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REsSuUmMO

GARRETO, Lais. Avaliagdo da atividade proteolitica salivar de
paciente com Sindrome de Sjogren. 2017. Trabalho de Conclusao
de Curso (Graduagdo em Odontologia) — Departamento de
Odontologia da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade
de Brasilia.

A Sindrome de Sjogren (SS) é uma doencga sistémica autoimune,
com inflamacgao crénica de glandulas exdcrinas, principalmente as
salivares e lacrimais. Diversos trabalhos tém relatado a saliva
como um meio potencial de diagndstico de varias doengas, pois a
identificagdo de biomarcadores salivares permitiria o diagndstico
de patologias. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade
enzimatica de proteases na saliva de pacientes com diagndstico
de Sindrome de Sjogren (SS) e de pacientes saudaveis, com
intuito de identificar possiveis marcadores bioldgicos para SS.
Para esse propoésito, foram analisadas amostras de saliva total de
40 individuos, em estudo de caso controle. A saliva total
estimulada foi coletada em jejum e, apos centrifugada a 10.000
rpm, por 10 minutos, foi armazenada a -80°C. As proteinas totais
foram quantificadas. Para a caracterizacdo da atividade
proteolitica, as amostras foram testadas com substratos sintéticos
e inibidores de proteases, em espectrofotdmetro, e testadas por
zimografia na presenga de inibidores. A protedlise do substrato
Gly-Pro-AMC e sua inibigdo pelo AEBSF indica que essa enzima
pertence a familia de serino-proteases, possivelmente uma DPP-
4. Em zimografia, as bandas de atividade inibidas pelo EDTA
indicam que a atividade proteolitica pertence a familia de
metaloproteases (MMP), possivelmente MMP-2 e MMP-9. Os
resultados obtidos sugerem que a atividade proteolitica salivar
difere entre os grupos avaliados. Estudos mais aprofundados
serdo necessarios, a fim de melhor compreender o papel das
proteases estudadas na patogénese da SS.
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ABSTRACT

GARRETO, Lais. Evaluation of salivary proteolitic activity of patient
with Sjogren’s Syndrome. 2017. Undergraduate Course Final
Monograph (Undergraduate Course in Dentistry) — Department of
Dentistry, School of Health Sciences, University of Brasilia.

Sjégren’s Syndrome is an autoimmune disease with chronicle
inflammation of the exocrine glands, mainly the salivary and
lacrimal. Several authors have suggested saliva as a potential tool
for diagnosing pathological conditions by the identification of
salivary biomarkers. The aim of the present study was to evaluate
the enzymatic activity of protease in the saliva of patients
diagnosed with Sjogren Syndrome (SS) and healthy patients, in
order to identify potential biological markers for SS. For this
purpose, whole saliva samples from 40 individuals were analyzed.
The stimulated whole saliva was collected under fasting conditions
and centrifuged to 10.000 rpm for 10 minutes. All samples were
stored at -80°C. The total proteins were quantified. To characterize
the proteolytic activity, the samples were tested with synthetic
substrates and protease inhibitors, in spectrophotometer, and
tested by zymography in the presence of inhibitors. The proteolysis
of the substrate Gly-Pro-AMC and its inhibition by AEBSF
suggested that the enzyme belongs to the serine-protease’s family,
probably DPP-4. In zymography assays, the activity bands
inhibited by EDTA indicated that the proteolytic activity belongs to
the metalloprotease’s (MMP) family, probably MMP-2 and MMP-9.
The results obtained suggest that the salivary proteolytic activity
differs between the assessed groups. Further studies are
necessary, in order to better understand the role of the studied
proteases in pathogenesis of the SS.



14



15

SUMARIO

Artigo CientifiCo ..o 17
Folha de TiUIO ......cueeiiiiiiiieee e 19
RESUMIO ... 20
ADSEIFACE ... 22
LoV { oo [T o*= o RS 25
ODJELIVO e 28
Materiais € Métodos .........uueiiiiiiiiiiiiiii e 28
ReSUAdOS ... 32
DiSCUSSA0 ...ttt 41
CONCIUSEOD ... 45
ReferéncCias ......cccooeeiiiiieeee e 47
ANEXOS . 52
Anexo | - Normas da Revista ..........cccooiiiiiiiii 52
Anexo |l - Aprovacdo do Comité de Etica ........c..ccceeveveeenn... 57
Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido...... 58



16



17

ARTIGO CIENTIFICO

Este trabalho de Conclusdo de Curso é baseado no artigo
cientifico:

GARRETO, Lais; BASTOS, Izabela MD; ACEVEDO, Ana
Carolina. Evaluation of salivary proteolitic activity of patient with
Sjoégren’s Syndrome.

Apresentado sob as normas de publicagdo do Journal of Dental
Reaserch



18



19

FoLHA DE TiTULO

Avaliagao da atividade proteolitica salivar de paciente com
Sindrome de Sjogren

Evaluation of salivary proteolitic activity of patient with Sjégren’s
Syndrome

Lais Garreto Alves de Almeida Chagas’
Ana Carolina Acevedo Poppe?
Izabela Marques Dourado Bastos®

' Aluna de Graduagdo em Odontologia da Universidade de
Brasilia.

2 Professora Adjunta de Biopatologia da Universidade de Brasilia.
® Professora Adjunta de Microbiologia da Universidade de Brasilia.

Correspondéncia: Profa. Dra. Ana Carolina Acevedo Poppe
Campus Universitario Darcy Ribeiro - UnB - Faculdade de
Ciéncias da Saude - Departamento de Odontologia - 70910-900 -
Asa Norte - Brasilia - DF

