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RESUMO

Determinar os niveis séricos de IL-17A e IL-35, e avaliar a IL-17RA e IL-35 como
marcadores de dano oral em bidpsias de glandulas salivares de pacientes com esclerose
sisttmica (ES). Foi realizado um estudo de caso-controle no periodo de novembro/2017 a
dezembro/2018. Noventa e trés individuos foram incluidos, divididos em dois grupos: esclerose
sisttmica (n=50) e controle saudavel (n=43). Os individuos de ambos os grupos foram
submetidos a medicdo de amplitude bucal, perfil de funcdo glandular e dosagem sérica dos
anticorpos IL-17A e IL-35. Os pacientes com esclerose sistémica com suspeita clinica para
sindrome de Sjogren, foram submetidos ao procedimento de bidpsia de glandulas salivares
menores. Para detectar os anticorpos especificos IL-17A e IL-35, em soro, foi utilizado a técnica
de ELISA (ensaio de imunoabsorcdo enzimatica). A técnica de imuno-histoquimica foi
utilizada para avaliagdo da imuonorreatividade dos anticorpos IL-17RA e IL-35 nos tecidos de
glandulas salivares menores do pacientes com esclerose sisttmica, que se submetaram ao
procedimento de bidpsia. Os individuos com ES eram majoritariamente mulheres (43/50,
86%),com média de idade de 46 anos (£11,6 anos). As alteracdes orofaciais: telangiectasia
(42/50, 84%), limitacdo de abertura bucal (36/50, 72%) e crenagdo em mucosa bucal (31/50,
62%), foram caracteristicas orais frequentes nos pacientes com ES. O fluxo salivar em repouso
e teste de Schirmer no grupo controle apresentou valores mais altos em compara¢do com o
grupo ES (FSR= 0,58 x 0,93 ; p=0.007) / teste de Schirmer = 8 x 24; p<0.001). A deteccédo da
IL-35 no soro, foi observada em 06 pacientes de cada os grupos (p=0,07). No grupo de pacientes
com ES (24/50, 48%) apresentam indicacdo para o procedimento de bidpsia de glandulas
salivares menores, contudo, apenas 17/24 se propuseram a realizar o procedimento. Todas as
biopsias apresentaram alta expressdo de IL-35, observada em células ductais, acinos, vasos
sanguineos e células inflamatdrias. N&o foi detectado a expressdao no soro de IL-17A nos
grupos. Nao houve imunorreatividade da IL-17RA nos tecidos de glandulas salivares menores.
Sugere-se gque a I1L-35 seja um marcador de dano nas glandulas salivares menores de pacientes
com esclerose sistémica, possivelmente, atuando na modulagdo da fungéo desse tecido. Estudos
futuros precisdo ser desenvolvidos para entender melhor o papel da IL-35 no curso da
fisiopatologia da esclerose sistémica.

Palavras-chave: Esclerose sistémica. Imuno-histoquimica. Glandulas salivares.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the serum levels of IL-17A and IL-35, and to
evaluate IL-17RA and IL-35 as markers of oral damage in salivary gland biopsies of patients
with systemic sclerosis (SSc). A case-control study was conducted from November / 2017 to
December / 2018. Ninety-three individuals were included, divided into two groups: systemic
sclerosis (n = 50) and healthy control (n = 43). Subjects in both groups underwent oral
amplitude, glandular function profile and serum dosage of IL-17A and IL-35 antibodies.
Patients with systemic sclerosis with clinical suspicion for Sjogren's syndrome underwent
minor salivary gland biopsy procedure. To detect IL-17A and IL-35 specific antibodies in
serum, the ELISA (enzymatic immunosorbent assay) technique was used. The
immunohistochemistry technique was used to evaluate the immunoreactivity of IL-17RA and
IL-35 antibodies in the tissues of minor salivary glands of patients with systemic sclerosis who
underwent the biopsy procedure. The individuals with SSc were mostly women (43/50, 86%),
with a mean age of 46 years (x 11.6 years). Orofacial alterations: telangiectasia (42/50, 84%),
mouth opening limitation (36/50, 72%) and buccal mucosa creedation (31/50, 62%) were
frequent oral characteristics in patients with SSc. Resting salivary flow and Schirmer test in the
control group showed higher values compared to the ES group (FSR = 0.58 x 0.93; p = 0.007)
/ Schirmer test = 8 x 24; p <0.001). Detection of serum IL-35 was observed in 06 patients from
each group (p = 0.07). In the group of patients with SS (24/50, 48%) have indication for biopsy
procedure of minor salivary glands, however, only 17/24 proposed to perform the procedure.
All biopsies showed high I1L-35 expression, observed in ductal cells, acini, blood vessels and
inflammatory cells. No serum expression of IL-17A was detected in the groups. There was no
IL-17RA immunoreactivity in the tissues of minor salivary glands. IL-35 is suggested to be a
marker of minor salivary gland damage in patients with systemic sclerosis, possibly acting on
modulation of this tissue function. Future studies need to be developed to better understand the
role of IL-35 in the course of the pathophysiology of systemic sclerosis.

