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RESUMO

A Sindrome de Sjogren (SS) € uma doenga autoimune caracterizada por
destruicdo de glandulas exdcrinas, principalmente as glandulas salivares e lacrimais. A
saliva tem sido relatada como potencial meio de diagndstico em diversas doengas, por
meio da identificagdo de marcadores e padrdes biologicos salivares. O presente estudo
tem como objetivo avaliar a expresséo diferencial de proteases salivares de individuos
controle e SS. As amostras de saliva total estimulada de 40 individuos foram analisadas
em substratos fluorogénicos sintéticos e na presenca de inibidores de proteases.
Zimografias foram realizada em SDS-PAGE 8% copolimerizado com gelatina 0,1% (w/v)
e na presencga de inibidores de proteases. Amostras de um SDS-PAGE 8% contendo
saliva de 9 individuos, separadamente (3 controle, 3 SS-primaria, 3 SS-secundaria),
foram processadas e analisadas pelo EASY-nano LC em espectrometria de massas LTQ-
Orbitrap Velos. Ainda, ensaios imunoenzimaticos foram realizados para corroborar os
demais resultados. Os ensaios enzimaticos resultaram na protedlise mais intensa
(p<0,05) de Gly-Pro-AMC em SS e de sua inibicdo por Sitagliptina, inibidor altamente
seletivo de DPP-IV. O ELISA para DPP-IV/CD26 humana corroborou a caracterizagao
proteolitica, exibindo maior intensidade de DPP-IV em SS. Nas zimografias, as bandas
de 50 kDa e >220 kDa diferiram em intensidade (p<0,05) entre os grupos avaliados. As
bandas de atividade proteolitica foram consideravelmente inibidas por EDTA, inibidor
seletivo de MMP. O ELISA para MMP-9 confirmou a presencga da protease e exibiu maior
expressédo (p<0,05) em saliva SS. As serinoproteases elastase neutrofilica, catepsina G
e proteinase 3 foram reportadas apenas em saliva de SS, por meio da analise protedmica.
Os resultados obtidos em ambos 0s ensaios sugerem que a atividade proteolitica salivar
difere entre os grupos avaliados. Mais estudos sdo necessarios, a fim de melhor

compreender o papel das proteases na patogénese da SS.

Palavras-chaves: Sindrome de Sjogren, Saliva, Proteases Salivares, Atividade

Proteolitica, Analise Protedmica.
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ABSTRACT

Sjogren’s Syndrome (SS) is an autoimmune disease characterized by the destruction of
exocrine glands, mainly salivary and lacrimal glands. Saliva has been reported as a
potential tool for diagnosing several diseases, coming as a result of the identification of
salivary biomarkers. The objective of this study was to evaluate the differential expression
of salivary proteases from control and SS individuals. We tested whole stimulated saliva
samples from 40 individuals on synthetic fluorogenic substrates and protease inhibitors,
and performed zymogram assays by submitting samples to SDS-PAGE 8%,
copolymerized with gelatin 0.1% (w/v) in the presence of inhibitors. Moreover, we
analyzed gel samples from 3 control, 3 primary-SS, and 3 secondary-SS patients by
EASY-nano LC coupled to LTQ-Orbitrap Velos mass spectrometry. The enzymatic assays
resulted in Gly-Pro-AMC proteolysis and its inhibition by Sitagliptin, a highly selective
inhibitor of dipeptidyl peptidase IV (DPP-IV). This enzymatic activity was increased
(p<0.05) in SS samples. ELISA for Human DPP-IV/CD26 corroborated protease
characterization results. In zymography, proteolytic activity bands were mostly inhibited
by EDTA, a selective inhibitor of metalloprotease (MMP) family. 50 kDa and >220 kDa
bands differed in intensity (p<0.05) between groups. ELISA for Human MMP-9
corroborated protease characterization and indicated a higher expression (p<0.05) in pSS
samples. Cathepsin G, Neutrophil elastase and Proteinase 3 were serine proteases
reported only in SS samples by mass spectrometry analysis. Results obtained in these
assays suggest salivary protease expression differs between evaluated groups. We
recommend further studies to better understand the role of proteases in the pathogenesis
of SS.

Keywords: Sjogren Syndrome, Saliva, Salivary Proteases, Enzymatic Activity, Proteomic
Analysis.
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Figura 11. Espelhamento de gel para analise da intensidade de atividade proteolitica em
concentragédo de 500 ng de proteinas totais. (A) SDS-PAGE 10% corado em prata exibe
uniformidade de perfis eletroforéticos, mediante quantificacdo de proteinas totais
realizadas por Qubit. (B) Zimografia de gelatina SDS-PAGE 8% e copolimerizado com
gelatina 0,1% (w/v) apresenta mesma razao de atividade enzimatica que as zimografias
anteriores.
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intensidade de suas bandas de atividade.

Figura 13. Mapeamento da frequéncia de bandas de atividade em zimografia. Nao houve
significancia (p>0,05) quanto a frequéncia em que elas estao distribuidas.

Figura 14. Bandas de atividade proteolitica em zimografia significativamente diferentes
entre os grupos. (A) Houve significativa (p<0,05) diferenga entre os grupos avaliados, no
que se refere as bandas de >220 kDa e 50 kDa, de acordo com o teste de Mann-Whitney.
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aproximadamente 40 kDa. E importante destacar que a banda de aproximadamente 90
kDa foi completamente inibida. Mw: marcador para proteinas; -C: controle negativo,
fervido.

Figura 16. ELISA para MMP-9 humana. (A) Curvas de calibragao, sendo OD “Densidade
Optica”. (B) O ELISA para dosagem de MMP-9 humana mostrou-se em tendéncia a
significancia, de acordo com o teste de Mann Whitney. (C) Submetidos ao teste ROUT,
com Q=1%, os outliers foram removidos. Em seguida, de acordo com o teste de Mann
Whitney, o ELISA revelou elevada expressao (p<0,05) de MMP-9 em saliva de individuos
SS (D) Em subgrupos, as dosagens mostram-se significantes (p<0,05) comparando-se
controle e SSp, de acordo com o teste One-way ANOVA e teste de multiplas
comparagoes de Dunnett’'s (Teste de Kruskall-Wallis).
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diferenca significante entre os grupos (p>0,05). € possivel observar aumento da
expressao de DPP-IV e MMP-9 conjuntamente em individuos SSp, sendo 40% deles com
ambas as proteases aumentadas. Observa-se, ainda, que a DPP-IV teve expressao
aumentada tanto em SSp (60%) quanto em SSs (50%), e que a MMP-9 teve expressao
aumentada em SSp (50%).
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Figura 18. Uso de medicamentos. Observou-se que o uso de anti-inflamatorios
esteroides e nao esteroides e imunossupressores, incluindo a hidroxicloroquina, sao as
principais medicagdes utilizadas por individuos SS.

Figura 19. Relagédo de dosagens de proteases com o uso de medicamentos, nos grupos.
Anti-inflamatorios compreendem os n&o esteroidais e os esteroidais. Imunossupressores
compreendem hidroxicloroquina, inicialmente disposta em grupo distinto. O teste Row
Stats com SEM n&o mostrou relagdo de dosagem de proteases com o uso de
medicamentos.
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60% dos individuos com maior expressao de DPP-IV fazem uso de imunossupressores.
Em rosa os individuos que fazem uso de anti-inflamatorios e em verde os que fazem uso
de imunosupressores. Al: anti-inflamatorios, |1S: imunosupressores.

Figura 21. SDS-PAGE 8% submetido a digestdo para analise em espectrometria de
massas. Mw: marcador de proteinas. 500 ng de proteinas totais salivares foram
submetidas em cada pogo do gel. Foram 9 amostras diferentes, sendo 3 controle, 3 SSp
e 3 SSs.

Figura 22. Interagdes proteina-proteina, pelo STRING. Distribuicdo de interagbes
proteina-proteina, em trés grandes clusters. As proteinas estdo indicadas por
desgranulagédo de neutrdéfilos, na cor azul, e por participacdo em resposta do sistema
imune inato, na cor vermelha.

Figura 23. Cluster de interagbes de serino proteases, pelo STRING. Indica-se
desgranulagao de neutrofilos, pela cor azul, e participagdo em resposta do sistema imune
inato, pela cor vermelha. As serino proteases elastase neutrofilica (ELANE), catepsina G
(CTSG) e proteinase 3 (PRTN3) apresentam associacdes proteina-proteina. E importante
destacar outras proteinas verificadas apenas nas amostras salivares de individuos SS,
como: proteina induzida de prolactina (PIP), zinco-alfa2-glicoproteina (AGZP1),
mieloperoxidase (MPO), calgranulina A (S100A8), calgranulina B (S100A9) e lipocalina
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Figura 24. Agrupamento de termos GO, pelo G:Profiler. Distribuicdo por espaco
semantico, p-valor de representacdo e tamanho no banco de proteinas. GO: MF (26)
indica fungdo molecular, GO: BP (139) indica processos bioldgicos, GO: CC (74) indica
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Figura 25. Expressdo de genes relacionados a doengas associadas a transdugé&o do
sinal, pelo Reactome. A maior expressao de genes envolvidos em doengas associadas a
transducéo do sinal apresentam-se em tons de azul escuro. Observa-se, principalmente,
acometimento em pancreas, figado, estbmago e glandulas salivares.
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Figura 26. Classe de serino proteases, até a DPP-IV. Adaptado de (BASTOS et al. 2013).

Figura 27. Classe de metaloproteases, até a MMP-9. Adaptado de (MACIEJCZYK et al.
2016).
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salivares encontrados nas amostras deste trabalho. Compartiiha ndo apenas os
autoanticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB, mas também algumas das serino proteases
aqui discutidas: a elastase neutrofilica e a catepsina G.

Xiv



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Inibidores de protease, tipo catalitico ao qual inibem e a concentracao final em
amostra.

XV



D -
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

AEBSF
AMC
ANA
Anti-SSA
Anti-SSB
Anti-La
Anti-Ro
BAFF
CD
CEGS
DPP
DUB
E-64
EDTA
ELISA
GIP
GLP-1
Gly-Pro
HLA

IL

INF

kDa
MHC
MMP
Célula NK
SDS-PAGE

SS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

4-(fluoreto de 2-aminoetilbenzenossulfonil)
7-amino-4-metil-cumarina

Autoanticorpos antinucleares

Anticorpo contra antigeno A para Sindrome de Sjogren
Anticorpo contra antigeno B para Sindrome de Sjogren
Anticorpo contra antigeno ribonucleoproteina La
Anticorpo contra antigeno ribonucleoproteina Ro

Fator de ativacao das células B

Cluster de diferenciacao

Células epiteliais de glandulas salivares

Dipeptidil peptidase

Desubiquitinase

L-trans-epoxisuccinilleucilamido (4-guanidino)-butano
Acido etilenodiamino tetra-acético

Ensaio de imunoadsorgao enzimatica

Peptideo inibidor gastrico

Peptideo semelhante a glucagon 1

Glicina-Prolina

Antigeno leucocitario humano

Interleucina

Interferon

Kilodalton

Complexo principal de histocompatibilidade

Matriz metaloprotease

Célula exterminadora natural

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo Dodecil sulfato
de sodio

Sindrome de Sjogren

XVi



D -
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

SSp Sindrome de Sjogren primaria

SSs Sindrome de Sjogren secundaria

TIMP Inibidor tecidual para matriz metaloproteases
TLCK N-tosil-L-lisina clorometil cetona

TNF-a Fator de Necrose Tumoral - o

TPCK N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona

Xvii



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

SUMARIO
AGRADECIMENTOS.....ciiiiiiiiiiiiiriireeireeireeiirae st tresersessrsessrasssrnssssnsssensssenssranssnses \'!
RESUIMO..... oottt rse e rea s rs et sae st eas st sassssnssransstasssrassssnsssensssenses IX
Y = I L O X
LISTA DE FIGURAS.......ccuiiiiiiiriiireiireiisei e rsessraesssasssassssassssassrasssnassssnsssenssnsnses Xl
LISTA DE TABELAS.......ceuiieiiiiiiiiiesiieireeii e sres s ssessssessrsassreessnassssaesssassssnssssnssssnssres XV
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS......cciiiiiiiiiiiniininineeireeise s e rsessnsesssnnsses Xvi
INTRODUGAD .....cceeeueiereereesreeeesseeseessesssessesssessessssssesssessessssssesssessesssessesssessessssssesssessessns 1

SINDROME DE SIOGREN ..eetiiiuiiiiiieeieiiittteeeesintteee s s sttt eeesseasbaeeeesssnnbseeessssnbaeeeesssnnneeeesssnnnns 1
ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA ....cvviiiitiiieietniisi ittt s e e e e e e s sssrees s e s e e sea s e s e s s e s saas 3
PATOGENESE E TERAPEUTICA .cuiiiiteeeesiiiieee e e ettt e e s ettt e e e st e e e s s ssae e e e s s emnna e e e s s ennnaeeeeenas 6
DIAGNOSTICO SALIVAR E SALIVA ....oviiiiiiiiiiiteeeeeiirtte e s st e e e s sires e e s s ssrae e e e s s e snneeeesessnnnaeeeens 11
PROTEASES E AVALIACAO PROTEOLITICA..uuutiiiueiieiiiiiiteeetteeettneertsneeestnserssnerssnsersnserssnsesssns 14
JUSTIFICATIVA ...ttt ree et sas s e e s s e s s e s sassssassssnsssenssranssnasssras 18
OBUETIVOS ... ittt rses st rees s rae s rae s saesseasssaassssnssrensstasssrasssrnsssennnss 20
IMETODOLOGIA .....cceiiiiiiiiiiiirei i reet st et ras s raessaesseassseassssnssssnsstenssrasssrnsssrns 22
DESENHO EXPERIMENTAL GLOBAL ..cvtttteeieteersiiiiieiiiiissirrittettteeseeeeessssssessessnsssssssssesesesseseesseses 22
AMOSTRA DE CONVENIENCIA ..iiiiiieeeeeiiieteee e sttt e e sttt e e s e e e e s s smbae e e e s s esnnaeeesssnnnaeeesas 23
COLETA SALIVAR ...ettetttttteteete et et ettt et e e e e e s e s e s se bbb aa et e et e e e essesssessassassnsansaneeees 23
QUANTIFICAGAQO DE PROTEINAS TOTAIS «.evvvuuneeerrerrniieeeeressunaeeeeresssnaeeessssssnneeessssssneeesssssnneeeseens 23
ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA CONTRA PEPTIDEOS FLUOROGENICOS ....vvvenveereeerueenieeseeessnesanns 24
ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA EM SDS-PAGE CONTRA GELATINA .....coemiiieeeiiiiieeeeeeeinneeeeann 25
ENSAIOS IMUNOENZIMATICOS ...teteeeesiiiieee e sttt st e s s st e e e s siba s e e e s s ennne e e e s s s snnnneeeeas 26
ESPECTROMETRIA DE IMASSAS.....vvvtrtttteetetterstisiieiiisssssreerettteeteeeeessssssessessssrsrasaeseeeseesessssses 26
ANALISE DA RELACAO DE PROTEASES COM O USO DE MEDICAMENTOS ..cvuvivrvunerennererneerenneersnneeenns 29
ANALISE ESTATISTICA ... eueetttteee ittt e e e ettt e e e s e et e e e s eibr e e e s e s be e e e e s sbbaeeeessenrneeeesesannnaeeeeas 29
RESULTADOS .....cuuiiiiiiiiiiiiiieiiieiieesiieesirsesirsessisessrasssrassssssssenssseasssssssssnssrenssrasssssssssns 32



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

DISCUSSAD.....cueeueeueereesersesseseeseeseeseesesssestessessssessessessessessessessessessessessessessessessessessssnes 56
CONCLUSAD .....ceeueeeeeeeesieeeeseeseeeesesseseessessssssssssssssssssessassessassessessessessessessessessessenns 71
PERSPECTIVAS .....cveveueereetreesestesessessessssessssessssessssessessesessenssssesssessssessessssensensesensensens 73
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coceeieieeeerseeeesteseessessessessesssssesssssesssssssssssssssssannes 75
APENDICE A.....eeeeereeeceeeeessessessessesseeessesseesesseeseeseeseeseesesseessensessessessassessessessessessessans 90

Xix



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

INTRODUGCAO



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

INTRODUGAO

Sindrome de Sjogren

A Sindrome de Sjogren é uma doenga sistémica, crénica e autoimune na qual
glandulas exocrinas s&do comprometidas em sua estrutura, ocasionando progressiva
disfuncdo. Caracterizada pelo ressecamento das mucosas oral e ocular, as secrecdes
das glandulas salivares e lacrimais s&o particularmente afetadas quanto ao fluxo e a
composicao (FOX, 2005).

A relacdo de anormalidade volumétrica concomitante em glandulas salivares e
lacrimais foi primeiramente caracterizada pelo cirurgido Jan Mikulicz-Hadecki, em 1892.
No entanto, apesar do edema bilateral, a condicéo relatada ndo apresentava sinais de
inflamac&o glandular, aparentemente sem perda de fungcédo (LEE et al. 2006). Ja ao
exame histologico em glandula salivar e lacrimal foi observada atrofia de células acinares
e infiltrado de células redondas (MORGAN, 1954).