E-mail: acevpoppe@gmail.com / Telefone: (61) 3107-1977



20

REsSUMO

Avaliagao da atividade proteolitica salivar de paciente com
Sindrome de Sjogren

Resumo

A Sindrome de Sjogren (SS) é uma doenca sistémica autoimune,
com inflamacéo cronica de glandulas exdcrinas, principalmente as
salivares e lacrimais. Diversos trabalhos tém relatado a saliva
como um meio potencial de diagndéstico de varias doengas, pois a
identificagdo de biomarcadores salivares permitiria o diagnédstico
de patologias. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade
enzimatica de proteases na saliva de pacientes com diagndstico
de Sindrome de Sjogren (SS) e de pacientes saudaveis, com
intuito de identificar possiveis marcadores bioldgicos para SS.
Para esse proposito, foram analisadas amostras de saliva total de
40 individuos, em estudo de caso controle. A saliva total
estimulada foi coletada em jejum e, apds centrifugada a 10.000
rpm, por 10 minutos, foi armazenada a -80°C. As proteinas totais
foram quantificadas. Para a caracterizacdo da atividade
proteolitica, as amostras foram testadas com substratos sintéticos
e inibidores de proteases, em espectrofotdbmetro, e testadas por
zimografia na presenca de inibidores. A protedlise do substrato
Gly-Pro-AMC e sua inibicao pelo AEBSF indica que essa enzima
pertence a familia de serino-proteases, possivelmente uma DPP-
4. Em zimografia, as bandas de atividade inibidas pelo EDTA
indicam que a atividade proteolitica pertence a familia de
metaloproteases (MMP), possivelmente MMP-2 e MMP-9. Os
resultados obtidos sugerem que a atividade proteolitica salivar
difere entre os grupos avaliados. Estudos mais aprofundados
serdo necessarios, a fim de melhor compreender o papel das
proteases estudadas na patogénese da SS.
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ABSTRACT

Evaluation of salivary proteolitic activity of patient with Sjoégren’s
Syndrome

Abstract

Sjoégren’s Syndrome is an autoimmune disease with chronicle
inflammation of the exocrine glands, mainly the salivary and
lacrimal. Several authors have suggested saliva as a potential tool
for diagnosing pathological conditions by the identification of
salivary biomarkers. The aim of the present study was to evaluate
the enzymatic activity of protease in the saliva of patients
diagnosed with Sjogren Syndrome (SS) and healthy patients, in
order to identify potential biological markers for SS. For this
purpose, whole saliva samples from 40 individuals were analyzed.
The stimulated whole saliva was collected under fasting conditions
and centrifuged to 10.000 rpm for 10 minutes. All samples were
stored at -80°C. The total proteins were quantified. To characterize
the proteolytic activity, the samples were tested with synthetic
substrates and protease inhibitors, in spectrophotometer, and
tested by zymography in the presence of inhibitors. The proteolysis
of the substrate Gly-Pro-AMC and its inhibition by AEBSF
suggested that the enzyme belongs to the serine-protease’s family,
probably DPP-4. In zymography assays, the activity bands
inhibited by EDTA indicated that the proteolytic activity belongs to
the metalloprotease’s (MMP) family, probably MMP-2 and MMP-9.
The results obtained suggest that the salivary proteolytic activity
differs between the assessed groups. Further studies are
necessary, in order to better understand the role of the studied
proteases in pathogenesis of the SS.
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INTRODUCAO

A Sindrome de Sjoégren (SS) é uma doenga sistémica
autoimune, com inflamagao cronica de glandulas exdécrinas,
principalmente as salivares e lacrimais (Brito-Zéron et al. 2016).
O principal sintoma é o ressecamento das mucosas oral e ocular,
devido a diminuicdo de secregbes glandulares exdcrinas. As
manifestagdes bucais sdo hipossalivagdo, xerostomia, ardéncia
bucal, aumento do risco de lesdes de carie cervical e erosao
dental, candidiase oral, queilite angular, lingua fissurada e
reducdo de papilas gustativas. Além disso, a SS pode se
manifestar nos sistemas nervoso periférico, cardiovascular,
respiratério, digestorio, excretor e tegumentar (Brito-Zéron et al.
2016; Bolstad et al. 2016).

Acredita-se que a etiologia da doenca envolve fatores
ambientais, tendo como gatilho as infec¢des virais, e fatores de
susceptibilidade genética, relativamente pouco explorados.
Consideradas um possivel gatilho para patogénese da SS, estas
infecgdes virais podem ocorrer, por exemplo, por meio de virus
Herpes Humano 6, Epstein-Barr e Citomegalovirus (Bolstad et al,
2016). Com ocorréncia de aproximadamente 0,5% da populagéo
geral (Barone et al., 2016), a SS é, dentre as desordens
autoimunes, uma das mais prevalentes. As mulheres séao
predominantemente mais acometidas pela SS, representando
90% dos pacientes, na faixa etaria entre a quarta e a sexta década
de vida (Gonzalez et al. 2013).

Os pacientes que possuem apenas a desordem
autoimune da SS sdo acometidos pela SS primaria (SSp). Se
concomitantemente a SS houver outras condicdes autoimunes,
como artrite reumatoide e lupus eritematoso sistémico, classifica-
se como SS secundaria. Aproximadamente 5% dos pacientes com
SSp desenvolvem linfoma, com alto risco de mortalidade (Bolstad
et al. 2016; Barone et al. 2016). O diagndstico de pacientes com
SS se da pela confirmagdo de testes histopatoldgicos de
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glandulas salivares menores. Ademais, a ultrassonografia de
glandula salivar tem sido um instrumento promissor para detecgéo
de anormalidades em SSp, bem como a identificacdo de
biomarcadores protedbmicos em saliva total (Bolstad et al. 2016;
Fox 2016).

A saliva total é composta pela secrecdo de glandulas
salivares maiores e menores, pelo fluido crevicular, por células
descamadas da mucosa, por bactérias e seus metabdlitos, sendo
capaz de manter a saude e a homeostase do ecossistema bucal
(Katisiougiannis et al. 2016; Zhang et al. 2016). Devido sua
composigdo organica, representada por proteinas, enzimas,
aminoacidos, imunoglobulinas e hormobnios, e inorganica, por
ions, a saliva reflete perfis metabdlicos do individuo. Sendo assim,
a saliva tem sido usada como um meio diagndstico e como
monitoramento de tratamento de doencas bucais e sistémicas,
autoimunes e de imunodeficiéncia, como doenga periodontal,
cancer, SS e HIV (Katisiougiannis et al. 2016; Khurshid et al.
2016; Mal, 2016; Guerra et al. 2015; Porto-Mascarenhas et al.
2017).

O diagnostico salivar € um método n&o-invasivo, seguro,
de facil coleta e baixo custo. Além disso, a amostra ndo sofre
coagulagao, como ocorre com o sangue (Khurshid et al. 2016).
Por ser um método ndo-invasivo, reduz a ansiedade e o
desconforto do paciente, permitindo um monitoramento
longitudinal mais efetivo (Katisiougiannis et al. 2016; Zhang et al.
2016).

