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RESUMO

INTRODUGCAO: Sindrome de Sjogren é uma doenca reumatica sistémica
autoimune, caracterizada por inflamacao linfocitaria das glandulas exocrinas,
resultando na sua hipofuncdo. Pode-se distinguir Sindrome de Sjogren primaria
de secundaria, sendo que a primeira atinge as glandulas exdcrinas e a segunda,
esta associada a outras doencas autoimunes, tornando o seu diagnostico um
desafio, argumento valido para considerar o diagndstico salivar como meio
complementar de diagndstico. OBJETIVOS: Identificar o perfil epidemiologico do
Sindrome de Sjogren e enfatizar a importancia do diagndstico através da
prote6mica salivar. MATERIAIS E METODOS: Compilac&o do proteoma salivar
da Sindrome de Sjogren, através da consulta do OralCard utilizando o termo
“Sjogren's Syndrome”. Pesquisa bibliografica na B-on®, Pubmed®, Medline® e
Science direct®, utilizando as palavras-chave, “Sjogren's Syndrome”, “saliva”,
“prote™”, “diagnostics” A caracterizagao e interpretacéo funcional foi efectuada
recorrendo as ferramentas bioinformaticas PANTHER e STRING. Apresentacédo
do case report pretende evidenciar a aplicabilidade e utilidade do diagndstico
precoce salivar, em alternativa a exames de diagndésticos invasivos e mais
dispendiosos. RESULTADOS: Foram encontradas no OralCard 477 proteinas
salivares envolvidas na Sindrome de Sjogren, destas 33 estdo envolvidas na
resposta imunoldgica. Através da identificacdo destas 33 proteinas obteve-se as
funcdes bioldgicas, 5 delas encontram-se aumentadas na resposta imunolégica.
Na avaliacdo do caso clinico, quando analisado o fluxo salivar basal, este foi
inferior a metade do valor considerado normal, que € cerca de 0,30 ml/minuto. A
andlise intra e extra-oral foi realizada de forma minuciosa onde se avaliou 0s
resultados, sendo estes consistentes com a bibliografia pesquisada.
CONCLUSOES: Este trabalho permitiu compilar e caracterizar sumariamente o
proteoma salivar da Sindrome de Sjogren. Sugere-se o desenho de estratégias
laboratoriais que permitam a quantificacdo dessas mesmas proteinas. E
imperativo a inclusdo de um outro meio complementar de diagnostico, menos
invasivo e a realizar numa fase precoce da doenca, baseado na identificacdo de
biomarcadores salivares.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome de Sjogren, Doengas Autoimunes, Diagnostico
Salivar, Manifestac¢des Orais, Sialometria, Sialoquimica, Sialografia.






ABSTRACT

BACKGROUND: Sjogren's syndrome is an autoimmune systemic rheumatic
disease characterized by lymphocytic inflammation of the exocrine glands,
resulting in its hypofunction. Two types of Sjogren's syndrome can be
distinguished: primary and secondary, the first reaches the exocrine glands, the
second is associated with other autoimmune diseases, making diagnosis a
challenge, validating the argument of considering the diagnosis as a
complementary means of salivary diagnostics. OBJECTIVES: To describe the
epidemiology of Sjogren’'s syndrome and emphasize the importance of diagnosis
by salivary proteomics. MATERIALS AND METHODS: Compilation of the
salivary proteome of Sjogren's syndrome by consulting OralCard using the term
"Sjogren's Syndrome". Bibliographic research on B-on® , Pubmed® , Medline®
and Science direct ® using the keywords, "Sjogren’'s Syndrome", "saliva", "raw
*" "diagnostics" The characterization and functional interpretation was performed
using the PANTHER bioinformatics tools and STRING. Presentation of case
report aims to highlight the applicability and usefulness of salivary early
diagnosis, as an alternative to invasive tests and costly diagnoses. RESULTS:
477 salivary proteins involved in Sjogren's syndrome were found in OralCard, of
which 33 are involved in the immune response. By identifying these 33 proteins
biological functions were obtained, of which five are increased in the immune
response. In evaluating the clinical case, when basal salivary flow was analyzed,
it was less than half the amount considered normal, which is about 0.30 ml /
minute. The intra and extra-oral examination was carried out in detail and results
were evaluated, which are consistent with the literature search. CONCLUSIONS:
This study compiles and briefly characterizes the salivary proteome of Sjogren's
syndrome. It is suggested the design of laboratory strategies to enable the
quantification of these same proteins. It is imperative to include another additional
diagnostic procedures, less invasive and carry out on an early stage of the
disease, based on the identification of salivary biomarkers.

KEYWORDS: Sjogren's Syndrome, Autoimmune Disease, Salivary Diagnostics,

Oral Manifestations, Sialometry, sialochemistry, Sialography
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INTRODUCAO

O seguinte trabalho de monografia propde-se a abordar, a Sindrome de
Sjogren (SS) e as respetivas alteracbes orais verificadas nos individuos
portadores desta condicao.

E considerada uma patologia autoimune, crénica e progressiva com
repercussdes a nivel das glandulas exdcrinas, nomeadamente glandulas
salivares e lacrimais, resultando na sua hipofuncdo. A SS é considerada a mais
comum entre as doencas autoimunes do tecido conjuntivo. E estimado que,
cerca de 0,5 milhdes em 3 milhGes de pessoas estejam afetadas nos Estados
Unidos da América, em Portugal é estimado que cerca de 3% esteja afetada.

Embora individuos de todas as idades possam ser afetados, a doenca tem
maior incidéncia em mulheres (9:1).

Esta condigédo leva a quadros de xerostomia e xeroftalmia, sendo estes
considerados a chave das manifestagées da SS. Estas condi¢gbes levam a um
interesse acrescido em relacionar e avaliar problemas desta sindrome na
cavidade oral.

A verdadeira etiologia ainda permanece desconhecida, embora esteja
associada a um componente multifatorial, envolvendo tanto fatores ambientais
como genéticos.

Atualmente o diagnéstico da SS requer medidas invasivas, como bidpsia
das glandulas salivares e carece de especificidade, uma vez que os sintomas
gue manifestam sdo comuns a outras doencgas autoimunes.

Nos Ultimos anos tem-se observado um interesse crescente em
desenvolver biomarcadores salivares para o diagndstico ndo invasivo da SS,
tendo com base as técnicas de protedmica para identificacdo de potenciais
moléculas alvo. No entanto, os dados sdo heterogéneos e encontram-se
dispersos na bibliografia, dificultando a sua interpretagéo.

Neste sentido urge desenvolver estratégias que permitam integrar a
informacdo gerada pelas ciéncias Omicas e interpretar funcionalmente esses

dados a luz da patofisiologia da doenca.

Xl






. ENQUADRAMENTO TEORICO






1. SINDROME DE SJOGREN

1.1 Consideracdes historicas

A primeira descricdo da SS surgiu em 1892 por Mikulic’z, quando
descreveu um paciente do sexo masculino de 42 anos que apresentava aumento
difuso das glandulas lacrimais e paroétidas, associado a um pequeno infiltrado de
células redondas e pequenas; sendo designado por “Sindrome de Mikulicz’'s”,
termo que é pouco usado devido & inclusdo de distintas e multiplas entidades,
nomeadamente, Tuberculose, Sarcoidose, Linfoma e outras infecbes, tendo
caido em desuso devido a fraca informacéo sobre progndstico e terapéutica (1).

A SS foi posteriormente descrita em 1933 (2) por Henrik Sjégren na sua
monografia, onde combinou achados clinicos e patolégicos huma mesma
entidade (2, 3), descrevendo achados clinicos e histolégicos de 19 mulheres, em
qgue 13 delas apresentavam problemas de Artrite Reumatoide associado a boca
e olhos secos, sendo o principal responsavel pela sua caracterizagdo (1). O
termo foi entdo adotado em 1953.

1.2 Formas de apresentacao

Henrik Sjogren introduziu o termo ceratoconjuntivite seca para descrever
0s sintomas oculares desta patologia de forma a ndo confundir com olhos secos
devido a falta de vitamina A (1).

A definicdo da SS tem vindo a sofrer alteracfes ao longo do tempo (2, 4).

A SS foi considerado como doenca reumética sistémica autoimune (5),
caracterizada por inflamacédo linfocitaria (6-11) (predominantemente ceélulas
CD4%) (12) das glandulas exécrinas, sobretudo as glandulas lacrimais e salivares
(7, 13-15), resultando na hipofuncdo das glandulas exdécrinas (16), levando a
quadros de xerostomia e xeroftalmia, (17-20) sendo considerado a chave das
manifestagcbes da SS (21), frequentemente acompanhada de sintomas
sistémicos (22, 23).

A desordem autoimune envolve a infiltracdo progressiva de linfécitos das
glandulas lacrimais e salivares, ativacao de Linfocitos B policlonais, producédo de
Auto Anticorpos, especialmente Anticorpos Antinucleares (ANA), Auto



Anticorpos SS-A (Ro) /SS-B (La) (4, 24, 25) sendo encontrados em cerca de
50/60- (5) 90% dos doentes com SS (8, 26) e Fator Reumatico (RF) (7, 18, 27),
assim como a Hipergammaglobulinemia (4) (sendo encontrados em cerca de
80% dos pacientes) (28).

Estes achados sé@o considerados como um reflexo da hiper-reactividade
das células B, com destruicdo de o6rgaos-alvo (7, 22, 29).

Dos pacientes com SS, cerca de 5% desenvolve linfoma maligno das
células B, e tecido Linfoide, associado a mucosa (MALT), com maior
predominancia nas glandulas salivares major (1, 22).

A SS é considerada a mais comum entre as doencas autoimunes do tecido
conjuntivo (6, 23, 30-32). E estimado que 0,5 milhdes em 3 milhdes de pessoas
estejam afetadas nos Estados Unidos da América (31).

Embora individuos de todas as idades possam ser afetados, a doenca tem
maior incidéncia em mulheres (33, 34) (9 mulheres:1 homem) (1, 8, 14, 24, 28,
35), incidindo sobretudo na quarta e quinta década de vida (11, 36), sendo as
disfungbes hormonais consideradas como parte da fisiopatologia no
desenvolvimento da SS, (principalmente de androgenos, estrogeno e de
progesterona) (37).

A SS pode existir como doenca primaria e isolada das glandulas exdcrinas
(SS primaria) (38) ou estar associada a outras doencas autoimunes (3, 9, 23, 24)
como Artrite Reumatica (AR), Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Doenca de
Graves, Esclerose Sistémica Progressiva Esclerodermia, entre outros (SS
secundaria) (2, 4, 13, 28, 33, 39, 40). A SS pode ser definida pela presenca de
pelo menos dois dos trés seguintes critérios de classificacdo (2, 3):

1) Ceratoconjuntivite seca?
2) Xerostomia
3) Outro — Doencga cronica inflamatoria do tecido conjuntivo devidamente

diagnosticado.

1 «sicca complex’- ceratoconjuntivite seca é um termo aplicado aos casos de Sindrome de Sjogren que néo

estdo associadas a Artrite Reumatoide ou outra doenca do tecido.

Quando os sintomas (seca) aparecem em individuos saudaveis, € entdo classificado de PSS.



A SS é classificada de primaria apenas quando os dois primeiros critérios
(1 e 2) estdo presentes e de secundaria, quando o terceiro critério esta também

presente (2).

1.3 Epidemiologia

E considerada uma das mais comuns doencas autoimunes, sendo a sua
prevaléncia estimada em cerca de 0,6% (41); 0,5-2% (36).

Estima-se que 0,5 milhdes em 3 milhdes de pessoas estejam afetadas nos
Estados Unidos da América (31) .

Na Grécia, foi realizado um estudo entre 1982-2003, incluindo 4 distritos no
continente e 2 distritos na ilha, onde foi estimado a sua prevaléncia em mulheres
adultas entre 0,02% a 6% (13).

Um outro estudo, neste caso realizado no Reino Unido, mostrou uma

prevaléncia na populacao adulta de 3 a 4% (23).

1.4 Etiologia

A verdadeira etiologia ainda permanece desconhecida, embora esteja
associada a um componente multifatorial envolvendo tanto fatores ambientais,
imunolégicos como genéticos. Do mesmo modo a prevaléncia da SS também
permanece desconhecida e limitada (devido em parte a heterogeneidade das
populacdes estudadas, aos diferentes testes de diagndstico e aos diferentes
critérios utilizados na avaliacdo das glandulas salivares e lacrimais), (6, 7)
contudo é considerada como a mais comum das varias doencas inflamatérias do
tecido conjuntivo (sendo a doenca reumatica inflamatoria a mais frequente).

E geralmente aceite que cerca de 50% dos casos sdo classificados de PSS
e os restantes 50% de SSS, sendo que neste caso, entre 25-50% apresentam
doenca Reumatica Inflamatéria. Esta doenca pode desenvolver-se durante a
infancia (raro).

O seu inicio é mais frequente na idade adulta, com um pico entre os 40-60
anos (2, 29, 42).



1.5 Manifestacgfes clinicas gerais

As glandulas salivares e lacrimais s@o os principais 6rgaos afetados pela
infiltracdo linfo-plasmocitéria, originando disfuncdes que desencadeiam um
quadro classico de xeroftalmia e xerostomia. Contudo, outras glandulas
exocrinas também podem ser acometidas, como o0 pancreas, glandulas
sudoriparas, glandulas da mucosa do trato respiratério, gastrointestinal e
urogenital (18, 37).

Pacientes com PSS apresentam uma triade, englobando: olhos secos,
boca seca e fadiga. Outros sintomas sdo também considerados comuns,
conglobando a dificuldade de concentracdo, perturbacdes gastrointestinais,
perturbacdes do sono, pele seca e alteragcdes na mucosa urogenital (43).

As manifestacées oculares sdo variadas e estdo relacionadas com a
diminuicao da secrecéo lacrimal (xeroftalmia).

Os pacientes podem desenvolver importantes limitacbes nas suas
atividades diarias, resultando numa diminui¢éo da qualidade de vida (37), devido
a irritacao ocular, fotobofia e turvagéo visual, sendo que os sintomas costumam
agravar-se em ambientes secos (ar condicionado, poeira e vento) durante a
leitura e 0 uso do computador.

A destruicdo glandular é frequentemente associada a uma resposta
inflamatéria cronica exacerbada das glandulas afetadas (43),verificando-se
alteracdes histopatolégicas do parénquima e ductos das glandulas salivares
major (33).

Para além dos efeitos glandulares principais, esta patologia também pode
afetar outros sistemas de 6rgaos, tais como pulmdes, rins, figado e sistema
nervoso periférico (43).

Os pacientes com SS apresentam também elevada incidéncia de linfoma
maligno de células B tipo ndo Hodgkin, quando comparadas com a populacéo
sadia (5, 19, 28, 32, 44).

A natureza inflamatoria da SS é refletida por alteragGes significativas nas
seguintes variaveis sanguineas: taxa de sedimentagdo eritrocitaria, niveis da

proteina reativa C (20) e Imunoglobulinas (IgG e IgA).



Os niveis de soro de IgG sao considerados a variavel inflamatoria mais
discriminativa para a SS, com valores (> 15g/l) em 93% dos pacientes com SS e
20% para SS negativos (21).

A detecdo de anticorpos, pela resposta imunoldgica a inflamacao, é um
principio fundamental no que diz respeito ao diagnéstico em testes viricos, sendo
gue estas moléculas podem ser encontradas na saliva, oriundas das glandulas
salivares e soro sanguineo.

E encontrado slgA, derivada dos plasmécitos das glandulas salivares,
representando um mecanismo especifico da resposta imunologica salivar. Em
contraste IgM e IgG, sdo ambas derivadas do fluido gengival crevicular
componentes de uma amostra salivar.

Esses anticorpos atuam contra microrganismos e 0S seus componentes
podem ser detetados na saliva, representando assim uma importante fonte de

diagnéstico das infecdes congénitas e infecdes virais agudas (45, 46).

1.5.1 Xeroftalmia

O ecossistema da superficie ocular, depende de um ciclo de pestanejar,
producdo lagrimal normal, de uma cérnea e uma conjuntiva consistente, sendo
que as lagrimas exibem propriedades mecéanicas, lubrificantes e
antimicrobianas.

As lagrimas tém um valor significativo na estabilidade do epitélio da cornea
e da conjuntiva devido a interdependéncia entre as varias estruturas que
constituem a superficie ocular (47).

Podemos encontrar duas razdes principais para o aparecimento do “olho
seco”; a primeira esta relacionada com a diminuicdo de secrecao das glandulas
lacrimais (diminuicdo da producdo de lagrimas) a segunda pela sua perda
através de um processo de evaporacao rapido. Condicdo que € originada pela
infiltrac&o de linfocitos na regido e destruicdo dos acinos e dutos das glandulas
lacrimais, influenciado por citocinas e mediado por recetores, levando a
desconforto ocular, sendo descrito como sensagao de “olhos secos”(48, 49).

As manifestagdes clinicas incluem fotobofia, fadiga visual, visédo turva

sensacao de ardor e comichao ocular.



1.6 Manifestacfes clinicas orais

As manifestagdes clinicas orais mais frequentes sao a “sensacao de boca”
seca com necessidade acrescida de a humedecer, céries frequentes, problemas
periodontais, necessidade da ingestdo de liquidos durante a noite levando a um
comprometimento da qualidade do sono, dificuldade na degluticdo de alimentos
sélidos, dor a degluticdo, aftas e Ulceras na mucosa labial, infecdes orais
(principalmente candidiase) e aumento no volume da glandula parétida (mais
frequente na PSS) (31).

1.6.1 Xerostomia ou “boca seca”

Xerostomia ou “boca seca”’, € um sintoma mais frequente e comum,
caraterizado pela diminuigdo da quantidade ou qualidade da saliva produzida.