Em 1933, a imagem clinica e histolégica detalhada por Mikulicz (Figura 1) foi
analisada pelo oftalmologista Henrik Samuel Sjogren, o qual acrescentou a essas
especificagdes os sinais e sintomas de ressecamento oral e ocular (GRZYBOWSKI; SAK,
2011). Além disso, com o intuito de distinguir a secura ocular proveniente da xeroftalmia,
Sjogren introduziu o termo keratoconjuntivite sicca ao referido sintoma, ndo atribuido a
falta de vitamina A. Até entdo, a doenca descrita era conhecida como Sindrome de
Mikulicz, contudo, subsequentemente, a sindrome foi renomeada em homenagem a
Sjogren. Atualmente, sabe-se que a Sindrome de Mikulicz e a Sindrome de Sjogren (SS)
s&do enfermidades distintas, clinicamente e imunohistoquimicamente (TSUBOTA et al.
2000).

Como principais sinais e sintomas na Sindrome de Sjogren tém-se a
hipossalivagdo (redugado do fluxo salivar), a xerostomia (ressecamento bucal) e a
keratoconjuntivite sicca (ressecamento da conjuntiva e da cornea). Mediante a redugao

desses fluidos biologicos, ha consequéncias na saude geral do individuo e em sua
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percepcao de qualidade de vida. Ademais, sabe-se que o fluxo salivar é fundamental para
a homeostase do ecossistema bucal (CARPENTER, 2013).

Sendo assim, a hipossalivagdo, condigdo caracteristica de pacientes com SS,
afeta a lubrificacdo das superficies dentais, a capacidade tampao, a manutencao da
supersaturacao da hidroxiapatita, o clearance bucal, a formacao da pelicula adquirida e
a defesa imunoldgica, podendo ocasionar o aumento do risco de desordens
odontologicas, como lesdes de carie cervical, erosdo dental e doenga periodontal
(AMERONGEN; VEERMAN, 2002). Além disso, a redugao do fluxo salivar pode provocar
manifestagbes locais como ardéncia bucal, candidiase oral, queilite angular, lingua
fissurada, reducao de papilas gustativas e intensa dificuldade na degluticdo e na fala
(MATHEWS; KURIEN; SCOFIELD, 2008).

Figura 1. Imagem clinica e histolégica detalhada por Mikulicz. Reimpressado do livro Kozuschek W.
Johann von Mikulicz-Radecki 1850-1905. Mitbegriinder der modernen Chirurgie. Wroctaw: Wydawnictwo
Uniwersytetu Wroctawskiego, 2003, p. 108. Adaptado de (GRZYBOWSKI; SAK, 2011).

Outras manifestagdes clinicas podem estar associadas a sindrome. Uma vez que
as glandulas exodcrinas sado especificamente comprometidas, o disturbio acomete
diversos sistemas (ALEXANDER et al. 1986). Ressecamentos epiteliais, nasais, guturais

e vaginais, bem como desordens renais, pulmonares, cardiovasculares, gastrointestinais,
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tegumentares, hematologicas e neuroperiféricas s&o observadas (KASSAN;
HARALAMPOS; MOUTSOPOULOQOS, 2014). Além destas, o desarranjo funcional ou
autoimune na glandula tireoide e o linfoma com alto risco de mortalidade sdo condigdes
que podem estar associadas a sindrome (BRITO-ZERON et al. 2016). Portanto, as
consequéncias crénicas da doenca resultam em reducdo da qualidade de vida, bem

como aumento do risco de morbidade e mortalidade.

Etiologia e Epidemiologia

A SS é uma exocrinopatia autoimune de etiologia desconhecida, no entanto,
diversos fatores ambientais parecem contribuir para estabelecimento dessa condicédo em
um individuo geneticamente suscetivel (Figura 2). Dessa forma, embora os fatores
genéticos ainda estejam relativamente pouco explorados, é diversamente relatada a
ocorréncia de dois ou mais casos da sindrome em familias. No entanto, a possivel relagcao
de hereditariedade carece de esclarecimentos (LICHTENFELD; KIRSCHNER; WIERNIK,
1976; REVEILLE et al. 1984).

Considera-se, principalmente, a possibilidade de que a predisposi¢ao genética se
dé por meio do polimorfismo dos alelos do MHC de classe Il, especialmente os haplotipos
do antigeno leucocitario humano, HLA-DR e HLA-DQ. As amostras de DNA de individuos
com SS primaria (SSp) compartiiham uma sequéncia de aminoacidos em comum para
HLA-DQB1, nas etnias caucasiana, japonesa e chinesa (KANG et al. 1993). Além disso,
os alelos especificos HLA-DRB1 e HLA-DQA parecem conferir suscetibilidade genética
a SS devido a apresentagdo de autoantigenos e, consequentemente, a produgao dos
autoanticorpos anti-SSA e anti-SSB (FEI et al. 1991).

Ainda, é levantada a hipotese de que alteragbes epigenéticas, ocasionadas pela
metilacdo de DNA nas células epiteliais de glandula salivar em SSp, estejam associadas
a expressdo do gene SSB, a produgdo de autoanticorpos anti-SSB e a infiltragdo
leucocitaria glandular (KONSTA et al. 2016). Do mesmo modo, modificagdes em histonas
e expressdo de micro-RNA vém sendo relatadas (KONSTA et al. 2014).

Ademais, fatores ambientais, principalmente relacionados a infec¢des virais, séo
estudados no que diz respeito a etiologia da doenca (BOLSTAD; SKARSTEIN, 2016).

3



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

Consideradas um possivel gatilho para patogénese da SS, estas infec¢des virais podem
ocorrer, por exemplo, por meio dos seguintes virus: herpes humano 6, Epstein-Barr,
citomegalovirus, hepatite C, imunodeficiéncia humana e linfotrépico de células T humano
tipo 1 (HTLV-1) (YOUINOU et al. 2005). Desses, as evidéncias epidemiolégicas que
associam o HTLV-1 como gatilho para SS, em estudo retrospectivo realizado em
Nagasaki, mostram-se mais consistentes (TERADA et al. 1994), bem como estudo que
associa alta prevaléncia de anticorpos anti-HTLV-1 em soro de pacientes SSp, indicando
0 aumento do risco de se desenvolver a sindrome, em areas endémicas (HIDA et al.
1999). E fundamental elucidar que a prevaléncia de SS em Nagasaki, cidade atingida
pela bomba atdmica, foi expressivamente maior; todavia, ndo havia associagcdo com a
dose de radiag&o (HIDA et al. 2008).

Fatores ambientais: Fatores genéticos:
Infecgao viral e ativagao de HLA-DR
células epiteliais glandulares HLA-DQ

l l

Ativacao dos sistemas
imune inato e adquirido

l

Alteracao glandular e
Infiltragao linfocitica

l

Destruicao celular
Citocinas
Auto anticorpos
Metaloproteases

l

Disfungao glandular

Figura 2. Esquema representativo dos principais fatores etiolégicos envolvidos na patogénese da
Sindrome de Sjogren. Adaptado de (FOX, 2005).
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Além desses, a etiologia dessa sindrome sistémica pode envolver, conjuntamente,
fatores hormonais, com regulacdo neuroendodcrina. Um estudo com camundongos
transgénicos, com nocaute para aromatase (Ar /), mediador de estrogénio, revelou que
a presenca do fitoestrogeno possa ser um elemento de protegcdo ao desenvolvimento da
SS e sua auséncia possa provocar surgimento de doenga semelhante a SS, com infiltrado
de linfécitos B (SHIM et al. 2004). Em estudo caso-controle com 2.680 mulheres, mediu-
se a exposicdo cumulativa ao estrogeno, a fim de testar se haveria efeitos no
desenvolvimento da SSp. Concluiu-se que as mulheres com SSp apresentavam menor
exposicao que o controle, e que a maior exposi¢gao foi associada negativamente ao
desenvolvimento da doenga (MACCOY, SAMPENE; BAER, 2019).

Escassos estudos epidemioldgicos, com intuito de apresentar estimativas de
prevaléncia e incidéncia da SS, variam de acordo com os diferentes critérios de
classificagdo da doenga (PATEL; SHAHANE, 2014). Em concordancia, estudo
retrospectivo realizado na Noruega revelou que a incidéncia variou entre os grupos de
nascidos entre 1953 e 1957 de 0,22% a 0,44%, e de nascidos entre 1925 e 1927 de
1,40% e 3,39%, a depender do critério de classificagao utilizado (HAUGEN et al. 2008).
Além disso, a estimativa de incidéncia anual observada em estudo retrospectivo realizado
nos Estados Unidos da América, entre 1976 e 1992 (PILLEMER et al. 2001), bem como
em estudo prospectivo realizado na Eslovénia, entre 2000 e 2002 (PLESIVCNIK et al.
2004), revelaram que ha 3,9 casos da doenga a cada 100.000 individuos. Em suma, com
ocorréncia de aproximadamente 0,5% da populacéo geral, a SS é, dentre as desordens
autoimunes, uma das mais prevalentes. A prevaléncia pode variar entre 0,1% a 4,8% a
depender de areas geograficas ou étnicas (MAVRAGANI; MOUTSOPOULOS, 2010).

De acordo com Walsh, em 1995 nos Estados Unidos, as doengas autoimunes
estavam entre as 10 principais causas de morte em mulheres com idade inferior a 65
anos. Além disso, a proporcao de pacientes com doencgas autoimunes que sdo mulheres
é de 314 individuos (WALSH; RAU, 2000). Observadas as -caracteristicas
epidemioldgicas, as mulheres sdo predominantemente mais acometidas pela SS,
representando 90% dos pacientes (KASSAN; MOUTSOPOULOQOS, 2004). Nota-se, ainda,
que a SS representa uma das maiores prevaléncias em mulheres dentre as doengas

autoimunes, inferior apenas quando comparado a tireoidite (COOPER; STROEHLA,
5
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2003). Além disso, apresenta-se com pico de incidéncia na faixa etaria entre a quarta e
a sexta década de vida (FOX, 2007). Sendo assim, possivelmente, fatores hormonais
estabelegam relagao etiologica em mulheres acometidas pela sindrome, em fase pré ou
pos menopausa (MACCOY; SAMPENE; BAER, 2019).

Patogénese e Terapéutica

Os mecanismos que envolvem a patogénese da SS ainda n&do foram
completamente elucidados, no entanto, estudos atuais indicam que ha abrangéncia da
ativacdo dos sistemas imune inato e adquirido. A teoria mais aceita € de que, em
individuos geneticamente suscetiveis, as células epiteliais de glandulas salivares (CEGS)
regulariam a resposta autoimune, apresentando autoanticorpos e expressando
moléculas imuno competentes (Figura 3). Por conseguinte, as CEGS provocariam e
seriam alvo desta resposta. Assim, as ribonucleoproteinas Ro/SSA e La/SSB,
constituintes do nucleo celular, sdo apresentadas via MHC de classe || em CEGS e
passam a ser reconhecidas como antigenos pelo sistema imune. Além disso, as préprias
CEGS, quando estimuladas por virus ou IFN-a de células dendriticas foliculares, também
secretam BAFF, fator de ativagdo de linfocitos B (NOCTURNE; MARIETTE, 2018).

A expressao de moléculas imuno competentes, como proteinas coestimulatérias,
moléculas de adesao, receptores, citocinas e quimiocinas, resulta no recrutamento de
linfécitos. Dessa forma, no processo inflamatorio sdo formados infiltrados linfocitarios que
se desenvolvem ao redor dos ductos glandulares, com perda de células acinares e
preservacgao de células ductais (DANIELS, 1984). Por conseguinte, linfécitos T e B sdo
as principais células que compdem o foco inflamatorio periductal, conjuntamente a
algumas poucas células mononucleadas, como macrofragos e células dendriticas
foliculares. Entdo, essas células sdo organizadas de maneira segregada com tecido
endotelial venoso, formando as estruturas linfoides ectépicas (KROESE; HAACKE;
BOMBARDIEI, 2018). Nesse ambiente celular organizado, ha constante interagdo entre
linfécitos T e B, por meio da via CD40 e CD154, favorecendo linfécitos B maduros a
produzirem autoanticorpos (WIECZOREK et al. 2019).
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Figura 3. Esquema representativo de como os centros germinais sao formados na patogénese da
Sindrome de Sjogren. Adaptado de (NOCTURNE; MARIETTE, 2018).

Observam-se diferentes manifestagdes clinicas em SS a depender do
autoanticorpo expresso pelo paciente. Quanto ao anti-SSA/Ro e anti-SSB/La, mostrou-
se evidenciado em pacientes jovens, com disfung¢des exdcrinas mais graves e maior da
prevaléncia de manifestacbes extraglandulares. Quanto aos autoanticorpos
antinucleares (ANA) e o fator reumatoide, ha correlagdo com manifestagcdes
extraglandulares e com desenvolvimento de linfoma, com alto risco de mortalidade
(BOURNIA; VLACHOYANNOPOULO, 2012). Adicionalmente, dentre os individuos
diagnosticados pela sindrome, ha os que sejam negativos tanto para anti-Ro/SSA quanto
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para anti-La/SSB. Estes parecem apresentar um menor risco de desenvolver linfoma e
um nivel reduzido de expanséo de células B (QUARTUCCIO et al. 2015).

Ainda, nesse processo de regulagao imune, observa-se que ha uma contribuicdo
de receptores Toll-like (TLR) na sinalizagdo, regulagéo positiva de citocinas e quimiocinas
mediando a inflamac&o na SS, além de apoptose e hipofungdo do epitélio glandular
(KIRIPOLSKY; KRAMER, 2018). Dentre eles, observa-se que ha aumento significativo
da expressdo de TLR-2, TLR-4 e TLR-6 em tecido glandular de pacientes com SSp.
Quando estimulados, especialmente o TLR-2, promovem a produ¢ao no plasma de IL-17
e IL-23, citocinas associadas a resposta Th17. Considerando esses resultados, ha
correlagao da expressao de TLR-2 com o grau do infiltrado mononuclear tecidual e com
0 aumento da expressdo de mediadores, como IL-6, STAT3 e NF-kB (KATISIFIS et al.
2009; KWOK et al. 2012). Ainda, demonstrou-se que o TLR-4 reconhece mucinas do tipo
MUC5B em células epiteliais e essa interacdo seria capaz de iniciar a resposta pro-
inflamatoria em SS (BARRERA et al. 2015).

Sendo assim, ha uma expressao consideravelmente aumentada de citocinas na
patogénese da SS, especialmente, a IL-6, evidenciada em biopsia de glandulas salivares
menores, em saliva total e em sangue periférico, pela expressao de mRNA e por ensaio
imunoenzimatico (FOX et al. 2007; HUNG et al. 2019). Uma das principais fun¢des da IL-
6 nessa regulagdo imune € induzir a diferenciagdo de células B ativa em plasmocitos
produtores de anticorpos. Outra citocina evidenciada no processo inflamatério € o TNF-
a, relacionado a apoptose, a ativacdo de metaloprotease 9 em células acinares de
glandulas salivares e a destruicdo da glandula salivar (AZUMA et al. 2002; HU et al.
2007).

Outro aspecto relevante é o papel de neutréfilos no contexto de doencas
inflamatorias e de doengas autoimunes (WANG et al. 2018), particularmente em SS (WU
et al. 2015). Estas células participam tanto da resposta imune inata, por meio do processo
de fagocitose, da desgranulagdo, da producédo de espécies reativas de oxigénio, da
producao de citocinas e da formagao de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETSs),
quanto pela resposta imune adaptativa, mediando a ativacdo de outras células imuno
competentes, como células dendriticas, linfocitos e células NK (MAYADAS; CULLERE;
LOWELL, 2014).
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Ademais, quanto a hipossalivacao e a reducao do fluxo de fluidos lacrimais em
SSp, ainda se sugere que esses sintomas estejam relacionados com a regulagéo
negativa de aquaporina 1, proteina transmembrana responsavel pelo transporte de agua
e que esta presente em células mioepiteliais que circundam o acino (BEROUKAS et al.
2002). N&ao apenas isso, mas a progressiva perda celular referente ao processo
autoimune, assim como eventos apoptoticos no tecido epitelial glandular, provocam
perda de fungdo (KIRIPOLSKY; KRAMER, 2018).

Tendo em vista que a SS € uma doenga sem cura estabelecida, o tratamento tem
como proposito a melhoria na qualidade de vida do paciente, reduzindo o desconforto e
as sequelas. Dentre as medidas instituidas, tém-se o uso de colirios e saliva artificial, a
estimulacdo da produgao de lagrima e saliva por meio de agonistas muscarinicos de uso
oral, a estimulagdo salivar por uso de goma de mascar sem agucar, a reducado da
inflamacéo local pela administragdo de corticoides, o aumento do consumo de agua, o
controle rigoroso do biofilme dental, o uso de terapias que promovam a remineralizagao
dental, a assisténcia odontoldgica continua, o consumo de alimentos com baixo potencial
cariogénico e dieta que favoreca resposta anti-inflamatéria (GONZALEZ et al. 2013).