Keywords: Systemic Sclerosis. Imuno-histoquimic. Salivary glands.
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1 INTRODUCAO

A esclerose sisttmica (ES) € uma doenca reumatica autoimune, de etiologia
desconhecida, tipicamente caracterizada por vasculopatia obstrutiva dos pequenos vasos,
producdo de autoanticorpos e disfuncéo fibroblastica conduzindo a um aumento na deposicao de
matriz extracelular nos tecidos. As alteraces inflamatorias, fibroticas e atréficas produzidas
podem levar a fibrose intensa da pele, sistema musculo-esquelético e Orgaos internos,
particularmente pulmdes, trato gastrointestinal, coracdo e rins, promovendo importantes

limitacOes funcionais e alta morbimortalidade (Hoogen et al., 2013).

A ES afeta preferencialmente as mulheres (com razdo mulher:homem de 4:1), com pico
de incidéncia entre a terceira e quarta décadas de vida. Dados dos EUA estimam uma prevaléncia
de aproximadamente 240 casos por 1 milh&o de adultos, com incidéncia de 20 casos por 1 milh&o
em adultos (Barnes e Mayes, 2012). Contudo, a prevaléncia apresenta grande variacdo
geografica, incluindo 38 casos por milhdo e uma incidéncia de 7 novos casos por milhdo/ano no
Japdo, 88 casos por milhdo na Inglaterra, 158 casos por milhdo na Franca e 233 casos por milhédo
na Australia (Chifflot et al.,2018 ). Em relacdo ao Brasil, um estudo epidemioldgico realizado
em Campo Grande — MS, a taxa de incidéncia de ES em 2014 foi de 11,9 por milh&o/habitantes

e a de prevaléncia foi de 105,6 por milhdo/habitantes (Horimoto et al., 2017).

Clinicamente, a doenca geralmente inicia o cortejo sintomatico com a presenca do
fendmeno de Raynaud, seguido por espessamento cutaneo progressivo (Abou-Raya et al., 2008).
O comprometimento cutaneo representa a manifestacdo mais caracteristica e permite a
classificacdo dos pacientes em duas formas clinicas, de acordo com a extensdo e localizacéo do
acometimento: a cutanea limitada (IcSSc) e a cutanea difusa (dcSSc). Outras manifestacdes da
doenca incluem: doenca pulmonar intersticial, hipertensdo arterial pulmonar, dismotilidade
gastrointestinal e crise renal esclerodérmica (Korn, 2003). As alteracfes cutaneas normalmente
cursam com edema inicial da pele, principalmente nos quirodactilo e nas maos (Avouac et al.,
2011). Com o progresso de doenca, pode haver um aumento de telangiectasia cutanea na face e
nas méaos, calcinose cutanea e ulceracdes digitais isquémicas (Hoogen et al., 2013).