Em praticamente todos os pacientes com SS, sdo descritos graus de
“sensacao de boca seca” (31), sendo a sua prevaléncia de praticamente 100%
(50).

Tais manifestacfes podem levar a ocorréncia de mudanca no tom da voz,
diminuicdo da acuidade gustativa, lingua seca, halitose, gengivite, periodontite,
caries dentarias, dificuldade na adaptacdo do uso de préteses parciais
removiveis assim como 0 aumento da sensibilidade dentaria.

Esta condicdo leva a um quadro incapacitante para os pacientes, afetando

bastante a qualidade de vida



1.7 Diagnéstico

1.7.1 Consulta de diagnostico de Medicina Dentéria

O Meédico Dentista tem um papel fundamental na detecdo e diagndstico
precoce desta patologia (51).

O comprometimento da funcéo das glandulas salivares leva a um aumento
do risco de desenvolvimento de lesdes cariosas. Contudo, para se obter um
correto diagndstico é necessario uma correta, completa e minuciosa avaliacao
clinica, sendo necessario recorrer a exames complementares, assim como é
fundamental uma abordagem multidisciplinar das varias valéncias da Medicina
(oftalmologia, reumatologia, entre outros).

Durante a recolha de dados é importante saber quais sdo as queixas
especificas do paciente em relagao a “sensacgao de boca seca”, nomeadamente
a sua duracao, frequéncia e gravidade. E importante saber toda a historia médica
e médica dentaria, nomeadamente de patologias sistémicas, assim como 0s
medicamentos prescritos ao paciente.

No que respeita a palpacado das glandulas salivares major, é importante ter
atencdo a presenca de aumento ou firmeza das mesmas. A quantidade e
qualidade da saliva derivada dos dutos deve ser avaliada, assim com a inspecao
visual de uma mucosa seca ou avermelhada.

A quantidade salivar produzida deve ser avaliada durante um certo periodo
de tempo através de um teste ndo invasivo e indolor. Podem e devem ser
utilizados questionarios de forma a auxiliar o diagnéstico da xeroftalmia, para
avaliar o impacto da doenca na de vida dos portadores e para acompanhar a

evolucéo da doencga e sua resposta aos tratamentos propostos (17-18).



1.8 Cavidade Oral

A cavidade oral € um complexo ecossistema onde hospedeiros microbianos
e fatores externos se relacionam e criam um equilibrio dinamico que é refletido
na saliva (52).

A saliva é colonizada por um enorme numero de espécies microbianas que
variam em termos de quantidade; exemplo S.oralis e S.Sanguinis que se
encontram presentes em uma elevada quantidade na superficie dentaria, em
detrimento do S.Mutans (53) que esta presente na placa supragengival, o que
permite um equilibrio no ecossistema microbiano (54).

A saliva, é considerado como o fluido mais valioso da cavidade oral,
preservando/ mantendo a saude oral (54-57) e contribuindo também para a
homeostase (58, 59), sendo um importante meio de diagnostico (9, 60) de
doencas orais e sistémicas, (61) ao fornecer biomarcadores, tanto para a saude
oral como para estados patoldgicos (62, 63).

Devido as alteracdes dos constituintes em doentes com SS, a analise
salivar tem recebido grande importancia para o diagndstico precoce (30).

Quando o seu fluxo salivar é reduzido, devido a uma perda de funcao, pode
ser observado nos pacientes quadros de xerostomia (64), disfagia e aumento da
suscetibilidade a infe¢cdes oportunistas (54).

A saliva € um potente lubrificante e protetor, sendo o primeiro meio de
defesa do organismo, para além de protetor, facilita a fala, mastigacdo e
degluticdo (46, 65).

Contribui igualmente para a mineralizagdo do esmalte e mantém a
supersaturacao de fosfato de calcio (46, 58).

Num adulto saudavel a produgéo salivar é cerca de 500/800 (17)-1500 ml
(num periodo de 24horas) (66), o que equivale a cerca de 0,5ml/ min. Contudo
este fluxo pode ser reduzido na presenca de condi¢des patologicas e fisiologicas
severas, alterando a qualidade e quantidade de fluxo salivar diario (57, 58).

A hipofuncdo salivar esta primeiramente relacionada com o uso de
determinados farmacos, que leva a um quadro de xerostomia.

A xerostomia e a hipofuncdo das glandulas salivares tém elevada

incidéncia em individuos idosos (> 65 anos). Contudo n&do esta diretamente



relacionado com a idade dos pacientes, mas sim com 0 aumento do consumo de
farmacos.

Os farmacos usados podem levar a quadros de hipofuncéo salivar, devido
a acdo destes com a acetilcolina (direta ou indiretamente), incluindo farmacos
como anticolinérgicos, anti-histaminicos, anti-hipotensores, depressivos
triciclicos, tranquilizantes e sedativos, p-blogqueadores (que bloqueiam a neuro-
transmissao para as glandulas salivares) (17).

Inimeras disfun¢des salivares estao associados a determinadas patologias
ou em resposta a terapias medicamentosas, 0 que acrescenta 0 seu grau de
importancia como meio de diagndstico, como € o caso de caries dentarias,
doenca periodontal e SS (46).

Uma amostra salivar € uma complexa mistura de fluidos (52, 67), derivados
de produtos excretores das glandulas salivares e de outras substancias
derivadas da orofaringe, vias areas superiores, refluxo gastrointestinal, fluido
gengival, depoésitos alimentares e constituintes derivados sanguineos. Contudo
€ constituida por 99% (52) de 4gua (45, 55, 64-66, 68).

As glandulas salivares major, incluem as glandulas parétidas (glandulas
serosas), que se encontram localizadas atras dos primeiros molares maxilares;
glandulas submandibulares e sublinguais (glandulas mistas — componente
serosa e mucosa) que se encontram localizadas no soalho da cavidade oral (53,
55, 58, 62, 63).

A secrecdo da parotida e submandibular apresentam uma elevada e
comparavel concentracdo de niveis proteicos, nomeadamente da proteina rica
em prolina, chegando aos 70% da sua secrecao (69).

Em relacdo a quantidade de secrecao, a glandula parétida contribui em
cerca de 23 a 25% do fluxo salivar e a submandibular em 65% a 70% (17, 58).

A saida e composicgéo salivar dependem da atividade do sistema nervoso
autonomo (SNA) (53).

A parte serosa das glandulas esta sobre controlo do sistema nervoso
simpatico (SNS) e a parte mucosa esta sobre controlo do sistema nervoso
simpatico e parassimpatico (SNP).

A estimulagdo a e [ adrenérgica e estimulagdo colinérgica (neural ou

farmacolégica) pode modificar a quantidade, viscosidade e a componente ibnica
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da saliva, levando a uma alteracédo da concentracao das proteinas encontradas
(17, 58, 63).

A estimulacao do sistema nervoso parassimpatico, resulta num fluxo salivar
contendo um baixo nivel de componentes organicos e inorganicos, enquanto a
estimulacdo do sistema nervoso simpatico produz um baixo volume rico em
proteina rica e K*:

A presenca de alimentos na boca pode afetar a composigéo salivar, sendo
um estimulo para a libertagdo de proteinas seletivas. Apos as refeicbes ha um
aumento das proteinas totais com detecao da a-amilase (58).

Sem estimulacdo exogénea ou farmacoldgica hd sempre presente uma
fluxo salivar continuo, denominado de secrecdo basal ndo estimulada, que
lubrifica o tecido oral (68).

As glandulas minor que contribuem para a producdo salivar, sdo as
glandulas da mucosa labial, glandulas palatinas e glandulas Von Ebner’s
(presentes na mucosa da lingua) (55, 62). Os termos major e minor séo

referentes ao seu tamanho (70).

1.8.1 Composicéo Salivar

Composta por uma componente organica e outra inorganica (71).

A componente organica compreende produtos de secrecdo (ureia, acido
arico e creatinina), produtos de putrefacdo (putrescina, cadavarina, lipidos dos
quais o colesterol e acidos gordos), mais de 400 tipos de proteinas, sendo as
mais relevantes de origem glandular (a-amilase, histaminas, cistatinas,
lactoferrinas lisozimas, mucinas (MUC5B E MUCY7) (54, 65, 67) e proteinas ricas
em prolina cerca de 35-40%(53)) ou derivados do plasma (albumina,
imunoglobulina A (slgA) e transferrina). No que concerne a componente
inorganica podemos encontrar ides como Na*, K*,HCOs., Mg?*, NH3, (30, 45, 62)
HPO %3, CI» Ca?* (30, 53, 71).

Os componentes salivares variam de acordo com as componentes serosas
e mucosas das glandulas salivares (57).

As componentes salivares sdo também de origem nado glandular. Desta

forma o fluido oral ndo pode ser considerado apenas com origem nas secrecoes
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das glandulas salivares, pois contém outros fluidos oriundos da mucosa da
orofaringe (transudado de células da mucosa oral, bactérias, fungos, e fluido
extracelular derivado do epitélio do fluido crevicular) (58).

O fluido crevicular produz aproximadamente cerca de 2-3pl/h por dente e
pode ser considerado com o plasma transudado. O fluido contém detritos
alimentares e componentes derivados do sangue (transferidos ativa ou
passivamente), como as proteinas plasmaticas, eritrocitos e leucdécitos, no caso
de existir uma inflamagé&o ou lesdo da mucosa oral (58).

Evidéncias vindas de pacientes com hipossecrecao salivar, como € o caso
de pacientes com SS, sugerem que a saliva tem um papel essencial na normal
mastigacdo dos alimentos. A alimentacdo pode ser um processo doloroso e
desconfortavel devido a falta de lubrificacdo da cavidade oral, da mesma forma
qgue potencia a lubrificacdo, a saliva previne a expansao bacteriana e reduz o

risco de cérie dentaria (17, 64).

1.9 Funcgbes dos componentes salivares

Os componentes salivares apresentam importantes funcdes
nomeadamente (67): Bicarbonatos, Fosfato e Ureia atuam na modela¢édo do pH
e tamponamento salivar; Macromoléculas e Mucinas que permitem a
agregacéo/adesdo de microrganismos e contribuem para o metabolismo da
placa dentéria; Calcio, Fosfato e Proteinas trabalham em conjunto funcionando
como fatores anti-solubilidade assim como moduladores do processo de
desmineralizacdo/ mineralizacdo; Imunoglobulinas, Proteinas e Enzimas

proporcional a acdo antibacteriana (70).

1.9.1 Proteinas salivares- Importancia

A saliva humana contem inimeras proteinas e péptidos que apresentam
funcdes biologicas importantissimas (63), como por exemplo, atividade
antibacteriana, lubrificagdo ou digestdo, assim como ajuda na manutencao do
sistema de homeostase da cavidade oral. Contudo, a maioria das funcdes

proteicas ainda permanece desconhecida (72).
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Através de estratégicas bioquimicas convencionais que se focaram na
individualizacdo molecular ou num conjunto especifico de proteinas salivares,
permitiram a sua identificagéo (62).

Novos estudos para a andlise salivar tem utilizado técnicas protedmicas,
gue nao s6 aumentam os conhecimentos dos processos fisioldgicos da cavidade
oral para ajuda na identificacdo de novas proteinas, bem como na detecédo de
alteracdo dos niveis proteicos em determinadas condi¢des fisiologicas e
patologicas (62, 72).

1.10 Anédlise salivar

A andlise salivar tem vindo a ser uma fonte importante na avaliacdo da
evolucdo salivar no que diz respeito a implicagdes patoldgicas e fisioldgicas,
sendo uma ferramenta no diagnostico de doencas com interagdo em outros
sistemas, como é o caso de doencas autoimunes (45, 46, 73, 74).

Uma compreensao da fisiologia da cavidade oral é necesséaria quando se
pretende entender a origem dos constituintes que fazem parte da saliva (17).

Vérios testes tém sido propostos para avaliar o envolvimento lacrimal e
salivar na PSS (21).

Os procedimentos laboratoriais mais comumente utilizados para o
diagndstico, envolve a analise celular e quimica dos constituintes sanguineos
(75).

Outros fluidos biolégicos tem sido utilizados para o diagnostico desta
patologia, sendo que a saliva oferece uma vantagem distintiva (46, 75).

1.10.1 Sialometria

Valores normais e patoldgicos foram dados por Bertram’s na sua
monografia em xerostomia, onde mostrou que o sexo feminino apresenta uma
quantidade menor de saliva quando obtida por sialometria ndo-estimulada,
guando comparados com a quantidade salivar no sexo masculino nas mesmas

condicgdes (2).
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A sialometria consiste na medicacdo do fluxo salivar, que pode ser
realizada em condicfes basais (sialometria ndo-estimulada) e ira refletir o fluxo
salivar basal (38) ou apds estimulacdo (habitualmente com acido citrico), de
forma a quantificar a saliva total (10, 76).

Na pratica diaria sdo considerados valores patolégicos salivares (néo-
estimulada) quando inferior a 1,5ml/15min (com excecédo se o doente estiver a
ser medicado, com efeitos na reducao da produgéo salivar) (2, 4).

Estdo descritos varios métodos de recolha de saliva, sendo 0 mais pratico
o da salivacdo nao-estimulada.

O reportoério dos biomarcadores salivares tem vindo a expandir-se, gracas

a de um kit que permite medir biomarcadores proteicos na saliva (17).

1.10.2 Colheita salivar

Véarios métodos tem sido propostos para a colheita de uma amostra salivar
(62).

A andlise salivar como meio de diagnéstico, tem um elevado potencial e
interesse em criancas, pacientes geriatricos (60), pacientes com deficiéncia
mental e individuos dependentes de uso de drogas intravenosas (46), visto que
a colheita estd associada a uma baixa necessidade de compliance, quando
comparados a colheita de amostras sanguineas.

Além disso, a analise salivar pode fornecer uma abordagem de custo-
beneficio para a triagem de grandes populacdes apreciavel (46).

Uma amostra salivar pode ser colhida de forma né&o invasiva (60, 72) e por
individuos com treino limitado sendo que nao € necessario equipamento especial
para realizar a colheita (30, 45), o que Ihe confere uma vantagem apreciavel
guando comparada com a colheita sanguinea, o que elimina qualquer
desconforto ou dor associada (30, 56), contudo a amostra salivar requer
centrifugacdo ou filtragdo de forma a remover mucinas precipitadas ou
contaminagdes celulares (56).

Para a colheita, os pacientes devem ser instruidos sobre protocolo a
realizar na colheita, nomeadamente no que diz respeito ao tempo correto, que

inclui a ndo escovagem antes da colheita e a ndo ingestdo de alimentos ou
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liquidos (exceto agua), contudo deve mascar pastilha nos 30 minutos antes da
recolha da amostra salivar e bochechar com agua, de preferéncia destilada (58).

A estandardizacdo da colheita salivar tem grande importancia na anélise
salivar, devido aos varios fatores que afetam a composicéo e fluxo salivar (58,
62, 77).

A nao estandardizacdo dos métodos utilizados contribui para uma enorme
variabilidade dos parametros salivares analisados, nomeadamente, composicao,
viscosidade e propriedades lubrificantes (62).

A colheita salivar pode ser realizada diretamente das glandulas salivares
de um individuo, nomeadamente das glandulas major (parétida, submandibular,
sublingual), e das glandulas minor.

A secrecao de ambas as glandulas salivares submandibular e sublingual
penetram na cavidade oral pelos ductos de Wharton’s, sendo que a recolha
seletiva da saliva destas duas glandulas é dificil.

A colheita e avaliagdo da secrecdo individual € importante para a detecéo
de patologias glandulares especificas, infecdes e obstrucdes.

A saliva pode ser colhida com ou sem estimulacao (3, 63).
Amostra de saliva ndo-estimulada pode ser colhida por diversos

dispositivos coletores de fluidos orais (58, 63):

1) Babar passivamente (sem movimentos orais), permitindo que a saliva
escorra pelo labio inferior para um frasco pequeno de plastico;

2) Cuspindo diretamente para um pequeno frasco coletor (a amostra colhida
contém 14 vezes mais bactérias do que as amostras colhidas através da
baba, o que pode afetar o armazenamento e consequentemente a analise

dos varios constituintes presentes.

Amostra salivar estimulada, pode ser obtida por movimentos orais como a
mastigacado suave ou pelo uso de acido citrico.

O acido citrico potencia a estimulacéo e secrecdo das glandulas salivares,
que faz com que haja reducdo do pH (<3.0), contudo afeta a analise dos
resultados por interferir com as ligagdes dos anticorpos (58).

Os dispositivos mais usados sdo cotonetes dentarios esterilizados
(Salivette) (74, 78), sendo o cotonete colocado na zona da mucosa da bochecha

por cerca de 1 -2 minutos e de seguida introduzido num pequeno frasco.

15



Existem variacfes significativas entre os varios métodos, quanto ao tempo
de recolha na sialometria ndo estimulada, mas existe consenso quanto a
definicao de fluxo salivar diminuido, o qual consiste em débito inferior a 0,1ml/min
(10).

O fluxo salivar da saliva ndo estimulada € mais afetado pelo decréscimo de
hidratacdo, mas também pela estimulacdo olfatéria, exposicdo a luz, posicao
corporal assim como, fatores diurnos e sazonais.

Tendo em conta que uma das principais dificuldades na relacdo médico-
paciente € a diferente valorizacdo das queixas, é importante a existéncia de
instrumentos que permitam avaliar o grau de impacto ou morbilidade causada
por cada sintoma. Isto ir4d permitir avaliar e satisfazer as necessidades
terapéuticas especificas numa base individual com consequente melhoria do
estado geral de saude e qualidade de vida (10).

As glandulas salivares sdo compostas por células epiteliais especializadas
e a sua estrutura pode ser dividida em duas regides especificas: regido acinar e
ductal (53).