Além dessas, a terapéutica potencial para a doenca pode compreender o bloqueio
da via de interagdo CD40-CD154, que se mostrou capaz de inibir estruturas leucocitarias
ectopicas, reducao expressiva da sialoadenite e de autoanticorpos anti-Ro no plasma.
Estes resultados foram obtidos em camundongos do modelo de SSs, ndo obesos
diabéticos (WIECZOREK et al. 2019). Ademais, inibidores de BAFF (FOX, 2007), terapias
anti-CD20, por meio de farmaco rituximab (PIJPE et al. 2005; DEVAUCHELLE-PENSEC
et al. 2010) e terapias anti-CD22, por meio de farmaco epratuzumab (STEINFELD;
YOUINOU, 2006) sao promissoras.

Contudo, até o presente momento, ndo ha ensaios clinicos que comprovem a
seguranga, viabilidade e eficacia em humanos para tratamento da SS. Todavia, alguns
desses farmacos ja vém sendo utilizados para tratamento da artrite reumatoide e outras
doengas autoimunes (ZISAPEL; PARAN; ELKAYAM, 2019).
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Classificagao e Diagnéstico

O Consenso Americano-Europeu (VITALI et al. 2002) unificou critérios para
classificagao e diagnostico da Sindrome de Sjogren (SS). Com intuito de evitar ou reduzir
erros de diagnostico, sao utilizados como critérios de exclusao outras condigbes que
também provocam reducgao do fluxo salivar. Sao elas: os tratamentos com radiagédo em
cabeca e pescoco, a infecgao por hepatite C, a imunodeficiéncia por HIV, o linfoma pré-
existente, as sarcoidoses, a doenga do enxerto contra hospedeiro e o uso de drogas
anticolinérgicas.

Quanto a classificagdo, consideram-se SS primaria (SSp) os pacientes que
obedecam a critérios objetivos e que apresentem histopatologia e sorologia positivas. Em
contrapartida, consideram-se SS secundaria (SSs) os pacientes que séo portadores de
outras doengas reumatologicas, como artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
esclerodermia e cirrose biliar primaria (VITALI et al. 2002).

Os pacientes acometidos pela sindrome ainda ndo sao classificados quanto as
manifestacdes sistémicas por meio do indice criado pelo Consenso Americano-Europeu,
embora mais de um quarto destes pacientes sofram sinais e sintomas referentes ao
comprometimento de glandulas exocrinas (TOUMA et al. 2019).

Quanto ao diagnéstico, observam-se critérios objetivos e subjetivos, tanto bucais
quanto oculares. A sensacdo de secura bucal e ocular é constatada por meio de
questionario ao paciente. Sinais de ressecamento ocular sdo investigados pelos Teste
de Schirmer e Teste Rose Bengal, visto que averiguam volumetricamente o fluxo lacrimal.
Sinais de ressecamento bucal sdo investigados pelo envolvimento das gléndulas
salivares, por meio de dados quantitativos do fluxo salivar, por sialografia da glandula
parétida e por cintilografia salivar. Em biopsia de glandulas salivares menores, observa-
se no histopatologico a sialadenite linfocitaria focal, € no soro observa-se a presenca de
anticorpos anti-SSA/Ro ou anti-SSB/La (VITALI et al. 2002).
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Diagnéstico Salivar e Saliva

Nos ultimos anos, diversos estudos clinicos tém avaliado a saliva total com o intuito
de determinar marcadores salivares. Para tal, um biomarcador ideal deve apresentar
sensibilidade aos testes e especificidade a doencga, sendo capaz de representar a
severidade e os estagios de progressdo da doenga (BAUM et al. 2011). Sendo assim,
certamente, a saliva possui um enorme potencial de aplicagao clinica, pois o diagnodstico
salivar seria capaz de detectar patologias em estagios iniciais, proporcionando a redugao
dramatica da gravidade do impacto da doenga na vida do paciente, bem como a
prevencao de complicagdes subsequentes (LEE; WONG, 2009).

Desse modo, a saliva tem sido usada como um meio diagndstico para detectar
drogas, virus e amostras estaveis de DNA (BONNE; WONG, 2012), bem como doengas
bucais, sistémicas, autoimunes e de imunodeficiéncia, como doenca periodontal, cancer,
SS e aids. Assim, o diagnaostico salivar € um método ndo invasivo, seguro, de facil coleta
e baixo custo. Além disso, a amostra de saliva ndo sofre coagulagdo, como ocorre com
o sangue (HELMERHORST; DAWES; OPPENHEIM, 2017). Por ser um método nao
invasivo, reduz a ansiedade e o desconforto do paciente, além de permitir um
monitoramento longitudinal mais efetivo e cémodo (SPIELMANN; WONG, 2010).

Portanto, ndo apenas como meio diagndstico, a saliva pode ser empregada como
forma de monitorar a doenga, bem como ser utilizada para indicagdo de um prognostico
(LIU; DUAN, 2012). Um indicador molecular sensivel e presente em todas as amostras e
que componha a saliva apenas de individuos doentes seria um bom candidato para ser
marcador da doenga (SCHAFER et al. 2014; GUERRA et al. 2015). Esses marcadores
podem, inclusive, marcar estagios iniciais, nos quais os sinais clinicos ainda nao sao
graves. Dessa forma, o paciente teria acesso a alternativas de tratamento antes mesmo
de sofrer os efeitos da doenga (SPIELMANN; WONG, 2010).

Dessa forma, apesar de os autoanticorpos anti-SSA/Ro e anti-SSB/La serem
possiveis de ser detectados na saliva (BEM-CHETRIT; FISCHEL; RUBINOW, 1993), eles
nao séo exclusivos para diagnéstico de SS, visto que também s&o parte da mediagao
autoimune do lupus eritematoso sistémico (KROEF et al. 2019). Além disso, nem todos
0s pacientes com a sindrome tém sorologia positivas, especialmente quando a coleta é
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realizada em fase incipiente da doenga (BECKMAN; LUCHS; MILNER, 2016). Sendo
assim, a biopsia de glandulas salivares menores ainda € um procedimento fundamental
para diagnosticar a SS.

Por conseguinte, é desejavel o desenvolvimento de novos métodos de diagnostico
gue sejam n&o invasivos, como o diagnostico salivar. Sendo assim, faz-se necessaria a
busca por marcadores biolégicos que sejam especificos, sensiveis e presentes em todos
os individuos. Assim, o estudo da expressao diferencial de componentes salivares em
SS pode ser promissor para este proposito (KATSIOUGIANNIS; WONG, 2016).

Até o momento, estudos que avaliam expressdo de proteinas salivares em SS
(RYU et al. 2006; AQRAWI et al. 2017) carecem de dados quanto a atividade e regulagao
da expressao de proteases. Sabe-se, portanto, que para avaliar proteinas salivares em
fluidos biologicos, dispbe-se de diversas estratégias e ferramentas metodologicas
promissoras na busca de padrdes biologicos que possam identificar patologias (LEE;
WONG, 2009). Desse modo, conhecer a composigédo salivar em individuos saudaveis
seria a primeira etapa para, entdo, poder observar o que destoa da condicdo de
normalidade.

A saliva é um biofluido quimicamente complexo, composto por diversos
componentes orgéanicos e inorganicos, os quais exercem fung¢des importantes para a
manutengdo da saude geral e bucal do individuo (MADRID et al. 2000). Formada por
meio de rotas transcelulares e paracelulares, com pequena quantia de plasma
(OPPENHEIM, 1970), a secregao exocrina produzida exclusivamente pelas porgdes
secretoras das glandulas salivares maiores e menores € denominada saliva ductal
(Figura 4).

Contudo, o complexo que compreende a saliva ductal, o fluido crevicular, células
descamadas da mucosa e bactérias e seus metabdlitos € denominado saliva total. Devido
a sua composicdo organica, representada por proteinas, enzimas, proteases,
aminoacidos, imunoglobulinas e horménios, e inorganica, por agua e ions, a saliva pode
refletir perfis metabdlicos e informagdes imunologicas do individuo (CARPENTER, 2013).

Desse modo, a composicao da saliva total € importante para caracterizagao salivar
e para investigagédo de alteragcdes do padrao. Como a secreg¢ao salivar € um processo

regulado neurologicamente pelo sistema autbnomo simpatico e parassimpatico, ha
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diferencas de volume e composi¢éo entre a saliva total estimulada (coletada por meio de
estimulo mastigatorio) e a saliva total ndo estimulada (PEDERSEN et al. 2018). Embora
haja grande variabilidade de concentracéo de proteinas entre os métodos de coleta, a
saliva total estimulada apresenta menor grau de alteragdes (JASIN et al. 2016). Com
cerca de 60% do seu volume proveniente da glandula parétida, a saliva total estimulada
€ rica em amilase e proteinas ricas em prolina. Ja a saliva ndo estimulada € proveniente
70% das glandulas submandibulares e sublinguais (BARONE; COLAFRANCESCO,
2016).

Ducto Ducto Ducto Cavidade
Acino intercalar estriado secretor oral
|L - Jt - n\ n J - I\ J
[ I [ I |

Células mioepiteliais

en \
¢ /NG
\/.\l *le]e].[c].

Vasos sanguineos/capilares

Figura 4. Histologia da glandula salivar. Adaptado de (PEDERSEN et al. 2018)

E importante destacar que tanto o segmento acinar quanto o ductal das glandulas
salivares recebem um rico suprimento sanguineo e que a composig¢ao da saliva total é
de aproximadamente 27% das proteinas encontradas no plasma. Assim, embora a saliva
exiba menor concentracdo de componentes quando comparada ao sangue, ha técnicas

altamente sensiveis para deteccdo desses componentes, como 0S ensaios imuno
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enzimaticos (RAYMENT,; OPPENHEIM; TROXLER, 2000) e a analise de proteomas
salivares, por espectrometria de massas (FLEISSIG et al. 2009).

Dessa forma, para analise de moléculas de interesse, € essencial compreender o
perfil padrédo de composic¢ao bioldgica salivar em individuos normais. Segundo Ruhl, em
estudo baseado em extensa literatura, a abundancia relativa de proteinas e peptideos
em saliva humana é exemplificada em ordem decrescente da seguinte forma, até o valor
de 1% da saliva total: amilases, proteinas ricas em prolina, cistatinas, mucina 5B, IgA
secretoria, mucina 7, estaterinas, anidrase carbdnica VI, histatinas, lisozimas, albumina
sérica, componente secretor livre, IgG e IgM (RUHL, 2012). Entretanto, o perfil
protedbmico de saliva total e glandular em individuos saudaveis mostrou-se variavel a
depender do método de coleta utilizado (JASIN et al. 2016).

Proteases e Avaliacao Proteolitica

Por meio de estudo da expressao diferencial de componentes salivares, as
proteases podem ser promissoras para cumprir este proposito de busca por
biomarcadores salivares. Assim, é relevante o estudo da protedlise, visto que essas
reagcdes enzimaticas sdo parte de processos de manutencgao fisioldgica da célula, de
resposta imunologica, de regulagdo da inflamacgao, do reparo tecidual, de coagulagao
sanguinea e de migracao e crescimento celular (RAO et al. 1998).

As proteases expressas na saliva podem ser potenciais biomarcadores, visto que
estdo envolvidas em processos biologicos que podem caracterizar condigbes de
normalidade ou patogénese (KATISIOUGIANNIS et al. 2016). Apesar de apresentarem-
se em diminuta concentragdo (RUHL, 2012), sdo parte de processos de elevada
especificidade, como ativacdo de citocinas, processo de fagocitose, sinalizagéo
intracelular e processamento de antigenos (BUTLER; OVERALL, 2009). Por
conseguinte, uma forma de identificar provaveis marcadores biolégicos moleculares é
pela avaliacdo da atividade proteolitica salivar.

Assim, as proteases ou enzimas proteoliticas hidrolisam ligagbes peptidicas.
Podem ser subagrupadas em exopeptidases, as quais s&o capazes de clivar aminoacidos
nas posi¢cdes terminais de uma proteina, ou em endopeptidases, as quais hidrolisam
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ligacbes peptidicas internas de uma proteina. Também chamadas de peptidases, a
maioria das proteases séo altamente especificas e podem processar uma quantia restrita
de substratos, com sequéncia definida de aminoacidos (RAWLINGS; BARRETT, 1994).
Dessa forma, as proteases séo classificadas conforme sua predilecdo de catalise e de
acordo com o residuo de aminoacido presente em seu sitio catalitico. Portanto, tém-se:
serino, cisteino, metalo, aspartico e treonino proteases (TURK; TURK; TURK, 2012).

Sendo assim, as proteases podem ser identificadas tendo em vista sua
especificidade por clivar determinados substratos, bem como observando quais
inibidores sdo capazes de cessar sua atividade, parcial ou completamente. Logo, para
que essas enzimas sejam adequadamente caracterizadas por sua funcionalidade, é
necessario que sejam testados ndo somente substratos, mas inibidores enzimaticos
(BASTOS et al. 2013).

A Sindrome de Sjogren compreende diversos mecanismos de resposta imune e,
consequentemente, processos extremamente regulados para estabelecimento das vias
de inflamacéo crénica glandular. Para tal, ha proteases que, reconhecidamente, possuem
papeis importantes para desencadear reacdes chave, como ocorre nos inflamassomas
(SHAO et al. 2015) com a caspase-1 (NETEA et al. 2010). Ainda, observou-se que em
tecido epitelial glandular de individuos acometidos por SS ha desregulagdo do NF-kB,
provocando caracteristicas semelhantes a sindrome (WANG et al. 2018). Isso posto, na
via em questdo, a capase-1 que € uma protease se mostrou fundamental para o
desencadear de uma cascata de reagdes e, por conseguinte, o desenvolvimento da
doencga. Outras proteases vém sendo estudadas em SS (AQRAWI et al. 2017) para
melhor compreensao de seu papel na patogénese.

Com extensa variabilidade de aplicagdes industriais, farmacéuticas e medicinais,
as proteases vém sendo investigadas para compor possiveis aplicagcdes diagnosticas
(RAO et al. 1998).

Analise Protedmica

A analise de proteomas é uma forma de avaliar a abundéncia diferencial de

proteinas, como por exemplo, em fluidos biologicos. Esta analise € possivel por meio da
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técnica de espectrometria de massas, a qual ioniza peptideos submetidos a um campo
elétrico ou magnético e fornece uma relagdo de massa molecular e carga (m/z) (FENN et
al. 1989).

As amostras analisadas primeiramente sofrem digestdo quimica ou enzimatica e,
entdo, a raz&do m/z, apos fragmentacéo, é avaliada por meio da disténcia entre picos de
espectros, os quais identificam um peptideo. Reconhece-se um fingerprint, juntamente
com os demais peptideos sequenciados, determinando uma proteina ou um fragmento
de proteina. A partir da analise desse perfil quimico, bancos de dados sao consultados
para busca de sequéncias ou perfis proteicos semelhantes. Dessa maneira, as proteinas
s&o identificadas em espectrometria de massas por meio de um algoritmo (JAMES et al.
1993).

Ao longo dos anos, desde sua criagdo em meados da década de 50, as técnicas
em espectrometria de massas avancaram fortemente. Os avancos envolvem as fontes
de ionizagdo, os analisadores de massas e os detectores por cromatografia, sendo essas,
portanto, as variaveis que determinam a aplicagcdo metodolégica de um projeto
(ROEPSTORFF, 2012). Dentre os equipamentos de analise de massa mais modernos,
sensiveis e precisos, tém-se o Orbitrap Velos, empregado neste trabalho.

O Orbitrap € um aprisionador eletrostatico orbital, visto que apresenta um eletrodo
central, no qual os ions da amostra se movimentam em espiral e sdo aprisionados em
um campo eletrostatico. O que o torna de altissima acuracia sdo o elevado campo
elétrico, a maior energia de colisdo e o espago de tempo entre a detecgao e a injegdo em
microssegundos, prevenindo saturagao. A fonte de ionizagédo geralmente € o eletrospray
(ESI) e a informagdo de m/z é determinada por frequéncias de oscilagdo (AHIF et al.
2012).
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JUSTIFICATIVA
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JUSTIFICATIVA

A Sindrome de Sjogren é, dentre as doengas autoimunes, uma das mais
prevalentes, com incidéncia de, aproximadamente, 0,5% na populagdo geral
(MAVRAGANI; MOUTSOPOULOQOS, 2010). Além dos sinais e sintomas que prejudicam o
bem-estar dos pacientes, estudos relacionam a elevada incidéncia de linfoma em
pacientes acometidos por SS, com alto indice de mortalidade (BRITO-ZERON et al.
2006).

Sendo uma doencga incuravel, &€ desejavel proporcionar melhoria na qualidade de
vida ao paciente, bem como redugdo do desconforto na fase de diagndstico e
acompanhamento. Sendo o diagnéstico da SS realizado com base em critérios
estabelecidos pelo Conselho Americano-Europeu (VITALI et al. 2002), uma das
orientagdes € a biopsia de glandulas salivares menores. Em contraposi¢éo, o diagnostico
salivar seria um meio mais confortavel, ndo invasivo, de baixo custo e de facil manuseio
(SPIELMANN; WONG, 2010).

