
2. DG you hﬂ\’e a recurrent sensafion UI: SUTId or gmve‘ in ﬂ'le EYESe
3. Do you use tear substitutes more than 3 times a day?

II. Oral symptoms: a positive response to at least one of the following questions:
“ . HUVE you hud a dﬂily Feeh‘ng GF dry ITIOU”"I F:)r more il’](]ﬂ 3 mom‘hse
2. HUVE you hud TECLIITEI'IHY or persislenﬂy SWD"EFI su'iv:}ry g\:}nds as an aduhe
3.

Do you frequently drink liquids to aid in swallowing dry food?

lll. Ocular signs—that is, objective evidence of ocular involvement defined as a positive result for at least one of the following two tests:
1. Schirmer's | test, performed without anaesthesia (<5 mm in 5 minutes)
2. Rose bengo' score or other ocular dye score (=4 clccording to van BiisferveH’s scoring system)

IV. Histopathelogy: In minor salivary glands (obtained through normal-appearing mucosa) focal lymphocytic sialoadenitis, evaluated by an expert
histopathologist, with a focus score = 1, defined as a number of lymphocytic foci (which are adjacent to normal-appearing mucous acini and contain
more than 50 bmphocyles] per 4 mm’ of g\undu'al tissue'®

V. Salivary gland involvement: objective evidence of salivary gland involvement defined by a positive result for at least one of the following
diagnostic tests:

1. Unstimulated whole salivary flow [=1.5 ml in 15 minutes)

2. Parotid sialography showing the presence of diffuse sialectasias [punctate, cavitary or destructive pattern), without evidence of
obstruction in the major ducts'®

3. Salivary scintigraphy showing delayed uptake, reduced concentration and/or delayed excretion of fracer™®

V1. Autoantibodies: presence in the serum of the following autoantibodies:

1.  Antibodies to Ro[SSA) or La[SSB) antigens, or both

Table 3 Revised rules for classification

For primary §§
In patients without any potentially associated disease, primary SS may be defined as follows:

a. The presence of any 4 of the 6 items is indicative of primary SS, as long as either item IV (Histopathology) or VI (Serology] is
positive

b. The presence of any 3 of the 4 obieclive criteria items (that is, items IIl, IV, V, VI

c. The classification tree procedure represents a valid alternative method for classification, although it should be more properly used
in clinicalepidemioclogical survey

For secondary 55

In patients with a potentially associated disease [for instance, another well defined connective tissue disease), the presence of item | or item Il plus
any 2 from among items [ll, IV, and V may be considered as indicative of secundory S5

Exclusion criteria:

Past head and neck radiation treatment

Hepatitis C infection

Acquired immunodeficiency disease [AIDS)

Pre-existing lymphoma

Sarcoidosis

Graft versus host disease

Use of anticholinergic drugs (since a time shorter than 4-fold the half life of the drug)
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ANEXO B — CRITERIOS CLASSIFICATORIOS PARA SINDROME DE SJIOGREN
DO COLEGIO AMERICANO DE REUMATOLOGIA DE 2012

Table 7

Proposed classification criteria for Sjdgren’s syndrome’.

The classification of $jogren’s syndrome, which applies to individuals with signs/symptoms that may be suggestive of SS, will be met
patients who have at least two of the following three objective features:

1 Positive serum anti-SSA (Ro) and/or anti-SSB (La) or [positive rheumatoid factor and ANA > 1:320]

2 Labial salivary gland biopsy exlubiting focal lymphocytic sialadenitis” with a focus score > 1 focus / 4 mm?

3 Keratoconjunctrvitis sieca with ocular stamning score = 3 (assumung that individual 1s not currently using daily eye drops for
glaucoma, and has not had corneal surgery or cosmetic eyelid surgery in the last 5 years) 3

Prior diagnosis of any of the following conditions would exclude participation n Sjdgren’s syndrome studies or therapeutic trials because of
overlapping clinical features or interference with critena tests:

. History of head and neck radiation treatment

. Hepatitis C infection

. Acquired Immunodeficiency Syndrome

. Sarcoidosis

. Amyloidosis

. Graft versus host disease

. IgG4-related disease

We excluded participants with rheumatoid arthritis. systemic lupus, scleroderma, or other connective tissue disease from these analyses since
there were only 87 (6%) such participants.