Além das manifestacdes clinicas descritas acima, os pacientes com ES podem apresentar
envolvimento orofacial de extensdo variavel. As manifestacdes orofaciais sdo seguidas de
disfuncGes estéticas, devido a disfuncGes estatica da musculatura da mimica facial, e importantes
disfungdes orais, tais como trismo e xerostomia. As manifestages clinicas normalmente

comecam com o enrijecimento da lingua. A fibrose progressiva da musculatura facial, 1abios e
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bochechas, bem como o enrugamento dos sulcos periorais podem levar ao desenvolvimento de
microstomia. O quadro pode estender-se a lingua, palato e laringe, contribuindo assim para
instalacdo do quadro de disfagia (Cazal et al., 2008; Vonk et al., 2009). A fibrose gengival, que
pode promover perda de insercdo gengival, mobilidade dental e areas de retracdo, agrava o

quadro dentario (Baron et al., 2015).

A fibrose das glandulas salivares, por sua vez, causa diminuicdo do fluxo salivar com
consideraveis danos a funcao do sistema estomatognatico. Infeccdes flngicas de repeticdo, carie
rampante e doenca periodontal estdo diretamente associados a alteraces da funcdo glandular
(Yenisey et al., 2005). Ainda, cerca de 34% dos portadores de ES evoluem com sindrome de
Sjogren, e apresentam auto-anticorpos relacionados as duas doencas (Kobak et al., 2013).
Alteracdes Osseas também sdo importantes aspectos do envolvimento bucal da ES. Os achados
radiograficos revelam alargamento difuso no espago do ligamento periodontal, principalmente
na regidao anterior dos maxilares. Nas radiografias panoramicas é possivel observar graus
variaveis de reabsorcdo posterior do ramo da mandibula, processo coronéide, mento, condilos e
alguns dentes. Acredita-se que estas areas sao reabsorvidas devido a deposicdo crénica de

colageno (Dagenais et al., 2015).

A patogénese da ES ainda ndo é compreendida de modo adequado. Sabe-se que a
vasculopatia se apresenta como a primeira etapa da doenca, promovendo uma resposta
inflamatoria que evolui com formacao de fibrose intensa. A atividade da ES parece estar regulada
pela funcdo de células T regulatérias (Treg), que possivelmente se apresentam em ndmero

aumentado mas com a func¢éo prejudicada nos portadores da doenca (Fenoglio et al., 2012).

Quando estimuladas, estas células expressam a interleucina 35 (IL-35), uma citocina
heterodimérica e um novo membro da familia IL-12, descrito como um fator caracteristico das
células Treg que também é expressa em células endoteliais, células de muasculo liso e mondcitos
(Li et al., 2012). Neste contexto, a IL-35 atua como uma citocina anti-inflamatoria que suprime
aresposta T efetora e reduz a progresséo de doencas inflamatdrias e autoimunes. Particularmente
na ES, um estudo prévio demonstrou que as células Treg possuem funcgéo alterada e a I1L-35
apresenta niveis sericos elevados em individuos com fibrose pulmonar e com doenca mais

avancada (Dantas et al., 2015).

Tomcik et al., 2015 mostram que os niveis séricos elevados de I1L-35 em pacientes com
ES estdo associados a inflamag&o nos estagios iniciais do processo da doenca e aos fibroblastos

dérmicos. Além disso, o fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-B1), um potente indutor
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de fibrose, pode induzir a expressao de IL-35, que por sua vez ativa fibroblastos em repouso,
potencializando a liberacao de coldgeno na ES.

Um recente estudo realizado por (Yayla et al., 2018), afim de avaliar os niveis sérios da
IL-35 em pacientes com ES, apresentaram uma relacéo significativa da IL-35 em pacientes com
ES, quando comparado com individuos saudaveis. Entretanto, ndo houve associa¢do entre o0s

niveis sericos de I1L-35 e o0 envolvimento de 6rgaos.

A IL-17 humana é uma glicoproteina homodimérica de 155 amino&cidos, da familia das
seis citocinas, produzida pelas células Th17 com memodria para CD4+ ativadas. Na ES, as
células Th17 estdo mais relacionadas com a promocao da inflamacéo, estes linfdcitos tém a IL-

17 como sua citocina de assinatura (Brembilla et al., 2013).