Tém sido relatados na literatura estudos que relacionam a atividade das proteases
em doengas autoimunes por meio da analise sérica (LIU et al. 2005; CARLSSON et al.
2011). No entanto, escassos trabalhos tém avaliado a atividade de proteases na saliva,
a excegao dos estudos que avaliam as metaloproteases (MACIEJCZYK et al. 2016;
RATHNAYAKE et al. 2017). No presente momento, foram encontrados poucos estudos
relacionados a regulacao positiva de proteases na saliva de individuos em patologias
sistémicas que comprometam o fluxo salivar, como a SS (AQRAWI et al. 2017). Assim,
a identificagdo de padrbes proteoliticos e protedbmicos na saliva total carece de
detalhamento e pode ser um instrumento promissor para o diagnodstico salivar de SS
(FOX, 2016).

O melhor entendimento da patogénese, portanto, bem como a busca por possiveis
marcadores biologicos, é de interesse na analise salivar de individuos com SS (PORTO-
MASCARENHAS et al. 2017). Destarte, o presente trabalho busca contribuir para o
entendimento das mudancgas de perfis de proteases e de atividade proteolitica nas salivas
de pacientes com SS, a fim de prover ferramentas para posteriores estudos acerca dos

marcadores biologicos salivares.
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OBJETIVOS
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OBJETIVOS

Com o intuito de determinar especificamente as proteases caracterizadas em
trabalho anterior (GARRETO, 2017), o objetivo do presente estudo foi avaliar a
expressao diferencial evidenciada no perfil de proteases de individuos controle e SS. Isto
posto, por meio do proteoma salivar, de ensaios imunoenzimaticos, bem como pela
atividade enzimatica de proteases na saliva total estimulada, busca-se contribuir para

identificacdo de alteragdes biologicas para SS em relagéo ao controle.

Objetivos especificos

Detectar proteases salivares em amostras de saliva total estimulada de individuos
SS em relacéo ao controle, por meio de:
1. Caracterizacao proteolitica, fazendo uso de substratos peptidicos e inibicdo
especifica de atividade proteolitica em saliva total.
2. Dosagem de proteases salivares em ensaio imunoenzimatico, mediante kit
ELISA.
3. Espectrometria de massas, para analise qualitativa da presenca de

proteases salivares.
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METODOLOGIA

A avaliagao dos participantes do estudo para amostra de conveniéncia e a coleta
da saliva foram realizadas no ambito da tese de doutorado no Programa de Pods-
Graduacao em Ciéncias da Saude, na Universidade de Brasilia, pela Dra. Flavia Marques
Borba Modesto. Esse projeto foi aprovado no comité de ética CEP/FS, 073/11. Todos os
individuos participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (MODESTO, 2015).

Desenho experimental global

Para analise da expressao diferencial de proteases salivares procedeu-se com a
caracterizagao proteolitica, tanto por meio de ensaios com substratos fluorogénicos e
inibidores especificos, quanto por ensaios com substrato em SDS-PAGE e inibidores
especificos; com ensaios imunoenzimaticos, com ELISA para DPP-IV e MMP-9 humana;
com analise protedmica qualitativa, com digestdo em gel, ionizagdo EASY-nano LC em

espectrometro de massas Orbitrap Velos (Figura 5).

Analise da expressao diferencial
de proteases salivares

o . Anali
Caracterizacao Ensaios proteéri?ca
proteolitica imunoenzimaticos qualitativa
Enssios com ELISA para Digestao em gel
substratos
fluorogénicos e | DPP-IV humana EAS.Y'nanO e
inibidores especificos Orbitrap Velos

Ensaios com

|| substratoem SDS- | | | ELISA para
PAGE e inibidores MMP-9 humana
especificos

Figura 5. Desenho experimental global.
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Amostra de conveniéncia

Trata-se de um estudo de caso controle, no qual houve uma comparagao da
atividade proteolitica salivar. Foram avaliadas amostras de saliva total estimulada de 40
individuos, sendo 20 diagnosticados com SS pelo Servigo de Reumatologia do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB), conforme critério de diagnostico Americano-Europeu
(VITALI et al. 2002), e 20 ndo acometidos por SS. De cada grupo, 19 sdo mulheres e 1
€ homem. No grupo de individuos com SS, ha 10 com SSp e 10 com SSs. Os individuos
avaliados compreendem a faixa etaria de 29 a 82 anos. Foram excluidos os individuos
com doencgas sistémicas ou com fatores que pudessem interferir nos resultados deste
estudo, tais como: portadores de HIV, HCV, HVB ou HTLV-1; diabéticos; tabagistas,
pacientes com linfoma previamente diagnosticados, pacientes com sarcoidose, histéria

de tratamento radioterapico de cabeca e pescogo e uso de medicag&o anticolinérgica.
Coleta salivar

A saliva total estimulada foi coletada em jejum, entre 9 e 11 horas da manha, com
intuito de atenuar a influéncia do ritmo circadiano. Os individuos foram instruidos a
realizar a higiene bucal uma hora antes do exame. O estimulo para realizagdo da coleta
de saliva total estimulada foi por mastigacdo de uma goma de mascar sem sabor. Apos
a coleta, as amostras foram centrifugadas a 2.600 x g, por 15 minutos, e armazenadas a

-80°C no Laboratdrio de Histopatologia Bucal, Faculdade de Ciéncias da Saude, UnB.

Quantificagao de proteinas totais

As proteinas totais das amostras salivares foram quantificadas por meio de
fluorometria, no equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer.

Os dados recolhidos deste resultado de concentragdo de proteinas totais foram
utilizados para normalizar os volumes de saliva utilizados para analise em espectrometro

de massas.

23



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

Além disso, com o intuito de comparar a intensidade de atividade gelatinolitica em
zimografia, quanto ao volume e quanto a uniformizag&o da quantificagao salivar, um SDS

PAGE 10% corado em prata, espelhado a uma zimografia de gelatina, foi realizado.

Ensaios de atividade enzimatica contra peptideos fluorogénicos

Em atividade proteolitica da saliva contra peptideos fluorogénicos, foram
avaliadas as amostras de saliva estimulada dos individuos controle e dos pacientes
acometidos por SS. Foram testados os seguintes peptideos fluorogénicos: Gly-Pro-AMC,
Phe-Arg-AMC, N-Gly-Gly-Arg-AMC, Pro-AMC, Arg-Arg-AMC, Ala-Ala-Phe-Ala-AMC, N-
suc-lle-Leu-Cys-Ala-AMC, N-suc-Gly-Pro-Leu-Gly-Pro-AMC, Gly-Arg-AMC, N-suc-Leu-
Thr-AMC, Arg-AMC, N-suc-Leu-Leu-Val-Thy-AMC.

A atividade enzimatica presente foi medida por meio da liberacdo do 7-amino-4-
metilcoumarin (AMC) pela hidrélise do substrato durante 15 minutos (SANTANA et al.
1997). O AMC liberado foi medido no espectrofluorimetro SpectraMax® M5 ROM
v3.0.22, Molecular Devices, a excitacdo de 380 nm e emissao de 460 nm em microplaca
de 96 pogos, em FU/min. Todas as rea¢des enzimaticas foram realizadas em tampé&o de
atividade (HEPES 25 mM, pH 7,5) na presenga de 10 yM de substrato em 100 uL de
volume final. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Para inibic&o proteolitica especifica do Gly-Pro-AMC, foram testados os inibidores
AEBSF, E-64, EDTA, Leupeptina, Pepstatina A, Sitagliptina, TLCK e TPCK, a fim de
constatar a classe a qual pertence a protease estudada. Todas as inibigdes de proteases
foram realizadas em duplicata. Os inibidores especificos de protease, os seus tipos
cataliticos ao qual realizam inibigdo e a concentragao final em amostra séo indicados na
Tabela 1.
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Tabela 1. Inibidores de protease, tipo catalitico ao qual inibem e a concentragao final em amostra.

Inibidor de protease Tipo catalitico Concentracao final

AEBSF Serino protease 1 mM

E-64 Cisteino protease 100 uM
EDTA Metaloprotease 1 mM

Cisteino protease
Leupeptina Serino protease 100 uM
Threonino protease

Pepstatina A Acido aspartico 100 puM

Sitagliptina Dipeptidil peptidase 1 M
v
— e Cisteino protease 100 M

Serino protease
Cisteino protease

TPCK . 100 uM
Serino protease

Ensaios de atividade enzimatica em SDS-PAGE contra gelatina

A zimografia, técnica de eletroforese na qual se observa atividade proteolitica em
gel de gelatina, foi carregada com 10 uL de saliva total estimulada em um SDS PAGE a
8% e copolimerizado com gelatina 0,1% (w/v). Para que pudessem ser visualizadas as
bandas de atividade, os géis foram submetidos a duas lavagens com Tris-HCI 100mM
pH7,5 e Triton 2,5% (v/v) por 30 minutos cada lavagem e incubadas a 37°C overnight.
Em seguida, os géis foram corados com solugdo fixadora de Coomassie Blue R-250,
durante 1 hora, em temperatura ambiente e descorados com solugdo descorante. A
hidrélise das bandas é visualizada em bandas claras sobre um fundo azul.

Dentre os testes realizados em zimografia, procedeu-se a comparagado da
atividade enzimatica de saliva estimulada de individuos controle e daqueles acometidos

pela SS. Para inibicdo proteolitica especifica das enzimas que hidrolisam a gelatina,
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testam-se os inibidores AEBSF, E-64, EDTA, a fim de constatar a classe a qual pertence
a enzima estudada. Como o EDTA é um inibidor reversivel, a coluna de gel com a
amostra foi tratada em lavagem e incubagdo em concentragao final de EDTA 2 mM. As
concentragodes finais de inibidores de proteases em amostra salivar estdo de acordo com
a Tabela 1.

A intensidade das bandas de atividade em zimografia foi avaliada por
densitometria, utilizando o software de processamento de imagens ImageJ 1.51a, em
escala de cinza, para quantificagcdo de imagens digitais. A normalizagdo dos valores
quantificados foi realizada tendo como base para standard a amostra mais intensa de um
individuo controle, em cada gel. Portanto, os valores fornecidos s&o de intensidade

relativa.

Ensaios imunoenzimaticos

Os testes de imunoabsorcao enzimaticos foram realizados baseados na técnica
sanduiche de antigenos, por meio dos kits: Human DPPIV/CD26 DuoSet ELISA da R&D
Systems (céd DY1180), com especificidade para DPP-IV natural e recombinante, e
Human MMP-9 da R&D Systems (céd. DY911-05), com especificidade para Pro-MMP-9
de 92 kDa, natural e recombinante, bem como para MMP-9 ativa de 82kDa. Ambos os
kits foram utilizados em conjunto com o DuoSet ELISA Ancillary Reagent Kit 2. Os
ensaios foram conduzidos respeitando-se as instru¢cdes e recomendacdes do fabricante,

em protocolo préprio.

Espectrometria de massas

Dentre a amostra de conveniéncia de 40 individuos, escolheu-se amostras
salivares que apresentaram maior variabilidade de bandas de atividade proteolitica em
zimogramas previamente realizados. As amostras salivares seguiram a seguinte
disposigéo: 3 controles, 3 pSS e 3 sSS. O SDS-PAGE foi carregado com 500 ng de
proteina salivar em cada poco.
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Para digestdo em gel, o SDS-PAGE 8% foi cortado em colunas, referente a cada
amostra salivar em poco individual, e cada coluna foi cortada em 3 partes,
horizontalmente, totalizando 27 recortes do gel. Em seguida, as partes foram descoradas.
As proteinas presentes na banda de SDS-PAGE 8% tiveram suas pontes dissulfeto
reduzidas por incubacgéo das fatias de gel em NH4sHCO3 100 mM, contendo DTT 10 mM,
por 1 h, a 56°C. Removida a solugao, os residuos de cisteina foram alquilados em solugao
de NH4HCO3 100 mM contendo iodoacetamida 55 mM, por 45 min, em temperatura
ambiente, no escuro. Posteriormente, um novo ciclo de lavagem agua/acetonitrila foi
realizado, seguido de secagem em Speed Vac. Os géis foram hidratados novamente em
NH4HCO3 50 mM, CaCl2 5§ mM, contendo 12,5 ng/uL de tripsina de grau de
sequenciamento (Promega, Madison, WI, EUA) e incubados a 37°C, por 16-18 h. Os
peptideos tripticos foram extraidos duas vezes com 40 pyL de solugao
acetonitrila/agua/TFA (66:33:0,1) em sonicador, por 10 min. O produto da digestao foi
dessalinizado e concentrado, usando ZipTips® C18 (Millipore, Billerica, MA, EUA).

As amostras foram analisadas utilizando um sistema EASY-nano LC (Proxeon
Biosystems) acoplado online com um espectrémetro de massas LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo Scientific). Para tal, 27 aliquotas contendo 20 uyg de AnHyal foram utilizadas.
Uma aliquota foi previamente acetilada pela adicdo de 40 uL de anidrido acético em 1.5
mL, em tampao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0. Essa mistura foi incubada por 1 h a 25 °C e
desalinizada em ponta de pipeta embalada com membrana C8 (Empore, Supelco). As
amostras foram lavadas 3 vezes com TFA 0,1% (v/v). As proteinas eluidas em solugéo
de acetonitrila a 40%, 70% e 100%, todas contendo TFA 0,1%, foram, entao, liofilizadas.

As 27 aliquotas de AnHyal foram reduzidas com 10 mM dithiothreitol (DTT) em 6
M de tampao guanidina, 0,25 M Tris, pH 8,6 por 1 h a 52 °C e alquiladas por meio da
adicdo de 50 mM iodoacetamida por 1 h a 25 °C. A aliquota acetilada foi digerida
overnight com tripsina (Promega, Madison, WI, USA) a 37 °C em 100 mM de bicarbonato
de aménia, pH 8,1. As 27 aliquotas foram digeridas com tripsina Lys-C ou Glu-C
(Promega, Madison, WI, USA) sob as mesmas condi¢bes. Todas com uma raz&o
enzima/substrato de 1:50. As amostras foram desalinizadas em uma ponta de pipeta
embalada com membrana C18, como descrito anteriormente, e liofilizadas. Os digestos

foram resuspendidos em acido férmico a 0,1% (v/v) e carregados em um sistema nano-
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UPLC Dionex 3000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) equipado com
uma coluna do tipo C18 (100 ym x 3 cm com particulas de 5 um/100 A) e uma coluna
C18 analitica (75 um x 35 cm com particulas de 3 um/100 A). Os peptideos foram eluidos
da coluna analitica com o gradiente de 2% para 35% de solvente B (0,01% (v/v) de acido
formico em acetonitrila) durante 50 min, diretamente dentro do espectrometro de massas,
sob ionizagao ESI. O espectro de massa molecular foi adquirido por meio do modo DDA
(Data Dependent Acquisition) e controlado pelo software Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA). O ciclo de aquisicdo DDA compreendeu o intervalo
de 350 a 1650 m/z e a resolugcdo de 120.000 por MS1. Os dez ions precursores mais
abundantes foram fragmentados por dissociagdo, induzida por colisdo (CID), com a
exclusao dindmica por 90 s, energia de colisdo normalizada para 35% e os fragmentos
foram detectados utilizando-se o sistema de armadilha de ions. As mesmas amostras
foram injetadas novamente em sistema LC-MS/MS para fragmentagcéo com alta energia
de colisédo e dissociagdo (HCD), quando a detecgdo de MS2 é realizada a resolugdo de
60.000 em analisador de massas Orbitrap.

O processamento dos dados .raw gerados pelo espectrometro foi importado para
o software PEAKS Studio 7.0 (Bioinformatics Solution Inc., Waterloo, Canada), para
realizar o sequenciamento peptidico de novo, por meio do MS/MS spectra. O banco de
dados foi gerado no UniprotKB, em formato FASTA, composto por dados de Homo
sapiens, em 3 de maio de 2019. Em seguida, as proteinas contaminantes foram
removidas manualmente das listas de identificagéo.

As buscas processadas cumpriram os seguintes parametros: precisdo no MS de
10 ppm, no MS/MS de 0.5 Da para espectros de fragmentagao por CID e 10 MS de ppm
e MS/MS de 0,05 ppm para espectros de fragmentagdo por HCD, até 2 sitios de clivagem
perdidos, carbamidometilacdo de cisteinas como modificacdo fixa e oxidagdo da 51
metionina, acetilagdo N-terminal da proteina como modificagbes variaveis. O numero de
proteinas, grupo de proteinas e numero de peptideos foram filtrados com uma taxa de
deteccéo de falsos positivos (FDR) menor que 0,5% e peptideos com rank1 e minimo de
2 peptideos unicos por proteinas foram aceitos para identificagao.
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Analise da relagao de proteases com o uso de medicamentos

Os medicamentos utilizados por individuos SS foram agrupados da seguinte
forma: corticoides, hidroxicloroquina, imunossupressores, pilocarpina/cevimelina,
colirios, antidepressivos, anti-inflamatorios n&o esteroides e outros. Em seguida, para
observacado da possivel relagdo do uso de medicamentos por individuos SS com as
dosagens de proteases identificadas por ensaio imunoenzimatico, os medicamentos
foram agrupados da seguinte forma: anti-inflamatorios, envolvendo anti-inflamatérios néo
esteroides e corticosteroides; e imunossupressores, adicionando a esta classe a
hidroxicloroquina, anteriormente em grupo distinto.