2
“Using histopathological definitions and focus score assessment methods previously deseribed (15)

3. R .
Using ocular staimng score previously described (17)



ANEXO C - CRITERIOS COLEGIO AMERICANO/LIGA EUROPEIA CONTRA O

REUMATISMO DE 2016

Table 3 American College of Rheumatology/European League
Against Rheumatism classification criteria for primary Sjogren’s
syndrome: The classification of primary Sjégren’s syndrome (55)
applies to any individual who meets the inclusion criteria,* does not
have any of the conditions listed as exclusion criteria,t and has a
score of =4 when the weights from the five criteria items below are

summed

Item Weight/score
Labial salivary gland with focal lymphocytic 3

sialadenitis and focus score of =1 foci/d mm’t

Anti-554/Ro-positive 3

Ocular Staining Score =5 (or van Bijsterveld
score >d) in at least one eyeq ]

Schirmer's test <5 mmy5 min in at least one eye§
Unstimulated whole saliva flow rate <0.1 mL/ming**

1
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ANEXO E - SJOGREN’S SYNDROME DISEASE DAMAGE INDEX (SSDDI)

85

Item Definigao Score | Pontuagao
1) Dano oral/saliva
a) Prejuizo do fluxo salivar Fluxo salivar ndo estimulado 1
(<1,5ml/15min)
b) Perda de dentes Perda de todos ou quase todos 1
2) Dano ocular
a) Prejuizo na lubrificagdo ocular Schirmer < 5mm em 5min 1
b) Anormalidade estrutural Ulcera em cérnea , catarata, blefarite 1
crénica
3) Dano neuroldgico
a) Envolvimento de SNC Envolvimento crénico e estavel do 2
SNC
b) Neuropatia periférica Comprometimento cronico e estavel 1
do sistema periférico ou
automnomico
4) Dano pleuropulmonar (qualquer um 2
das seguintes alteragdes):
a) Fibrose pleural a) Confirmado por imagem
b) Fibrose intersticial b) Confirmado por imagem
c¢) Significante dano funcional c¢) Confirmado por espirometria
irreversivel
5) Dano renal (qualquer um das 2
seguintes alteragdes): a) Anormalidade estavel e crbénica
a)Aumento da creatinine ou redugao b) Ph urinario> 6,0 e bicarbonato
da TFG sérico <15 mmoles/litro em 2 exames
b) Acidose tubular consecutivos
c¢) Nefrocalcinose ¢) Confirmado por imagem
6) Doenca linfoproliferativa (qualquer 5

uma das seguintes alteracdes):

a) Linfoma de célula B

b) Mieloma multiplo

¢) Macroglobulinemia de Waldenstrém

a) Clinica e confirmagéo histologica
b) Clinica e confirmagéo histolégica
¢) Clinica e confirmagéo histologica




ANEXO F — EULAR SJOGREN’S SYNDROME DISEASE ACTIVITY INDEX

Dominio constitucional (3)
Por favor, atengao para nao avaliar sintomas constitucionais ndo relacionados a doenga (como febre de origem infecciosa,
perda voluntaria de peso).