Os linfécitos Th17, responsavel pela producdo de seis citocinas: : IL-17A, IL-17B, IL-
17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F, sdo caracterizados por promover a inflamacdo e também limitar
a deposicdo de colageno por um mecanismo que depende da IL-17, TNF e IFN-y (Brembilla et
al., 2013). Sugere-se que a Thl7 esteja envolvida na patogénese de diversas doencas
inflamatdrias autoimunes, como por exemplo na sindrome de Sjogren. Através da IHQ em
glandulas salivares menores de pacientes com sindrome de Sjogren (SSj), notou-se uma forte
expressdo nas estruturas morfoldgias do tecido glandular pela IL-17 e IL-17R (Mieliauskaite et
al., 2012).

Na ES, as células imunes podem estar entre os iniciadores do processo que conduzem a
fibrose, embora os fatores que motivam sua ativacdo permanecam obscuros. A ativagdo dos
fibroblastos € realziada por células T de forma direta, ou por acdo de citocinas secretadas. A
patogénese da ES envolve a secrecdo de citocinas pelas células Thl, que mediam o processo
inflamatorio, e Th2, que ativam a resposta fibrética (O’reilly; Higle; Van laar, 2012). Para que
haja a diferenciacdo em Th17 ha a necessidade da presenca de diversas proteinas, entre elas o

fator de crescimento de transformacéo beta (TGF-B) (Volpe et al., 2008).

Em suma, os perfis de linfocitos Thl e Thl7, estdo associados com um quadro mais
inflamatdrio e inicial da doenca, enquanto que o perfil Th2 quando aumenta seu pool de citocinas
causa uma supresséo da resposta Thl e dirige, via citocinas e quimiocinas, o curso da doenca
para o estabelecimento do quadro fibrético (Baraut et al., 2010). Em modelo animal da ES, a
secrecdo de Th17, em pacientes com no sangue periférico, foi correlacionada positivamente com
lesGes inflamatdrias e fibroticas na pele e nos pulmdes, sugerindo sua participacdo na patogénese
da fibrose (Lei et al., 2015).
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O real papel da IL-17A na ES ainda ndo estd muito bem estabelecido. Contudo, evidéncias
apontam a participacdo da interleucina na patogénese da ES, associada a atividade da doenca,
comprometimento pulmonar, escore de pele (rodnan) e telangiectasis (Olewicz-Gawlik et al.,
2014; Yang et al., 2014).

Neste contexto, o balanco entre as células Thl7 e Treg tem se mostrado importante no
curso da patogénse da ES, e os dois tipos celulares parecem elevados nos portadores da doenca.
Este € um estudo pioneiro sobre a importancia da avaliacdo das IL-17A e I1L-35 em nivel sérico
e imuno-histoquimica em glandulas salivares, correlacionando com as caracteristicas orais dos

pacientes portadores da esclerose sistémica.
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2 JUSTIFICATIVA

A patogénese da ES ainda permanece desconhecida e 0s mecanismos envolvidos na sua
evolucéo carecem de melhor esclarecimento. Estudos recentes apontam que 0s niveis séricos da
IL-35 e IL-17A encontram-se elevados em pacientes com ES, e associada a diversos
comprometimentos sisttmicos como fibrose cutdnea e pulmonar, em comparacdo com
individuos saudaveis. Até o presente momento, nehum estudo avaliou a associacdo entre 0s
niveis séricos elevados das proteinas supracitadas com os parametros clinicos orais, como a
alteracdo da fungdo das glandulas salivares. Da mesma forma, ndo ha na literatura relatos de
avaliacdo da expressao das proteinas IL-35 e IL-17RA em tecido de glandulas salivares menores
destes pacientes. Dessa forma, faz-se necessario estabelecer se IL-35 e IL-17RA sdo possiveis

biomarcadores de dano oral nas glandulas salivares de pacientes com ES.
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3 OBJETIVOS

Obijetivo geral

e Determinar os niveis séricos e a expressao tecidual em glandulas salivares menores de IL-17A

e 1L-35 em paceintes com ES.