As proteinas expressas na saliva podem ser potenciais
biomarcadores, capazes de identificar condigdes de normalidade
ou patogenicidade (Katisiougiannis et al. 2016). Uma forma de
identificar provaveis marcadores biolégicos moleculares é pela
avaliacdo da atividade proteolitica salivar. As proteases ou
enzimas proteoliticas hidrolisam liga¢des peptidicas, e podem ser
exopeptidases, que sdo capazes de clivar aminoacidos nas
posi¢cdes terminais de uma proteina, ou endopeptidases, que
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hidrolisam liga¢des peptidicas internas de uma proteina. A maioria
das proteases sao altamente especificas e podem processar uma
quantia restrita de substratos, com sequéncia definida de
aminoacidos (Barrett e McDonald 1986). Sendo assim, para que
essas enzimas sejam adequadamente caracterizadas, é
necessario que sejam testados ndo somente substratos, mas
inibidores enzimaticos (Bastos et al. 2013).

Metaloproteases de matriz extracelular (MMP) s&o
endopeptidases dependentes de cations divalentes, como calcio,
zinco e magnésio, geralmente envolvidas em processos
fisiologicos tissulares de desenvolvimento e reparo. No entanto, o
aumento delas estd envolvido em processos inflamatoérios e
patoldgicos (Rathnayake et al. 2017). Podem ser classificadas por
sua estrutura e pelo substrato especifico que hidrolisam, sendo:
colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, entre
outras (Maciejczyk et al. 2016).

A dipeptidil peptidase 4 (DPP-4) é uma exopeptidase da
familia prolil oligopeptidase, pertencente a classe de serino-
proteases, que cliva aminoacidos prolina ou alanina na
extremidade N-terminal de uma cadeia peptidica, a qual tem
sido potencial no tratamento de desordens neuroldgicas,
hormonais e metabdlicas, como Alzheimer, depressao, presséo
sanguinea anormal e diabetes tipo Il (Bastos et al, 2013; Harstad
et al. 2013; Libério et al. 2014).

Tém sido relatados na literatura estudos que relacionam a
atividade das proteases em doengas autoimunes por meio da
analise sérica, como lupus eritematoso sistémico e esclerose
sistémica (Liu et al. 2005; Carlsson et al. 2011). No entanto,
escassos trabalhos tém avaliado a atividade de proteases na
saliva, a excegao dos estudos que avaliam as metaloproteases
(Maciejczyk et al. 2016). No presente momento, n&do foram
encontrados estudos relacionados a atividade proteolitica na
saliva de individuos em patologias sistémicas que comprometam
o fluxo salivar, como a SS.
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OBJETIVO

Com o intuito de identificar possiveis marcadores bioldgicos para
SS, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade
enzimatica de proteases na saliva de individuos com diagndstico
de Sindrome de Sjoégren (SS) e de individuos nao acometidos por
SS.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no ambito da tese de
doutorado no Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias da
Saude, na Universidade de Brasilia, pela aluna Flavia Marques
Borba Modesto.

A avaliagdo dos participantes do estudo para amostra
populacional e a coleta da saliva foram realizadas dentro deste
projeto, aprovado no comité de ética CEP/FS, 073/11 (Anexo 2).
Todos os individuos participantes do estudo assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3).

AMOSTRA POPULACIONAL:

Trata-se de um estudo de caso controle, no qual houve uma
comparacgéo da atividade proteolitica salivar entre individuos na
faixa etaria de 25 a 82 anos. Foram avaliadas amostras de saliva
estimulada de 40 individuos, sendo 20 diagnosticados com SS
pelo Servigo de Reumatologia do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB) conforme critério de diagnéstico Americano-Europeu para
classificacao de SS (Vitali et al. 2002) e 20 nao acometidos por
SS. De cada grupo, 19 sdo mulheres e 1 é homem. No grupo de
individuos com SS, ha 10 com SS primaria e 10 com SS
secundaria. Foram excluidos os individuos com doencas
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sistémicas ou com fatores que pudessem interferir nos resultados
deste estudo, tais como: portadores de HIV, HCV, HVB ou HTLV-
1; diabéticos; tabagistas, pacientes com linfoma, previamente
diagnosticados, pacientes com sarcoidose, histéria de tratamento
radioterapico de cabega e pescogo e uso de medicagéo
anticolinérgica.

COLETA DA SALIVA:

A saliva total estimulada ¢é o fluido salivar total coletado por meio
do estimulo mastigatério de goma de mascar sem sabor as
glandulas salivares. A saliva total estimulada foi coletada em
jejum, entre 7 e 10 horas da manha, com intuito de atenuar a
influéncia do ritmo circadiano. Os individuos foram instruidos a
realizar a higiene bucal uma hora antes do exame. Apds a coleta,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos e
armazenadas a -80°C no Laboratério de Histopatologia Bucal, FS-
UnB.

TESTES DE ANALISE ENZIMATICA NA SALIVA:

Os testes de analise enzimatica foram realizados no Laboratério
de Interagdo Patdégeno-Hospedeiro (LIPH), [B-UnB, sob
orientagao da Prof. Dra. Izabela Marques Dourado Bastos.

As proteinas totais da saliva foram quantificadas por meio de
fluorometria no equipamento Qubit. Para ajuste da quantificagéo
salivar, as amostras foram carregadas em SDS PAGE a 10% e
coradas em prata, a fim de visualizar o perfil eletroforético de
concentragdes mais baixas de proteina, ja que a técnica confere
maior sensibilidade quando comparada a técnica de coloragao por
Coomasie Blue. As amostras foram fervidas por 5 minutos e
tratadas com tampao de amostra, os quais contém DTT e f-
mercapto.
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Foram avaliadas as amostras de saliva estimulada dos individuos
nao acometidos e acometidos por SS em atividade proteolitica da
saliva contra peptideos fluorogénicos. A atividade enzimatica da
DPP IV presente foi medida por meio da liberagéo do 7-amino-4-
metilcoumarin (AMC) pela hidrélise do substrato Gly-Pro-AMC
(glicina-prolina-4-aminometilcumarina) durante 20 minutos
(Santana et al. 1997). O AMC liberado foi medido no
espectrofluorimetro SpectraMax M5 ROM v3.0.22, a excitagéo de
380nm e emissdo de 460nm em microplaca de 96 pogos, em
FU/min. Todas as reacbes enzimaticas foram realizadas em
tampéo de atividade (HEPES 25mM, pH 7,5) na presenca de
10uM de substrato em 100uL de volume final. Todos os
experimentos foram realizados em ftriplicata. Para inibicdo
proteolitica especifica do GP, foram testados os inibidores
AEBSF, E-64, EDTA, Leupeptina, Pepstatina A, TLCK e TPCK,
realizados em duplicata, como observado na Tabela 1.