Nenhuma atividade Anséncia dos sintomas a seguir D 0

Atividade baixa Febre moderada ou intermitente (37,5°-38,5°C) / suores noturnos ou perda de peso D 1
involuntiria de 5% 2 10% do peso corporal

Atividade moderada Febre alta (> 38,5°C) / suores noturnos ou perda de peso involuntaria de > 10% do peso corporal D 2

Dominio de linfadenopatia (4)

Nenhuma atividade Anséncia das caracteristicas a seguir D 0

Atividade baixa Linfadenomegaliz = 1 am em qualquer regiso ou = 2 cm na regiso inguinal D 1

Atividade moderada Linfadenomegalia = 2 cm em qualquer regido ou = 3 cm em regido inguinal ou esplenomegalia D 2
(clinicamente palpavel ou avaliada por exame de imagem)

Atividade alta Doenga proliferativa maligna das células B recente D 3

Dominie glandular (2)
Por favor, atengdo para nao avaliar aumento do volume glandular ndo relacionado a doenca (p. ex., litiase ou infecgao).

Nenhurna atividade Anséncia de surnento glandular D 0

Atividade baixa Pequeno aumento glandular com: D 1
» pardtida aumentads (< 3cm) ou aumento discreto submandibular ou lacrimal®

Atividade moderada Aumento glandular maior comn: D 2

#» pardtida aumentada (> 3cm) ou aumento importante submandibular ou lacrimal®

Dominio articular (2)
Por favor, atengdo para nao avaliar envolvimento articular nao relacionado & doenca, como a osteoartrite.

Nenhuma atividade Auséncia de envolvimento articular ativo no momento D (1]
Atividade baixa Artralgia nas mAos, punhos, tornozelos e pés acompanhados por rigidez matinal (= 20 min) D 1
Atividade moderada 1 a5 artrites dentre as 28 D 2
Atividade alta = 6 artrites dentre as 280 D 3

Dominio cuténeo (3)
Por favor, atengio em avaliar como “Nenhuma atividade” lesdes antigas e estaveis mais relacionadas ao dano (sequela) do
que 2 atividade da doenga ou ao envolvimento cutianeo nao relacionado a doenga.

Nenhuma atividade Auséncia de envolvimento cutineo ativo no momento G 0

Atividade baixa Eriterna multiforme D 1

Atividade moderada Vasculite cutinea limitada, incluindo vasculite urticariforme® ou plrpura limitada aos pés e tomozelos D 2
ou lipus cutineo subagudo

Atividade alta Vasculite cutanea difusa, incluindo vasculite urticariformes ou piirpura difusa ou iilceras relacionadas & D 3
vasculite

Dominio respiratorio (5)
Por favor, atengdo em avaliar como “Nenhuma atividade” lesdes antigas e estdveis mais relacionadas ao dano (sequela) do
que a atividade da doenga ou ao envolvimento respiratério nao relacionado a doenga (p. ex., cigarro).

Nenhuma atividade Auséncia de envolvimento pulmonar ativo no momento D 0

Atividade baixa Tosse persistente on envolvimento brénquico sem nenhurmna alteragio radioldgica no raio X simples ou EI 1
evidénda de doenga pulmeonar intersticial no raio X simples ou TCAR, com:
» nenhuma dispneia e
= prova de fungio pulmonar normal
Atividade moderada Envolvimento pulmonar moderadamente ativo, tal como doenga pulmonar intersticial diagnosticada G 2
pelo TCAR com:
» dispneia aos grandes esforgos (NYHA® IT) ou prova de funcio pulmonar alterada dentro dos seguintes
parémetros: 70% > DLCO® = 40% e/ou 808 > CVE' = 60%
Atividade slta Envolvimento pulmeonar altamente ativo como doenga pulmeonar intersticial diagnosticada pelo TCAR D 3
com:
» dispneia aos pequenos esforgos ou ao repouso (NYHA4 1L [V) ou prova de funggo pulmonar alterada:
DLCO" < 40% efou CVF'< 60%

Dominio renal (5)

Por favor, atengio em avaliar como “Nenhuma atividade” lesées antigas e estdveis mais relacionadas ao dano (sequela) do
que 3 atividade da doenca e ao envolvimento renal nao relacionado a doenga.

Se a biopsia for feita, favor classificar a atividade baseada, primeiramente, nas caracteristicas histologicas.