Obijetivos especificos

e Detectar o nivel sérico de IL-17A e IL-35 em individuos portadores de ES;

e Avaliar a imunoexpressao de IL-17A e IL-35 em glandulas salivares menores de pacientes com
ES e sindrome sicca;

e Avaliar a associacdo entre 0s niveis séricos e imunoexpressao glandular de IL-17A e IL-35
com:

- Escore de Rodnan;

- Subgrupo clinico;

- Manifestacdes sistémicas;

e Avaliar a associacao entre os niveis séricos e imunoexpressao glandular de IL-17A e IL-35
com parametros de doencas orais:

- Distancia interincisal;

- Taxas de fluxo salivar;

- Diagnéstico de sindrome de Sjogren.
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4 METODOLOGIA

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Pernambuco sob o protocolo n° (74760017.4.3001.5192) (Anexo A). Todos os individuos foram
previamente informados sobre a natureza do estudo, seus riscos e beneficios. Aqueles que
respeitassem os critérios de inclusdo, e concordassem em participar do estudo assinaram

previamente o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Desenho do estudo, populacdo estudada

Foi realizado um estudo caso-controle, composto por uma amostra de 50 individuos com
diagndstico de ES avaliados no servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas — UFPE no
periodo de novembro/2017 a dezembro/2018. O célculo amostral teve como base a populagéo da
regido metropolitana do Recife (3.887.261 habitantes), segundo a estimativa do IBGE para o0 ano
2014. O intervalo de confianca estabelecido foi de 99%, com erro amostral de 1%, e uma
prevaléncia de estimada de 0,3%, resultando em uma amostra minima de 50 pacientes. O
tamanho da amostra foi baseado na prevaléncia estimada de acordo com MAYES., 2012,
realizado através do programa Epi info. Os pacientes foram avaliados pelo mesmo
reumatologista experiente em esclerose sistémica, e classificados de acordo com os critérios da
ACR/EULAR (2013) (Hoogen, Khanna et al., 2013), a classificacdo das formas clinicas cutanea
limitada e cutanea difusa foram de acordo com os critérios de LeRoy and Medsger (2001). Os
pacientes foram classificados como portadores da sindrome de Sjégren, com base nos critérios
do Grupo de Consenso Americano-Europeu (Shiboski et al., 2016). Para tanto, foram avaliadas
as queixas de xeroftalmia e xerostomia, além do fluxo salivar em repouso, teste de Schirmer e
biopsia das glandulas salivares menores.

O grupo controle corresponde aos acompanhantes dos pacientes do ambulatorio de
estomatologia/UFPE, formado por 43 individuos saudaveis, sem histéria pessoal e familiar de

doenga autoimune, pareados por sexo e idade para com o grupo doente.

Critérios de Elegibilidade (grupo esclerose sistémica):

Critérios de incluséo e excluséo :
Foram incluidos na pesquisa os pacientes de ambos 0s sexos que atendiam os critérios abaixo:

e |dade acima de 18 anos
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e Diagnéstico de ES de acordo com os critérios de ES precoce (Leroy e Medsger, 2001) ou
do ACR/EULAR — 2013 (Hoogen et al., 2013).
Foram excluidos os pacientes que apresentassem ou relatassem:

Gravidez;

Superposicdo ES e outras doencas autoimunes ( a excecdo da sindrome de Sjogren);

ES localizada;

Uso de medicamentos bioldgicos;

Complicag6es clinicas que impecam a participacdo no estudo.

Critérios de Elegibilidade (grupo controle):

Critérios de inclusdo e exclusdo :
Foram incluidos na pesquisa os induviduos que atendiam os critérios abaixo:
* Idade acima de 18 anos;

* Na&o apresentar relato de doenga autoimune.
Foram excluidos os individuos que apresentassem ou relatassem:

» Histéria de doenca autoimune familiar;

» Uso de antibi6tico nos ultimos seis meses;
* Histdria de tabagismo;

» Gravidez;

» Diabetes.