Inibidores Concentragéao Proteases inibidas
final
AEBSF TmM Serino-proteases
E-64 100uM Cisteino proteases
EDTA 2mM Metaloproteases
Serino-proteases
Leupeptina 100uM Cisteino proteases
Threonino-proteases
Pepstatina A 100uM Acido aspartico
TLCK 100uM S'erirllo-proteases
Cisteino proteases
TPCK 100uM Serino-proteases

Cisteino proteases
Tabela 1 — Inibidores de proteases, suas concentrac¢des finais em ensaios
fluorimétricos e em zimografia, e as classes de proteases inibidas.
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A zimografia, técnica de eletroforese na qual observa-se atividade
proteolitica em gel de gelatina, foi carregada com amostras de
saliva estimulada com 500ng de proteinas em SDS PAGE 8%,
copolimerizado com gelatina 0,1% (w/v). As amostras foram
tratadas com tampao de amostra sem DTT e sem p-mercapto,
para aplicagdo nos pogos do gel. Para que se pudessem ser
visualizadas as bandas de atividade, os géis foram submetidos a
duas lavagens com Tris-HCI 100mM pH7,5 e Triton 2,5% (v/v),
sendo cada uma por 30 minutos, e incubadas a 37°C overnight.
Em seguida, os géis foram corados com solugdo fixadora de
Coomassie Blue R-250, durante 1 hora, em temperatura ambiente
e descorados com solucdo descorante. Dentre os testes
realizados em zimografia, procedeu-se com a comparagdo da
atividade enzimatica de saliva estimulada de individuos controle e
daqueles acometidos pela SS. Para inibicdo proteolitica
especifica das enzimas que hidrolisam a gelatina, testam-se os
inibidores classicos AEBSF, E-64, EDTA. Como o EDTA é um
inibidor reversivel, a coluna de gel com a amostra foi tratada em
lavagem e incubagao em concentragao final de EDTA 2mM.

ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA:

A analise estatistica da concentragao proteica salivar dos grupos
foi realizada pelo teste T de Student e pelo teste de Levene, como
estatistica inferencial, com p<0,05. A anadlise estatistica da
atividade enzimatica especifica de GP entre o grupo controle e o
acometido por SS, bem como a analise estatistica das bandas de
atividade enzimatica, baseada na presenga de determinado peso
molecular em cada individuo, e em sua intensidade, foram
realizadas por meio do Teste Mann-Whitney, com p<0,05. A
intensidade das bandas de atividade enzimatica e a atividade
enzimatica especifica de GP foram comparadas quanto ao estagio
clinico de SS pelo teste de correlagao de Spearman, com p<0,05.
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A intensidade das bandas de atividade em zimografia foi avaliada
por densitometria, utilizando o software de imagem ImageJ.

RESULTADOS

A quantificagdo proteica (ng/uL) em cada amostra de
saliva foi realizada em ambos os grupos. O teste T de Studente o
teste de Levene revelaram diferengcas nos valores médios de
concentragdo de proteina total entre os grupos (p<0,05). Os
individuos acometidos pela SS apresentaram menor
concentragao proteica, com maior amplitude de valores, quando
comparados a individuos ndo acometidos, como ilustrado na
Figura 1.
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Figura 1 — Quantificacado proteica salivar. Distribuicdo dos valores de
concentragcdo protéica (ng/uL) de individuos ndo acometidos e
acometidos por SS. O teste T de Student e o teste de Levene (p<0,05)
apontam que ha diferentes valores médios de concentragéo de proteina
entre os grupos.
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Houve atividade proteolitica salivar contra peptideo
fluorogénico Gly-Pro-AMC e foi significativamente (p<0,05) mais
expressiva em saliva de individuos acometidos pela SS que em
nao acometidos por SS, de acordo com a Figura 2 e Tabela 2.

Atividade proteolitica salivar de substrato GP
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Figura 2 — Atividade proteolitica salivar com substrato Gly-Pro-AMC. O
grupo acometido por SS apresentou maior liberacdo de UF/min em sua
atividade proteolitica especifica que o grupo ndo acometido por SS, com
p<0,05.

Com intuito de identificar a classe de protease a qual se
relaciona a hidrdlise do substrato Gly-Pro-AMC, em teste com
saliva total estimulada de individuo normal, observou-se a inibicao
proteolitica especifica pelo inibidor de serino-protease AEBSF
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(4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride hydrochloride),
como observado na Figura 3 e Tabela 2.

Inibigao de protease em substrato GP
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Figura 3 — Inibicdo de protease em substrato Gly-Pro-AMC. Teste com
saliva total estimulada de individuo normal, com inibidores de protease,
no qual se observa a inibi¢cdo especifica por AEBSF.

O ajuste da quantificagcdo proteica salivar foi
satisfatoriamente observado em perfil eletroforético, com
distribuicdo da concentragdo proteica equivalente entre as
amostras e identificagdo dos pesos moleculares de bandas
protéicas. A zimografia, espelhada ao gel do perfil eletroforético,
indicou atividade gelatinolitica tanto nas amostras salivares de
individuos nao acometidos quanto naqueles acometidos por SS,
de acordo com a Figura 4.



35

A) SALIVA

M NAOACOMETIDOS ACOMETIDOS
220 — = — =
100 — = -..

==
=8:8
80 —

5 - =M e e

- —_—
-
20 — ™
B) SALIVA
M  NAOACOMETIDOS ACOMETIDOS
220 —
100 —
80 —
50 —

Figura 4 — Perfil proteico e de atividade na saliva (A) SDS PAGE 10%
para normalizacdo das amostras salivares, tendo como referéncia a
quantificagdo proteica pelo Qubit, ilustrando pesos moleculares de
bandas de proteina e concentragdo proteica satisfatoriamente pareada.
(B) Zimografia SDS PAGE 8% copolimerizado com gelatina 0,1% (w/v),
para andlise da atividade proteolitica salivar em gel de gelatina, sendo M
o marcador de proteinas. Géis corridos em SDS PAGE simultaneamente,
com as mesmas amostras de individuos ndo acometidos e acometidos
por SS, no qual de observa diferentes pesos moleculares de proteases e
diferentes intensidades de atividade proteolitica.
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Com o objetivo de identificar os pesos moleculares e as
diversas intensidades das bandas de atividade proteolitica da
saliva de individuos SS em relag&o aos individuos controle em gel
de gelatina, realizou-se mapeamento de todas as bandas
presentes e densitometria. Foram identificadas 10 bandas,
nomeadas com seu peso molecular (kDa), como observado na
Tabela 2.