Nenhuma atividade Aunséncia de envolvimento renal ativo no momento: D o]
» proteindria < 0,5g/d, nenhuma hematiria, nenhuma leucocitiria, nenhuma acidose ou
» proteinuria estavel de longa duragio devido ao danofsequela
Atividade baixa Evidéncia de envolvimento especifico da atividade renal, limitada a: EI 1
# acidose tubular sem insufici#ncia renal ou
» envolvimento glomerular:
- com proteimiria (entre 0,5 e 1 g/dL) e
- sem hematiria ou insuficiénda renal (TGFE = 60 mL/min)
Atividade moderada Atividade renal moderada: E! 2
» acidose tubular com insuficiéncia renal (TGFe < 60 mL/min) ou
» envolvimento glomerular:
- com proteiniria entre um e 1,5 gfdL e
- gem hematiria ou insuficiéncia renal (TGFE = 50 mL/min) ou
» evidéneia histoldgica:
- glomerulonefrite e/ou
- infiltraco intersticial linfoide importante
Atividade alta Atividade renal alta: EI 3
» envolvimento glomerular:
- proteintria= 15 g/dL e/ou
- hematiiria e/ou
- insuficiéneia renal (TGFe< 60 mL/min) ou
= evidéncia histoldgica de:
- glomerulonefrite proliferativa ou

- crioglobulinemia relacionada ao envolvimento renal
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APENDICE - EULAR SJOGREN’S SYNDROME DISEASE ACTIVITY INDEX (ESSDAI) em portugués {continuacdo)

Dominio muscular (6)
Por favor, atengio para ndo avaliar envolvimento muscular nio relacionado a doenca, como fraqueza devido a

corticosteroides.

Menhuma atividade Auséncia de envolvimento muscular ativo no momento D o}

Atividade baixa Miosite levemente ativa diagnosticada pela EMG ou bidpsia com: D 1
+ auséncia de fraqueza e creatinaquinase alterada (N < CK < 2N)

Atividade moderada miosite moderadamente ativa diagnosticada pela EMG ou bidpsia com: D g
+ fraqueza (déficit méximo de 4/5) ou creatinaquinase elevada (2N < CK = 4N)

Atividade alta miosite altamente ativa diagnosticada pela EMG ou bidpsia com: D 3

* fraqueza (déficit = 3/5) ou creatinaquinase elevada (> 4N)

Dominio do sistema nervoso periférico (5)
Por favor, atencdo em avaliar como “Nenhuma atividade” lesdes antigas e estaveis mais relacionadas ao dano (sequela) do
que i atividade ou ao envolvimento do sistema nervose periférico nio relacionado a doenga.

Nenhuma atividade Auséncia de envolvimento ativo do sistema nervoso periférico, no momento D i}

Atividade baixa Evidéncia de envolvimento ativo do sistema nervoso periférico, como: D 1
+ polineuropatia periférica axonal diagnosticada pelo ECN/ENMG ou
+ neuralgia do nervo trigémio (V nervo craniano)
Atividade moderada Evidéncia de envolvimento moderadamente ativo, do sistema nervoso periférico, como: D 2
» neuropatia axonal motora e sensorial diagnosticada pelo ECN/ENMG, sem déficit motor ou
* neuropatia sensorial pura com a presenca de vasculite crioglobulinémica ou
+ gangliopatiah com sintomas restritos 4 ataxia moderada ou
» polineuropatia inflamatoria desmielinizante cronica (CIDP) com deficiéncia funcional moderada (sem
déficit motor ou ataxia moderada) ou
+ envolvimento do nervo craniano de origem periférica — exceto nervo do Trigémio (V)
Afividade alta Evidéncia de envolvimento altamente ativo do sistema nervoso periférico, coma: D 3
* neuropatia axonal motora e sensorial diagnosticada pela ECN/ENMG com déficit motor < 3/5 ou
+ envolvimento do nervo periférico atribuido & vasculite (mononeurite mmiltipla) ou
* ataxia severa atribuida 3 ganglionopatia® ou
+ polineuropatia inflamatéria desmielinizante cronica (CIDP) com deficiéncia funcional severa: déficit
motor =3/5 ou ataxia grave
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APENDICE - EULAR SJOGREN’S SYNDROME DISEASE ACTIVITY INDEX (ESSDAI) em portugués {continuacdo)

Dominio muscular (6)
Por favor, atengio para ndo avaliar envolvimento muscular nio relacionado a doenca, como fraqueza devido a

corticosteroides.