Primeiramente, a analise foi realizada comparando-se o valor médio da dosagem
de proteases em subgrupos, de acordo com o uso de medicamentos. Em seguida, os
valores individuais foram avaliados quanto a expressao de proteases, com cutof 1 ng/mL

para grupo controle.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas em GraphPad Prism para Mac (verséo
7.0e.198) e Statistical Package for Social Sciences (SPSS) para Windows (verséo 13.0).
Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

Os dados paramétricos analisados entre dois grupos foram realizados pelo Teste
T de Student, os quais sdo enumerados a seguir: analise estatistica da concentragéo
proteica salivar dos grupos, em conjunto com o teste Levene, e dosagem de DPP-IV em
ensaio imunoenzimatico.

Os dados nao paramétricos analisados entre dois grupos foram realizados pelo
Teste de Mann-Whitney, os quais sdo enumerados a seguir: analise estatistica da
atividade enzimatica de Gly-Pro-AMC, a analise estatistica das bandas de atividade
enzimatica, tanto quanto em sua intensidade de determinada banda de atividade quanto
na frequéncia em que elas se distribuem nas zimografias, e analise estatistica da

dosagem de MMP-9 em ensaio imunoenzimatico.
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Os dados referentes a DPP-IV avaliados em subgrupos foram executados de
acordo com o teste One-way ANOVA e teste Bartlett's. Os dados referentes a MMP-9
avaliados em subgrupos foram executados de acordo com o teste Kruskal-Wallis. Ambos
foram submetidos a identificacdo e remocao de outliers, por meio do teste ROUT, com
Q=1%.

A intensidade das bandas de atividade enzimatica e a atividade enzimatica
especifica dos substratos fluorogénicos foram comparadas entre os subgrupos pelo teste
de correlagdo de Spearman. As dosagens de DPP-IV e MMP-9, referentes aos ensaios
imunoenzimaticos, foram comparadas pelo teste de correlagdo de Spearman. A relagéo
de dosagem de proteases com o uso de medicamentos foi medida pelo teste Row com
SEM.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

Primeiramente, as amostras de saliva total foram quantificadas, para obtencao de
valor de concentragdo de proteina total (ng/uL). Os testes T de Student e Levene
revelaram diferengas significativas (p<0,05) nos valores médios entre os grupos
constituidos por individuos controle e por aqueles acometidos por SS. Nota-se que a
saliva de individuos SS apresentou menor concentracdo de proteinas totais quando
comparada aos individuos controle (Figura 6).

Concentracgao proteica (ng/ul)
S
(=}
1

Figura 6. Concentragido proteica salivar. Os testes T de Student e Levene revelaram diferengas
significativas (p<0,05) nos valores médios entre os grupos formados por individuos controle e por aqueles
acometidos por SS. Nota-se que a saliva de individuos SS apresentou menor concentragdo de proteinas
totais.

Inicialmente, com o intuito de caracterizar a atividade proteolitica salivar, duas
estratégias foram utilizadas: medicdo de liberagdo de fluorescéncia em
espectrofotbmetro e uso de substrato na composicdo de SDS-PAGE. Assim, doze
substratos fluorogénicos foram testados em saliva de um individuo controle e medida

liberagdo de FU/min em espectrofotdmetro. Os substratos foram cuidadosamente
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selecionados, a fim de dispor uma variedade de peptideos, uma vez que em caso de
hidrdlise, possivelmente corresponderia a uma determinada classe de proteases.
Dentre eles, Gly-Pro-AMC, Phe-Arg-AMC, N-Gly-Gly-Arg-AMC e Pro-AMC foram
os substratos mais hidrolisados frente as proteases presentes em amostra salivar (Figura
7). Ainda, os ensaios de atividade, realizados em triplicata, mostraram-se fidedignos
quando ao baixissimo desvio padrdo. Percebe-se crescente liberacdo de FU/min, ndo
havendo formacgao de platdé no grafico de atividade, mediante saturagdo de proteases,

em 20 uL de saliva.
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Figura 7. Atividade proteolitica contra substratos fluorogénicos. Dentre os doze substratos testados
em saliva de um individuo controle, Gly-Pro-AMC, Phe-Arg-AMC, N-Gly-Gly-Arg-AMC e Pro-AMC
apresentaram maior hidrélise frente as proteases presentes em amostra salivar e seus valores sdo exibidos
no grafico.

Sendo Gly-Pro-AMC o substrato que estabeleceu maior atividade proteolitica
salivar, ele foi escolhido para realizagao dos testes em todas as demais amostras. Isso
porque, por se tratar de uma condi¢cdo patoldgica na qual ha hipossalivagéo, os testes
foram cuidadosamente selecionados, para que nao houvesse desperdicio de amostra
salivar.

Em seguida, todas as quarenta amostras de saliva foram testadas em substrato

fluorogénico Gly-Pro-AMC. Como é possivel observar, o teste Mann-Whitney revelou
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expressiva atividade proteolitica (p<0,05) na saliva total do grupo de individuos SS, com
maior amplitude na liberagdo de FU/min, conforme Figura 8A. Subsequentemente, foram
testados os inibidores seletivos de protease, na presencga de Gly-Pro-AMC, em saliva de
um individuo controle. Entdo, o inibidor seletivo de serino proteases, AEBSF, apresentou
consideravel inibicdo. Além disso, percebe-se que a sitagliptina, inibidor altamente
seletivo de DDP-IV, inibiu macigamente a atividade da protease em substrato (Figura
8B).
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Figura 8. Caracterizagao da atividade proteolitica salivar contra Gly-Pro-AMC. (A) O Teste Mann-
Whitney revelou expressiva atividade proteolitica (p<0,05) na saliva total do grupo de individuos SS. (B) O
inibidor seletivo de serino proteases, AEBSF, apresentou consideravel inibicdo. Além disso, percebe-se
que a sitagliptina, inibidor altamente seletivo de DPP-IV, inibiu macicamente a atividade da protease em
substrato.
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Entdo, baseado no resultado da caracterizacdo proteolitica, procedeu-se com
ensaio imunoenzimatico para dosagem de DPP-IV/CD26 humana, realizado em toda
amostra de conveniéncia. Com curvas de calibragdo com coeficiente de ajustamento (R?)
igual ou superior a 0,98, o limiar para detec¢ao do ensaio foi 0,02 ng/mL (Figura 9A).

Assim, os resultados das dosagens de DPP-IV foram submetidos ao teste de
identificacédo de outliers, por meio do teste ROUT, com Q=1%, e ndo houve identificacdo
ou remocao de outliers. Portanto, o ELISA revelou elevada expresséo (p<0,05) de DPP-
IV em saliva de individuos SS, de acordo com o teste T de Student (Figura 9B).

Em seguida, os resultados referentes a DPP-IV também foram avaliados em
subgrupos, sendo eles: controle, SSp e SSs (Figura 9C). Quando comparadas as
dosagens entre controle e SSp, essas apresentaram-se significantes (p<0,05), de acordo
com o teste One-way ANOVA e teste de multiplas comparagdes de Dunnett’s.
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Figura 9. ELISA para DPP-IV/CD26 humana. (A) Curvas de calibracdo com coeficiente de ajustamento
(R?) igual ou superior a 0,98 e limiar para detecgédo de 20 ng/mL, sendo OD “Densidade Optica”. (B) O
ELISA para DPP-IV/CD26 humana revelou elevada (p<0,05) expressdo de DPP-IV em saliva de individuos
SS, por teste T de Student. (C) Quando comparadas as dosagens entre controle e SSp, estes
apresentaram-se significantes (p<0,05), de acordo com o teste One-way ANOVA e teste de multiplas
comparagoes de Dunnett’s.

Paralelamente, seguindo a outra estratégia de caracterizagdo de proteases,
realizou-se zimografia de gelatina em individuo controle, com volumes de saliva total em
razdo decrescente. O objetivo do experimento foi constatar atividade gelatinolitica em
zimografia e, ent&o, definir o volume de trabalho adequado para visualizagao das bandas
de atividade. Dessa forma, observa-se intensa protedlise referente aos pesos
moleculares que se aproximam de 80 kDa a 90 kDa. Além disso, o volume de trabalho

de 10 pL foi definido para os testes nas demais amostras salivares (Figura 10).
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Figura 10. Gel de atividade gelatinolitica com amostra salivar de individuo controle. Observa-se
intensa protedlise referente aos pesos moleculares que se aproximam de 80 kDa a 90 kDa. Além disso, o
volume de trabalho de 10 L foi definido para os testes nas demais amostras salivares.

Posteriormente, os valores de concentragéo proteica das amostras salivares foram
padronizados em ambos os grupos para carregamento do gel em 500 ng de proteina, a
fim de analisar a intensidade de atividade proteolitica em equivaléncia de concentragéo
proteica (Figura 11). As amostras para visualizacdo de mobilidade eletroforética n&o
foram fervidas, para adequada comparagdo com peso molecular das bandas no gel de
atividade. Desta maneira, o SDS-PAGE 10% corado em prata apresentou uniformidade
de perfis eletroforéticos, demonstrando adequada normalizacéo de proteinas totais. Para
mais, a zimografia de gelatina exibiu atividade proteolitica seguindo a mesma razao de
intensidade de atividade que a zimografias precedente. Sendo assim, por meio da
normalizagdo de proteinas constatou-se que, embora as zimografias tenham sido

carregadas em volume de amostra salivar e ndo em concentragao proteica, proteinas
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estandardizadas seguem o mesmo padrao de raz&o de intensidade de atividade quando

se utiliza volume de saliva.
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Figura 11. Espelhamento de gel para analise da intensidade de atividade proteolitica em
concentragao de 500 ng de proteinas totais. (A) SDS-PAGE 10% corado em prata exibe uniformidade
de perfis eletroforéticos, mediante quantificagao de proteinas totais realizadas por Qubit®. (B) Zimografia
de gelatina SDS-PAGE 8% e copolimerizado com gelatina 0,1% (w/v) apresenta mesma razéo de atividade
enzimatica que as zimografias anteriores.

Entdo, as zimografias de gelatina foram realizadas em toda a amostra de
conveniéncia, dispostas em 5 géis de atividade, seguindo a distribuicdo de 4 amostras
de individuos controle e 4 amostras de individuos SS, por gel (Figura 12).
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Figura 12. Zimografias de gelatina referente a toda amostra de conveniéncia. Nota-se que a atividade
proteolitica é diversificada quanto ao peso molecular e quanto a intensidade de suas bandas de atividade.

Ainda, cada zimografia foi espelhada a um SDS-PAGE 10% corado em prata, para
visualizagdo do perfil proteico eletroforético. Nota-se que a atividade proteolitica &

diversificada quanto ao peso molecular e quanto a intensidade de suas bandas de
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atividade. Procedeu-se, entdo, com o mapeamento do peso molecular de cada banda de
atividade e de sua intensidade de atividade proteolitica, por meio do ImageJ.

Sendo assim, foram identificadas 10 bandas de atividade, conforme disposto na
Figura 12: >220 kDa, 220 kDa, 160 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 90 kDa, 80 kDa, 55 kDa, 50
kDa e 40 kDa. No entanto, de acordo com o teste Mann-Whitney, ndo houve significancia

(p>0,05) quanto a frequéncia em que elas se distribuem nas zimografias (Figura 13).
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Figura 13. Mapeamento da frequéncia de bandas de atividade em zimografia. Ndo houve significancia
(p>0,05) quanto a frequéncia em que elas estao distribuidas.

Quanto a intensidade das bandas de atividade, houve significativa (p<0,05)
diferenga entre os grupos avaliados, no que se refere as bandas de >220 kDa e 50 kDa,
de acordo com o teste de Mann-Whitney (Figura 14). Conforme pode-se observar nas
Figuras 14A e 14B, a banda >220 kDa é mais intensa nas salivas do grupo SS, sendo
SSs a mais acentuada. Concomitantemente, a banda 50 kDa € pouco intensa nas salivas
do grupo SS, sendo proxima a zero em SSs.
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Peso molecular
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Figura 14. Bandas de atividade proteolitica em zimografia significativamente diferentes entre os
grupos. (A) Houve significativa (p<0,05) diferenga entre os grupos avaliados, no que se refere as bandas
de >220 kDa e 50 kDa, de acordo com o teste de Mann-Whitney. (B) Conforme pode-se observar nas, a
banda >220 kDa €é mais intensa nas salivas do grupo SS, sendo SSs a mais acentuada.
Concomitantemente, a banda 50 kDa € pouco intensa nas salivas do grupo SS, sendo préxima a zero em
SSs.
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Embora a idade dos individuos tenha sido testada estatisticamente para verificar
possiveis correlacdes, esse dado ndo se mostrou relevante nos resultados. Além desse,
o dado de género também nao foi relevante, ja que a participagdo de apenas 1 homem
por grupo ndo permite constituir um grupo para comparagao.

Em sequéncia, foram testados os inibidores seletivos de protease, em zimografia
de gelatina, utilizando saliva de um individuo controle. Entdo, os inibidores especificos
avaliados foram: o AEBSF, para serino proteases; o E-64, para cisteino proteases; e o

EDTA, para metaloproteases (Figura 15).

Saliva

Mw -C +C AEBSF E-64 EDTA

220 kDa -

120 kDa -

80 kDa -

50 kDa -

Figura 15. Inibicdo de proteases em zimografia, com inibidores especificos. Nota-se que,
aparentemente, AEBSF e E-64 nao realizaram inibicdo de proteases, visto que o padrdo de atividade
proteolitica permanece semelhante ao do controle positivo (+C). No entanto, EDTA exibiu inibigéo
majoritaria de bandas de atividade, com excecdo a banda de aproximadamente 40 kDa. E importante
destacar que a banda de aproximadamente 90 kDa foi completamente inibida. Mw: marcador para
proteinas; -C: controle negativo, fervido.

Aparentemente, AEBSF e E-64 nao realizaram inibicao de proteases, visto que o
padrao de atividade proteolitica permanece semelhante ao do controle positivo (+C). No

entanto, EDTA exibiu inibicdo majoritaria de bandas de atividade, com excegao a banda
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de aproximadamente 40 kDa. E importante destacar que a banda de aproximadamente
90 kDa foi completamente inibida.

Com a finalidade de investigar a metaloprotease provavelmente envolvida na
atividade gelatinolitica, o ensaio imunoenzimatico para dosagem de MMP-9 humana,
também conhecida como gelatinase B, a qual tem peso molecular de 86 kDa quando
ativa, foi realizado em toda amostra de conveniéncia. O ensaio imunoenzimatico teve
curvas de calibragdo com coeficiente de ajustamento (R?) igual ou superior a 0,97. O
limiar para detecgao do ensaio foi 0,02 ng/uL (Figura 16A).

No entanto, apesar de o ELISA apresentar p>0,05, com o exato valor de 0,0531,
houve forte tendéncia a significancia, de acordo com o teste de Mann Whitney (Figura
16B). Semelhantemente ao teste de identificacdo de outliers realizado para DPP-IV, e
pelo valor de p ser proximo ao estabelecido como significante, os resultados das
dosagens de MMP-9 foram submetidos ao teste ROUT, com Q=1%, e os outliers foram,
entdo, removidos. Em seguida, de acordo com o teste de Mann Whitney, o ELISA revelou
elevada expressao (p<0,05) de MMP-9 em saliva de individuos SS (Figura 16C).
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Figura 16. ELISA para MMP-9 humana. (A) Curvas de calibragdo, sendo OD “Densidade Optica”. (B) O
ELISA para dosagem de MMP-9 humana mostrou-se em tendéncia a significancia, de acordo com o teste
de Mann Whitney. (C) Submetidos ao teste ROUT, com Q=1%, os outliers foram removidos. Em seguida,
de acordo com o teste de Mann Whitney, o ELISA revelou elevada expressao (p<0,05) de MMP-9 em saliva
de individuos SS (D) Em subgrupos, as dosagens mostram-se significantes (p<0,05) comparando-se
controle e SSp, de acordo com o teste One-way ANOVA e teste de mlltiplas comparagdes de Dunnett’s
(Teste de Kruskall-Wallis).

Em seguida, os resultados referentes a MMP-9 também foram avaliados em
subgrupos, sendo eles: controle, SSp e SSs (Figura 16D). Estes apresentaram-se
significantes (p<0,05) quando comparados individuos controle e SSp, de acordo com o
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teste One-way ANOVA e teste de multiplas comparagdes de Dunnett’s (Teste de Kruskall-
Wallis).