Verificou-se diferenga significativa (p<0,05) na intensidade
da atividade gelatinolitica da banda >220kDa e 50kDa, pelo Teste
Mann-Whitney, como observado na Figura 5. A banda >220kDa
apresenta aumento de intensidade dentre os individuos
acometidos por SS, enquanto a banda de 50kDa apresenta
reducéo de intensidade dentre os individuos acometidos por SS,
de acordo com a Tabela 2.

SALIVA
NAO ACOMETIDOS ACOMETIDOS

Figura 5 — Atividade proteolitica de amostras de saliva total estimulada
de individuos ndo acometidos e acometidos por SS em gel de gelatina
SDS PAGE 8% copolimerizado com gelatina 0,1% (w/v). Houve redugéo
da atividade proteolitica na banda de 50kDa em individuos acometidos
por SS em relagdo aos ndo acometidos, enquanto a banda >220kDa
apresentou aumento de atividade dentre os individuos acometidos por
SS.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos individuos e da atividade proteolitica
associada a eles, de acordo com a condig¢éo clinica. Houve significancia
estatistica (p<0,05) na atividade especifica de GP entre os grupos, bem
como na intensidade das bandas de atividade gelatinolitica >220kDa e

50kDa entre os grupos.

Sindrome de Sjégren

nado acometidos acometidos p*
(n =20) (n= 20)

Idade (anos) 47.7 + 8.8 51.9+10.7 0.183

Homens (%) 5.0 5.0 1.000

Atividade especifica (un) 5.21[3.34; 22.47] 17.15[10.06; 26.38] 0,015
Intensidade de bandas (un)

>220 kDa 60.92 [40.22; 98.50] 123.12[68.66;211.02] 0,002

220 kDa 9.56 [0.00; 82.76] 0.00 [0.00; 73.08] 0,738

160 kDa 0.00 [0.00; 63.33] 0.00 [0.00; 19.51] 0,529

130 kDa 25.04 [0.00; 85.99] 41.46 [0.00; 76.40] 0,862

100 kDa 49.78 [13.53;98.28]  52.64 [17.95; 104.24] 0,327

90 kDa 0.00 [0.00; 17.99] 0.00 [0.00; 0.00] 0,445

80 kDa 19.20 [0.64; 71.58] 23.53 [0.00; 64.90] 0,989

55 kDa 0.00 [0.00; 0.00] 0.00 [0.00; 60.33] 0,565

50 kDa 18.56 [0.00; 93.37] 1.66 [0.00; 8.20] 0,015

40 kDa 0.00 [0.00; 0.00] 0.00 [0.00; 0.00] 0,799

Presenca de bandas (%)
>220 kDa 100.0 100.0 na

220 kDa 50.0 40.0 0.525

160 kDa 45.0 40.0 0.749

130 kDa 70.0 60.0 0.507

100 kDa 95.0 95.0 1.000

90 kDa 30.0 15.0 0.256

80 kDa 75.0 70.0 0.723

55 kDa 20.0 30.0 0.465

50 kDa 70.0 55.0 0.327

40 kDa 5.0 0.0 0.311
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As bandas de atividade proteolitica em zimografia que se
apresentaram mais frequentes foram a >220kDa e a 50kDa. No
entanto, a frequéncia das diversas bandas de atividade
gelatinolitica, ou seja, a constatacdo de se as bandas estéo
presentes ou ausentes no gel, ndo apresentou diferenca
significativa quando comparada entre grupo de ndo acometidos e
acometidos por SS, de acordo com o Teste Mann-Whitney
(p>0,05), como observado na Figura 6.

Frequéncia de bandas de atividade gelatinolitica
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Figura 6 — Frequéncia de bandas de atividade gelatinolitica. Nado houve
diferenga significativa na presenca de bandas de atividade gelatinolitica,

quando comparada entre grupo de ndo acometidos e acometidos por SS,
de acordo com o Teste Mann-Whitney (p=0,05).

Com o propdsito de identificar a classe de protease a qual
se relaciona a hidrdlise do substrato gelatina, em teste com saliva
total estimulada de individuo normal, observou-se a inibicdo
proteolitica pelo inibidor especifico de metaloproteases, o EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid), como observado na Figura
7.

A inibicao da atividade proteolitica salivar em zimografia
nao atingiu apenas a banda de aproximadamente 40kDa, a qual
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nao foi inibida por nenhum dos inibidores especificos testados,
sendo AEBSF para serino-proteases e E-64 para cisteino
proteases (Libério et al. 2014). Dessa forma, dentre os inibidores
especificos e classicos de proteases, apenas a Pepstatina A néo
foi testada, como inibidor especifico de acido aspartico.

SALIVA
M C- C+ AEBSF E-64 EDTA

220

130

Figura 7 — Inibicdo de protease com inibidores especificos em substrato
gelatina. Em teste com saliva total estimulada de individuo normal,
observa-se a inibicdo especifica por EDTA, indicando presenga de
metaloproteases, sendo “M” o marcador, “C-“ o controle negativo, “C+” o
controle positivo e “AEBSF”, “E-64" e “EDTA” os inibidores.

A atividade enzimatica especifica total e a intensidade das
bandas apresentaram variagdo conforme a condi¢cao clinica,
considerando individuos ndo acometidos por SS, acometidos por
SS primaria e acometidos por SS secundaria. O resultado foi
significativo (p<0,05) para as mesmas bandas de atividade
proteolitica que j& haviam exibido significAncia na Tabela 2.
Assim, a Tabela 3 aponta que a intensidade dos sinais varia
conforme o tipo de SS, sendo SS primaria ou secundaria.
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Embora a idade dos individuos tenha sido testada para
obter-se correlagdes, esse dado ndo se mostrou relevante nos
resultados, bem como quanto ao dado sexo, ja que a participagao
de apenas 1 homem por grupo ndo permite constituir um grupo
para comparagao.

Os resultados do presente trabalho foram apresentados
na 33? Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa
Odontolégica e premiado com o primeiro lugar na area 7 na
modalidade Prémio Myaki Issao (Anexo 4)

DiscussAo

O fluxo salivar é fundamental para a homeostase do
ecossistema bucal. Sendo assim, a hipossalivagdo, condigéo
caracteristica de pacientes com SS, afeta a lubrificagcdo das
superficies dentais, a neutralizagdo de acidos, a manutengao da
supersaturagdo da hidroxiapatita, o clearance, a formagao da
pelicula adquirida e a defesa antimicrobiana, podendo provocar
desordens odontoldgicas, como a doenga carie e a doenga
periodontal (Nanci 2013).