Menhuma atividade Auséncia de envolvimento muscular ativo no momento D o}

Atividade baixa Miosite levemente ativa diagnosticada pela EMG ou bidpsia com: D 1
+ auséncia de fraqueza e creatinaquinase alterada (N < CK < 2N)

Atividade moderada miosite moderadamente ativa diagnosticada pela EMG ou bidpsia com: D g
+ fraqueza (déficit méximo de 4/5) ou creatinaquinase elevada (2N < CK = 4N)

Atividade alta miosite altamente ativa diagnosticada pela EMG ou bidpsia com: D 3

* fraqueza (déficit = 3/5) ou creatinaquinase elevada (> 4N)

Dominio do sistema nervoso periférico (5)
Por favor, atencdo em avaliar como “Nenhuma atividade” lesdes antigas e estaveis mais relacionadas ao dano (sequela) do
que i atividade ou ao envolvimento do sistema nervose periférico nio relacionado a doenga.

Nenhuma atividade Auséncia de envolvimento ative do sistema nervoso periférico, no momento D i}

Atividade baixa Evidéncia de envolvimento ativo do sistema nervoso periférico, como: D 1
+ polineuropatia periférica axonal diagnosticada pelo ECN/ENMG ou
+ neuralgia do nervo trigémio (V nervo craniano)
Atividade moderada Evidéncia de envolvimento moderadamente ativo, do sistema nervoso periférico, como: D 2
» neuropatia axonal motora e sensorial diagnosticada pelo ECN/ENMG, sem déficit motor ou
* neuropatia sensorial pura com a presenca de vasculite crioglobulinémica ou
+ gangliopatiah com sintomas restritos 4 ataxia moderada ou
» polineuropatia inflamatoria desmielinizante cronica (CIDP) com deficiéncia funcional moderada (sem
déficit motor ou ataxia moderada) ou
+ envolvimento do nervo craniano de origem periférica — exceto nervo do Trigémio (V)
Afividade alta Evidéncia de envolvimento altamente ativo do sistema nervoso periférico, coma: D 3
* neuropatia axonal motora e sensorial diagnosticada pela ECN/ENMG com déficit motor < 3/5 ou
+ envolvimento do nervo periférico atribuido & vasculite (mononeurite mmiltipla) ou
* ataxia severa atribuida 3 ganglionopatia® ou
+ polineuropatia inflamatéria desmielinizante cronica (CIDP) com deficiéncia funcional severa: déficit
motor =3/5 ou ataxia grave

Dominio do sistema nervoso central (5)
Por favor, atencdo em avaliar como “Nenhuma atividade” lesfes antigas e estdveis mais relacionadas ao dano (sequela) do
que a atividade da doenca ou envolvimento do sistema nervoso central nao relacionadoe a doenga.

Nenhuma atividade Auséncia de envolvimento ative do SNC no momento D 0

Atividade baixa Manifestacbes clinicas moderadamente ativas do SNC, coma: D 1
» envolvimento de nervo crandano de origem central ou
* neurite Sptica ou
+ sindrome semelhante a esclerose miltipla com sintomas restritos 3 deficiéncia sensorial pura ou
deficiéncia cognitiva comprovada
Atividade moderada Manifestagdes clinicas altamente ativas do SNC, como: D 2
» vasculite cerebral com acidente vascular cerebral ou ataque isquémico transitdrio
*» convulsdes ou
+ mielite transversa ou
* meningite linfocitica ou
+ sindrome semelhante a esclerose miltipla com déficit motor

Dominio hematolégico (2)

Por favor, atencio: levando em conta anemia, neutropenia e trombocitopenia, somente a citopenia autoimune deve ser
considerada; ndo avaliar citopenia que nao esteja relacionada a doenga (p. ex., deficiéncia de vitamina ou de ferro, ou ainda
citopenia induzida por droga, como p. ex. linfocitopenia asscciada a ciclosfosfamida).