A regido acinar € o local onde o fluido é formado e onde a maioria das
proteinas intracelulares séo sintetizadas e excretadas. Aminoacidos entram nas
células acinares por transporte ativo e apoOs sintetizacdo das proteinas
intracelulares, a maioria das proteinas sdo armazenadas, sendo feita em
granulos que sdo posteriormente libertados apds resposta a estimulacao
excretora.

Trés modelos tem sido descritos para descrever a excrecado do fluido
acinar, incluindo o transporte ativo por aniées dentro de um limen e passagem
de agua, de acordo com o gradiente osmotico do fluido intersticial no lGmen
salivar.

O fluido inicial é isotonico no meio natural e é oriundo da vasculatura local,
enguanto as células acinares sao permeaveis a agua, ja as células do ducto néo
0 sao.

Em contraste, as moléculas do soro alcangam a saliva por difuséo,
necessitando de atravessar cinco barreiras: Paredes capilares, Espaco
intersticial, Células da membrana basal das células do acino ou células do duto,

o Citoplasma do acino ou células do ducto e Células da membrana do Iumen.
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1.10.3 Testes glandulares salivares

Exames para diagndéstico do olho seco e avaliacdo da superficie ocular:

Biomicroscopia (presenca de detritos no filme lacrimal, vasodilata¢cdo dos
vasos sanguineos, restos celulares, defeitos epiteliais e ulcera da cornea.);
Testes de Schirmer: (basal com anestésico e com estimulacdo da mucosa
nasal);

Coloragao da superficie ocular com corante de Rosa Begala;
Fluoresceina ou lisamina verde: Avaliagdo do menisco lacrimal:
geralmente escasso ou ausente; Avaliacdo do tempo de rutura do filme
lacrimal;

Teste do “clearence” do filme lacrimal,

Medicao da osmolaridade lagrimal (aumentada);

Citologia de impressdo: Pode evidenciar alteracdes das células
calciformes (embora o mecanismo que leve a alteracdo das células
calciformes (cerato-conjuntiva seca) ainda que seja motivo de
controvérsia, supde-se que ocorra secundariamente a hiper-
osmolariedade do filme lacrimal ou a producdo de Auto anticorpos

diretamente contra as células caliciformes.

1.10.4 Teste de Schirmer

O teste de Schirmer é realizado através de uma tira de papel absorvente

com 0,5 x 30 mm, que é colocada na margem palpebral inferior. Os doentes sédo

instruidos a ndo utilizar substitutos lacrimais ou pilocarpina nas 6 horas

anteriores ao teste. A medicdo da quantidade de papel molhada é realizada apos

5 minutos, sendo que valores inferiores a 5 mm séo considerados anormais (4,

28). As queixas dos doentes podem ser avaliadas utilizando 3 questionarios

publicados na literatura internacional — o «Xerostomia Inventory» (XI), «Oral

Health Impact Profile-short form» (OHIP) e «Ocular Surface Disease Index»
(OSDI).
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1.10.5 Proteémica

A saliva tem sido vista como a “janela do corpo “, que reflete os estados de
saude. De fato € do conhecimento que inUmeras substancias do sangue séo
também encontradas na saliva, contudo em concentracées menores (17, 74).

O rapido desenvolvimento molecular e celular no ultimo século tem-nos
guiado para um melhor entendimento de uma série de patologias (52, 59).

Estas perturbacdes sdo manifestadas por alteragdes proteicas (79).

A andlise do Proteoma da saliva humana (HSP) é um constante desafio,
baseando-se na identificacdo e quantificacdo total de proteinas na saliva
humana (72), contendo uma enorme variedade de proteinas, assim com uma
apreciavel concentracao (30, 56, 74, 80).

Esta evolucéo e sensibilidade tecnoldgica permite uma determinacéo cerca
de 3397 proteinas, 605 identificadas em condicfes patolégicas e 51 estédo
presentes em doencgas (17, 52, 56).

Técnicas protedmicas apresentam assim um elevado potencial no
diagnéstico precoce de doencas e detecdo de biomarcadores (32, 46, 56, 81).

De acordo com o Instituto Nacional de Saude, (30) o termo biomarcador
refere-se a parametros bioldgicos que nos indicam a relacao entre o processo
biolégico normal e processos patolégicos, diagnéstico e progndstico de doencas

ou respostas farmacoldgicas face a terapéutica adotada (30, 56, 61).

1.10.6 Critérios para os biomarcadores (30):

e Um dos principais produtos da modificacdo oxidativa que pode estar
implicado diretamente no desenvolvimento de uma doenca,;

e Produto estavel, ndo suscetivel a perdas durante o armazenamento ou
gue sofra alteracoes;

e Representante do equilibrio entre a producdo do dano oxidativo e
libertacao;

e Determinada por um ensaio analitico;

e Especifico sensivel e reprodutivel, livre de qualquer davida ou de

interferéncia;
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e Acessibilidade num tecido alvo;
e Detetavel e mensuravel dentro dos limites de detecdo dos procedimentos
analiticos.

Tem sido estudado uma amostra protedmica salivar usando um gel em
eletroforese bidimensional, (2-DE) que pretende separar componentes proteicos
e espectrometria de massa para identificar os péptidos produzidos pelas
proteinas de interesse (9, 46, 56, 62, 63, 72, 79, 82).

A técnica 2-DE é a mais usada na area da protedmica desde o seu
desenvolvimento em 1975 por O Farrel.(79) Com esta evolu¢cdo mais de 300
proteinas foram identificadas numa amostra salivar (34, 62, 83, 84).

Este método permite fornece informac&o sobre modificaces e protedlise,
contudo também apresenta limitagdes como a dificuldade de observacdo de
proteinas de baixo ou elevado peso molecular, proteinas altamente acidas ou
basicas e proteinas altamente hidrofébicas (46, 62, 63, 79, 85).

Dependendo do tamanho do gel e do p H do gradiente usado, 2-DE pode
determinar mais de 5000 proteinas em simultaneo (79).

1.10.7 Proteoma- encontrados em amostras salivares humanas

O instituto de pesquisa dentario e craniofacial nacional dos estados unidos
(NIDGR) fundou uma base de dados para concentrar 0 maximo de informacéo
sobre proteinas e péptidos encontrados na saliva (56).

O maior numero de proteinas encontradas foram a-amilase, proteinas ricas
em prolina, cistatina, histamina e mucina, contudo existem outras que participam
em processos metabdlicos, cascata de coagulacdo, comunicacdo/adesdo
celular, e outros processos importantes (56, 63).

1.10.8 Proteinas encontradas na SS

Pacientes com SS demonstram concentracdes elevadas de Na*, ClI, 1gG,
lisozima, matriz metaloproteinase (MMP -2 e MMP-9) na glandula parotida, assim
como o aumento da concentragao da lactoferrina, IgA, B2-microglobulina(11),

albumina, tanto na glandula salivar como na amostra salivar, e aumento das
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concentracfes da calicreina e cistatina-SA, C e D (11) numa amostra salivar (9,
30). Isto também pode indicar que o perfil proteico na SS contém um elevado
namero de proteinas inflamatérias e uma diminuicdo do niamero de proteinas
acinares (30, 86).

Niveis de MMP-2, MMP-9, TIMP-1 e TIMP-2, sdo mensurados usando
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), que € um teste imunoenzimatico
que permite detetar anticorpos especificos, € usado no diagnéstico de véarias
doencas que induzem a producao de imunoglobulinas e pelo sandwich EIA (30,
87).

Estudos recentes sugerem que niveis de MMP9/TIMP-1 e MMP-9 sédo
significativamente mais elevados do que o0s encontrados em pacientes
saudaveis (30, 86, 87).

Sugerindo que o aumento geral de MMP-9/TIMP-1 do que apenas um aumento
de MMP-9, em pacientes com a SS, esta fortemente correlacionado com a
destruigdo glandular e dos tecidos dos dutos salivares (30).

O teste ELISA mostra-nos um aumento significativo dos niveis de
lactoferrina e B2-microglobulina em pacientes com PSS.

A B2-microglobulina é uma molécula caraterizada por cadeias leves, sendo
o maior complexo de histocompatibilidade da classe | antigénio presente na
superficie da membrana de vérias células nucleadas, incluindo infiltrados de
linfécitos e epitélio de glandulas salivares.

O aumento dos niveis desta proteina na saliva em pacientes com PSS pode
estar relacionado com a atividade inflamatéria glandular em detrimento do
namero de linfécitos (30).

A lactoferrina é um produto das células intercaladas dos dutos e das células

acinares difusas da glandula parétida (30).

20






I OBJETIVOS

21






2. OBJETIVOS

A realizacdo do presente trabalho pretende identificar o perfil
epidemiologico da Sindrome de Sjogren e enfatizar o potencial valor de
diagnéstico salivar

A proposta para esta dissertacdo surge na tentativa de um exame
complementar que nos permita realizar o diagnéstico de doencas sistémicas e
com manifestacfes orais de forma precoce e 0 menos invasiva possivel, tendo
em vista uma menor necessidade de compliance dos pacientes associado a
custos mais apreciaveis.

Deste modo o valor de diagnostico salivar tem vindo a ganhar importancia
como meio complementar de diagndstico.

Objetivos deste trabalho

e Verificar na literatura estudos de protedmica da saliva oral de pacientes
com SS.

e Atualizar o OralCard com os dados recolhidos a partir da pesquisa
bibliogréfica efetuada

¢ Relacionar achados resultantes da revisao bibliografica com as principais
alteracdes sialoquimicas de pacientes com a SS e as suas manifestacdes
na cavidade oral.

e Salientar a importancia de que para além dos sintomas classicos da SS,

e da pesquisa de achados positivos através de uma variedade de métodos

(incluindo a anamnese da paciente, estudo das proteinas séricas, bidpsia

de glandula labial, sialoquimica, sialometria e a sialografia) o diagndstico

através da protedmica salivar pode tornar-se Uutil.
e Relato de um caso clinico com 0s respetivos sinais e sintomas que
caracterizam a SS, perspetivando o diagnéstico salivar como sendo um

método complementar de diagndstico acessivel e ndo ser cruento.
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3. MATERIAL E METODOS

Esta secao exibe as metodologias efetuadas no decurso do presente trabalho

de forma a atingir os objetivos propostos.

3.1 Levantamento do Proteoma Salivar na SS

A pesquisa das proteinas salivares foi realizada usando como recurso a
ferramenta bioinformatica OralCard (52, 89), utilizando o termo “Sjogren's
Syndrome”, que nos permite ter acesso a dados de diversos estudos de
prote6mica da cavidade oral a partir de anotagBes manuais.

Deste modo a identificar novos dados ainda nao depositados no OralCard,
procedeu-se a uma pesquisa bibliografica na B-on®, Pubmed®, Medline® e
Science direct®, utilizando como termos de pesquisa: “Sjogren's Syndrome”,

LL 11 *7

“saliva”, “prote™” e “diagnostics.

3.2 Caracterizagdo do proteoma salivar na SS

3.2.1 Distribuicdo das proteinas da SS por origem da amostra

Para esta analise foi utilizado a ferramenta especializada no célculo e
desenho de Diagramas de Venn:

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

Esta ferramenta ira permitir calcular as interseccbes existentes de
diversas listas de elementos (méaximo de 30 listas). Com a sua utilizacao adquire-
se um resultado textual que permitira identificar quais os elementos que estao
em cada uma das intersec¢des ou se sdo Unicos numa determinada lista.
Fornece a possibilidade de criagcdo de um diagrama de Venn simétrico (padrao)
ou assimétrico.

A informacao relativa a cada proteina foi obtida recorrendo a base de dados
UniProtKB (http://www.uniprot.org/)(90).
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A UniProtKB € uma base de dados que nos fornece informacao a nivel da
estrutura e funcdo de cada proteina, assim como o respetivo home, estado de
revisdo, organismos onde foram identificados, dominios, intera¢des, estruturas

tridimensionais, entre outros (Figura 1).

Search Blast Align Retrieve ID Mapping
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB) |Z| | [ Search ] [Advanced Search » ] [ Clear]
WELCOME -
NEWS i

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a

comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence UniProt release 2013 07 - Jun 26, 2013

and functional information.
How to go green, or red?

What we provide » Statistics for UniProtkB:
Swiss-Prot - TIEEMBL
UniProtkB Protein knowledgebase. consists of two sections: » Forthcoming changes

} o Mew hi
1 Swiss-Prot, which is manually annotated and ' NEWs arcnies

reviewed o Follow @uniprot | 623 followers

TrEMBL. which is automatically annotated and is
not reviewed.

SITE TOUR
Includes complete and reference proteome sets.
UniRef Sequence clusters, used to speed up sequence similarity
searches.
UniParc Sequence archive. used to keep track of sequences and

their identifiers.

Supporting data  Literature citations, taxonomy, keywords, subcellular
locations, cross-referenced databases and more.

Getting started
Learn how to make best use of the tools and data on this site.
¢ Text search

¢ Sequence similarity searches (BLAST)

¢+ Sequence alignments PROTEIN SPOTLIGHT

Figura 1 Pagina inicial da base de dados UniProtkKB

3.3 Caracterizacdo funcional do proteoma da SS

Com o objetivo de melhor entender e identificar os processos biolégicos
em que participam as proteinas salivares que se encontram envolvidas na
Sindrome de Sjogren recorreu-se a ferramenta PANTHER (Protein ANalysis
THrough Evolutionary Relationships) (http://pantherdb.org) (91, 92).

A interpretagao funcional dos resultados passa por utilizar ferramentas
bioinforméticas para identificar as ontologias (processo biolégico, funcdo
molecular e componentes celulares) em que participam estas proteinas salivares
alteradas, recorrendo-se ao PANTHER(92) e ao STRING(93).
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PANTHER permite obter informacéo sobre um gene de interesse; explorar
familias de proteinas, funcbes moleculares, processos biologicos,
componentes celulares e vias de sinalizagéo; gerar listas de genes que
pertencem a determinadas familias ou subfamilias de proteinas, que
apresentam uma determinada funcéo molecular ou participam num processo
biolégico ou via de sinalizacdo; e analisar listas de genes, proteinas ou
transcritos de acordo com categorias baseadas na familia, fungdo molecular,

processo biolégico, componente celular e via de sinalizagéo.

PANTHER

Classification System OGN  REFSTER  COWTACTUS

o e~
o e e e L

Click to view details

Gene List Analysis

Al v

Please refer to Nature Protocol publication for details to how to use page.

1. Enter ids and or select file for batch upload. Else select file or
list from workspace for comparing to a reference list.

Enter 1Ds: o029 =

Supported IDs POOTEE

PO1024

Upload 1Ds: Escolner fichelro | Nenhum fichei
File format

Select List Type:

2. Select organism.

3. Select Analysis.
® Functional classification viewed in gene list
Functicnal d pie chart
Statistical o
Statistical =

Figura 2 Sistema de analise em grupo da ferramenta de classificacdo do
PANTHER.

As opcbes selecionadas, correspondem as definicbes utilizadas para
analisar os conjuntos de proteinas anotados na SS

Em primeiro lugar insere-se os codigos do UniprotKB de identificacédo de
proteinas anotadas na SS, no sistema de analise em grupo da ferramenta de
classificacéo funcional do PANTHER, onde se seleciona a espécie humana e o
tipo de analise desejado, obtendo-se como resultado uma lista com uma série

de informacgdes acerca das proteinas inseridas (Figura 2).
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Posteriormente, escolhe-se o tipo de classificacdo desejado: segundo as
funcdes moleculares, os processos bioldgicos, os componentes celulares, as

classes proteicas e/ou as vias de sinalizacao (Figura 3).

PANTHER

i i
Classification System AN SR CONMCTLE

o Mot
e e

Click to view details
PANTHER GENE LIST () Customize Gene list
Convert List fo: | St ¥ | Sendlistto:| et ¥

)

= Refine Search

B ] ] B ®
GO Cellular| PANTHER Protein Class Pathway  |Species

Companent

B E‘
Gene Name | EANTHER GO Molecular Function G0 Biological Process

T Gene Symbol | FAMIY/Subfamily

Gene ID

EE

Ortholog

Figura 3 Selecao do tipo de classificacdo por ontologia desejado, na ferramenta
PANTHER

Nesta abordagem foram utlizadas as classificacbes segundo os processos
imunolégicos

3.4 Processos biolégicos mais alterados na SS relativamente ao ORALOMA

normal (pessoa saudavel)

Foi efetuada comparacéo da Diferenca fracional entre o Oraloma Total e as
proteinas encontradas na Sindrome Sjogren, para o efeito foi utilizada a base de
dados OralCard (http://bioinformatics.ua.pt/OralCard/)(52, 89).

Para quantificar a diferenca entre os valores observados e os valores

esperados para cada item, calculou-se a diferenca fraccional que consiste em:
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r

[

DF :[Z—[

-, .-'II

z-it““

Em que Z[ representa o valor observado e it o valor esperado e DF a
diferenca fraccional.

A diferenca fraccional é, entdo, o valor cuja multiplicacdo pelo valor
esperado traduz quanto deveria ser adicionado ou subtraido ao valor observado
para igualar o valor teoricamente esperado.

Recorrendo a uma distribuicdo binomial para calcular a probabilidade de
se observar um resultado t&o extremo que contradiga o que se inferiu, calculou-
se o p-value.

Quanto menor o p-value menor probabilidade do resultado apresentado

ser devido a aleatoriedade. Consequentemente um resultado é tanto mais

significativo quanto menor for o seu p-value.
3.5 Visualizacdo esquematica da rede interatdbmica das proteinas da SS

Apos registar que proteinas se encontram alteradas na SS, em que funcdes
moleculares e processos bioldgicos intervém, interessa interpretar a rede
interatbmica em que participam essas proteinas. Para isso recorreu-se a
ferramenta STRING (93) .