Além disso, o fluxo salivar se mostrou relevante na
concentragdo proteica da saliva total estimulada em individuos
nao acometidos e acometidos por SS, pois sugeriu-se que ha
menor secrecao proteica em fluxo salivar baixo nos doentes do
que nos nao doentes (Carpenter et al. 2000). Sendo assim, como
os resultados da comparagdo de valores médios das
concentragdes proteicas na saliva entre os grupos avaliados no
presente trabalho apresentou redugédo da concentragéo proteica
de pacientes acometidos por SS, pode haver relagdo com a
redugdo do fluxo salivar em ambas as coletas de grupo (Modesto
2015).

Todavia, valores padrao de amplitude de concentragao
proteica salivar na populagdo mundial ndo estdo claramente
determinados, ja que fatores individuais, como idade, enzimas
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bacterianas e atividade proteolitica, e fatores externos, como o
método de coleta, afetam a composigéo salivar. Dessa forma, a
literatura aponta que hé& diferentes concentragbes proteicas
salivares que sejam fisiolégicas (Edgar et al. 2012; Nunes et al.
2015).

Nao apenas a concentragéo proteica, mas a composigcao
da saliva total é importante para caracterizagao salivar. Com cerca
de 50% do seu volume proveniente da glandula pardétida, a saliva
total estimulada é rica em amilase e proteinas ricas em prolina,
com menor propor¢ao de glicoproteinas, o que facilita a
manipulagao do fluido salivar, por ser menos viscoso (Jasim et al.
2016). Ja a saliva nado estimulada é proveniente 70% das
glandulas submandibulares e sublinguais, as quais contém maior
concentragdo de biomarcadores salivares (Nunes et al. 2015;
Rathnayake et al. 2017).

Aproximadamente 27% das proteinas encontradas no
plasma estao presentes na composig¢ao da saliva total, embora o
fluido crevicular componha apenas 2,4% da saliva total
(Spielmann et al. 2010). Em virtude da falta de estimulo nas
glandulas salivares para coleta de saliva ndo estimulada em
pacientes com hipossalivagao, optou-se pela coleta e testes em
saliva estimulada.

Nos ultimos anos, diversos estudos clinicos tém avaliado
a saliva total com o intuito de determinar marcadores salivares
(Tvarijonaciciute et al. 2016; Kaczar-Urbanowicz et al. 2017;
Agrawi et al. 2017). Para tal, um biomarcador ideal deve
apresentar sensibilidade aos testes e especificidade a doenga,
sendo capaz de representar a severidade e os estagios de
progressao da doenga (Guerra et al. 2015; Porto-Mascarenhas et
al. 2017).

Em pacientes acometidos por SS, a inflamacg&o crdnica
glandular evidencia metaloproteases, possivelmente pelas
alteragcbes autoimunes no tecido glandular (Wildenberg et al.
2008). Na avaliagao proteolitica salivar, a inibicao especifica por
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EDTA confirmou a presengca de metaloproteases, visto que o
inibidor age como quelante em protease dependente de calcio e
zinco, por exemplo (Libério et al. 2014).

Como as MMPs do tipo gelatinases degradam nao apenas
gelatina, mas fibronectina e laminina, componentes da matriz
extracelular (Maciejczyk et al. 2016), para identificagcdo de
proteases envolvidas na hidréolise desse substrato e de seus
fragmentos, utilizam-se inibidores especificos capazes de impedir
a hidrélise de todas essas proteinas, como EDTA, AEBSF, E-64 e
Pepstatina A (Libério et al. 2014). Dentre os inibidores testados
em zimografia de gelatina, o EDTA inibiu a maioria das bandas de
atividade, indicando que metaloproteases foram inibidas de sua
atividade proteolitica na presenca de gelatina.

As MMPs sdo expressas por fatores como transformagao
celular, hormdnios, citocinas e fatores de crescimentos. Assim,
quando ha um desequilibrio entre a expressédo dessas enzimas e
de seus inibidores, pode ocorrer um processo patolégico no qual
se observa resposta inflamatéria, remodelagéao tecidual, migragéo
e crescimento celular (Maciejczyk et al. 2016). Dessa forma,
essas proteases sao expressas na inflamagao crénica de
glandulas exdcrinas salivares e lacrimais em SS.

No processo inflamatério da SS séo liberados MMP-1,
MMP-2, MMP3 e MMP-9, dentre essas, as gelatinases sao MMP-
2 (gelatinase A) e MMP-9 (gelatinase B), sendo as mais
prevalentes em seres humanos. Tanto as MMP-2 quanto as MMP-
9 sdo proteases passiveis de serem visualizadas por meio da
zimografia. As MMP-1 e MMP-3 podem ser visualizadas por meio
de outras técnicas, como ensaios imunoldgicos Western Blot e
ensaios fluorimétricos (Maciejczyk et al. 2016). Além disso, foram
observadas em saliva total de ratos ndo obesos diabéticos com
SS aumento da atividade gelatinolitica por MMP-2 e MMP-9. A
expressdo intensificada de MMP-9 em glandulas salivares de
pacientes acometidos por SS foi relatada (Maciejczyk et al, 2016;
Wildenberg et al. 2008).
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No entanto, para se afirmar que as metaloproteases
presentes nas amostras de saliva total estimulada sejam MMP-2
e MMP-9, é necessaria a realizagdo de espectrometria de massa
ou ensaios imunoldgicos, como Western Blot (Tan et al. 2017,
Gibbons 2014).

De acordo com o banco de dados de peptidases online
Merops (Rawlings et al. 2016), a protease capaz de clivar o
peptideo que possui 0 aminoacido prolina na posigdo C terminal,
ou seja, em seu sitio de clivagem, como Gly-Pro-AMC, é
pertencente a familia de serino-proteases. Portanto, a inibicao
especifica das amostras de saliva por AEBSF em substrato Gly-
Pro-AMC confirma a presenga de serino-proteases (Bastos et al.
2013; Libério et al. 2014).

As dipeptidil peptidases-4 (DPP-4), pertencentes a familia
prolil-oligopeptidase, da classe de serino-proteases, possui
especificidade pelo substrato Gly-Pro-AMC, portanto, sugere-se
que a enzima caracterizada trata-se de uma DPP-4 (Polgar et al.
2002). Embora a literatura ja relacione o substrato hidrolisado GP
pela protease DPP-4, o inibidor especifico de DPP-4 é a
Sitagliptina, sendo, entdo, o inibidor de protease capaz de
determinar a presenca dessa enzina (Wu et al. 2017).