Avaliacao orofacial e laboratorial

Os pacientes responderam a um guestionario para obtencdo dos dados sociais, 0s dados
médicos como a forma clinica, escore de Rodnan, esquema terapéutico e envolvimento sistémico;
bem como a histdria da doenca atual, foram extraidos dos prontuarios clinicos. Em seguida, 0s
pacientes foram submetidos a exame clinico orofacial de mensuracdo da abertura bucal,
avaliacdo do fluxo salivar e avaliacdo do fluxo lacrimal (Apéndice B). Quando houve suspeita
de sindrome de Sjogren, foi realizada a bidpsia de labio inferior, como manobra adicional para o
fechamento do diagndstico. A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada para avaliacdo da
imuonorreatividade dos anticorpos IL-17RA e IL-35 nos tecidos de glandulas salivares menores
do pacientes com esclerose sistémica, que se submetaram ao procedimento de bidpsia. Para
detectar os anticorpos IL-17A e IL-35, em soro, foi utilizado a técnica de ELISA (ensaio de

imunoabsorcao enzimatica).
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1 Mensuracdo da amplitude da abertura bucal

A amplitude de abertura bucal foi avaliada e registrada por meio de régua milimetrada
tomando-se como base as bordas incisais dos incisivos centrais superiores e inferiores ap0s
abertura maxima da cavidade oral. Nos individuos diagnosticados com perda dos incisivos
centrais superios e/ou inferiores, a amplitude de abertura bucal foi registrada através de dentes
artificiais, sendo esses pacientes portadores de prétese parcial removivel ou protese total para 0s
casos de edentulos totais. Valores normais para a abertura bucal maxima variam entre 40 e 60mm

em pacientes adultos. (Figueiredo et al., 2009; Okeson, 2000).

2 Sialometria

Foram coletadas duas amostras de saliva de todos os pacientes, uma amostra para
avaliacdo do fluxo salivar em repouso (FSR), e uma para o fluxo salivar estimulado (FSE). A
primeira amostra foi coletada para avaliacdo do FSR, através da obtencdo da saliva total ndo-
estimulada. A coleta seguiu no periodo da manha da seguinte forma: o paciente foi orientado a
ndo ingerir alimentos, beber ou fumar por um periodo minimo de 90 minutos antes da coleta.
Apbs deglutir, o paciente expeliu toda a saliva produzida durante o periodo de 15 minutos em
um recipiente plastico previamente pesado. Apos este intervalo, o recipiente foi novamente
pesado, e a diferenca em relagdo ao peso inicial correspondeu ao peso da saliva. Considerando a
densidade da saliva como 1g/mL, o peso foi convertido em volume. A taxa de FSR foi
determinada pelo valor total dividido por 15, sendo expressa em mililitros por minuto. A amostra
para FSE seguiu apos a coleta para o FSR. O FSE foi medido de modo semelhante num periodo
de 5 minutos, e antes da coleta 0 paciente mastigou uma goma de mascar sem sabor por 2
minutos. Foram classificados como hipossalivacdo os resultados menores que 0,1ml/min para
FSR e menores que 0,5ml/min para FSE (Falcdo et al., 2014; Silva et al., 2014).

3 Teste de Schirmer

Foi colocada uma tira de papel filtro Whatman no. 41, de 5 mm de largura por 35 mm de
comprimento na juncdo do 1/3 medio e lateral das palpebras inferiores, sem aplicacéo de colirio
anestésico. Apds 5 minutos, as tiras de papel filtro foram retiradas. A quantificacdo da producéo
de lagrima foi feita pela medida da extensdo do papel filtro que ficou Umida. Valores menores

do que 5 mm ap6s 5 minutos foram considerados positivos (Moscovici et al., 2015).
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4 Bidpsia de glandula salivar menor

A bidpsia foi realizada para avaliacdo clinica de sindrome Sicca, apenas quando houve
duvida quanto ao diagndstico. Uma incisdo foi realizada na mucosa labial inferior direita, a 1 cm
da linha média do labio, ap6s o bloqueio do nervo mentoniano por infiltracdo no sulco gengivo-
labial inferior do lado a ser biopsiado. foi utilizada uma pinc¢a de calazio para estabilizacdo do
local a ser operado. Foi realizada uma inciséo horizontal por volta de 1 cm apenas da mucosa;
dissecacdo e remogdo com pinga e tesoura de glandulas salivares menores em nimero de 4 a 7,
5. Sutura com fio categute 5-0. O material foi armazenada em formol a 10%. As glandulas foram
dissecadas e removidas isoladamente, propiciando um nimero adequado de glandulas para a
andlise histopatolégica, com menor chance de danificar vasos e nervos sensitivos labiais
(Pimentel et al., 2009).