A ferramenta bioinformética STRING (93), (http://string-db.org/) (Figura 4),

permite introduzir todos os cédigos obtidos no UniProtkKB das proteinas da SS e
obter uma visualizacdo esquemética da rede interatbmica das proteinas
salivares de interesse.

O STRING baseia-se em quatro fontes de informacédo, o que permitira gerar

redes interatdémicas.

e Dados de genomica
e Dados experimentais diretos
e Co-expressao

e Text mining
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O STRING neste momento apresenta a verséo 9.1 e possui informacdo de 5 214
234 proteinas provenientes de 1133 organismos.

Flomes « Downlacel + Flalo + Yy el L ASTIRINGION

STRING - Known and Predicted Protein-Protein Interactions

search =earch by multiple multiple =
by name || protein sequence || names || sequences What it does ...
STRING is a database of known and predicted protein interactions.

The interactions include direct (physical) and indirect (functional)
associations; they are derived from four sources:

protein name: (=xamples:

#3)

(STRING understands a varisty of protein names Genomic High-throughput (Conserved) Previous

and accessions; you can also try 2 random entry) Context Experiments Coexpression Knowledge
- O ™ PublMed
IEs A 27 P

organism:

auto-detect v

STRING quantitatively integrates interaction data from these sources
for a large number of organisms, and transfers information betwesn
these organisms where applicable. The database currently covers
COGs Proteins Reset GO ! 5'214'234 proteins from 1133 organisms.

interactors wanted:

please enter your protein of interest...

J More Info ] [Fundmg / Suppm’t] (Acknow\edgementsw (Use Scenar\os\l

STRING references: Franceschini et al. 2013 / 2011 / 2009 / 2007 / 2005 / 2003 / Snel et al. 2000.
Miscellaneous: Access Statistics, Robot Access Guide, STRING/STITCH Blog, Supported Browsers.

What's New? This is version 9.1 of STRING - more efficient interolog prediction, and now parsing the fulf text of publications!
Sister Projects: check out STITCH and egaglNOG - two sister projects built on STRING datal
Previous Releases: Trying to reproduce an earlier finding? Confused? Refer to our old releases.

Figura 4 Pagina inicial da ferramenta bioinformatica STRING, para estudos
de interatomica

Isto ira permitir verificar quais as suas interacdes e correlacionar as funcoes
desempenhadas com a SS.

rlorre < Downlecel & Flalg « iy Deiel L STRING o

STRING - Known and Predicted Protein-Protein Interactions

search search by multiple multiple -
by name || protein sequence || names || sequences What it does ...
STRING is a database of known and predicted protein interactions.

The interactions include direct (physical) and indirect {functional)
associations; they are derived from four sources:

list of names: (on= per line; sxamplas: 21
2

- Genomic High-throughput (Conserved) Previous
Context Experiments Coexpression Knowledge

[Rp—— & - .
... or upload a file: === (,?4’ / 7 Pl blffeq

mips...
Escolher ficheira | Nenhum ficheiro selecionado
arganism: . . .
STRING quantitatively integrates interaction data from these sources
auto-detect A

for a large number of organisms, and transfers information between
these organisms where applicable. The database currently covers
COGs Proteins Reset GO ! 5'214'234 proteins from 1133 organisms.

Interactors wanted:

Dlease enter your protein of interest...

J More ]nio] (Funding / Suppor‘t] (Acknow\edgementsw (Use Scenarios]

STRING references: Franceschini et al. 2013 / 2011 / 2009 / 2007 / 2005 / 2002 / Snel et al. 2000.
Miscellaneous; Access Statistics, Robot Access Guide, STRING/STITCH Blog, Supported Browsers.

What's New? This is version 9.1 of STRING - more efficient interolog prediction, and now parsing the full text of publications!
Sister Projects: check out STITCH and egaNOG - two sister projects built on STRING data!
Previous Releases: Trying to reproduce an earlier finding? Confused? Refer to our old releases.

Figura 5 Pagina de “input” da ferramenta bioinformatica STRING mostrando a
introducéo das proteinas alteradas na SS
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No separador (terceiro) “Multiple Names” (figura 5) colocam-se todos o0s
codigos obtidos anteriormente através da ferramenta UniProtKB, das proteinas
de interesse, da SS; Apods introdugcdo dos codigos “List of Names” clica-se em
“‘GOY.

Apoés essa etapa estar concluida, aparecera a listas das proteinas a
integrar na rede de interatomica (anteriormente introduzidas” List Of Names”).

Nas redes de interatobmica geradas no STRING, as linhas que se
encontram a unir as varias proteinas podem sofrer alteragdo conforme o

parametro selecionado.
Parametro:

e Confianca - As linhas que traduzam interagdes de maior confianga surgem
mais espessas que as de menor grau de confianca,;

e Evidéncia - Existe mais que uma linha para cada interacdo, cada cor das
linhas corresponde a uma fonte de informacéo;

e Acdo - cada cor de cada linha € um tipo de acao entre as duas proteinas.

e O STRING disponibiliza funcionalidades que facilitam a interpretacdo dos

dados de interatdmica.

E possivel evidenciar grupos de proteinas de acordo com ontologias tais
como: funcdo molecular, processo bioldgico, componente celular e via de

sinalizacao.

Para se conseguir visualizar processos biolégicos de interesse e verificar
quais as proteinas envolvidas, 0 STRING apresenta uma opc¢éo “advanced”
(Figura 6):

confidence evidence actions interactive advanced more less

Figura 6 Imagem ilustrativa das op¢des do STRING

Depois de selecionar a opg¢ao “adavnced” ira aparecer as opgoes “Save”

“Layout” “Clustering” “ Enrichment” e “Options”, escolhe-se a opgéo “ Enrichment”
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(Figura 7), nessa opcao ird aparecer o item “GO Biological Processes”, este sera

o de interesse.

rlofne < Downlacel + Flale 2 Ul Deijel ISTRING O
Save Layout  Clustering Enrichment  Options

GO Biological Processes

GO Molecular Functions

GO Cellular Components

/—\HSPAIA
KEGG pathvays b"
REACTOME pathvays \

\

NCI pathvays

nPIGR

PFAM domains

(,,

INTERPRO domains

PRDX2
o
e ~—/
Protsin-Protein interactions /\—/\

Figura 7 Imagem ilustrativa Enrichment - Processos Bioldgicos

Apos selecionado os “Processos Bioldgicos” ira aparecer um quadro onde
se pode usar Filtros, estes irdo permitir visualizar as proteinas envolvidas nesses

processos de interesse (Figura 8).

GO Biological Processes x
Filters: IMMUNE Tarm p-valus
Term p-value n”
immune response 1.170e-2 | 11 | *]
innate immune response 1.710e-2 | 9 E
immune system process 9.245%=-2 11

positive regulation of adaptive immune response based on som | 1.000e-1 | 3
positive regulation of adaptive immune response 1.000e-1 | 3

regulation of adaptive immune response based on somatic recon| 2.09%9e-1 | 3

regulation of adaptive immune response 2.379%e-1 | 3
| positive regulation of immune effector process 2.91%e-1 | 2 ||
| Save | Lgenﬁrne background * || FDR ¥ || SPECIFIC v | IEA Ilfl

Figura 8 Imagem ilustrativa Usando o Filtro de interesse:
‘IMMUNE” onde identifica as proteinas alteradas da SS
correspondentes aos processos bioldégicos imunes
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O Filtro utilizado foi “IMMUNE”, pois serdo as proteinas de interesse
possivelmente envolvidas na SS, de seguida é selecionar qual o termo que se
pretende e verificar na rede interatdmica quais as proteinas envolvidas (Figura
8).

3.6 Case Report

A SS, doenca sistémica autoimune, afeta principalmente as glandulas
exdcrinas. Caracterizada clinicamente por olhos secos (ceratoconjuntivite seca)
e boca seca (xerostomia), porém fenbmenos como vasculite cutanea, fenomeno
de Raynaud, artrite, comprometimento pulmonar e envolvimento do sistema
nervoso periférico também pode ocorrer. Divide-se em primaria (PSS) e
secundéria (SSS) segundo apareca isolada ou associada a outras doencas
reumaticas autoimunes, que se apresenta como um desafio diagndstico. E
necessaria a presenca de 4 entre 6 critérios do «American-European Consensus
Group», mas o diagnostico definitivo nem sempre é facil, sobretudo no que

respeita aos exames funcionais.

3.6.1 Relato de caso

Paciente M.M.M.V, sexo feminino, de raca branca, com 55 anos de idade
natural do Porto procurou o Servico de Fisiatria do Hospital Escola - Gondomar
referindo dores osteoarticulares, persistentes de ombros, joelhos, pés e maos,
progressivas, cada vez mais incapacitantes, de longa evolucdo e sem sono
reparador. A doente referia sensacdo de constante obstrucdo nasal e secura
nasal e da orofaringe além de ardéncia e prurido ocular resistentes a diferente
medicacdo hidratante, negava outras doengas, uso continuo de terapéutica e
alergias. A inspecdo intra oral, foram observados alteracdes de coloracéo e
textura do dorso da lingua (atrofia das papilas) e aftas orais. Apdés anamnese e
historia clinica detalhada, foram solicitados varios exames laboratoriais e
radiograficos, assim como testes funcionais, sialometria ndo-estimulada, biépsia
salivar e o teste ocular de Schirmer. O tempo de colheita de saliva foi de 10

minutos. O tempo de recolha de fluido lacrimal foi de 5 minutos.
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3.6.2 Discussao de Caso

A inspecao intra oral, foram observados alteragdes de coloracéo e textura do
dorso da lingua (atrofia das papilas), aftas orais e glandulas salivares minor
hipertrofiadas no labio inferior. Planeou-se a bidpsia de glandulas salivares minor

da regido do labio inferior (Figura 9). Ao exame fisico salientamos o atingimento

articular das méos e pés (Figura 10).

Figura 9 biopsia das glandulas salivares minor do labio inferior. A avaliacao
histopatolégica apresentou agregados de linfocitos, células plasméticas e
macréfagos adjacentes ao acino glandular

Figura 10 Ao exame fisico salientamos o atingimento articular das maos e pés
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Numa consulta especializada da SS, a disponibilidade imediata de testes
funcionais, o teste ocular de Schirmer e a sialometria, constituem uma mais-valia
na triagem e classificacdo do PSS ou sindroma seco.

Foi realizado o teste de Schirmer, com uma tira de papel absorvente com
0,5 x 30 mm, colocada na margem palpebral inferior (Figura 11). A medicdo da
guantidade de papel molhada foi realizada apés 5 minutos, e valores inferiores
a 5 mm foram considerados anormais. No teste ocular de Schirmer a paciente
apresentou um valor absoluto de 3,5 mm ap6s 5 minutos, o que indica

xeroftalmia (Figura 12).

Figura 11 O papel de filtro € dobrado 5mm numa das extremidades e
colocado na palpebra inferior. Deve-se informar o paciente a manter os
olhos abertos e a piscar normalmente. Apds 5 minutos, remove-se 0

papel de filtro, mede-se a quantidade humedecida em milimetros

Figura 12 No teste ocular de Schirmer a paciente apresentou um
valor absoluto de 3,5mm apds 5 minutos, o que indica xeroftalmia
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A sialometria ndo-estimulada & um teste funcional, descrito anteriormente,
gue consiste na recolha de toda a saliva sob condicbes basais durante um
periodo de tempo entre 10 e 15 minutos (Figura 13).

Existem varia¢cdes significativas entre os varios métodos quanto ao tempo
de recolha na sialometria ndo-estimulada, mas existe consenso quanto a
definicdo de fluxo salivar diminuido, o qual consiste em débito inferior a 0,10
ml/min.

A sialometria ndo-estimulada pode confirmar a hipofungéo salivar de um
modo rapido e barato, permitindo distinguir entre adultos saudaveis e individuos
com hipossalivacao.

Apesar do fluxo salivar na paciente ser significativamente inferior em
valor absoluto de 0,45 ml/min. O que corresponde a um total de 4,5 ml/min.
Corroborando com a definicdo anteriormente descrita, e atendendo a que uma
amostra salivar de 100 micrdlitos, a recolha efetuada por sialometria néo
estimulada pode ser analisada objetivando a identificacdo de biomarcadores de
diagndstico de PSS.

Figura 13 Protocolo de recolha salivar (Cotton rol; pinca hemostatica;
tubos de 50 ml; responsavel pela recolha equipado com equipamento

de protecéo individual)
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A SS é uma doenca sistémica cronica, autoimune, na qual o diagnostico
precoce determina o curso e prognéstico da doenca. Como tal requer um
atendimento multidisciplinar, visto que a sintomatologia é variada e que pode,
também estar associada a outras doencas.

O tratamento proposto para a paciente foi baseado na sintomatologia,
atendendo a que se tratava de PSS, com repercussdes sistémicas preconizou-
se a utilizagao de lagrimas artificiais (OPTIVE FUSION™), pilocarpina, pomada
de nitroglicerina e o losartan para minimizar as queixas. A paciente foi
encaminhada para o Reumatologista e Psiquiatria/Psicologia.

O tratamento da SS é puramente sintomatico, que objetiva o alivio dos
sintomas, atendendo ao caracter incuravel da doenca. A paciente tem evoluido
de forma assintomética aquando do uso da terapéutica para regressao dos
sintomas de xeroftalmia e xerostomia.

Quanto ao diagndéstico ndo podemos deixar de enfatizar a necessidade de
identificar biomarcadores salivares, de forma a termos ao dispor um instrumento
de diagndstico rapido, de elevado desempenho, versatil e pouco dispendioso,
uma mais-valia na triagem e classificacao de PSS e respetiva monotorizacéo do
curso da doenca. Devendo imperar sempre a maxima, “bem diagnosticar, para

bem tratar’.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Proteinas identificadas em amostras salivares da SS

A saliva analisada nos estudos de protedmica oral pode ser oriunda da
secrecdo especifica das glandulas salivares ou da mistura de fluidos orais
existentes na cavidade oral dos individuos, bem como proteinas néo exclusivas
das secrec¢Oes glandulares.

A anadlise das proteinas salivares secretadas verificam-se como sendo
relevantes, pois podem ser indicadores de alteracbes da secrecdo proteica,
nomeadamente na SS.

A andlise das proteinas salivares poderd identificar qual ou quais as
proteinas secretadas que se encontram alteradas e qual o nivel de
comprometimento da funcdo, sendo importante para minimizar os danos

causados ao paciente.

Minor Parotid

W. Saliva

Grafico 1-Diagrama de Venn representativo das proteinas identificadas em
amostras salivares- as interce¢des representam as proteinas comuns aos

universos estudados
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Pela analise do gréafico 1, podemos verificar um total de 440 de proteinas
identificadas numa amostra salivar, sendo que 397 s&o oriundas das glandulas
salivares minor, 2 oriundas da Paroétida, 21 proteinas oriundas da saliva total
(tabela 1) e 4 delas aparecem em todos as amostras (tabela 2).

Proteinas Identificadas

Identificadas- Amostra nas Glandulas Minor 397
Identificadas- Amostra nas Parodtidas 2
Identificadas em Amostras Salivares (excluindo amostra nas Pardétidas) 41
Total Proteinas 440
Tabela 1 Proteinas identificadas em amostras salivares
Entry Entry name Status Protein names
P61769 B2ZMG_HUMARN | Beta-2-microglobulin
P01834 IGKC_HUMAN [ Ig kappa chain C region
P61626 LYSC_HUMAN i Lysozyme C
P01833 PIGR_HUMAN | Polymeric immunoglobulin receptor

Tabela 2 Proteinas que apareceram em todos os fluidos

Apoés identificacdo do numero de proteinas envolvidas em amostras
salivares (tabelal) procedeu-se a identificacdo das 4 que aparecem em todos 0s
fluidos (tabela2).

Do total de proteinas identificadas, as 4 que apareceram em todos 0s
fluidos terdo interesse de estudo a nivel das fun¢des desempenhadas, devido a
natureza autoimune da SS.

= P61769 (Beta-2-microglobulin): Componente da classe | do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC). Envolvidos na apresentagéo

de antigénios peptidicos para o sistema imunitario.
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= P01834 (Ig kappa chain C region): Envolvimento em doencas- Uma
doenca caracterizada por uma auséncia completa de cadeias kappa

da imunoglobulina.

Nota: A doenca é causada por mutacbes que afetam o gene representado

nesta entrada

» P61626 (Lysozyme C): Lisozimas tem principalmente uma funcao
bacteriolitica; Nos tecidos e fluidos corporais estdo associadas com o
sistema de mondcitos-macréfagos e de aumentar a atividade de
imuno-agentes.

= P01833 (Polymeric immunoglobulin receptor): Este recetor liga a IgA
polimérica e a IgM na superficie basolateral de células epiteliais. O
complexo € entéo transportado através da célula para ser segregada
para a superficie apical. Durante este processo ocorre uma clivagem
gque separa a componente extracelular (conhecido como o
componente secretor) do segmento transmembranar.

As 4 proteinas identificadas em todos os fluidos tem relacdo direta com a

resposta imunolégica do organismo e portanto possivel relacdo com a SS.

4.2 Distribuicdo das proteinas de Sjégren por Processos Biol6gicos
(ferramenta utilizada — PANTHER)

As proteinas salivares da SS foram catalogadas recorrendo a ferramenta
PANTHER (Como explicado na sec¢éo 3.3. dos Materiais e Métodos)

Esta andlise permitiu efetuar uma distribuicdo das proteinas de SS por
processos biologico (Grafico 2), sendo o de maior interesse os do processo do
sistema imunoldgica face a natureza da SS.