As DPP-4 exercem fungdes de patogenicidade em
diabetes, biologia tumoral e imunorregulacgéao, visto que degradam
peptideos sinalizadores (Caseiro et al. 2012). Essas peptidases
também atuam como receptores e participam dos sinais de
transducdo e da adesdo. Assim, sdo encontradas no citosol,
ligadas @ membrana celular, o que as diferencia das demais
dipeptidil peptidases (Harstad et al. 2013; Polgar et al. 2002).

Sugere-se que as DPP-4 estejam envolvidas em
interagdes de matriz extracelular, particularmente com o colageno
(Johson et al. 1993), em dominio ndo catalitico (Loster et al.
1995). Além disso, a relagdo dessa peptidase com processos
imunolégicos se da por funcionar como uma exoenzima na
superficie de linfocitos (Polgar et al. 2002). A maior atividade
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especifica total da DDP-4 em pacientes acometidos pela SS no
presente estudo pode, portanto, estar relacionada com processos
imunolégicos e inflamatoérios da patogénese da SS.

Embora os inibidores de DDP-4 estejam relacionados com
o0 aumento da secrecéao de insulina e a redugéo da degradacgao de
peptideos (Polgar et al. 2002), visto que a peptidase esta
associada a diabetes e a obesidade (Lessard et al. 2015), este
estudo teve como critério de exclusao pacientes diabéticos. Por
conseguinte, ndo ha interferéncias da atividade proteolitica do
substrato GP por essa condigao sistémica.

CONCLUSAO

Houve diferencas nos valores médios de concentracio de
proteina total entre os grupos, sendo que os pacientes acometidos
pela SS apresentaram menor concentragdo de proteina quando
comparados a sujeitos normais.

Foi possivel identificar atividade proteolitica em amostras
salivares de individuos ndo acometidos e acometidos pela SS,
bem como diferengas significativas (p<0,05) na atividade
enzimatica de GP entre os dois grupos. A atividade proteolitica
salivar de GP foi mais expressiva em pacientes acometidos pela
SS que naqueles ndo acometidos.

Houve diferenga significativa (p<0,05) quanto a
intensidade da atividade enzimatica em gel de gelatina na banda
>220kDa, com aumento da atividade de acordo com a gravidade
da condigao clinica, e na banda 50kDa, com reducéao da atividade
de acordo com a gravidade da condi¢ao clinica dos pacientes SS
em relacao aos individuos controle.

Sugere-se que a atividade proteolitica salivar observada
com substratos fluorogénicos e inibidores especificos € devido a
presengca de DPP-4, da classe das serino-proteases; e em
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zimografia com substrato gelatina e inibidores especificos devido
a presencga de metaloproteases, possivelmente MMP-2 e MMP-9.

Estudos clinicos longitudinais em amostra populacional
maior deverdo ser realizados no futuro, a fim de constatar o
padrao de atividade proteolitica de serinoproteases e de
metaloproteases em individuos ndo acometidos e acometidos por
SS.
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ANEXOS

ANEXO |: NORMAS DA REVISTA

The Journal of Dental Research accepts the following types of
manuscripts for consideration:

Original Research Reports: These manuscripts are based on
clinical, biological, and biomaterials and bioengineering subject
matter. Manuscripts submitted as research reports have a limit of
3,200 words (including introduction, materials, methods results,
discussion and; excluding abstracts, acknowledgments, figure
legends and references); a total of 5 figures or tables; 40
references; and must contain a 300 word abstract.

All submissions must include a title page and be accompanied by
a cover letter and list of suggested reviewers. Cover letters should
certify the research is original, not under publication consideration
elsewhere, and free of conflict of interest. Title pages should
include: abstract word count, total word count (Abstract to
Acknowledgments), total number of tables/figures, number of
references, and a minimum of 6 keywords. Keywords cannot be
words that have been included in the manuscript title. Key words
should be selected from Medical Subject Headings (MeSH) to be
used for indexing of articles. See:
http://www.nIm.nih.gov/mesh/MBrowser.html for information on
the selection of key words.

Please submit the names and email addresses of four preferred
reviewers when prompted by the SAGE Track system. Preferred
reviewers cannot be colleagues at the contributors’ institution or
present or former collaborators.
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TITLES: Titles can consist of a maximum of 75 characters
(including spaces). Titles do not normally include numbers,
acronyms, abbreviations or punctuation. The title should include
sufficient detail for indexing purposes but be general enough for
readers outside the field to appreciate what the paper is about.

ACKNOWLEDGMENTS: Authors are required to report all
sources of support for their project or study, including but not
limited to: grant funds, commercial sources, funds from a
contributors’ institution. Do not refer to a study being “partially
funded by the cited sources.” Consultancies and funds paid directly
to investigators must also be listed. Authors are required to specify
during the submission process if their paper received funding from
NIH, NIDCR, or any other NIH Institute or Center and provide the
grant number. To comply with the NIH Public Access Mandate, for
qualifying NIH funded papers, the Journal of Dental Research will
deposit the final, copyedited paper to PubMed Central on behalf of
the authors. Any perceived or actual conflicts of interest need to be
identified in the acknowledgments section. The JDR abides by the
International Committee of Medical Journal Editors guidelines for
the Ethical Considerations in the Conduct and Report of Research
(http://www.icmje.org). Authors are requested to include this
information in the acknowledgments section and the corresponding
author must confirm that all co-authors have reported any potential
conflicts.

FIGURE AND TABLE REQUIREMENTS: These guidelines are
intended to aid authors in providing figures that will reproduce well
in both print and online media. Submitting digital image files that
conform to these guidelines will prevent delays in the review and
publication processes, and maximize the published quality of your
figures.
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Figure Types: JDR figures can fall into one of three categories:
Continuous-tone images, Line-art images, and Combination
images. Each image type has specific requirements in terms of the
resolution needed for publication and the file types best suited for
the figure.

Resolution: In order for a figure to be used in publication, its Digital
Image File must have the required resolution when it is created.
The resolution cannot be raised after the original image is made.
Attempting to do so (for example, with Adobe Photoshop’s©
“Image Size” command) results in the addition of artificial pixels
that distort the image and lower its sharpness.