Nenhuma atividade Auséncia de citopenia autoimune D 0

Atividade baixa citopenia de origem autoimune com: D 1
*» neutropenial (1000 < neutrdfilos < 1500/mm?) ou anemia* {10 < Hb < 12 g/dL) ou trombocitopenia!
(100.000 < plagquetas < 150.000/mm?) ou linfopenia (500 < linfécitos < 1000/mm?)
Atividade moderada Citopenia de origem autoimune com: D 2
» neutropenia’ (500 < neutrdfilos = 1000/mm’) ou anemia® (8 = Hb = 10 g/dL) ou trombocitopenia®
(50.000 = plagquetas < 100.000/'mm?) ou linfopenia (= 500/mm?)
Atividade alta Citopenia de origem autoimune com: D 3
* neutropenia’ (neutrdfilos < 500/mm®) ou anemia® (Hb < 8 g/dl) ou trombocitopenia’ (plaquetas < 50.000/
mm?)
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APENDICE - EULAR SJOGREN’S SYNDROME DISEASE ACTIVITY INDEX (ESSDAI) em portugués (continuagdo)

Dominio biologico (1)

Nenhuma atividade Auséncia de qualquer uma das seguintes alteragdes D ]

Atividade baixa * pico clonal ou hipocomplementemia (C4 ou C3 ou CHS0 baixos) ou hipergamaglobulinemia ou nivel D 1
de IgG entre 1600 e 2000 mg/dL

Atividade moderada * Presenga de crioglobulinemia ou hipergamaglobulinemia cu nivel alto de IgG > 2000 mg/dL ou inicio D 2

recente de™ hipogamaglaobulinemia ou diminuigio recente de nivel de IgG (< 500 mg/dL)

N, normal (valor de referéncia); EMG, eletromiografia.

*A distingio entre aumento discreto ou importante do volume glandular submandibular ou lacrimal fica a critérp médico.

®As 78 articulagdes incluidas no cdlculo do DAS28 (Disease Activity Score 28) s3o ombros, cotovelos, punhos, metacarpofalingicas, interfalingicas
proximais e joelhos.

“Vasculite cutinea limitada envolve < 18% da rea de superficie corporal; Vasculite cutinea difusa envolve > 18% da drea de superficie corporal.
Area de superficie corporal (ASC) é definida utilizando a regra dos nove (usado para avaliar a extensio de queimaduras) como vem a seguir:
palma (excluindo os dedos) = 1% ASC; cada membro inferior = 18% ASC; cada membro superior = 3%; tronco (frontal) = 18% ASC,; tronco (dorsal)
= 18% ASC.

Para o diagnostico da doenga pulmonar intersticial a TCAR (tomegrafia computadorizada de alta resclug3o) ou radiografia simples sao
necessarias e devem ter sido realizadas nos dltimos dois anos.

INYHA (classificacao funcional da New York Heart Association).

*DLCO (prova de difus3o de didxido de carbona).

'CVF (capacidade vital forcada).

¥TGF (taxa de filtracdo glomemular) calculada com a férmula MDRD (Modification of Diet in Renal Disease).