Podemos identificar um total de 774 relacbes de proteinas com processos
bioldgicos (Grafico 2) em que intervém as proteinas da SS, sendo que 10 estao
envolvidos no processo apoptético, 15 nos processos bioldgicos de adesao, 45
nos processos hiolodgicos de regulagdo, 68 na biogénese ou na organizacdo da
componente celular, 131 estdo envolvidas nos processos celulares, 59 nos

processos de desenvolvimento, 33 nos processos responsaveis pelo sistema
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imune, 96 pela localizacao, 246 pelos processos metabdlicos,33 pelos processos
do organismo multicelular,4 pela reproducao e 34 pelos processos responsaveis

pela resposta ao estimulo (Tabela 3).

4.3 Diferenca fracional entre o Oraloma Total e as proteinas da SS

GO Biological Process
Tota| # Genes: 500 Toml # process hiks: 774

Click to get gene list for a category:
M zpoptotic process (G0:0006%15) &
biclegical adhesicn (G0:0022610] ™
M bioloagical requlation (GO:00650071 W
cellular component organization or bicgenesis (GO:0071840)
M cellular process (GO:0009987) @
deyeloomen izl orooecc (Go.0032502Y 5
I_. immune system process (GO:0002376) ] I
B |ocalization (GO:00511758) &
B metabolic process (G0:0008152) &

multicellular crganismal process (G0:0032501] ]
M reproduction (GO:0000003) B
response to stimulus (GO:0050896) ]

5 Web
_ o .\ Colors by
Color picker powered by "5 1 VisiBone

**Chart tocltips are read as: Category name (Accessicn): # genes;
Percent of gene hit against total # genes; Percent of gene hit against
total # Process hits

Gréfico 2-Distribuicao das proteinas alteradas da SS por Processos Bioldgicos-

andalise realizada com a ferramenta PANTHER

Biol Process Oral SJ SJ Diferenca
Total Esperado Observado fracional

apoptotic process 116 18,06 10 -0,45
biological adhesion 177 27,56 15 -0,46
biological regulation 459 71,47 45 -0,37
cellular component organization 383 59,64 68 0,14
or biogenesis

cellular process 1063 165,52 131 -0,21
developmental process 509 79,26 59 -0,26
immune system process 341 53,10 33 -0,38
localization 498 77,55 96 0,24
metabolic process 1613 251,17 246 -0,02
multicellular organismal process 262 40,80 33 -0,19
reproduction 82 12,77 4 -0,69
response to stimulus 329 51,23 34 -0,34
Total Oraloma 3211

Total Sjégren 500

Tabela 3 Diferenca fracional entre o Oraloma Total e as proteinas da SS
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Diferenca fracional
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Grafico 3-Diferenca fracional entre o Oraloma Total e as proteinas da SS

A andlise da Tabela 3 e do Grafico 3 permite verificar que existem varios

processos biolégicos em que ha alteracdo do nimero de proteinas envolvidas

relativamente ao normal
Sendo que um dos mais alterados é a do sistema imune, como € de
esperar devido a relacdo direta com a fisiopatologia da SS, contudo outros

processos biolégicos também se encontram alterados como € o caso dos
processos apoptoticos, de adesdo biologica, da regulacdo biologica, da

reproducao e da resposta ao estimulo.
Dada a relevancia dos processos imunoldgicos na fisiopatologia da SS,

analisou-se em maior pormenor 0s aspetos funcionais das proteinas neles

envolvidos.
(ver anexo A), destas 33 estdo envolvidas na resposta imunoldgica (tabela 3).

Foram encontradas no OralCard 477 proteinas salivares envolvidas na SS
Através da identificacdo destas 33 proteinas obteve-se as fungdes bioldgicas,

utilizando o UniProt (Tabela 4).
Das 33 proteinas envolvidas na resposta imunoldgica (ver anexo B), 5
42

delas encontram-se aumentadas (Tabela 4).



GENE NAMES

P05109 S100A8
P06702 S100A9
P31151 S100A7
P61769 B2M
P01833 PIGR

Tabela 4 Proteinas que se encontram aumentadas na SS

4.4Visualizacdo esquematica das proteinas da SS recorrendo a filtros dos
processos Biologicos Ferramenta utilizada STRING
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Figura 14 Rede interatomica gerada no STRING onde identifica as Proteinas
alteradas na SS: Setas representam as proteinas aumentadas; Circulos a
vermelho representam as proteinas envolvidas com a resposta imune;
Circulos a laranja representam as proteinas envolvidos na resposta imune
inata e os circulos a azul representam as proteinas envolvidas nos processos

do sistema imunoldgico
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As proteinas assinaladas (Figura 9) representam processos imunologicos
especificos na SS, as proteinas rodeadas a vermelho estdo envolvidas com os
processos da resposta imune, as rodeadas a laranja estdo envolvidas na
resposta imune inata e as rodeadas a azul estdo envolvidas nos processos do
sistema imunoldgico.

Na figura 6 podemos visualizar também através do uso da ferramenta
STRING a interacdo das Proteinas Identificadas nos Processos Imunoldgicos na
SS, e quais as que se encontram aumentadas (7).

Os processos de autoimunidade sdo ativados quando o individuo se
encontra num meio em que € mais suscetivel, essa ativacao ocorre devido aos
mecanismos imunoldgicos existentes.

As Respostas imunes adaptativas aberrantes e a ativacdo dos mecanismos
da imunidade inata desregulada estdo relacionados com varias patologias
nomeadamente as doencas do sistema autoimune.

O sistema imune inato € constituido por um grande repertério de células e
componentes humorais que tém a capacidade de estabelecer os mecanismos
efetores rapidos que protegem o organismo dos fatores externos.

O paralelo envolvimento das diferentes vias de sinalizagdo e a extensa
interligacdo entre os varios mediadores pro-inflamatérios leva a uma
redundancia e a uma ampliacdo da resposta imune inata do organismo. A
regulacdo desregulada desta rede esta envolvida na auto-inflamacao.

A heterogeneidade das atividades pré e anti-inflamatorias estéo
relacionadas com os processos de propagacdo ou de infra-regulacédo destes
mecanismos, o que leva a dano nos tecidos.

As proteinas encontram-se entdo envolvidas nos processos imunoldgicos
estéo relacionadas com a intensidade da resposta imune, quando essa resposta
se encontra exacerbada a linfo-proliferacdo e a producdo de auto-anticorpos
ocorre de forma aumentada.

As proteinas estudadas como tendo relagdo com a SS, estdo envolvidas
nesses processos biolégicos de resposta imune exacerbada por parte do

organismo.
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As proteinas pro-inflamatorias S100 (A8,A9) apresentam um potencial meio
de diagndstico e terapéutica para doencas imunes e o entendimento das suas
funcdes bioldgicas é essencial (94).

A ativacdo de células do sistema imunoldgico nomeadamente o complexo
S100 A8/S100A9, aumenta a adesdo a ceélulas endoteliais e a proteinas da
matriz extracelular (94).

As proteinas do complexo S100 estédo envolvidas no processo de ativacdo de
células imunes importantes para a patogénese da inflamacdo, o que
desencadeia a producéo e proliferacdo de citocinas (94).

A B2M é o maior complexo de histocompatibilidade da classe | antigénio
presente na superficie da membrana de varias células nucleadas, incluindo
infiltrados de linfocitos e epitélio de glandulas salivares (30).

O aumento dos niveis desta proteina na saliva em pacientes com PSS pode
estar relacionado com a atividade inflamatoria glandular

A ativacao dos linfécitos B parece ser a aberracao imunorregulatoria mais
consistente com a SS.

Os recetores de imunoglobulinas ligam os ramos do sistema imunolégico
celular e humoral, tendo estes fun¢des importantes na ativagéo e na modulacéo
de respostas imunes (95).

A sinalizagéo equilibrada através de ativacdo e inibicdo desses recetores
regula a atividade de varias células no sistema imunitario (95).

Foi adicionado em anexo (anexo D) um resumo, sob a forma de Poster, dos

principais resultados obtidas com as metodologias seguidas.
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5. CONCLUSAO

Os resultados da presente investigacdo sugerem:

A falta de dados epidemioldgicos nacionais, confiaveis e atualizados sobre
a SS corroborou com uma realidade ha muito identificada.

Epidemiologicamente a SS € uma doenca autoimune, relativamente
frequente na populacdo, com maior incidéncia em pacientes do sexo feminino e
a sua historia natural ndo esta completamente esclarecida.

A xerostomia e a xeroftalmia sdo as queixas mais comuns. Porém € de
salientar que muitos doentes tém indices de QdV muito diminuidos comparaveis
a outras doencas reumaticas como a Artrite Reumatoide ou o Lupus.

Para além dos sintomas/sinais clinicos caracteristicos desta condi¢do, uma
minuciosa histéria médica e médica dentaria é imprescindivel para um correto
diagndstico, sendo necessario exames complementares para o confirmar.

Numa amostra salivar, verifica-se um total de 440 de proteinas, sendo que
397 séo oriundas das glandulas salivares minor, 2 oriundas da parotida, 21
proteinas oriundas da saliva total e 4 delas aparecem em todos as amostras.

Foram encontradas no OralCard 477 proteinas salivares envolvidas na SS,
destas 33 estdo envolvidas na resposta imunolédgica. Através da identificacdo
destas 33 proteinas obteve-se as fun¢des bioldgicas, utilizando o UniProt. Das
33 proteinas envolvidas na resposta imunolégica, 5 delas encontram-se
aumentadas (P05109; P06702; P31151; P61769; P01833).

Este trabalho permitiu compilar e caracterizar sumariamente as proteinas
de maior interesse na SS, assim como identificar quais 0s processos biolégicos

mais relevantes em que estao envolvidas
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6. PERSPETIVAS FUTURAS

A recente evolugcdo de metodologias e equipamentos na area da protedmica,
permite-nos enfatizar a importancia que a sialoquimica podera adquirir como um
valioso auxiliar de diagnostico de consulta, permitindo-nos melhorar
significativamente a qualidade dos cuidados, ndo s6 médicos, mas também de
areas complementares como a Medicina Dentaria e reduzir o custo da doenca.

Parece-nos premente a passagem dos atuais métodos complementares
de diagnéstico da SS, muitas das vezes evasivos, dispendiosos e nao
conclusivos, para um outro contrastante, cuja importancia tem vindo a ser
enfatizada que é o diagndstico salivar, ndo evasivo e pouco dispendioso.

Independentemente de todas as vicissitudes, o diagndstico devera ser
efetuado o mais cedo possivel, de forma a instituir precocemente as terapéuticas
disponiveis (substituto salivares e lacrimais, medidas de higiene e pilocarpina ou
cevimelina) objetivando minorar as complicagdes locais e melhorar a QdV e o
prognastico.

Tendo em conta a importancia dos dados de quantificacdo de proteinas
alteradas na SS, sugere-se o desenho de estratégias laboratoriais que permitam
essa quantificacdo em volumes reduzidos de amostra, dadas as limitacdes de
producéo de saliva dos pacientes com SS.

Pretende-se que este trabalho contribua para o avan¢o na compreensao
dos mecanismos moleculares envolvidos na patofisiologia da SS e na
descoberta de potenciais biomarcadores salivares, investigagdo essa, na qual

esperamos dar 0 nosso contributo.
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Sjogren's Syndrome