Utilizando os dados de dosagens, estas passaram por transformacgao logaritmica,
a fim de dispor os valores espacadamente e permitir analise qualitativa, uma vez que o
teste de correlacdo de Spearman aplicado entre as dosagens de DPP-IV e de MMP-9
que nao apresentou correlagéo (p>0,05). Por conseguinte, € possivel observar aumento
da expressao de DPP-IV e MMP-9 conjuntamente em individuos SSp, sendo 40% deles
com ambas as proteases aumentadas. Observa-se, ainda, que a DPP-IV teve expressao
aumentada tanto em SSp (60%) quanto em SSs (50%), e que a MMP-9 teve expressao

aumentada em SSp (50%) (Figura 17).
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Figura 17. Expressdo de DPP-IV e MMP-9 humana em subgrupos. Quanto as dosagens de DPP-IV e
MMP-9 humana, de acordo com o teste de correlagdo de Spearman, nao ha diferenga significante entre os
grupos (p>0,05). é possivel observar aumento da expressao de DPP-IV e MMP-9 conjuntamente em
individuos SSp, sendo 40% deles com ambas as proteases aumentadas. Observa-se, ainda, que a DPP-
IV teve expressdo aumentada tanto em SSp (60%) quanto em SSs (50%), e que a MMP-9 teve expressao
aumentada em SSp (50%).
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Posto que os individuos SS fazem uso de medicacdes para controle da doencga,
faz-se necessaria a analise das dosagens de proteases identificadas e sua relagdo com
estes medicamentos, os quais foram agrupados da seguinte forma: corticoides,
hidroxicloroquina, imunossupressores, pilocarpina/cevimelina, colirios, antidepressivos,
anti-inflamatdérios n&o esteroides e outros.

Primeiramente, em analise quantitativa de individuos que fazem uso de cada uma
dessas medicagdes, observou-se que o uso de anti-inflamatorios esteroides e nao
esteroides e imunossupressores, incluindo a hidroxicloroquina, sdo as principais

medicagdes utilizadas por individuos SS (Figura 18).

Medicacoes

sspd4|1|4|1|8|6|4]09

Ct - Corticosteroides
H - Hidroxicloroquina
Im -~ Imunossupressores

SSs J1 1 4 1 0 6 3 1 8 Pl - Pilocarpina

Cl -~ Colirios
AD - Antidepressivos
NE ~AINES

Controle 4 0 0 0 0 0 0 0 0 O - Outros

T T T T T 1T 1
Ct H Im Pl CI AD NE O

Figura 18. Uso de medicamentos. Observou-se que o uso de anti-inflamatorios esteroides e nao
esteroides e imunossupressores, incluindo a hidroxicloroquina, sdo as principais medicagdes utilizadas por
individuos SS.

Para andlise desses dados, os medicamentos foram agrupados de forma
simplificada: anti-inflamatérios, que compreendem os nao esteroides e os esteroides, e
imunossupressores, que compreende a hidroxicloroquina, inicialmente disposta em
grupo distinto. Contudo, os valores médios de dosagens dessas proteases em cada
grupo, quando comparados em situagdes em que nao ha uso de medicagdes, uso de

anti-inflamatérios e de imunossupressores, ndo apresentou diferenga significativa, como

46



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

€ possivel observar nos graficos a seguir, para DPP-IV (Figura 19A) e para MMP-9
(Figura 19B), de acordo com o teste Row Stats com SEM.
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Figura 19. Relagao da média das dosagens de proteases com o uso de medicamentos, nos grupos.
Anti-inflamatérios compreendem os ndo esteroidais e os esteroidais. Imunossupressores compreendem
hidroxicloroquina, inicialmente disposta em grupo distinto. O teste Row Stats com SEM nao mostrou relagéo
de dosagem de proteases com o uso de medicamentos.
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Igualmente a analise dos valores médios das dosagens de proteases realizada
anteriormente, procedeu-se com andlise dos valores absolutos, em subgrupos. E
possivel observar que em individuos SSp, tanto os que fazem uso de anti-inflamatorios
(em rosa) quanto os que fazem uso de imunossupressores (em verde), bem como 0s SSs
que fazem uso de anti-inflamtérios ndo apresentaram aumento da expressdo de
proteases. Contudo, em SSs, 60% dos individuos com maior expressao de DPP-IV fazem

uso de imunossupressores (Figura 20).
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Figura 20. Relagao de dosagens de proteases com o uso de medicamentos, nos grupos. 60% dos
individuos com maior expressao de DPP-IV fazem uso de imunossupressores. Em rosa os individuos que
fazem uso de anti-inflamatérios e em verde os que fazem uso de imunosupressores. Al: anti-inflamatoérios,
IS: imunosupressores.

Quanto aos resultados da analise dos dados de espectrometria de massas, no
qual a saliva total estimulada foi, primeiramente, submetida a SDS-PAGE 8%, o gel foi
disposto em 3 amostras de saliva de individuos distintos, para compor cada um dos
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subgrupos. Cada coluna foi recortada individualmente e divida em 3 partes, conforme
Figura 21. Houve identificacdo de 683 proteinas ou fragmentos de proteinas (Apéndice
A).

Mw Controle SSp SSs

220
160

120

100
90

80

70
60

50

20

Figura 21. SDS-PAGE 8% submetido a digestdao para analise em espectrometria de massas. Mw:
marcador de proteinas. 500 ng de proteinas totais salivares foram submetidas em cada pogo do gel. Foram
9 amostras diferentes, sendo 3 controle, 3 SSp e 3 SSs.

Dentre os resultados obtidos, DPP-IV e MMP-9 nao foram constados. No entanto,
outras serino proteases expressas apenas no grupo SS foram reportadas. Em
agrupamento por interagdes proteina-proteina por gene symbol, obtido pelo STRING
(FABREGAT et al. 2018), observam-se 3 grandes clusters (Figura 22). Todas as analises
de bioinformatica foram resultantes do proteoma total obtido pelo SDS-PAGE, sendo
amostras de 3 individuos controle, 3 SSp e 3SSs.
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Figura 22. Interag6es proteina-proteina, pelo STRING. Distribuigao de interagdes proteina-proteina, em

MTHF

O

trés grandes clusters. As proteinas estédo indicadas por desgranulagao de neutrdéfilos, na cor azul, e por

participagdo em resposta do sistema imune inato, na cor vermelha.

Dentre eles, o cluster destacado indica interacbes entre as serino proteases:
elastase neutrofilica (ELANE), proteinase 3 (PRTN3) e catepsina G (CTSG), como

observado na Figura 23.
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DMBT1

PIGR
— SERPINB1

Figura 23. Cluster de interagdes de serino proteases, pelo STRING. Indica-se desgranulagéo de
neutrofilos, pela cor azul, e participagdo em resposta do sistema imune inato, pela cor vermelha. As serino
proteases elastase neutrofilica (ELANE), catepsina G (CTSG) e proteinase 3 (PRTN3) apresentam
associagdes proteina-proteina. E importante destacar outras proteinas verificadas apenas nas amostras
salivares de individuos SS, como: proteina induzida de prolactina (PIP), zinco-alfa2-glicoproteina (AGZP1),
mieloperoxidase (MPO), calgranulina A (S100A8), calgranulina B (S100A9) e lipocalina associada a
gelatinase neutrofilica (LCN2).

A titulo de complementacao, a fim de enriquecer a analise de proteases, proteinas
que interagem com o processo de resposta imune inflamatéria observadas nas analises
de espectrometria de massas foram listadas neste cluster de interacdes. Trata-se de
proteinas verificadas apenas nas amostras salivares de individuos SS, como: proteina
induzida de prolactina (PIP), zinco-alfa2-glicoproteina (AGZP1), mieloperoxidase (MPO),
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calgranulina A (S100A8), calgranulina B (S100A9), lipocalina associada a gelatinase
neutrofilica (LCN2) e inibidor de matriz metaloprotease 1 (TIMP1), TIMP-2, TIMP-3,
Ainda, o inibidor de leucdcito elastase e a proteina 57 do lumen epididimal.

Além de tudo, por meio de agrupamento de termos GO por ensembl gene ID,
utilizando-se G:Profiler, pode-se observar a distribuicido de proteinas por espaco
semantico, como indicagdes de fungdo molecular, participagdo em processos biolégicos
e como componentes celulares. Adicionalmente, o p-valor de representacédo e o tamanho
do banco de proteinas sao representados (Figura 24).

Os principais resultados estdo numerados de 1 a 12. Sendo 1 a semelhanga com
a via do lupus eritematoso sistémico; 2, genes envolvidos na deubiquitinagcdo de
metaloproteases, como modificacbes pds-traducionais; 3, 4, 7, 8, 9 e 12, a relacédo de
neutréfilos na resposta imune e a ativagao de granulécitos; 5 e 6, morte celular e morte
celular programada; 10, degranulagdo de leucdcitos; e 11, expressdo genética
dependente de estrégeno.

De mais a mais, submetido o banco de proteinas referente aos resultados da
espectrometria de massas em ensembl gene ID, observou-se expressdo de genes
relacionados a doencgas associadas a transducao do sinal, pelo Reactome. Observa-se,
principalmente, acometimento em péncreas, figado, estbmago e gléndulas salivares
(Figura 25).
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Figura 24. Agrupamento de termos GO, pelo G:Profiler. Distribuicdo por espaco semantico, p-valor de representacdo em escala logaritmica e
tamanho no banco de proteinas. GO: MF (26) indica fungdo molecular, GO: BP (139) indica processos bioldgicos, GO: CC (74) indica componentes
celulares. KEGG, REAC e WP indicam presenca em vias bioldgicas. TF e miRNA indicam motivos regulatérios. HPA e CORUM indicam bancos de
dados de proteinas. HP indica o fenétipo ontolégico humano. Os achados mais importantes foram numerados, de acordo com tabela subsequente.
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Figura 25. Expressao de genes relacionados a doengas associadas a transdugao do sinal, pelo Reactome. A maior expressao de genes
envolvidos em doencgas associadas a transdugao do sinal apresentam-se em tons de azul escuro. Observa-se, principalmente, acometimento em
pancreas, figado, estbmago e glandulas salivares.
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

A Sindrome de Sjogren € uma exocrinopatia que compromete, principalmente, as
glandulas salivares e lacrimais (BRITO-ZERON et al. 2016). Sendo a saliva um meio
diagnostico potencial em investigagdes moleculares, capaz de exibir padrdes com
significados bioldgicos locais e sistémicos, o seu uso em SS pode fornecer informagdes
quanto ao processo de inflamagdo crénica glandular e sua mediagado autoimune, bem
como informagdes referentes a 6rgaos distantes, acometidos pela sindrome (FISCHER,;
EICH; RUSSELL, 1998).

Para tal, € fundamental que a coleta do fluido salivar seja padronizada e o padréo
de secregdo proteica em saliva sejam avaliados, a fim de investigar possiveis
biomarcadores salivares (HU, 2007). Sendo assim, como o presente estudo € em modelo
epidemioldgico, ou seja, tem por objetivo analisar como a saliva de uma amostra de
populacional ou de conveniéncia € representada biologicamente (CORTES, 1993), os
experimentos de caracterizagdo proteolitica e os ensaios imunoenzimaticos foram
realizados em volume de saliva e ndo em concentracao proteica.

E relevante destacar que o uso da saliva total estimulada nos experimentos deste
trabalho se assemelha aos estimulos continuos diarios da producdo salivar em
mastigacao e fala. Ainda, a coleta estimulada por meios mastigatérios apresenta menor
variagdo na concentragdo proteica, além de oferecer maior volume de saliva e baixos
niveis de glicoproteinas (JASIN et al. 2016).

Em conformidade com o objetivo deste trabalho, é essencial evidenciar que a
analise proteolitica pode apontar para uma via imunoldgica inflamatoria ou para
moduladores da resposta imune que estejam mais proeminentes nas amostras salivares
(CHMELAR et al, 2007). Logo, os achados proteoliticos em saliva podem destacar
situagdes de homeostase ou desequilibrio bioldgico, visto que diversas proteases estao
envolvidas em processos fisioldgicos ou patoldgicos, regulando a ativagdo de cascatas
proteoliticas (AMARA et al. 2009).

De acordo com o banco de dados de peptidases online MEROPS
(merops.sanger.ac.uk), a protease capaz de clivar o peptideo que possui 0 aminoacido

prolina na posi¢céo C terminal, ou seja, em seu sitio de clivagem, é pertencente a familia
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de serino-proteases. Assim, a protease que hidrolisa a ligagado peptidica no substrato
Gly-Pro-AMC é uma serino-protease (NEITZEL, 2010). Ainda, trata-se de uma
dipeptidase, visto que a protease cliva um substrato formado por dois aminoacidos
(BARRETT; RAWLINGS, 1995). Adicionalmente, a literatura relata que a dipeptidil
peptidase IV (DPP-1V), exopeptidase pertencente a familia prolil-oligopeptidase, da
classe de serino-proteases (Figura 25), possui especificidade pelo substrato Gly-Pro-
AMC (POLGAR et al. 2002).

Serino Proteases

Clasc

l

Familia Prolil Oligopeptidases ou S9

l

Prolil — Oligopeptidase B —— Acilaminoacil e Dipeptidil
Oligopeptidases Glutamil Peptidases IV
Endopeptidase C l
DPP IV, FAP,
DPP 8,9¢e 10

Figura 26. Classe de serino proteases, até a DPP-IV. Adaptado de (BASTOS et al. 2013)

Dessa forma, a hipotese inicial referente a hidrolise do substrato Gly-Pro-AMC por
protease presente na saliva é de que seria devido a DPP-IV. No entanto, faz-se
necessaria a inibicado de atividade proteolitica por inibidores de proteases especificos,
para, entdo, caracterizar uma protease (BASTOS et al. 2013).

Portanto, AEBSF como inibidor irreversivel e especifico de serino-proteases
(LAWANDI et al. 2010) e sitagliptina como inibidor altamente seletivo para DPP-IV (WU
et al. 2017) mostraram-se capazes de inibir a atividade proteolitica nas amostras de
saliva, em presenca do substrato fluorogénico Gly-Pro-AMC. E essencial ressaltar que a
seletividade por DPP-IV caracteristica da sitagliptina ndo envolve inibicdo de proteases
que compartilham um grau de semelhanga, por pertencerem a mesma familia de
proteases, com é o caso da DPP-8 e da DPP-9 (AHREN, 2007). Por conseguinte, a
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presenca de serino-proteases é confirmada tendo em vista a inibicdo por AEBSF, sendo
que, dentre elas, especificamente a DPP-IV é a responsavel pela protedlise de Gly-Pro-
AMC, visto que a sitagliptina foi eficiente em inibir 90% da atividade proteolitica.

A sitagliptina j& vem sendo vastamente utilizada como farmaco para inibicdo de
DPP-1V, tendo em vista o controle metabdlico, em diabetes mellitus (BAE et al. 2016).
Embora os principais inibidores de DPP-IV, sitagliptina e vitagliptina, estejam
relacionados com o aumento da secregédo de insulina e a redugdo da degradacéo de
peptideos (POLGAR et al. 2002), visto que a peptidase esta associada & diabetes e a
obesidade (LESSARD et al. 2015), este estudo teve como critério de exclusdo em
amostra de conveniéncia os pacientes diabéticos. Por conseguinte, ndo ha interferéncias
da atividade proteolitica da DPP-IV por razdo dessa desordem metabdlica.

Adicionalmente, a fim de corroborar a caracterizagcdo proteolitica, o ensaio
imunoenzimatico para DPP-IV/CD26 humana, realizado em toda amostra de
conveniéncia, reafirmou a presenca da DPP-IV e constatou que a protease esta mais
expressa (p<0,05) em individuos SS. Até entédo, a expressao elevada da DPP-IV nao
havia sido relatada na saliva de individuos SS. Em estudo de avaliagao protebmica em
saliva total de individuos com SSp (AQRAWI et al. 2017), a DPP-IV nao foi identificada
por Orbitrap. Contudo, as seguintes proteases mostraram-se reguladas positivamente:
Xaa-Pro dipeptidase, a qual cliva Gly-Pro-NHPhNO_; e DPP-3, a qual se enquadra na
familia de metaloproteases.

As DPP-1V, também conhecidas como proteinas de superficie celular de linfocitos
(CD26), sdo exopeptidases dispostas em forma dimérica, com peso molecular de 220
kDa. Em atividade, elas liberam dipeptideos X-Pro ou X-Ala (MENTLEIN, 2005). Estas
peptidases agem em hormonios de controle fisiologico do metabolismo glicémico, como
as incretinas GLP-1 e GIP, visto que aumentam a secrecido de insulina e reduzem a
secrecao de glucagon (CAPUANO et al. 2013).

As DPP-IV atuam como receptores e participam da transducédo de sinais e da
adesdo (ZHANG et al. 2015). Assim, s&o encontradas no citossol, ligadas a membrana
celular, o que as diferencia das demais dipeptidil peptidases (POLGAR et al. 2002). Essa
peptidase tem sido potencial tratamento em desordens neurologicas, hormonais e
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metabdlicas, como Alzheimer, depresséo, pressao sanguinea anormal, doenga celiaca e
diabetes tipo Il (BASTOS et al. 2013).