"Deficiéncia sensonal pura com ataxia e deficiéncia difusa ou aboligio do potencial sensitivo no ECN (estudo da condugio nervosa).
'Poliradiculoneuropatia com sintomas clinicos sugestivos (déficit sensdrio-motor dos quatro membros, déficit motor proximal, arreflexia
generalizada, sintomas sensoriais iniciais afetando membros superiores, e/ou associado a envolvimento do nervo craniano), nivel de proteina
aumentado e/ou ECN anormal (laténcia distal motora prolongada, velocidade da condugio nervosa reduzida, laténcia prolongada daonda F,
bloqueio da conducio efou dispersao temporal).

INeutropenia sem nehuma etiologia conhecida.

*Anemia com o teste de Coombs positivo & aumento na contagem de reticuldcitos.

"Trombecitopenia de origem periférica com nenhuma outra eticlogia encontrada, ou em caso de dificuldades para realizacio de identificagio de
autoanticorpos antiplaquetas e/ou a presenca de megacarideitos de aspirado de medula ssea e/ou anemia autoimune associada.

™Nos tiltimos seis meses.

Classificacao:

<5 : Baixo, > 5 a <14 : moderado; >15 : alto.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.670.110

Apresentagdo do Projeto:

O presente projeto de pesquisa intitulado "AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS GALECTINAS 7 E 9 NO
SORO E NA SALIVA DE PACIENTES PORTADORES DA SINDROME DE SJOGREN PRIMARIA" é uma
pesquisa para a obtencdo do titulo de Mestre do programa de PPG em Inovagéo Terapéutica da aluna
Paula Regina Toche dos Santos, sob a orientagdo de Angela Luzia Branco Pinto Duarte e a co-orientacéo
de Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo e Andrea Tavares Dantas.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Determinar os niveis das galectinas 7 e 9 no sangue e na saliva de pacientes portadores da
Sindrome de Sjégren e sua associagdo com manifestagdes extra glandulares e achados ultrassonograficos.
ESPECIFICOS:

Quantificar os niveis de galectina 7 e 9 no sangue e na saliva dos pacientes com sindrome de sjégren
primaria e em controles saudaveis;

Correlacionar os niveis de galectinas 7 e 9 com os indices de atividade da doencga, achados
ultrassonograficos das glandulas salivares e manifestagdes glandulares e extraglandulares;
Associar os niveis de galectinas 7 e 9 em pacientes portadores da Sindrome de Sjogren que desenvolveram

neoplasia.
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: risco baixo de hematoma (“mancha roxa”) no local da puncdo em decorréncia da coleta de
sangue, o que pode ser revertido em poucos dias ou horas com a colocagéo de gelo e solucionada com
analgésicos simples em caso de dor. Os exames do fluxo salivar, teste do Schirmer e ultrassonografia de
parétidas séo indolores.

BENEFICIOS: melhor entendimento sobre o perfil clinico, social e laboratorial dos pacientes acompanhados
no ambulatério, o que permite um melhor acompanhamento dos mesmos; a possibilidade de descobertas
cientificas sobre a Sindrome de Sjogren, acerca de diagnéstico, prognoéstico e tratamento.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A presente pesquisa sera um estudo de coorte analitico, de base hospitalar, onde serdo incluidos pacientes
portadores de Sindrome de Sjégren Primaria atendidos no ambulatério de Sindrome de Sjogren do Servigo
de Reumatologia do HC-UFPE, através de amostragem aleatéria simples.

Os dados serdo coletados por prontuarios disponibilizados pelo SAME. Sera utilizado uma ficha clinica
composta de avaliagéo de perfil de manifestagdes clinicas da doenga com critérios dos diagnésticos de
2002, 2012 e 2015, indices de atividade de doenga como ESSDAI (EULAR Sjégren’s syndrome disease
activity index)15 e SSDDI (Sjogren’s Syndrome Disease Damage Index )16 e da avaliagéo do ESPRI (Eular
Sjogren’s Syndrome Patient Reported index)17, seréo realizados exames laboratoriais e de imagem.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

O presente projeto de pesquisa apresenta todos os termos de apresentagédo obrigatério como Projeto
detalhado, Folha de rosto, TCLE, cartas de anuéncia, termos de compromisso, curriculo e declaragdo de
matricula.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O presente projeto de pesquisa apresenta todos os termos e objetivos de apresentagédo obrigatério para sua

execugao.