ANEXO A

[cniprow Trame organism [ oo | S, T wse  wnr | et |5t [ sacosa rangue i viva st St | P15 Jeutano e arous] conde [ S, [ S | s | g |7 [romeke] SFoiog "
Pa09s TEcazL ) Homo sapiens (Human) O w2010 12 w Adu 7368930
pooga 1 ) Homo sapiens (Human) x x o7ows0  esowsy  t Adul 17368930
Po103s Homo sapiens (Human) % R S 16522680
poseas T86) (Cleaved nt: x x 2ows0  esowasy  t Adult 16522680
PO834  Ig kappa chain C region Homo sapiens (Human) % x 2ows0  eowasy  * Adul 16522680
PO1834  Ig kappa chain C region Homo sapiens (Human) x x 2ows0  eowsy  * Adul 17368930
POL8S4  Ig epsion chain C region Homo sapens (Human) x x oows0  esowsy  t Adul 17968930
PO1857  1g gamma-i chain Cregion Homo sapiens (Human) x x oows0  esowsy  t Adul 17968930
PO1857 19 gamma-i chain Cregion Homo sapiens (Human) x x 2ows0  eowasy  * Adul 18330961
Po2768  Serum albumin Homo sapiens (Human) x x oows0  esowasy  * Adul 18330961
pozrsa int: L Kaliocin-1: Lactferoxin- f x  zso  ssoizesy  + Adut 16522680
Pos7s 12 Homo sapiens (Human) x x 2ows0  esowasy  * Adul 17368930
P04264  Keratin, e Il cytoseletal 1 (67 1o leratin kb) Homo piens (Human) p x  zso  ssoizesy  + Adut 18939961
POATS  Alpha-amyiase 1 (EC3.2.1.1) (1, d-lpha-Dglucan lucanohyciolase 1) Salivary alpha-amyiase) Homo sapiens (Human) x x 2ows0  esowasy  r Adul 17368930
POS108  Protin 1 cutocns L1 [— p x  zmso  ssoizesy  + Adut 18939961
Pos102  protein orotein 14) MRP-1) p x  zioso  ssoizesy v Adut 17368930
Pos102  protin orotein 14) MRP-1) p x  ziso  ssoizesy  + Adut 183390961
posa3 x p x  zso  ssoizesy  + Adut 17368930
POS211 Glutathon S-randerass P (EC.25.1.18) (GST claspi) (GSTPLL) Homo sapiens (Human) x x oows0  esowsy  * Adul 17436266
P13645  Keratin, tye | ytoseleta 10 (Cyoteratn-10) (CK-L0) (Kerain-10) (K10) Homo sapiens (Human) x x 2ows0  eowasy  * Adul 18339961
p1s760 w 81 (GELE) (Cleaved into: 67 ¥0a matix1 Homo sapiens (Human) x x 2ows0  esowasy  r Adul 19302990
pa0740 2)(P12) (serpin B Homo sapiens (Human) x x 2ows0  eowsy  * Adul 17436266
P3LIST  Protein S100-47 (Paoriasn) (S100 calciumbinding protein A7) Homo sapens (Human) x x oows0  esowsy  t Adul 17368930
Patoss sibunit p10] Homo sapiens (Human) x x oows0  esowsy  t Adul 17968930
P6OT03  Actin,cytoplasmic 1 Jamic 1 Homo spiens (Human) p x zso  ssoizesy  + Adut 17968930
P60709  Actin,cyoplasmic 1 Jaamic 1 Homo spiens (umar) p x  zmso  esoizsse ¢ Adut 18939961
P61626  Lymzyme C(EC3.2.1.17) (14 betaacetyimuramidase C) Homo sapiens (Human) % x 2ows0  eeowesy  * Adul 16522680
P61769  Beta-2-micoglabulin [Cleaved ino: Beta-2-microglobuiin form p1 53] Homo sapiens (Human) % x 20ws0  eeowasy  * Adul 16522680
P61769  Beta-2-micoglabulin [Cleaved ino: Beta-2-microglobuiin form p1 53] Homo sapens (Human) x x 2ows0  eeowesy  * Adul 17368930
P6133  Actn, aipha seletal muse (Alpha-act Homo sapiens (Human) x x 2ows0  eeowesy  * Adul 16930961
posars u Homo sapens (Human) x x 2ows0  eeowesy  * Adul 17968930
Pess0s Homo sapiens (Human) x x 2010 eeowesy  * Adul 17368930
Qo169 ortein x x 2ows0  eeowesy  * Adul 17430266
Qo169 ortein x x 2010 eeowesy  * Adul 17368930
Q56689 Seum aibumin Homo sapiens (Human) x x 2ows0  eeowesy  * Adul 17368930
Q6N096  Putative uncharacterized potein DKFZp686115196 Homo sapiens (Human) x x 20ws0  eeowesy  * Adul 17368930
peazss  Actin ) Homo sapiens (Human) x x 2ows0  eeowesy  * Adul 17430266
P60709  Actin,cyoplasmic 1 Jaamic 1 Homo spiens (umar) p x  zoso  esoizsss ¢ Adut 17436266
qovass 11 Homo spiens (umar) p x  zoso  esoizsss ¢ Adut 18939961
BADUHE  CDNA FLIG0163, highly smilar o Carbonic anhyciase 6 (EC.4.2.1.1) Homo sapiens (Human) x 270150 es01zes Adult 17368930
000148 ATP-dependent RNA helicase Homo sapiens (Human) x 270150 es01zese Adult 19364392
o0z nonial (£€ 16531 £C 1 p 270150 esorzess At 19364392
000299 Chiors 1 p 270150 esorzess At 19364392
o010 Homo sapiens (Human) x 270150 es01zese Adult 19364302
000764 Pyrdoxal Knase (EC 2.7.1.35) (Pyrdoine Hnase) Homo sapens (Human) x 270150 es01zes Adult 19364392
014579 Coatomer subunit epsion (Epsion-<oa protei) (Epsion-COP) Homo sapiens (Human) x 270150 es01zese Adult 19364302
015037 Protein KHNYN (KH and NYN domain-containing protein) Homo sapiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
o5 Homo spiens (uman) x 20150 esorzess Adul 19364392
oussit Homo spiens (uman) x 0150 68012859 Adul 936430
043175 D3 phosphoglycerate deciogenase (-PGOH) (EC 1.1.1.95) Homo sapiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
043488 Atsoin B1 Litnin mrat e . 20150 esorzess Adul 19364392
o678 i B b x 0150 63012859 Adul 936430
043707 Homo spiens (uman) x 20150 esorzess Adul 19364392
043760 Synaptogyin-2 (Celugyrn) Homo sapiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
osas: > protein) Homo sapiens (Human) x 0150 63012859 Adul 936430
060814 Histone H2B type 1 (H2B K) (HIRA<nteracing protein 1) Homo sapiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
o223 Homo spiens (uman) x 20150 esorzess Adul 19364392
075369 Filamin.s (L) Homolon x 0150 68012859 Adul 936430
o539 ortein homoloa x 20150 esorzess Adul 19364392
orsas9 hondal (£C 1.6.5.31(£C 1 . 20150 esorzess Adul 19364392
orssst h Homo spiens (uman) x 0150 63012859 Adul 936430
orsare 11 . 20150 esorzess Adul 19364392
orsast 151 member 1) Homo sapiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
075964 ATP synnase subunit g, mitochondral (ATPase subunit5) Homo spiens (uman) x 0150 68012859 Adul 936430
094808 x 20150 esorzess Adul 19364392
034832 Unconventianal myosin-d Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
o9siss 1 815 subuni) x 0150 68012859 Adul 936430
095994 Homolog) Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
Pogs38 1 T12ncen 19 0 x 20150 esorzess Adut 19364392
0038 5 reductase 162 eductase 3 membrar x 270150 esorzess Adul 19364392
Pooias Homo sapiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
Pogss1 151 1 0soan) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzess Adul 19364392
00558 1E aniion protein 2) (PR 2) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzess Adul 19364392
P00S68  Ademiate kinase imensme 1 (AK 1) (EC 2.7.4 31 ATP. mononhosmhate knase) x 270150 esorzess Adul 19364392
Poo7ss nain] Homo sapiens (Human) x 270150 esorzess Adul 19364392
Pa09s 1ECs21 Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
Paogis 121 Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
POL008  Atitombinil ATII (Serin C1) Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
P01009 into: Shot peptd fom AAT (SPAAT) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzess Adul 19364392
Poto1 into HisProesq x 270150 esorzess Adul 19364392
Po1024 and p7p. 1 Cleaved nto aion x 270150 esorzess Adul 19364392
Po1034 Homo piens (Human) x 270150 esorzess Adul 17968930
POL036  Cystatin-S (Cysatin-4) (CysiatinSAI) (Salivary aciic protin 1) Homo spiens (Human) x 270150 esorzess Adul 17968930
PO1037  Cystatin'SN (Cysain-SA1) (Cysiatin-1) Salvary ysiatin-S Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 17436266
POIS91  Immunagiabuiin J chan Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
P01605 1o kappa chain V-l region Lay Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
PO1614  Ig kappa chain V-l region Cum Homo spiens (Human) x 270150 esorzess Adul 19364392
P01620  Ig kappa chain V-l region SIE Homo spiens (Human) x 270150 esorzess Adul 19364392
POL700  1g ambda chain VA region Ha Homo spiens (Human) x 20150 esorzess Adul 19364392
POL714  1g lambda chain Vil egion SH Homo sapiens (Human) x 20150 Gsorzess Adul 19364392
POL7IS  1g lambda chain VAV egion Bau Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzess Adul 19364392
po1es protein T86) Cleaved ino: Secretory componen]  Homo spiens (uman) i 270150 6012659 Adul 7968930
Po1633 protein T86) Cleaved into: Sectetory component]  Homo sapiens (uman) x x 2010 GBoi2ese Adul 18939961
Po1633 protein T86) Cleaved into: Secretory component]  Homo spiens (uman) i 270150 Gsorzess Adul 19364392
PO1634  Ig kappa chain C region mo sapiens (Human) x 20150 Gsorzess Adul 9364392
POCGOS  1g lambia-1 chain Cregions Homo sapiens (Human) x 20150 Gsorzess Adul 19364392
POL8S7 19 gamma:1 chain G region Homo sapiens (Human) x 270150 6012659 Adul 19364392
PO1859 19 gamma:2 chain G region Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzess Adul 9364392
POL&TL 19 mu chain G region Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzess Adul 19364392
POL876. Ig lpha-1 chain C region Homo sapiens (Human) x 270150 Gsorzess Adul 19364392
PO87T  Ig alpha-2 chain C region Homo sapiens (Human) x 270150 Gsorzess Adul 9364392
Po20s2 Homo sapiens (Human) x 270150 Gsorzess Adul 19364392
Pozs1i Aphacysalin x 20150 Gsorzess Adul 19364392
PO2533  Keratn, type | ytoseletal 14 (Cpojeratn-14) (CK14) (Keratin 14) (K14) Homo sapiens (Human) x 20150 Gsorzess Adul 9364392
Pozs38  Keratin, ype feraiin Kb6) (llergen Hom 55) Homo sapiens (Human) x 20150 Gsorzess Adul 19364392
pozsés Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzess Adul 19364392
Po2647  Apoli A apol 10262 Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzess Adul 9364392
Poz26sz  Apoli Truncated apoli 1 apol 6] x 270150 Gsorzess Adul 19364392
Poz67s ) Homo sapiens (Human) i 270150 6012659 Adulc 18939961
PO2743  Serum amyloid Seum amyloid Homo sapiens (Human) i 20150 Gsorzess Adul 9364392
PO2163  Alpha:1-aci glycaprtein 1 (AGP 1) Orosomucoid-1) OMD 1) Homo sapiens (Human) x 270150 es012659 Adulc 19364392
PO2766  Transnyretin (ATTR) (Prealbumin) (TBPA) Homo sapiens (Human) x 270150 es01z6ss Adulc 19364392
pozie aibumin Homo sapiens (Human) x 270150 es012659 Adulc 9364392
Poz1s viamin Homo sapiens (Human) x 270150 es012659 Adulc 18939961
Pozi1s viamin Homo sapiens (Human) x 270150 es01z659 Adulc 19364392
Pz Homo sapiens (Human) x 270150 es01zess Adulc 9364392
PO2754  Ferntin heavy chai (Fern H subuni)(EC 1.16.3.1) (Cll polferation-nducing gene 15 protein) Homo sapiens (Human) x 270150 es01zess Adulc 19364392
P0s075 Homo sapiens (Human) x 270150 6012659 Adulc 19364392
04080 Cysatin (CP1-8)(Uver thiolproteinase nnibtor) (Stefn) Homo sapiens (Human) x 270150 es012659 Adulc 9364392
PO0BI  Annoin AL (Amnexn protein) x 270150 es01z6ss Adulc 19364392
POAL14 Apolpoprotein B-100 (490 8-100) (Cleaved nfo: Apolipoproein 848 (Apo B-45) Homo sapiens (Human) x 270150 es012659 Adulc 19364392
P0A179 Superoxde dismutase (Mrl, mitochondral EC 1.15.11) Homo sapiens (Human) x 270150 es012659 Adulc 9364392
P0A264  Keratin, type Il cyoseletal 1(67 Iph feratin kb) Homo sapiens (Human) x 270150 es01z659 Adulc 19364392
P04350  Tubulin beta4A chain (Tubulin 5 beta) Tubulin beta-4 chain) Homo sapiens (Human) x 270150 es01zess Adulc 19364392
0440 121 699.) Homo sapiens (Human) x 270150 es01zess Adulc 9364392
P04433 19 kappa chain VIl egion VG (Fragment) Homo sapiens (Human) x 270150 6012659 Adulc 19364392
Possa2 ' x 20150 esorzess Adut 19364392
POATAS  Alphaamylase 1 (EC 3.21.1) (L4-lpha-Dglucan glucanohycrolase 1) Salvaryalpha-amyiase) Homo sapiens (Human)  x 270150 es01z6ss Adulc 6522680
POAT4S  Alphaamylae 1 (EC 3.2.1.1) (L4-lpha-Dglucan glucanohycrolase 1) Salvary alpha-amyiase) Homo sapiens (Human) x 270150 es012659 Adulc 17436266
POAT4S  Alphaamylae 1 (EC 3.2.1.1) (L4-slpha-Dglucan glucanohycrolase 1) Salvaryalpha-amyiase) Homo sapiens (Human) x 270150 es012659 Adulc 18939961
Pos7i Homo sapiens (Human)  x 270150 es01z659 Adulc 6522680
poszaz 100 oo e x 20150 esorzess Adut 19364392
Possss e amm x 20150 esorzess Adut 19364392
Possas crasn x 20150 esorzess Adut 19364392
P04303  Hisone H2A type 1S/E (Hstone H2.2) Hisione H2AYa) (one H2AIM) Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
Pos0z3 (Na(+YK(+) ATPase alpha-1 x 20150 esorzess Adut 19364392
Posoz6 Homo sapiens (Human) x 270150 es01z8ss Adulc 19304392
[R— " oo 11 inninianstacer x 20150 esorzess Adut 17968930
Pos109  Proein " oo 11 inninianstacer x 20150 esorzess Adut 19304392
posia1 21 Satute e x 20150 esorzess Adut 19304392
P0S383 605 aciic bosomal potein PO (60S rbosomal potein L10E) Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
POST83  Kerain, type | cytoseletal Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
Pos7aT  Keratin, typo Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
P06395  Gelolin (AGEL) (Actin depalymenzing facor) (ADF) @revin) Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
POGSTE  ATP Synthase subunit beta, mitachondnal (€ 3.6.3.14) Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
PO6T03  Proein ot 46 x 20150 esorzess Adut 19364392
Pos7a3 211 x 20150 esorzess Adut 18939961
Pos7a3 211 x 20150 esorzess Adut 19364392
Posas Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
Posrss Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
POG393  Hisone 2B ype 1] (Histone H2.1) (Hisione HZB.) (281 Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
Que103 Homo sapiens (Human) x 270150 es0rzsss Adulc 19304392
Po195 L 111 o) (Renal tigen NY-REN-46) Homo sapiens (Human) x 20150 esorzess Adulc 19364392
poraar a a x 20150 esorzeso Adut 19364392
PA7305  Hisone HLO (Hisione HI) (Hstone HLO) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
PO7ISS  Annexin A2 (Ao ioocortin i Placental x 20150 esorzeso Adut 19364302
PQ7437  Tubulinbeta chain (Tubulin beta 5 chain) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
Pa7585  Decoin (Bane proteoglycan ) (°G-52) (PG40) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
poreoz rotein A Savosn@.val x 20150 esorzeso Adut 19364392
POTTAT  Praliin-1 (Epididymis tissve protein Li 184a) (Profin 1) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
POT74L  Adenine phosphoribos/anserase (APRT) (£C 2.42.7) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
POTESS  Cathepsn 8 (£C 3,422 Cathepsn & heavy chain] Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
Po7900 - Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
Po7910 Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
Pos07 Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
P08123  Collagen alpha-2() chain (Apha 2 ype 1 collagen) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
POBILL Cathepsn G (CG) (EC 3.4.21.20) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
Pogs7s  Cvochiame c1. hema x 20150 esorzeso Adut 19364392
POB6T0 Vimentin Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
POBT27  Keratn, type | ytoseletal 19 (Cpokeratn-19) CK-19) (Kerain-19) (<19) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
PO8T29  Keratin, ype Il cytoseletal 7 Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
Pogss  Amnein Ibocorin ) Placental aniicoaaulant ootein 4) (PP4) (Placer Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
Pagsos 405 s PILR) (67 10a laninin fecepton (57LR) Colan car x 20150 esorzeso Adut 19364302
P0132 Signal ecogniton paricle 19 KDa protein (SRP19) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
POS2LL Glutatione Siandierase P (EC.25.1.18) (55T classpi) (GSTPL) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsss Adult 19364392
P0228  Cystatin-SA (Cysatn-2) Cysatn 55) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsse Adult 17368930
Pogis2  Galectnt tectin L WP fLactose bind f 270150 esorzess At 19364302
POSAET  Fructose-1.6-bisphosphatase 1 (-BPase 1) (EC 3,13 11) (-uctose-1.6bisphosphate 1-phosphohydolase 1) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzsse Adult 19364302
Pogszs  Amnesin 1 Liocorin 1) 73251 p 270150 esorzess At 19364302
Poges: omave RNAbinding protein AD) x 270150 esorzss Adult 19364302
Posses Homo sapiens (Human) x 270150 esorzss Adult 19364302
posor2 12 Homo sapiens (Human) x 270150 esorzss Adult 19364302
POCOSS  Histone HZAZ (HZATZ) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzss Adult 19364302
POCOSS  Hison H2A tpe 1 (24.1) (sone H2AD) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzss Adult 19364302
P102s3 1 75108 lsosomal 70408 sozomal alohs p 270150 esorzess At 19364302
PL0301  Rastelated protein RRas (23 Homo sapiens (Human) x 270150 esorzss Adult 19364302
PL0412  Hisone HL4 (Hisone HID) (istone Hisd) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzss Adult 19364302
P10s99 prtein) (s45P) Homo sapiens (Human) x 270150 esorzss Adult 19364302
Pi0809 6040 p 20150 esorzess At 19364302
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pri02
P11z
pii216
pi2100
pi2110

Po28ss

£l lumenal orotein

7
Giycogen phosphorylass, brain form (EC2.4.1.1)
Collagen alpha-1(v1) chain
Collagen alpha 2(v1) chain
Collagen alpha 31 chain

Homo sapiens (Humar)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Humar)
Homo sapiens (Human)

{soform 21 ANT 2 (Salute car
binding
binding
binding
Annexin 1 e
Alpha-actinin1 Homo sapiens (Human)
1, mitochondial SubuniLIV isoform 1) (COX IV-1)  Homo sapiens (Human)
antioenike
Elongation factor 2 (EF-2) Homo sapiens (Human)
resident ootein 701 ER protein resident arotein
Homo sapiens (Human)
L Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Electron trandlr lavoprotein subunit alpha, mitochondrial (Alpha ETF) Homo sapiens (Human)
Macoohaae dovachrome
11 member A1) Homo sapiens (Human)
Puvate 1 orotein inase 2
b 1) (Tumor refection antigen 1) (@996 homolog)  Homo sapiens (Human)
Junction platoglabin (Catenin gamma) (Desmaplain i) (Desmoplalin-3) Homo sapiens (Human)
: Homo sapiens (Human)
Aldose 1, member 1) Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
oy 1 Homo sapiens (Human)
Ezin (Cyovilin) (Villn2) (981) Homo sapiens (Human)
20 NP lnase A E
08 Homo sapiens (Human)
Integin beta-4 (GP150) (CD antigen CD104) Homo sapiens (Human)
Carmama 1EC1LLL 11 reductase

Histone H1.5 (Histone Hia) (Hitone HIb) (isione H1s3)
Histone 1.2 (stone H1c) (isione Hid) (stone His1)

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

oroteim) (GALEP) laE-oin.
ADP-iboslation factr &

605 ribosomal protein L7

Vinculin (Metavinculn) (4)

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

Myosn MRLCS)
Rasrelated protein Rab-3A

Homo sapiens (Human)

‘Cysteine and gycine-ich protein 1 (Cyseine-fh protein 1) (CRP) (CRP1)

Homo sapiens (Human)

Filamina (F acinbinding faminy

oorin oaim (Parn -
Biglycan (Bonelcarilage proteoglycan | (°G-51)
o €c211

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

Lo Homo sapiens (Human)
' 181 reductase)

Heterogenaous nuclear fibonucleoproteins A2BL (1RNP AZIB1) Homo sapiens (Human)

Homo sapiens (Human)

ATP synthase subunit alpha, mitochondal Homo sapiens (Human)

605 ribosomal protein L13 (Breast bas conserved protein 1) Homo sapiens (Human)

Protein protein A8) Homo sapiens (Human)

1433 protein theta (14:3:3 protein T-cel) (14-3:3 protein tau) (Potein HS1)

Cystatin (Cysains)
Transetolase (1K) (€C 2:2.1.1)
Elongation factor 1delta (EF-Ldelia) (Anigen NY-CO-4)

Homo sapiens (Human)

Homo sapiens (Human)

resident orotein 31) ER.