Fonts: Limit fonts used in any figure to Times, Times New Roman,
Arial, Frutiger, and Sabon. Other fonts cannot be guaranteed to
reproduce properly. Files containing figures and tables should be
clearly labeled to indicate their placement in the text or appendix.
Tables should be viewable in a portrait view. Tables that are
created in a landscape view are more suitable for an appendix. If
the online version is in color and the printed version in black and
white, please submit separate files for each version. Figures
should be identical except in color or grayscale. The cost of color
figures in the print version will be borne by the authors. Rates for
color reproduction are $300 per initial page of color and $150 for
each additional page of color. However, there are no charges for
figures and diagrams printed in black and white. Color figures many
be included in the online version of JDR with no extra charges.

REFERENCES: The Journal of Dental Research (JDR) adheres to
the CSE (8th Edition) editorial style. All submitted manuscripts
should be formatted in this style:
http://www.scientificstyleandformat.org/Tools/SSFCitation-Quick-
Guide.html. SUPPLEMENTAL FILES Additional supporting data
may be referenced as a supplemental appendix for publication
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online only. All supplemental appendix files must be submitted with
the manuscript for review. Supplementary files will be subjected to
peer-review alongside the article.

SUPPLEMENTAL FILES: Additional supporting data may be
referenced as a supplemental appendix for publication online only.
All supplemental appendix files must be submitted with the
manuscript for review. Supplementary files will be subjected to
peer-review alongside the article. Supplementary files will be
uploaded as supplied. They will not be checked for accuracy,
copyedited, typeset or proofread. The responsibility for scientific
accuracy and file functionality remains with the authors. A
disclaimer will be displayed to this effect with any supplementary
material published. Supplemental files may include additional
figures or tables that exceed the Journal’s limit. Material intended
for the supplemental appendix must have “supplemental” or
“appendix” in the file name upon upload. When formatting your
supplemental files, please follow these instructions: « Authors
should provide a single Word file with all Appendix content. Figures
and tables should be included in the main Appendix file so they can
appear immediately alongside their captions. High resolution
figures may also be supplied separately if authors wish, but they
also must be copied into the Word file so everything can be kept
together.

* Be sure to run spell check and proofread the text.

* Remove all highlighting/other colors. Use one font throughout.

* The Appendix should include the title of the article and all authors.
Page numbers are recommended.

* Figures and Tables should be labeled Appendix Figure/Table 1,
Appendix Figure/Table 2, etc. Avoid labeling as S1, S2, and so
forth. All table footnotes and figure legends should be included.

* Preferably, authors shouldn’t label separate parts as “Appendix
17, “Appendix 27, etc.; just use section heads as in a regular article.
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Language Editing: Manuscripts submitted for publication
consideration should be written in English. Prior to submission, if a
manuscript would benefit from professional editing, authors may
consider using a language-editing service. Suggestions for this
type of service can be found at www.iadr.org/EditingServices. The
Journal of Dental Research does not take responsibility for, or
endorse these services, and their use has no bearing on
acceptance of a manuscript for publication.
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ANEXO |l - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

VOCE ESTA SENDO CONVIDADO A PARTICIPAR da pesquisa intitulada
Avaliacdo de Biomarcadores salivares em pacientes com Sindrome de Sjogren Secundéaria. A
Sindrome de Sjogren é uma doenga caracterizada, principalmente, pela destrui¢do das glandulas
salivares e das glandulas lacrimais. O paciente com diminuigdo da saliva e da lagrima sente sua
boca seca e seus olhos secos. Essa diminui¢do da saliva pode causar rachaduras e ressecamento
nos labios e feridas nas bochechas e na lingua. A saliva ¢ de especial importancia para o
controle da doenga carie e quando ha deficiéncia na produgédo de saliva ocorre um aumento das
lesdes de carie.

Por esse motivo, decidiu-se fazer uma pesquisa para avaliar a quantidade e a
qualidade da saliva de pacientes com Sindrome de Sjogren e dessa maneira identificar proteinas
salivares que facilitem o diagndstico e o tratamento da Sindrome de Sjogren.

A andlise das proteinas da saliva ¢ um procedimento simples e ndo apresenta qualquer
risco para os pacientes. Primeiramente, o paciente sera agendado para uma consulta no
ambulatorio de Odontologia do Hospital Universitario de Brasilia. Durante essa consulta o
paciente sera submetido a um exame odontologico de rotina, responderd a um questionario
sobre a sensac¢@o de secura da boca e por fim, serd coletada uma amostra de saliva. O paciente
podera recusar-se a responder questdes que considere constrangedoras durante a aplicagdo do
questionario. Para a coleta de saliva o paciente devera mascar uma goma de chiclete sem gosto e
sem cheiro por cinco minutos e devera cuspir toda a saliva produzida em um recipiente proprio.
A saliva coletada sera transportada para o laboratorio, analisada e descartada. Essa coleta ¢
rapida e ndo causa nenhum desconforto aos pacientes.

A analise das proteinas da saliva pode ser prejudicada se os pacientes se alimentarem
ou beberem, mesmo agua, no periodo anterior a coleta. Por isso, pede-se ao paciente que faga
jejum por 1 hora e suspenda qualquer medida de higiene da boca no dia da consulta.

Poderdo também ser utilizados resultados de exames, dados clinicos e informagdes
concernentes a Sindrome de Sjogren contidos nos prontuarios médicos dos pacientes.

Aos pacientes ndo incidirdo quaisquer custos ou gastos. Todos os pacientes abrirdo
prontuario odontoldgico e receberdo tratamento dentario, dentro dos limites do servigo.

A qualquer tempo, durante o curso da pesquisa, vocé podera pedir quaisquer outras
informagdes ou ainda retirar o consentimento em qualquer fase, e saiba que mesmo recusando-
se a continuar na pesquisa, ndo sera penalizado, nem perdera os beneficios oferecidos.

Todas as fotografias, imagens e resultados de exames ou quaisquer outras
informagdes concorrentes a pesquisa, assegurado o sigilo do paciente, constituem propriedade
da pesquisadora, que tera pleno direito de retengdo, uso para fins de ensino e de divulgagdo em
jornais e revistas cientificas do pais ou estrangeiro, respeitando os respectivos codigos de ética.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido encontra-se redigido em duas vias,
sendo uma do paciente e outra da pesquisadora. Qualquer duvida, favor contatar a pesquisadora
responsavel Flavia Marques Borba Modesto no telefone (61)3435-3791 ou ainda o Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de
Brasilia no telefone (61)3107-1947.

Brasilia, / /

Sujeito da Pesquisa

Flavia Marques Borba Modesto
Pesquisadora Responsavel
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ANEXO IV - PREMIACAO DA 332 REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE PESQUISA ODONTOLOGICA
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