Considera¢des Finais a critério do CEP:
PROJETO APROVADO APOS A ANALISE DE PENDENCIAS PELOS RELATORES

O Protocolo foi avaliado e estd APROVADO. Para iniciar a coleta de dados. Solicitamos o comparecimento
ao NAP para solicitar a Carta de Encaminhamento, caso a pesquisa seja realizada no ambito do Hospital

das Clinicas. Informamos que a APROVA(;AO DEFINITIVA do projeto s6 sera
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dada ap6s o envio da Notificagdo com o Relatério Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o
download do modelo de Relatério Final para envia-lo via “Notifica¢éo”, pela Plataforma Brasil. Siga as
instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no site do CEP HC/UFPE. Ap6s apreciagédo desse
relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.
Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao voluntario participante (item V.3,
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de
EMENDA ao projeto, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Para projetos
com mais de um ano de execugdo, é obrigatdrio que o pesquisador responsavel pelo Protocolo de Pesquisa
apresente a este Comité de Etica, relatorios parciais das atividades desenvolvidas no periodo de 12 meses
a contar da data de sua aprovacgéo (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). O CEP HC/UFPE
deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo
(item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar todas as medidas
imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e
ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu
posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/09/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1342735.pdf 22:40:41
Projeto Detalhado / | projetodetalhado.docx 29/09/2019 | PAULA REGINA Aceito
Brochura 22:40:15 |TOCHE DOS
Investigador SANTOS
Outros cartaderespostaaspendencias.docx 29/09/2019 |PAULA REGINA Aceito

22:38:17 |TOCHE DOS
SANTOS
Qutros cartaanuencialinat.pdf 29/09/2019 |PAULA REGINA Aceito
22:33:48 |TOCHE DOS
SANTOS
QOutros cartaanuenciasame.pdf 26/09/2019 |PAULA REGINA Aceito
15:57:.04 | TOCHE DOS
SANTOS
Outros curricullumAysa.docx 15/09/2019 |PAULA REGINA Aceito
13:02:33 | TOCHE DOS
SANTOS
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QOutros curriculumlattesPaulaToche.docx 15/09/2019 |PAULA REGINA Aceito
13:00:18 | TOCHE DOS
SANTOS
Outros curriculumlattesPaulaToche.pdf 19/08/2019 |PAULA REGINA Aceito
21:04:45 |TOCHE DOS
SANTOS
Outros curriculoAndreaTavaresDantas.docx 18/08/2019 |PAULA REGINA Aceito
14:33:30 | TOCHE DOS
SANTOS
Qutros curriculoMoacyrJesusBarretodeMeloReg|] 18/08/2019 |PAULA REGINA Aceito
o.docx 14:32:23 | TOCHE DOS
SANTOS
Outros curriculoAngelalLuziaBrancoPintoDuarte.] 18/08/2019 |PAULA REGINA Aceito
docx 14:32.00 |TOCHE DOS
SANTOS
QOutros declaracaodematricula.docx 18/08/2019 |PAULA REGINA Aceito
14:31:10 | TOCHE DOS
SANTOS
Outros cartaanuencia.docx 18/08/2019 |PAULA REGINA Aceito
14:28:14 | TOCHE DOS
SANTOS
TCLE / Termos de | TCLEMaiores18.doc 10/08/2019 |PAULA REGINA Aceito
Assentimento / 15:32:48 |TOCHE DOS
Justificativa de SANTOS
Auséncia
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 10/08/2019 | PAULA REGINA Aceito
15:31:27 | TOCHE DOS
SANTOS

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

RECIFE, 30 de Outubro de 2019

Assinado por:

Paulo Roberto Cavalcanti Carvalho

(Coordenador(a))
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