11 ADEC3LIA
Fiavin 1 131 heme-binding rotein) (¢

[ —— 111 tisaue 20-naae oot 718) PLP) (Peraxitec

Homo sapiens (Human)

hondiial (6 1.11.1
605 ribosomal protein L12 Homo sapiens (Human)
UMP-CMP kinase (£C2.7.4. Kinase)
1

Lipocalin-1 Homo sapiens (Human)
Lipocalin-1 Homo sapiens (Human)
Protein S100-A7 (Psorias) (5100 calcium binding protein A7) Homo sapiens (Human)
1433 P 010: 14-3:3 protein betafalpha, Nterminally processed]  Homo sapiens (Human)
Protein S100-411 70 protein) (ML protein A1) Homo sapiens (Human)

11 neroidase |

Catenin alpha-1 (Alpha
Pronibitn
Sepin hrombin inhibitor)

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

605 U RNAasociated protin HEp1S)
Sepiaptern eductase (SPR) (EC 1.1.1153)

Homo sapiens (Human)

heaw chain A) (NMMH

Glutaredoxin-1 (Thilvanslerase1) (TTase-1)
ADP-ibosylation factrdie protein 3
605 ribosomal protein L4 (605 ribosomal protein L1)

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

1.3.16) Protein phosphatase
Signal

1 )

Transaldolase (EC221.2)

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

Stess70 orotein aratein 741
205 ibosomal protein 519

Homo sapiens (Human)

o 48408 subuin) 6.2

1
ADP-ibosyation factrdike protein 1

. cyoplasmic (EC 1.1.1 11188
Malate dehydrogenase, mitochondrial (EC 1.1.137)
605 ribosomal potein L

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

255
porin2) Homo sapiens (Human)
605 ribosomal protein L27a Homo sapiens (Human)
605 ribosomal protein L5 Homo sapiens (Human)
405 protein S5, Homo sapiens (Human)
208 dbosomal protein 10 Homo sapiens (Human)
Ras GTPase-aciivating-ike protein IQGAP1 (195) Homo sapiens (Human)
Factn-capping protein subunitalpha:2 (CapZ alpha2) Homo sapiens (Human)
protein) 0SCP) Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
121 famitv 8 me.
605 ribosomal protein L34 Homo sapiens (Human)
B T Feraan
Elongation factar Tu, mitachandrial (EF-Tu) (P43) Homo sapiens (Human)
0o
2)(G012) Homo sapiens (Human)
605 ibosomal protein L14 CAGASL 7) Homo sapiens (Human)
Annen A11 ) @anesin-1: Homo sapiens (Human)
Rasrelated protein Rab-7a Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Lumican (Keratan sifate proteagiycan lumican) (KSPG lumican) Homo sapiens (Human)
Rho GOP-dissociation inhibitar 1 (RNo GOI 1) (Rho-GO! alpha) Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
‘Coatomer subunit beta (Beta-<oat protein) (Beta-COP) Homo sapiens (Human)
Xenin pepide); Proxenin) Homo sapiens (Human)
‘Clathin heavy chain 2 (Clathin heavy chain on chromosome 22) CLH22) Homo sapiens (Human)
Actvated homolog) (p14) Homo sapiens (Human)
ase (TER protein) (vCP)
Tumor protein D52 (Protein &) Homo sapiens (Human)
11.14) Gytosol alanyt Homo sapiens (Human)
tochondial Homo sapiens (Human)
ATP synthase subunit e, mitochondrial (T Pase subunit ) Homo sapiens (Human)
Myotophin (Prtein V-1) Homo sapiens (Human)
Rastelated protein Rab-15 Homo sapiens (Human)
1 (betensin,alpha HP 156 Neurophil defensin 2

Protein tansport protein Secs1 subunit beta

chin 2) (1 C-2) (unsinliaht chain alkal 2 Avasin iaht chain A3) (Smaath

Actn, cyoplasmic 1 Jasmic 1

405 ibosomal protein 520

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

jgand of annexin 1)

Signal sgnal 22123 403 subunit) Homo sapiens (Human)
Rasrelated protein Ra 24 Homo sapiens (Human)
Rasrelated protein Rab-10 Homo sapiens (Human)
Rasrelated protein Rab-14 Homo sapiens (Human)
Actin-elated protein 3 (Actnie protein 3) Homo sapiens (Human)
ADPibosyation factor3 Homo sapiens (Human)
505 ribosomal protein 126 Homo saplens (Human)
05 ribosomal protein L15 Homo saplens (Human)
505 ribosomal prtein 127 Homo saplens (Human)
505 ribosomal protein L37a Homo saplens (Human)
“Trantorming protein Rho (Rho cONA clone 12) (112) Homo saplens (Human)
Lysozyme C (EC 3.2.1.17) (1,4 beta tvacetyimuramidase C) Homo saplens (Human)
Lysozyme C (EC 3.2.1.17) (1,4 beta Nvacetyimuramidase C) Homo saplens (Human)
Beta 2-micoglabulin [Cleaved into: Beta-2 microglobulin fom pi5.3] Homo saplens (Human)

Jioosacchard 9

‘Coatomer sibunit zeta-1 Zeta-1.coat proten) (Zeta-L COP) Homo saplens (Human)
o Homo saplens (Human)

405 ibosomal protein 57
Calmodulin (Can)
405 ibosomal potein 58

405 ibosomal protein 523
405 ribosomal protein 518 (e-3) (Ke3)
403 ibosomal protein 513

Small

Us snRNAassociated Smike protein LS

a0s "
Actin,
505 bosomal prtein L1232

403 ribosomal protein S6 (Phosphoprotein NP33)
Histane e

Raselated protein Rab-1A (YPTLelated protein)
405 ibosomal protein 15 (RIG protein)

405 ribosomal protein 524

405 ibosomal protein 525

405 ibosomal protein 526

Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Human)
Homo saplens (Humar)
Homo saplens (Humar)
Homo saplens (Humar)
Homo saplens (Humar)

Homo aplens (Humar)
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Pe28s7

Qavag0
QavaLL
Qavske
Qavers
Qsvess

405 ibosomal protein 528
505 ribosomal protein 130
505 ribosomal protein L31
05 ribosomal protein L11 (CLL-asmciated antigen KW-12)

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Humar)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)

Plase 4 Homo sapiens (Humar)
orotein fusion into
1433 protein zetaldelta (Prtein kinase C inibitor protein 1) (KCIP-1) Homo sapiens (Human)
405 ribosomal protein 521 Homo sapiens (Human)
SAispfom F4)
Guanine cenl aene 21
1 orotein
Sianal sanal beotidase 16 1810as
aloha 1 factor 1 A1) eEF
Tubulin Homo sapiens (Human)
Tubulin beta 48 chain (Tubulin beta-2 chain) (Tubulin beta-2C chain) Homo sapiens (Human)
Histone 3.1 (Hisone H3 Histone KK (Histane - Homo sapiens (Human)
L Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Glutathione (6sTO- 1
1 Homo sapiens (Human)
605 ribosomal protein L24 (605 ribosomal protein L30) Homo sapiens (Human)
Cytachiome ¢ Homo sapiens (Human)
family 25 member3) Homo sapiens (Human)
‘Clathin heavy chain 1 (Clathin heavy chain on chromosome 17) (CLHLT) Homo sapiens (Human)
2) Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
605 ribosomal protein L18a Homo sapiens (Human)
s protein
Guanine Homo sapiens (Human)
Iz 1
Peroxitedain-1 (EC 1.11.1 aene fra——
605 ribosomal protein L18 Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
emoyoki Homo sapiens (Human)
T-cells 45 10a) Homo sapiens (Human)
oa, pe 1
Delta(3 5)Delta(? 4)dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial (EC5.3.3.) Homo sapiens (Human)
1 Homo sapiens (Human)
1 1 beta Uev1a) Homo sapiens (Human)
H 32 10a hear aotei
Ras GTPase-aciivating-ike protein IQGAP2 Homo sapiens (Human)
chain) Homo sapiens (Human)
Signal sgal aubuniy Homo sapiens (Human)
disifide omerase
o Homo sapiens (Human)
protein
1 protein SUB2.3) Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Synaptophysiniike protein 1 Pantophysn) Homo sapiens (Human)
Keratin, type I cytoseletal eratin Kb38) Homo sapiens (Human)

UPFO762 protein Coortss
205 ibosomal potein 527-ike

Homo sapiens (Human)

Lvulose 11 ince oo
protein p46)
Homo sapiens (Human)
Mucin 7 (MUC-T) (Apo-MG2) Salivary mucin-7) Homo sapiens (Human)
ein 1 Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Zinc ransporer SLC39AT family 39 member 7) Homo sapiens (Human)
Hisone Hix Homo sapiens (Human)
Translational activator GCN (HSGCNI) (GONIike protein 1) Homo sapiens (Human)
UPFOSS6 sF20) Homo sapiens (Human)
Protein FAM3D. Homo sapiens (Human)
expressed T1 domain) Homo sapiens (Human)
‘Zymogen granule protein 16 homolog & Homo sapiens (Human)
Fuansaciivated protein 2) Homo sapiens (Human)
x 1) Pepidase A) Homo sapiens (Human)
Niban ke protein 1 Homo sapiens (Human)
Apolipoprotein O (Protein FAM1218) Homo sapiens (Human)
Transmembrans protein 108 (Mitsugumin 23) (Mg23) Homo sapiens (Human)
4 family potein
Protein Homo sapiens (Human)
3 mucin)

‘GTP-binding prtein SAR1a (COPILassaciated small GTPase)

Homo sapiens (Human)
n

Obg-e ATPase 1

Homo sapiens (Human)

B orote
1 P

‘Guanine nucleotide-binding protein GIYG(SYG(0) suburit gamma-12 Homo sapiens (Human)
Deleted in Dainding

1 Homo sapiens (Human)

Probable G-protein coupled receptor 34 Homo sapiens (Human)

porins) Homo sapiens (Human)

P Homo sapiens (Human)

7(€C 11 (Retinal

724

Homo sapiens (Human)

protein
Talin1

Homo sapiens (Human)

Hypoxia 1

‘GTP-binding protein SARID (GTP-binding protein B) (GTBPB)

Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
Homo sapiens (Human)
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ANEXO B

UniProtKBAC | Protein Name

000299

P00738

P01024

P01833

P02511

P02743

P04632

P04792

P05109

P06702

Disease

General (function)

Chloride intracellular channel protein 1;Cl

Haptoglobin;HP;ortholog

Complement C3;C3;ortholog

Polymeric immunoglobulin receptor;PIGR

Alpha-crystallin B chain;CRYAB;ortholog

Serum amvloid P-component;APCS;orthol

Calpain small subunit 1;CAPNS1;ortholog

Heat shock protein beta-1;HSPB1;ortholo

Protein $100-A8;5100A8;ortholog

Protein 5100-A9;5100A9;ortholog

ia (AHP) 1]: A condition
serum i in. Serum levels of

by the absence of the
i vary among normal persons: levels
are low in the neonatal period and in the elderly, differ by population, and can be influenced by
environmental factors, such as infection. Secondary hypohaptoglobinemia can occur as a
consequence of hemolysis, during which haptoglobin binds to free hemoglobin. Congenital
haptoglobin deficiency is a risk factor for anaphylactic non-hemolytic transfusion reactions.

Complement component 3 deficiency (C3D) [MIM:613779]: A rare defect of the complement
classical pathway. Patients develop recurrent, severe, pyogenic infections because of
ineffective opsonization of pathogens. Some patients may also develop autoimmune disorders,

FUNCTION: Can insert into membranes and form chloride ion channels. Channel activity depends on the
pH. Membrane insertion seems to be redox-regulated and may occur only under oxydizing conditions.
Involved in regulation of the cell cycle.

FUNCTION: As a result of hemolysis, hemoglobin is found to accumulate in the kidney and is secreted in
the urine. Haptoglobin captures, and combines with free plasma hemoglobin to allow hepatic recycling
of heme iron and to prevent kidney damage. also acts as an Antimicrobi foxidant, has
antibacterial activity and plays a role in modulating many aspects of the acute phase response.
Hemoglobin/haptoglobin complexes are rapidely cleared by the macrophage CD163 scavenger receptor
expressed on the surface of liver Kupfer cells through an endocytic lysosomal degradation pathway.;
FUNCTION: Uncleaved haptoglogin, also known as zonulin, plays a role in intestinal permeability,
allowing intercellular tight junction disassembly, and controlling the equilibrium between tolerance and
immunity to non-self antigens.

FUNCTION: C3 plays a central role in the activation of the complement system. lts processing by C3

such as arthralgia and vasculitic rashes, lupus-like syndrome and
Macular ge-related, 9 (ARMD9) [MIM:611378]: A form of

g a eye disease and the most common cause of

irreversible vision loss in the developed world. In most patients, the disease is manifest as
isible yellowish of protein and lipid that lie beneath the

retinal pigment epithelium and within an el g structure known as Bruch
membrane. Hemolytic uremic syndrome atypical 5 (AHUSS) [MIM:612925]: An atypical form of
hemolytic uremic syndrome. It is a complex genetic disease characterized by microangiopathic
hemolytic anemia, thrombocytopenia, renal failure and absence of episodes of enterocolitis
and diarrhea. In contrast to typical hemolytic uremic syndrome, atypical forms have a poorer
prognosis, with higher death rates and frequent progression to end-stage renal disease.

lated macular

Myopathy, myofibrillar, 2 (MFM2) [MIM:608810]: A neuromuscular disorder that results in
weakness of the proximal and distal limb muscles, weakness of the neck, velopharynx and trunk
muscles, hypertrophic cardiomyopathy, and cataract in a subset of patients. Cataract 16,
multiple types (CTRCT16) [MIM:613763]: An opacification of the crystalline lens of the eye that
frequently results in visual impairment or blindness. Opacities vary in morphology, are often
confined to a portion of the lens, and may be static or progressive. In general, the more
posteriorly located and dense an opacity, the greater the impact on visual function. CTRCT16
includes posterior polar cataract, among others. Posterior polar cataract is a subcapsular
opacity, usually disk-shaped, located at the back of the lens. Myopathy, myofibrillar, fatal
infantile hypertonic, alpha-B crystallin-related (MFMFIH-CRYAB) [MIM:613869]: A muscular
dystrophy with onset in the first weeks of life after a normal neonatal period. Affected infants
show rapidly progressive muscular rigidity of the trunk and limbs associated with increasing
respiratory difficulty resulting in death before age 3 years. Cardiomyopathy, dilated 111 (CMD111)
[MIM:615184]: A disorder characterized by ventricular dilation and impaired systolic function,
resulting in congestive heart failure and arrhythmia. Patients are at risk of premature death.

Charcot-Marie-Tooth disease 2F (CMT2F) [MIM:606595]: A dominant axonal form of Charcot-
Marie-Tooth disease, a disorder of the peripheral nervous system, characterized by progressive
weakness and atrophy, initially of the peroneal muscles and later of the distal muscles of the
arms. Charcot-Marie-Tooth disease is classified in two main groups on the basis of

elec iologic properties and primary peripheral demyelinating
neuropathies (designated CMT1 when they are dominantly inherited) and primary peripheral
axonal neuropathies (CMT2). Neuropathies of the CMT2 group are characterized by signs of
axonal degeneration in the absence of obvious myelin alterations, normal o slightly reduced
nerve conduction velocities, and progressive distal muscle weakness and atrophy. Nerve
conduction velocities are normal or slightly reduced. Onset of Charcot-Marie-Tooth disease
type 2F is between 15 and 25 years with muscle weakness and atrophy usually beginning in feet
and legs (peroneal Upperlimbi occurs later. distal
hereditary motor, 2B (HMN2B) [MIM:608634]: A neuromuscular disorder. Distal hereditary
motor iies constitute a group of ular disorders caused by
selective degeneration of motor neurons in the anterior horn of the spinal cord, without
sensory deficit in the posterior horn. The overall clinical picture consists of a classical distal
muscular atrophy syndrome in the legs without clinical sensory loss. The disease starts with
weakness and wasting of distal muscles of the anterior tibial and peroneal compartments of the
legs. Later on, weakness and atrophy may expand to the proximal muscles of the lower limbs
and/or to the distal upper limbs.

is the central reaction in both classical and alternative complement pathways. After
activation C3b can bind covalently, via its reactive thioester, to cell surface carbohydrates or immune
aggregates.; FUNCTION: Derived from i ion of €3,C3a is
amediator of local inflammatory process. It induces the contraction of smooth muscle, increases
vascular permeability and causes histamine release from mast cells and basophilic leukocytes.;
FUNCTION: Acylation stimulating protein: adipogenic hormone that stimulates triglyceride (TG)
synthesis and glucose transport in adipocytes, regulating fat storage and playing a role in postprandial
TG clearance. Appears to stimulate TG synthesis via activation of the PLC, MAPK and AKT signaling
pathways. Ligand for C5AR2. Promotes the phosphorylation, ARRB2-mediated i ization and
recycling of C5AR2 (PubMed:8376604, PubMed:2909530, PubMed:9059512, PubMed: 10432298,
PubMed: 15833747, PubMed:16333141, PubMed:19615750).

FUNCTION: This receptor binds polymeric IgA and IgM at the basolateral surface of epithelial cells. The
complex is then transported across the cell to be secreted at the apical surface. During this process a
cleavage occurs that separates the extracellular (known as the secretory component) from the
transmembrane segment.

FUNCTION: May contribute to the transparency and refractive index of the lens. Has chaperone-like
activity, preventing ageregation of various proteins under a wide range of stress conditions.
FUNCTION: Can interact with DNA and histones and may scavenge nuclear material released from
damaged circulating cells. Mav also function as a calcium-dependent lectin.

FUNCTION: Regulatory subunit of the calcium-regulated non-ly | thiol-p

which catalyzes
limited proteolysis of substrates involved in and signal i

FUNCTION: Involved in stress resistance and actin organization.

FUNCTION: S100A8 s a calcium- and zinc-binding protein which plays a prominent role in the regulation
of inflammatory processes and immune response. It can induce neutrophil chemotaxis and adhesion.
Predominantly found as calprotectin (S100A8/A9) which has a wide plethora of intra- and extracellular
functions. The intracellular functions include: facilitating leukocyte arachidonic acid trafficking and

i ion of the tubul d during migration of phagocytes and
activation of the neutrophilic NADPH-oxidase. Activates NADPH-oxidase by facilitating the enzyme
complex assembly at the cell membrane, transferring arachidonic acid, an essential cofactor, to the
enzyme complex and S100A8 contributes to the enzyme assembly by directly binding to NCF2/P67PHOX.
The extracellular functions involve proinfammatory, antimicrobial, oxidant-scavenging and apoptosis-
inducing activities. Its proinflammatory activity includes recruitment of leukocytes, promotion of
cytokine and chemokine production, and regulation of leukocyte adhesion and migration. Acts as an
alarmin or a danger associated molecular pattern (DAMP) molecule and stimulates innate immune cells
via binding to pattern recognition receptors such as Toll-like receptor 4 (TLR4) and receptor for
advanced glycation endproducts (AGER). Binding to TLR4 and AGER activates the MAP-kinase and NF-
kappa-B signaling pathways resulting in the amplification of the proinflammatory cascade. Has
antimicrobial activity towards bacteria and fungi and exerts its antimicrobial activity probably via
chelation of Zn(2+) which is essential for microbial growth. Can induce cell death via autophagy and
apoptosis and this occurs through the cross-talk of mitochondria and lysosomes via reactive oxygen
species (ROS) and the process involves BNIP3. Can regulate neutrophil number and apoptosis by an anti-
apoptotic effect; regulates cell survival via ITGAM/ITGB and TLR4 and a signaling mechanism involving
MEK-ERK. Its role as an oxidant scavenger has a protective role in preventing exaggerated tissue
damage by scavenging oxidants. Can act as a potent amplifier of inflammation in autoimmunity as well
as in cancer development and tumor spread.