Sugere-se que as DPP-IV estejam envolvidas em interagbes de matriz
extracelular, particularmente com o colageno (JOHSON et al. 1993), em dominio néo
catalitico (LOSTER et al. 1995). Essas interagdes s&o indicativas de processo
inflamatorio, visto que a hidrolise do colageno significa comprometimento estrutural do
tecido conjuntivo. Além disso, a relagao dessa peptidase com processos imunoldgicos se
da por funcionar como uma exoenzima na superficie de linfécitos (HARSTAD et al. 2013).
Portanto, a maior atividade especifica total da DDP-IV em pacientes acometidos pela SS
no presente estudo pode estar relacionada com processos imunologicos e inflamatérios
da patogénese da SS, a qual apresenta infiltrado linfocitario em gléndulas salivares
(DANIELS, 1984).

No que diz respeito a concentragdo proteica salivar, embora a saliva total de
individuos SS tenha se apresentado menos concentrada, a atividade proteolitica sob Gly-
Pro-AMC foi mais intensa nessas amostras. Sugere-se, portanto, que a saliva SS tenha
sua biossintese comprometida, visto que as glandulas salivares sofrem progressiva
degradagdo (KROESE; HAACKE; BOMBARDIERI, 2018), no entanto, com maior
concentragdo de DPP-IV ativa, dentre as demais proteinas constituintes nas amostras
salivares.

Contudo, é fundamental ressaltar que valores padrao de amplitude de
concentracao proteica salivar na populagdo mundial ndo estao claramente determinados
(EDGAR; DAWES; O’'MULLANE, 2012), ja que fatores individuais como idade, enzimas
bacterianas e atividade proteolitica, e fatores externos como o método de coleta e o
processamento e preservagao salivar, afetam a composicdo salivar. Dessa forma, a
literatura aponta que ha diferentes concentragcdes proteicas salivares em condi¢des
fisiolégicas semelhantes (NUNES; MUSSAVIRA; BINDHU, 2015).

Além da DPP-IV, outras serino-proteases foram identificadas em saliva SS por
meio da espectrometria de massas: elastase neutrofilica (ELANE), a catepsina G (CTSG)
e a proteinase 3 (PRTN3). Essas proteases compartiiham a mesma classificagdo, em
superfamilia das quimotripsinas, familia SA1 e, além disso, s&o provenientes de granulos

azurofilicos de neutrofilos polimorfonucleares (PMN). Esses granulos s&o secretados em
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processo de fagocitose, na resposta imune inata, juntamente a enzimas e espécies
reativas de oxigénio (KOBAYASHI et al. 2005), como é o caso da mieloperoxidase,
também identificada em saliva SS por espectrometria de massas. E importante destacar
que as quimotripsinas realizam hidrdlise especifica em grupos carboxil compostos por
aminoacidos aromaticos, como fenilalanina, tirosina e triptofano (RAO et al. 1998).

Ainda, essas quimotripsinas, juntamente com a mieloperoxidase, compdem o
material liberado por neutréfilos nas chamadas armadilhas extracelulares de neutrofilos,
também conhecidas como NETs (neutrophil extracelular traps). Trata-se de uma morte
celular capaz de matar patdégenos extracelulares, na qual o DNA ¢é liberado em rede,
simultaneamente a moléculas imunoestimulatorias, detendo o patégeno em barreira
fisica e quimica (BRINKMANN et al. 2004). Essas formagdes induzem uma potente
resposta inflamatoria, visto que exibem intensa fonte de autoantigenos (GOEL; KAPLAN,
2019) e ja foram reportadas em doengas autoimunes, como artrite reumatoide
(KHANDPUR et al. 2013).

Além disso, essas proteases tém papel importante em processo inflamatorio e
reparo tecidual, por meio da secregédo de fatores pré-inflamatérios (RAWLINGS et al.
2008). Com aproximadamente 30kDa, sugere-se que a NE participe do processo de
modificagdes pods-traducionais da MMP-2 (RICE; BANDA, 1995). Dessa forma, a NE
produzida por células de defesa pode atuar de forma proteolitica na destruicdo de
cartilagem na artrite reumatoide, doenca prevalente em SSs (BAICI et al. 1982). E
relevante salientar que a PR3 cliva pro-IL-8 na ligagdo Ala-Lys e torna a interleucina-8
ativa (KORKMAZ et al. 2010), pois a IL-8 tem sido relatada em elevada concentrag&o nas
biopsia de glandulas salivares menores, em SS (CUELLO et al. 1998) e em lagrimas de
individuos SS com secura ocular, em condicdes cotidianas de estresse (LOPEZ-MIGUEL
et al. 2016).

De acordo com o MEROPS, a sequéncia de peptideos Gly-Pro n&o € hidrolisada
pelas serino-proteases ELANE, CTSG ou PRTN3. No entanto, ELANE esta relacionada
com a digestao de componentes da matriz extracelular, por PMN, como Pro-Gly-Phe-Gly-
Gly-Pro-Asn-Cys (laminina subunidade gamma-2) e Leu-Gly-Pro-Val-Thr-Pro-Glu-lle
(matriz metaloprotease-2 ou MMP-2), caracteristica de processos inflamatérios. Ainda,

constatou-se em espectrometria de massas a presencga de inibidores da atividade de
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serinoproteases, como proteina 57 do lumen epididimal e inibidor de leucdcito elastase,
0 que evidencia que tais proteases sdao moduladas. Além disso, esses inibidores
enddgenos sao capazes de regular a atividade de ELANE, CTSG e PRTN3 (KORKMAZ
et al. 2010).

Quanto as proteinas relevantes ao processo imune inflamatério da doenca,
identificadas nas analises dos dados da espectrometria de massas, enumeram-se a
seguir aquelas que se destacam no cluster obtido pelo STRING, o qual envolve estas
serino proteases, a fim de enriquecer a analise de expressido de proteases condizente
com este trabalho.

A zinco-alfa2-glicoproteina (ZAG), encontrada tanto em SSp quanto em SSs. Sua
estrutura € arranjada em polipeptidios quaternarios, semelhantemente a molécula de
MHC de classe | (HASSAN et al. 2008), a qual é regulada positivamente em individuos
SS (SPACHIDOU et al. 2007). Além dessa, as proteinas S100 A-8 (calgranulina A) e
S100 A-9 (calgranulina B) sao heterodimeros envolvidos em processos inflamatérios
agudos e crbnicos, ja reportadas como mais expressas em individuos SS com linfoma
(JAZZAR et al. 2018). Essas proteinas ativam leucocitos via TLR-4 (SIMARD et al. 2013),
0s quais sao expressos em ceélulas de glandulas submandibulares (KIRIPOLSKY et al.
2017). Além de tudo, essas proteinas vém sendo descritas como potenciais
biomarcadores para artrite reumatoide, doenca prevalente em SSs (HOLZINGER,;
FOELL; KESSEL, 2018).

Quanto as zimografias, considerando que as gelatinases sdo aptas a degradar
componentes da matriz extracelular, como gelatina, fibronectina e laminina, bem como
substratos que ndo compde a matriz, como as serpinas, inibidor da via do fator tecidual
e fator de crescimento semelhante a insulina (BRINCKRHOFF; MATRISIAN, 2002), a
variedade de bandas de atividade proteolitica, em toda a amostra de conveniéncia, esta
relacionada com a extensa variedade de tipos cataliticos capazes de hidrolisar gelatina,
dentre eles as metaloproteases e outras classes de proteases (MACIEJCZYK et al. 2016).

Tendo em vista a diversidade de tipos cataliticos capazes de clivar gelatina e seus
residuos, especialmente da MMP-9, que degrada colageno tipo IV, V, VII, X, XIV,
agrecanos, elastina, fibronectina e gelatina (MACIEJCZYK et al. 2016), € necessaria
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caracterizacdo de protease envolvendo diversificados inibidores especificos
(BERTHONNEAU et al. 2000, LEVIN et al. 2017).

Portanto, utilizou-se para inibigdes especificas: AEBSF, para de serino proteases;
E-64, para cisteino proteases; e EDTA, para metaloproteases. Percebe-se que néo houve
inibicdo evidente nas bandas de atividade referentes a serino e cisteino proteases.
Contudo, a expressiva inibicdo das bandas de atividade proteolitica em zimografia por
EDTA, confirmou a presenca de metaloproteases nas amostras salivares, visto que o
inibidor atua como agente quelante em protease dependente de cations bivalentes
(SOUZA et al. 2001).

Nota-se que a banda proteolitica de aproximadamente 90 kDa foi claramente
inibida por EDTA, na Figura 15, o que apresenta similaridade com o peso molecular da
MMP-9 ativa, de 86 kDa. Além disso, considerando as investigagcbes acerca das MMP-9,
elas podem ser liberadas de sua biossintese tanto nas formas de monémeros quanto em
dimeros (ROOMI et al. 2014). Assim, as formas diméricas podem tanto estar associadas
a progressdes tumorais agressivas, quanto a migragao celular (DUFOUR et al. 2010).
Contudo, é possivel a formacédo de oligbmeros (COLLIER et al, 2011) e de formas
truncadas de MMP-9, com 82 kDa e 65 kDa, ja que a protease é formada por multiplos
dominios (BELLINI et al. 2011). Um complexo heteromérico conhecido que protege a
MMP-9 de sofrer degradacéo proteolitica é a lipocalina associada a gelatinase neutrofilica
(gelatinase B ou MMP-9), com 125 kDa, (TRIEBEL et al. 1992). Adicionalmente, em
modificagdes pos-traducionais, ha 14 potenciais sitios de glicosilagées no dominio O-
glicolisado (MATTU et al. 2000; VAN DEN STEEN et al. 2006). A variedade de pesos
moleculares da MMP-9 ativa pode ser observada na Figura 12.

Dessa forma, as MMP-9 podem exibir pesos moleculares variados, como
observados nas zimografias deste trabalho. No ambito de aproximadamente 220 kDa,
sendo um dimero, um complexo com outras proteinas (WOESSNER, 1995) ou um
oligdbmero de MMP-9 (VANDOOREN; VAN DEN STEEN; OPDENAKKER, 2013), a banda
de peso molecular referente a > 220 kDa, apresentou atividade mais intensa (p<0,05) em
individuos SS. Ainda, como as zimografias sao géis de atividade e, portanto, ndo tém
suas amostras fervidas para que n&o haja degradagdo e desnaturagdo proteicas, a
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massa molecular visualizada nesta técnica € aproximada a massa real (REN; CHEN;
KHALIL, 2018).

Contudo, a banda de aproximadamente 40 kDa n&o foi inibida por EDTA.
Possivelmente, a atividade proteolitica também nao se relaciona com NE, de 30 kDa,
pois, apesar de peso molecular aproximado, esperar-se-ia que essa banda fosse inibida
por AEBSF (YAMASHITA et al. 2001). Entretanto, a inibicdo de serino proteases por
AEBSF, embora vastamente utilizada e efetiva, ndo € absoluta. Observa-se também que
CG tem sua atividade proteolitica inibida por AEBSF (SCHUSTER et al. 2007). No
entanto, PR3, com 29 kDa, ndo apresenta registros na literatura. Dessa forma, como no
experimento nao foi testado o inibidor de acido aspartico Pepstatina A, € possivel que a
banda de atividade em questdo pertenca a essa classe de proteases (TURK; TURK;
TURK, 2012).

Adicionalmente, nos achados da espectrometria de massas foi possivel
determinar a presenca de proteina induzida de prolactina. De acordo com o banco de
proteinas online UniProtKB (www.uniprot.org), trata-se de um polipeptideo com atividade
de endopeptidase do tipo aspartico, a qual é expressa em condi¢gdes patologicas de
glandulas salivares, com papel importante em imunidade inata e adquirida (EDECHI et
al. 2019). No entanto, com 15 kDa n&o ha relagdo com a banda de 40 kDa n&o inibida
por EDTA. Portanto, baseado nos ensaios realizados, ndo se po6de afirmar a natureza
desta protease com peso molecular de aproximadamente 40 kDa.

Subsequentemente, tendo em vista a similaridade com o peso molecular da MMP-
9 ativa e a sua predilecao catalitica, procedeu-se com teste ELISA para MMP-9 humana.
Os dados das dosagens de MMP-9 por imunofluorescéncia corroboram com o resultado
da caracterizacdo proteolitica. Desse modo, o ensaio imunoenzimatico reafirmou a
presenca de metaloprotease e indicou que a MMP-9 esta envolvida na protedlise da
gelatina, em zimografia. Além disso, sua expressdo mostrou-se aumentada (p<0,05) em
individuos SS, quando comparados o grupo controle e SSp.

As metaloproteases de matriz extracelular (MMP) s&do endopeptidases
dependentes de ions bivalentes, como calcio e zinco, que hidrolisam proteinas da matriz
extracelular. Com mais de 20 familias identificadas, as MMPs apresentam extensa

variedade de tipos cataliticos. Dessa forma, podem ser classificadas por sua estrutura,
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levando em consideragao o arranjo tridimensional e os dominios em comum, como o pro-
dominio, o dominio catalitico, o dominio da hemopexina e o dominio transmembrana.
Também podem ser classificadas pelo substrato especifico que hidrolisam, sendo:
colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromelisinas
(MMP-3 e MMP-10), matrilisinas (MMP-7 e MMP-26), entre outras (MACIEJCZYK et al.

2016), como observado na Figura 27.

Matriz Metaloproteases

l

Colagenases ———  Gelatinases n——— Estromelisinas

l

MMP-9

Matrilisinas

Figura 27. Classe de metaloproteases, até a MMP-9. Adaptado de (MACIEJCZYK et al. 2016).

As MMPs sdo entdo sintetizadas em forma inativa, sendo a clivagem do pro-
dominio fundamental para que o sitio ativo fique exposto e ela saia da forma de laténcia,
tornando-se uma protease ativa. O dominio transmembrana caracteriza a enzima como
tendo sua expressao em superficies celulares. Assim, as MMP-9 sido gelatinases que
possuem trés dominios de fibronectina tipo Il (NAGASE; WOESSER, 1999). Sua
expressdo é mediada pela citocina pré-inflamatéria TNF-a (MANICONE; MCGUIRE,
2008).

Geralmente as MMPs estao envolvidas em processos fisiologicos tissulares de
desenvolvimento e reparo. No entanto, o aumento dessas proteases remete a processos
inflamatorios e patologicos. Assim, a expresséo desregulada dessas proteases provoca
aumento de sua atividade proteolitica, a qual mantém forte relacdo de associacido com
doencas inflamatérias (GOMIS-RUTH et al. 1997), como cancer (MCCAWLEY et al.
2000) e doengas autoimunes, como o lupus (VIRA et al. 2018).

As MMPs tanto sdo expressas por fatores como quimiocinas, citocinas e fatores
de crescimento, quanto também podem degradar tais elementos (SOLOMONOYV et al.
2016). Assim, em circunstancias de desequilibrio entre a expressédo dessas proteases e
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de seus inibidores, pode ocorrer um processo patolégico no qual se observa resposta
inflamatdria, remodelagao tecidual, migragao e crescimento celular (RAO et al. 1998).

No processo inflamatoério da SS sao liberados MMP-1, MMP-2, MMP3 e MMP-9,
dentre essas, as gelatinases sdo MMP-2 (gelatinase A) e MMP-9 (gelatinase B). Tanto
as MMP-2 quanto as MMP-9 sao proteases passiveis de serem visualizadas por meio da
zimografia de gelatina. As MMP-1 e MMP-3 podem ser visualizadas por meio de outras
técnicas, como ensaios imunoldgicos e ensaios fluorimétricos (MACIEJCZYK et al. 2016).

Ha evidéncias de MMPs em pacientes acometidos por SS, com inflamacgao crénica
glandular (WILDENBERG et al. 2008). Aléem disso, o aumento da atividade gelatinolitica
de MMP-2 e MMP-9 foi observado em saliva total de ratos ndo obesos diabéticos com
SS (LESSARD et al. 2015), e a expresséo intensificada de MMP-9 em saliva (AQRAWI
et al. 2017) ja foi relatada em humanos acometidos por SS.

Ademais, ha indicios na literatura que sugerem que as MMP modulam um arranjo
de proteases. Isso significa que elas influenciariam uma cadeia de proteases, pelos
substratos que clivam e por como essas proteinas interagem entre si, conduzindo ou
modificando a sequéncia de processos enzimaticos (BUTLER; OVERALL, 2009). Sendo
assim, a degradac&o da matriz extracelular, por meio da atividade proteolitica das MMPs,
provoca efeitos que influenciam a migracao celular, a morfologia, a expressao de genes
e a ativagao de reagdes intracelulares em cascata (SOLOMONOV et al. 2016). Dessa
forma, as MMP sao alvos potencialmente terapéuticos para diversas patologias.