FUNCTION: S100A9 is a calcium- and zinc-binding protein which plays a prominent role in the regulation
of inflammatory processes and immune response. It can induce neutrophil chemotaxis, adhesion, can
increase the bactericidal activity of neutrophils by promoting phagocytosis via activation of SYK,
PI3K/AKT, and ERK1/2 and can induce s by a MAPK
Predominantly found as calprotectin (S100A8/A9) which has a wide plethora of intra- and extracellular
functions. The intracellular functions include: facilitating leukocyte arachidonic acid trafficking and

of the tubul during migration of phagocytes and
activation of the neutrophilic NADPH-oxidase. Activates NADPH-oxidase by facilitating the enzyme
complex assembly at the cell membrane, transferring arachidonic acid, an essential cofactor, to the
enzyme complex and S100A8 contributes to the enzyme assembly by directly binding to NCF2/P67PHOX.
The functions involve y, antimicrobial, oxidant-scavenging and apoptosis-
inducing activities. Its proinflammatory activity includes recruitment of leukocytes, promotion of
cytokine and chemokine production, and regulation of leukocyte adhesion and migration. Acts as an
alarmin or a danger associated molecular pattern (DAMP) molecule and stimulates innate immune cells
via binding to pattern recognition receptors such as Toll-ike receptor 4 (TLR4) and receptor for
advanced glycation endproducts (AGER). Binding to TLR4 and AGER activates the MAP-kinase and NF-
kappa-B signaling pathways resulting in the amplification of the proinflammatory cascade. Has
antimicrobial activity towards bacteria and fungi and exerts its antimicrobial activity probably via
chelation of Zn(2+) which is essential for microbial growth. Can induce cell death via autophagy and
apoptosis and this occurs through the cross-talk of mitochondria and lysosomes via reactive oxygen
species (ROS) and the process involves BNIP3. Can regulate neutrophil number and apoptosis by an anti-
apoptotic effect; regulates cell survival via ITGAM/ITGB and TLR4 and a signaling mechanism involving
MEK-ERK. ts role as an oxidant scavenger has a protective role in preventing exaggerated tissue
damage by scavenging oxidants. Can act as a potent amplifier of inflammation in autoimmunity as well
as in cancer development and tumor spread.
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P32119
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Protein S100-A6;5100A6;0rtholog

Heat shock 70 kDa protein 1A/18;HSPA1A

Collagen alpha-2(I) chain;COL1A2;0rtholo

Heat shock cognate 71 kDa protein;HSPA¢

Collagen alpha-1(V1) chain;COL6A1;orthol

Collagen alpha-2(VI1) chain;COL6A2;orthol
Translationally-controlled tumor protein;”

CDS9 glycoprotein;CD59;0rtholog
Cysteine and glycine-rich protein 1;CSRP1

Zinc-alpha-2-glvcoprotein;AZGP1;ortholog
Protein $100-A4;5100A4;ortholog

Protein $100-A7;S100A7;ortholog

Protein $100-A11;5100A11;0rtholog

Peroxiredoxin-2;PRDX2;0rtholog

Serine/threonine-protein phosphatase PP

Protein $100-A10;S100A10;0rtholog

Beta-2-microglobulin;B2M;ortholog

Peptidvl-prolvl cis-trans isomerase A:PPIA

Glutathione S-transferase omega-1:GSTO

DNA-dependent protein kinase catalytic s

Peroxiredoxin-1;PRDX1;o0rtholog

Interleukin enhancer-binding factor 2;ILF2

o+o o o

by hyperextensible skin, atrophic cutaneous scars due to tissue fragility and joint hyperlaxity.
Marked by bilateral congenital hip dislocation, hyperlaxity of the joints, and recurrent partial
dislocations. Osteogenesis imperfecta 1 (011) [MIM:166200]: An autosomal dominant form of
osteogenesis imperfecta, a connective tissue disorder characterized by low bone mass, bone
fragility and susceptibility to fractures after minimal trauma. Disease severity ranges from very
mild forms without fractures to intrauterine fractures and perinatal lethality. Extraskeletal
manifestations, which affect a variable number of patients, are dentinogenesis imperfecta,
hearing loss, and blue sclerae. OI1 is a non-deforming form with normal height or mild short
stature, and no dentinogenesis imperfecta. Osteogenesis imperfecta 2 (012) [MIM:166210]: An
autosomal dominant form of osteogenesis imperfecta, a connective tissue disorder
characterized by low bone mass, bone fragility and susceptibility to fractures after minimal
trauma. Disease severity ranges from very mild forms without fractures to intrauterine fractures
and perinatal lethality. Extraskeletal manifestations, which affect a variable number of patients,
are dentinogenesis imperfecta, hearing loss, and blue sclerae. 012 is characterized by bone
fragility, with many perinatal fractures, severe bowing of long bones, undermineralization, and
death in the perinatal period due to respiratory insufficiency. Ehlers-Danlos syndrome,
autosomal recessive, cardiac valvular form (EDSCV) [MIM:225320]: A connective tissue disorder
characterized by hyperextensible skin, atrophic cutaneous scars due to tissue fragility and joint
hyperlaxity. In addition to joint laxity, skin hyperextensibility and friability, and abnormal scar
formation, patients have mitral valve prolapse and insufficiency, mitral regurgitation, and aortic
insufficiency. Osteogenesis imperfecta 3 (O13) [MIM:259420]: An autosomal dominant form of
osteogenesis imperfecta, a connective tissue disorder characterized by low bone mass, bone
fragility and susceptibility to fractures after minimal trauma. Disease severity ranges from very
mild forms without fractures to intrauterine fractures and perinatal lethality. Extraskeletal
manifestations, which affect a variable number of patients, are dentinogenesis imperfecta,
hearing loss, and blue sclerae. OI3 is characterized by progressively deforming bones, very short
stature, a triangular face, severe scoliosis, gravish sclera and dentinogenesis imperfecta.

Bethlem myopathy (BM) [MIM:158810]: A benign autosomal dominant proximal myopathy
characterized by early childhood onset and joint contractures most frequently affecting the
elbows and ankles. Ullrich congenital muscular dystrophy (UCMD) [MIM:254090]: UCMD is a
congenital myopathy characterized by muscle weakness and multiple joint contractures,
generally noted at birth or early infancy. The clinical course is more severe than in Bethlem
mvopathy.

Bethlem myopathy (BM) [MIM:158810]: A benign autosomal dominant proximal myopathy
characterized by early childhood onset and joint contractures most frequently affecting the
elbows and ankles. Ullrich congenital muscular dystrophy (UCMD) [MIM:254090]: UCMD is a
congenital myopathy characterized by muscle weakness and multiple joint contractures,
generally noted at birth or early infancy. The clinical course is more severe than in Bethlem
myopathy. Myosclerosis autosomal recessive (MYOSAR) [MIM:255600]: A condition
characterized by chronic inflammation of skeletal muscle with hyperplasia of the interstitial
connective tissue. The clinical picture includes slender muscles with firm 'woody' consistency
and restriction of movement of many joints because of muscle contractures.

Hemolytic anemia, CD59-mediated, with or without polyneuropathy (HACDS9) [MIM:612300]:
An autosomal recessive disorder characterized by infantile onset of chronic hemolysis and a

lapsing-remitting often by infection, and manifested as
hvpotonia, limb muscle weakness, and hyporeflexia.

Hypercatabolic hypoproteinemia (HYCATHYP) [MIM:241600]: Affected individuals show marked
reduction in serum concentrations of immunoglobulin and albumin, probably due to rapid
degradation.

ANEXO B

FUNCTION: May function as calcium sensor and modulator, contributing to cellular calcium signaling.
May function by interacting with other proteins, such as TPR-containing proteins, and indirectly play a
role in many physiological processes such as the reorganization of the actin cytoskeleton and in cell
motility. Binds 2 calcium ions. Calcium binding is cooperative.

FUNCTION: In cooperation with other chaperones, Hsp70s stabilize preexistent proteins against
aggregation and mediate the folding of newly translated polypeptides in the cytosol as well as within
organelles. These chaperones participate i all these processes through their ability to recognize
nonnative conformations of other proteins. They bind extended peptide segments with a net
hydrophobic character exposed by ides during fon and ion, or
following stress-induced damage. In case of rotavirus A infection, serves as a post-attachment receptor
for the virus to facilitate entry into the cell.

FUNCTION: Type | collagen is a member of group | collagen (fibrillar forming collagen).

FUNCTION: Acts as a repressor of transcriptional activation. Inhibits the transcriptional coactivator
activity of CITED1 on Smad-mediated transcription. Chaperone. Component of the PRP19-CDC5L
complex that forms an integral part of the spliceosome and s required for activating pre-mRNA splicing.
May have a scaffolding role in the spliceosome assembly as it contacts all other components of the
core complex. Binds bacterial lipopolysaccharide (LPS) et mediates LPS-induced inflammatory response,
including TNF secretion by monocytes.

FUNCTION: Collagen VI acts as a cell-binding protein.

FUNCTION: Collagen VI acts as a cell-binding protein.
FUNCTION: Involved in calcium binding and microtubule stabilization.

FUNCTION: Potent inhibitor of the complement membrane attack complex (MAC) action. Acts by
binding to the C8 and/or C9 complements of the assembling MAC, thereby preventing incorporation of
the multiple copies of C9 required for complete formation of the osmolytic pore. This inhibitor appears
to be species-specific. Involved in signal transduction for T-cell activation complexed to a protein
tyrosine kinase.; FUNCTION: The soluble form from urine retains its specific complement binding
activity, but exhibits greatly reduced ability to inhibit MAC assembly on cell membranes.

FUNCTION: Could play a role in neuronal development.

FUNCTION: Stimulates lipid degradation in adipocytes and causes the extensive fat losses associated
with some advanced cancers. May bind polvunsaturated fatty acids.

FUNCTION: Facilitates the differentiation and the cornification of keratinocytes.

FUNCTION: Involved in redox regulation of the cell. Reduces peroxides with reducing equivalents
provided through the thioredoxin system. It is not able to receive electrons from glutaredoxin. May play
animportant role in eliminating peroxides generated during metabolism. Might participate in the
signaling cascades of growth factors and tumor necrosis factor-alpha by regulating the intracellular
concentrations of H(2)0(2).

FUNCTION: Protein phosphatase that associates with over 200 regulatory proteins to form highly
specific holoenzymes which dephosphorylate hundreds of biological targets. Protein phosphatase 1
(PP1) is essential for cell division, and participates in the regulation of glycogen metabolism, muscle
contractility and protein synthesis. Dephosphorylates RPS6KBL1. Involved in regulation of ionic
conductances and long-term synaptic plasticity. May play an important role in dephosphorylating
substrates such as the d ated Ca(2+)/ in dependent protein kinase II.
Component of the PTW/PP1 phosphatase complex, which plays a role in the control of chromatin
structure and cell cycle progression during the transition from mitosis into interphase.

FUNCTION: Because S100A10 induces the dimerization of ANXA2/p36, it may function as a regulator of
protein phosphorylation in that the ANXA2 monomer is the preferred target (in vitro) of tyrosine-
specific kinase.

FUNCTION: Component of the class | major histocompatibility complex (MHC). Involved in the
presentation of peptide antigens to the immune system.

FUNCTION: PPlases accelerate the folding of proteins. It catalyzes the cis-trans isomerization of proline
imidic peptide bonds in oligopentides.

FUNCTION: Exhibits thiol and reductase
activities. Has S-(phenacyl)glutathione reductase activity. Has also glutathione S-transferase activity.
Participates in the biotransformation of inorganic arsenic and reduces monomethylarsonic acid (MMA)
and dimethylarsonic acid.

FUNCTION: Serine/threonine-protein kinase that acts as a molecular sensor for DNA damage. Involved
in DNA nonhomologous end joining (NHEJ) required for double-strand break (DSB) repair and V(D))
recombination. Must be bound to DNA to express its catalytic properties. Promotes processing of
hairpin DNA structures in V(D)) recombination by activation of the hairpin endonuclease artemis
(DCLRELC). The assembly of the DNA-PK complex at DNA ends is also required for the NHEJ ligation
step. Required to protect and align broken ends of DNA. May also act as a scaffold protein to aid the
localization of DNA repair proteins to the site of damage. Found at the ends of chromosomes,
suggesting a further role in the maintenance of telomeric stability and the prevention of chromosomal
end fusion. Also involved in modulation of transcription. Recognizes the substrate consensus sequence
[STI-Q. Phosphorylates 'Ser-139' of histone variant H2AX/H2AFX, thereby regulating DNA damage
response mechanism. Phosphorylates DCLRE1C, c-Abl/ABL1, histone H1, HSPCA, c-jun/JUN, pS3/TPS3,
PARP1, POU2F1, DHX9, SRF, XRCC1, XRCC1, XRCC4, XRCCS, XRCC6, WRN, MYC and RFA2. Can
phosphorylate C1D not only in the presence of linear DNA but also in the presence of supercoiled DNA.
Ability to phosphorylate pS3/TP53 in the presence of supercoiled DNA is dependent on C1D.

FUNCTION: Involved in redox regulation of the cell. Reduces peroxides with reducing equivalents
provided through the thioredoxin system but not from glutaredoxin. May play an important role in
eliminating peroxides generated during metabolism. Might participate in the signaling cascades of
growth factors and tumor necrosis factor-alpha by regulating the intracellular concentrations of
H(2)0(2). Reduces an intramolecular disulfide bond in GDPDS that gates the ability to GDPDS to drive
postmitotic motor neuron differentiation (By similarity).

FUNCTION: Appears to function predominantly as a heterodimeric complex with ILF3. This complex
may regulate transcription of the IL2 gene during T-cell activation. It can also promote the formation of
stable DNA-dependent protein kinase holoenzyme complexes on DNA. Essential for the efficient
reshuttling of ILF3 (isoform 1 and isoform 2) into the nucleus.
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FUNCTION: May be considered as a candidate tumor suppressor gene for brain, lung, esophageal,
gastric, and colorectal cancers. May play roles in mucosal defense system, cellular immune defense and
epithelial differentiation. May play a role as an opsonin receptor for SFTPD and SPAR in macrophage
tissues throughout the body, including epithelial cells lining the gastrointestinal tract. May play a role in
liver regeneration. May be an important factor in fate decision and differentiation of transit-amplifying
ductular (oval) cells within the hepatic lineage. Required for terminal differentiation of columnar

o epithelial cells during early embryogenesis. May function as a binding protein in saliva for the regulation
of taste sensation. Binds to HIV-1 envelope protein and has been shown to both inhibit and facilitate
viral transmission. Displays a broad calcium-dependent binding spectrum against both Gram-positive
and Gram-negative bacteria, suggesting a role in defense against bacterial pathogens. Binds to a range
of poly-sulfated and poly-phosphorylated ligands which may explain its broad bacterial-binding

Glioma (GLM) [MIM:137800]: Gliomas are benign or malignant central nervous system specificity. Inhibits cytoinvasion of S.enterica. Associates with the actin cytoskeleton and is involved in
neoplasms derived from glial cells. They comprise and gli i its ing during regulated exocytosis. Interacts with pancreatic zymogens in a pH-dependent
that are derived from astrocytes, oli iomas derived from oli and manner and may act as a Golgi cargo receptor in the regulated secretory pathway of the pancreatic

QsuGMm3 Deleted in malignant brain tumors 1 prote derived from acinar cell.



ANEXO C

Sindrome de Sjogren, potencial valor de diagndstico salivar - Case-Report
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tAmenican-European Consensus Groups, mas o diagnostico definifivo nem semgpre é facl, sobretudo no que respeita a0s exames funcionais.
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RESULTADOS
0 DIAGNOSTICO FINAL FOI SINDROME DE SJOGREN PRIMARIO

Fig. 1 Lingua despapilada, seca; biopsia das glandulas salivares
minor do labio inferior.

Fig. 2 Abngmento arbcular das m30s e pes. ook
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mesmo aos clinicos mais experientes outros diagnosticos que deverao ser excluidos. Apesar de nao se questionar a
fiabilidade de todos os exames e meios de diagnostico de SSp, os autores sugerem a inclusao de um outro meio
complementar de diagnostico, menos invasivo e a realizar numa fase precoce da doenga, baseado na identificagao
de biomarcadores salivares.
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ANEXO D

Sindrome de Sjogren: da dmica, a protedmica até ao diagndéstico salivar

SINDROME DE SJOGREN: DA OMICA, A PROTEOMICA

ATE AO DIAGNOSTICO SALIVAR Bl ]
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RESULTADDS
() presente trabalho permifiv ienfificar um total de 440 proteinas na saliva
de pacientes com 55 sendo que 397 foram identificadas exclusivaments
em amostras das glindulas minoe, 2 apenas em amostras das glandulas

pz-l'utldat_: e 21 na saliva tofal mas que ndo apareceram em amostras das

Da andlise funcional verficou-s& que as prolenas salvares de 55 particpam em dVersos processos
biiagicos alterados em relagan 3o proleoma orl de uma pessoa sawdavel dos quals se destacam o
[PPOCESSD iMUNE, 3 Spopiose, 3 A1es30 CelUlEr B & U0,

CONCLUSOES

Exte ectuds permitiu compilar & caractesizar sumarizments o proteoma salvar do 55, wmando-o disponivel 2 inda 2 comunidade cietifica que s dedica
a0 estudo desta patologia. Tendo em conta 2 mportancia dos dados de quaniificapio de proteinas alterados em 55, sugere—se o desenio de estrairgios
leboratorias que permitam ess2 quantificagao. Pretende-se que este irabalho de investigagEo contriben para 0/ 2vangs na compreens3o dos mesanismos
MMHm&ﬁenim¢pﬁﬁm&mmw&tﬂmpﬁme
Garacterizar sumaraments a5 profeinas de maior interesse s 55, 2ssim como identificar quais os processos biskigicos mais relevanies em que estao
sartor: nadiapriscilacmastinsggmall com
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