Considerando-se que inibidores de metaloproteases regulam endogenamente as
MMPs ativas (LEVIN et al. 2017) e que foram detectados nas salivas SS, em
espectrometria de massas, isso demonstra que ha modulagédo da atividade proteolitica
nessas amostras salivares. Para mais, estes inibidores em saliva SS, TIMP-1, TIMP-2 e
TIMP-3, coibem a ativagdo da MMP-9 (RATHNAYAKE et al. 2017). De forma geral, a
inibicdo por TIMP ndo é seletiva, exceto por TIMP-1 que se considera exibir certa
seletividade por MMP-7 (NAGASE; VISSE; MURPHY, 2006).

Ainda, a lipocalina associada a gelatinase neutrofilica ja foi relatada como regulada
positivamente em individuos SSp (AQRAWI et al. 2017). Nos resultados adquiridos por
este trabalho, a isoforma 2 desta lipocalina foi identificada em individuos SSs. De acordo
com o banco de proteinas online UniProtKB (www.uniprot.org), trata-se de uma lipocalina

65



s
Universidade de Brasilia Lais Garreto A. A. Chagas — Sindrome de Sjogren e Proteases Salivares

que interage seletivamente com MMP-9, de forma ndo covalente. E envolvida em
diversos processos, como em resposta imune inata e em apoptose (KJELDSEN et al,
1994), além de ser bastante expressa em glandulas salivares (COWLAND;
BORREGAARD, 1997).

Neste trabalho, néo foi possivel identificar a DPP-IV e a MMP-9 por espectrometria
de massas, possivelmente, por estas proteases representarem baixa concentragao
endodgena frente a outras proteinas constitutivas (RUHL, 2012). Além disso, sabe-se que
praticamente todos os processos, fisioldgicos ou patolégicos, sdo modulados por
modificagdes pés-traducionais (PTM) (KAMATH et al. 2011). Como as PTM produzem
diversas isoformas de proteinas, isso pode dificultar a sua identificacdo (ONG; MANN,
2005).

Ademais, sabe-se que ha proteases que podem ser muito glicosiladas,
caracteristica que previne que sofram protedlise. Este € o caso da DPP-IV e,
principalmente, da MMP-9, que pode receber até 14 glicosilagbes em um dominio
especifico (MATTU et al. 2000; VAN DEN STEEN et al. 2006). Contudo, as glicosilagbes
atrapalham a digestao por tripsina e dificultam a interagdo com C18. Tendo em vista
essas dificuldades previstas no método, recentemente foi desenvolvida uma
quimotripsina que cliva apos Asn (chymotrypsiN, ChyB-Asn). Os resultados apresentados
evidenciaram diferengas na deteccéo de proteinas glicosiladas, em método qualitativo e
quantitativo por LC-MS/MS (RAMESH et al. 2019).

Outra hipotese é a de que pode ter ocorrido perda de amostra, devido ao
entupimento de coluna de cromatografia. Adicionalmente, como ha diversos métodos de
preparacdo de amostra que podem otimizar a identificagdo e aquisicdo de proteinas em
saliva total, o método de preparagao de amostra filtrado (FASP) com pool salivar parece
ser promissor (ZHANG; SADOWSKI; PUNYADEERA, 2019). Apesar de tudo, os ensaios
imunoenzimaticos deste trabalho comprovaram expressao diferenciada da DPP-IV e da
MMP-9 nas amostras salivares.

Posteriormente, com a finalidade de analisar se a DPP-IV e a MMP-9 tendem a
variar conjuntamente, realizou-se teste de correlagdo de Spearman. No entanto, o teste
n&o evidenciou significancia (p>0,05). Porém, em analise qualitativa, & possivel observar

correspondéncia de expressao de proteases no grupo controle, uma vez que as
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dosagens mais baixas de MMP-9 estabelecidas seguem o padrdo de expressdo media
de DPP-IV. Esse dado pode indicar que, em homeostase, as proteases tendem a
correlacionar-se. No entanto, em condi¢gdes de doenga, estdo dispostas em grande
variabilidade de dosagens. Todavia, ja foi reportada conexao entre essas proteases em
cancer de préstata. Os resultados demonstraram que a transducéo do sinal iniciada pela
DPP-1V, conjuntamente com plasminogénio, regula a expressédo de MMP-9 (GONZALEZ-
GRONOW, 2001).

Semelhantemente, buscou-se relacionar as dosagens médias de proteases em
subgrupos com o uso de medicagdes. No entanto, com resultado de nao correlagao, o
uso de anti-inflamatoérios e imunossupressores, medicagbes comuns ao tratamento de
SS, podem sinalizar a ndo interferéncia significativa na expressdo das proteases
envolvidas.

Em analise dos dados resultantes da espectrometria de massas, por meio do G:
Profiler, observa-se a semelhanca com a via do lupus eritematoso sistémico, de acordo
com o0 que se observa pela Figura 28, obtida pelo KEGG (KANEHISA, M.; GOTO, S.
2010). Sabe-se que o lupus é uma doenga prevalente em SSs e compartilha ndo apenas
os autoanticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB, mas também algumas das serino
proteases aqui discutidas: a elastase neutrofilica e a catepsina G. Foram 25 genes
comuns para ontologia génica, bem como componentes que sinalizam imunopatogenia
(KROEF et al. 2019).
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Figura 28. Via do Lupus Eritematoso Sistémico, disponivel no KEGG com componentes salivares
encontrados nas amostras deste trabalho. Compartilha ndo apenas os autoanticorpos anti-Ro/SSA e
anti-La/SSB, mas também algumas das serino proteases aqui discutidas: a elastase neutrofilica e a
catepsina G, destacadas em verde.

Observa-se, ainda, que genes envolvidos em enzimas de desubiquitinagdo do tipo
metaloproteases (metaloDUBs) foram detectados na lista de ensembl gene ID. Como
desubiquitinases, tém-se enzimas reguladoras que controlam o fluxo de ubiquitina de
maneira reversivel (HAAMED et al. 2019). As metaloDUBs tém o dominio catalitico
dependente de ion bivalente, semelhantemente ao de metaloproteases, e seu
mecanismo de agao consiste em formar um complexo intermediario e ndo covalente,
entre o sitio ativo da enzima e a ubiquitina, modificando-as (CLAGUE et al. 2013).

Todavia, a desubiquitinagdo regula a remogao de ubiquitina em proteinas
destinadas a degradacéo e esta envolvida com mecanismos ou vias de reparo de DNA
e sinalizagbes no sistema imune inato. Assim, essas regulagbes podem tanto estar
relacionadas a processos bioldgicos de viabilidade celular, como podem ser o fator
desregulador em processos patologicos, uma vez que ha associa¢gées de DUBs com vias
em oncologia, imunologia e neurodegeneracdo (CLAGUE; URBE; KOMANDER, 2019).
No presente momento, desconhece-se associagdo de metaloDUBs a SS.
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Adicionalmente, a relacdo de neutrdfilos na resposta imune e na ativacdo de
granulécitos reafirma o possivel envolvimento com as NETs (BRINKMANN et al. 2004);
a degranulacéo de leucocitos faz referéncia a caracteristica classica de infiltracdo
linfocitica de glandulas salivares em SS (SHIM et al. 2004), além disso, a morte celular e
morte celular programada é um evento ja reportado em SS (KIRIPOLSKY; KRAMER,
2018). Ainda, observa-se a expressao genética dependente de estrogeno, dado essencial
em doenca com prevaléncia em mulheres (MACCOY; SAMPENE; BAER, 2019).

Ja em analise dos dados referentes ao resultado da espectrometria de massas,
por meio do Reactome, houve indicacdo de achados em vias de doencas relacionadas a
transducao de sinal. Sabe-se que as DPP-IV atuam como receptores e participam dos
sinais de transdugdo e da adesdo (ZHANG et al. 2015). Além de tudo, os genes
referentes as proteinas carregadas, indicam acometimento em glandulas salivares e,
principalmente, em outros 6rgdos com forte presenca de glandulas exocrinas, como

pancreas, figado e estbmago, caracteristico da patogenia da doenga (FOX, 2005).
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CONCLUSAO
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CONCLUSAO

Portanto, os resultados apresentados demonstram que:
1. As proteases DPP-IV e MMP-9 foram mais expressas (p<0,05) nas
amostras salivares de individuos pSS.
2. A DPP-IV e a MMP-9 estido intimamente relacionadas com a transdugéao
do sinal e com a resposta do sistema imune inato.
3. O cluster de serino proteases composto por elastase neutrofilica, catepsina
G e proteinase 3 esta envolvido na desgranulagdo de neutrofilos,

possivelmente, com as armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS).
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PERSPECTIVAS
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PERSPECTIVAS

Elaboragao de estudo coorte longitudinal, com extensa amostra populacional, a
fim de constatar alteragcbes do padrdo controle em estagios clinicos progressivos da
doenca.

Realizac&o de protebmica quantitativa, para analise da expresséao diferencial entre
0s grupos, a fim de somar aos resultados de caracterizagdo proteolitica e dosagem de
proteases em ensaio imunoenzimatico.

Verificagdo de polimorfismos genéticos em DPP-IV e MMP-9, a fim de constatar
em que base nitrogenada houve alteragao genética nos individuos estudados, visto que
houve regulacéo positiva da DPP-IV e da MMP-9 em saliva de individuos SS.

Abordagem da metabolémica para analise da expressao diferencial de metabdlitos

em fluido salivar de individuos estudados.
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APENDICE A
Protein Protein
Group ID Accession -10IgP Coverage (%) #Peptides #Unique PTM Avg. Mass Description
1 48003 P19961-2 AMY2B_HUMAN 162.14 24 9 3Y 42021
3 527 P13645 K1C10_HUMAN 151.49 14 10 7 N 58827
12 523 Q6NSB3 Q6NSB3_HUMAN 145.36 12 6 1N 56211
12 521 P04745 AMY1 _HUMAN 145.36 12 6 1N 57768
12 520 B7ZMD7 B7ZMD7_HUMAN 145.36 12 6 1N 57754
11 614 P35908 K22E_HUMAN 142.48 15 9 5Y 65433
6 55287 AOA087WTX5 AOA087WTX5_HUMAN  139.92 34 5 1y 25624
8 55283 AOA087X130 AOA087X130_HUMAN 137.99 34 5 1y 25136
4 539 H6VRGO H6VRGO_HUMAN 135.40 17 10 1N 65970
4 543 P04264 K2C1_HUMAN 135.40 17 10 1N 66039
4 540 H6VRF9 H6VRF9_HUMAN 135.40 17 10 1N 66069
4 542 H6VRG3 H6VRG3_HUMAN 135.40 17 10 1N 66111
4 541 H6VRF8 H6VRF8_HUMAN 135.40 17 10 1N 66053
4 544 H6VRG1 H6VRG1_HUMAN 135.40 17 10 1N 66126
2 48009 P13646-3 K1C13_HUMAN 125.09 10 7 5Y 45867
19 3166 B4DVQO B4DVQO_HUMAN 118.01 12 3 2 N 37349
19 3169 B4DW52 B4DW52_HUMAN 118.01 11 3 2 N 38633
19 3170 B4E335 B4E335_HUMAN 118.01 11 3 2 N 39226
19 3171 B4E3A4 B4E3A4_HUMAN 118.01 11 3 2 N 39800
19 3172 Q8WVWS5 Q8WVW5_HUMAN 118.01 11 3 2 N 40503
19 3174 Q53G76 Q53G76_HUMAN 118.01 10 3 2 N 41721
19 4151 P60709 ACTB_HUMAN 118.01 10 3 2 N 41737
19 3175 QIKLZ0 Q1KLZ0_HUMAN 118.01 10 3 2 N 41737
19 3176 Q53GK6 Q53GK6_HUMAN 118.01 10 3 2 N 41723
19 4152 P63261 ACTG_HUMAN 118.01 10 3 2 N 41793
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20 5146 ESPI65 M4A10_HUMAN 23.93 3 1 1N 29747
19 5143 E9PQQA4 AOAO87X0W2_HUMAN  23.90 4 1 1N 32584
19 4650 E9PQK7 I6L9F6_HUMAN 23.90 4 1 1N 32598
19 5144 E9PK54 B4DR43_HUMAN 23.90 3 1 1N 39507
19 5145 E9SPLF4 B3KXJO_HUMAN 23.90 2 1 1N 50169
19 8572 B4DNV4 B3KQI5_HUMAN 23.90 2 1 1N 61489
13 5147 BADEF7 J3QR65_HUMAN 23.34 1 1 1N 126671
13 5148 BA4E1T6 MTMR4_HUMAN 23.34 1 1 1N 133353
8 527 B3KUS2 K1C10_HUMAN 256.36 35 20 16Y 58827
9 614 B4DNX1 K22E_HUMAN 252.23 37 21 14Y 65433
6 544 Q53HF2 HE6VRG1_HUMAN 247.53 34 21 1Y 66126
6 539 EOPNE6 H6VRGO_HUMAN 247.53 34 21 1Y 65970
6 543 BADXY3 K2C1_HUMAN 247.53 34 21 1Y 66039
6 542 B4DVU9 H6VRG3_HUMAN 247.53 34 21 1Y 66111
6 541 BA4E388 H6VRF8_HUMAN 247.53 34 21 1Y 66053
1 48003 BADFN9 AMY2B_HUMAN 227.46 34 13 2'Y 42021
4 48005 PODMV8-2 ALBU_HUMAN 221.27 25 13 2'Y 47361
5 48022 B4DI39 IGHA2_HUMAN 211.29 20 10 5Y 36526
3 48006 B3KTVO ALBU_HUMAN 209.54 28 13 2'Y 45160
11 532 B4ADWK5 F6KPG5_HUMAN 199.30 23 16 2'Y 66531
11 536 ESPKE3 ALBU_HUMAN 199.30 22 16 2'Y 69367
11 535 Q53FA3 Q56G89_HUMAN 199.30 22 16 2'Y 69084
11 537 B2RCQS BADPP6_HUMAN 199.30 22 16 2'Y 70363
10 521 Q53FC7 AMY1_HUMAN 194.76 23 11 1Y 57768
10 520 B2R6X5 B7ZMD7_HUMAN 194.76 23 11 1Y 57754
2 48009 B3KSM6 K1C13_HUMAN 185.70 18 16 10Y 45867
18 538 Q53GZ6 K1C9_HUMAN 153.25 14 8 N 62064
17 560 VOHWB4 Q6ZW64_HUMAN 148.26 12 5 N 53321
17 561 Q59EJ3 Q96DKO_HUMAN 148.26 12 5 N 53533
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17 564 AOAO087WWS55 Q6N092_HUMAN 148.26 11 5 1N 56424
15 571 Q8WZz42-5 B4ADRRO_HUMAN 140.26 14 9 1N 57839
15 610 Q8WZz42-11 BADRU6_HUMAN 140.26 14 9 1N 58536
15 578 Q8Wz42-4 A8K210_HUMAN 140.26 14 9 1N 60031
15 574 Q8Wz42-7 K2C6A_HUMAN 140.26 14 9 1N 60045
21 613 Q8WZz42-2 K2C5_HUMAN 125.68 10 7 2 N 62378
12 56038 Q8Wz42-8 K2C8_HUMAN 114.37 7 6 2'Y 56608
14 56035 Q8Wz42-13 F8BWO0C6_HUMAN 114.00 20 6 1Y 20656
22 581 Q8Wz42-12 A1A4E9_HUMAN 112.04 9 6 1N 49586
22 583 Q8Wz42-3 A8K2H9_HUMAN 112.04 9 6 1N 49517
25 55295 Q8Wz42-10 PERM_HUMAN 104.28 6 4 4Y 73854
25 55296 Q8Wz42-9 PERM_HUMAN 104.28 5 4 4y 87249
25 3231 Q57749 PERM_HUMAN 100.80 5 4 4Y 83869
30 58178 P08779 AOAO87WYC5_HUMAN  98.09 7 3 1Y 52426
23 50369 AOA087WZWS8 K1C15_HUMAN 97.61 12 5 2'Y 28602
24 50368 VI9HWI4 K2C73_HUMAN 94.12 6 3 1Y 41984
24 60661 U3KPS2 K2C72_HUMAN 94.12 4 3 1Y 51124
24 60662 D6CHES K2C72_HUMAN 94.12 4 3 1Y 55749
29 61887 P24158 TRFL_HUMAN 87.49 4 3 3Y 73161
32 58174 BOA0O64 AOA087X1C7_HUMAN 85.51 6 3 1Y 50488
28 4183 AOA0B4J231 PIGR_HUMAN 83.37 4 4 4 N 83284
26 60663 S6BAPS8 KRT84_HUMAN 75.73 3 3 1Y 64842
38 4170 S6C4Q9 Q6EZES_HUMAN 65.78 19 2 2'Y 10245
38 4169 AOA087WWCS DEF1_HUMAN 65.78 19 2 2'Y 10201
38 4168 Q5FWF9 DEF3_HUMAN 65.78 19 2 2'Y 10245
48 56039 AOA087WXC3 E9PN25_HUMAN 44.45 8 1 1N 14621
48 3410 Q6GMW4 E9PPY6_HUMAN 44.45 8 1 1N 15153
48 5511 AOA087WWU7 ESPI65_HUMAN 44.45 7 1 1N 17916
48 9533 AOA087WYN7 E9PQQ4_HUMAN 44.45 6 1 1N 18727
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