5 Avaliacdo histopatoldgica

O material biopsiado foi encaminhado ao laboratorio de Patologia Oral para fim de
diagnostico. As glandulas salivares menores foram avaliadas primeiramente através da
macroscopia, afim de descrever suas caracteristicas morfoldgicas, sendo elas: coloracdo,
consisténcia, formato, superficie e tamanho. Em seguida, o material foi submetido a
processamento histoldgico convencional, passando do histotécnico para a inclusdo em parafina.
Os blocos foram cortados em 4um de espessura e corados pela técnica de hematoxilina e eosina.
Os critérios analisados foram o infiltrado linfocitico focal que consiste em agregados de
linfocitos comegando ao redor dos ductos, espalhando-se e envolvendo o l6bulo inteiro das
glandulas salivares. Sendo definido como um infiltrado linfocitario contendo mais de 50 células

mononucleares numa area de 4mm? (escore de foco >1) (Daniels et al., 2011)

6 Imuno-histoguimica (IHQ)

As amostras biopsiadas de glandulas salivares menores nos labios dos pacientes com ES
foram colocadas em formalina tamponada a 10% por 24 horas. Os tecidos fixos foram embebidos
em parafina e seccionados em secdes de 4 um de espessura. Secoes de tecido de 4 um foram
desparafinizadas por imersao em xilol sequida de reidratacédo decrescente em alcool (100%, 95%,
80% e 70%). A recuperagdo do antigeno foi realizada usando tampé&o citrato 10nmM, pH 6,0 ,

em micro-ondas 300W por 15°. O bloqueador enddgeno da peroxidase foi realizado com
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peroxido de hidrogénio por 30°, seguido do bloqueio da ligacdo inespecifica (solucdo salina
tamponada com fosfato - albumina sérica bovina a 1% (PBS-BSA) por 60°. A incubacdo das
amostras foi realizada com anticorpor monoclonal primario mouse anti-human IL-17RA (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Santa Cruz, CA, USA) 1 : 100 com PBS-BPS a 1% em overnight 4°C,
e anticorpo policlonal primario rabbit anti-human IL-35 (Abbexa, UK) 1: 100 com PBS-BPS a
1%, em overnight a 4°C. Todas as incubacgdes foram realizadas em camara Umida a temperatura
ambiente. Foi aplicado o sistema de amplificagdo (Easylink On, InmPRESS ™ ¢ DAKO
EnVision ™), A reacdo foi visualizada com diaminobenzidina (DAB-H202) e os tecidos foram
contra-corado com hematoxilina de Mayer. Os utlizados como controles positivos e negativos
foram: colon saudavel para IL-17RA, e cancer gastrico para IL-35. (Li; Mai; Virtue; Yin et al.,
2012; Wang; Liu; Liu; Shen et al., 2013).

7 Avaliacdo da Imuno-histoguimica

A avaliagcdo microscopica semiquantitativa da expressdo pela imuno-histoquimica foi
realizada através do escaneamento as laminas pelo Pannoramic MIDI Il / 3DHISTECH Ltd, sob
x 400 (campos de alta poténcia), marcando 5 campos aleatérios em 17 [aminas coradas da mesma
forma, usando quatro graus: “0” = sem imunorreatividade; "1" = baixa imunorreatividade; "2" =
imunorreatividade moderada; "3" = alta imunorreatividade. Em cada lamina foram pontuados
separadamente: (1) acini; (2) ductos glandulares; (3) vasos sanguineos; (4) células inflamatorias
(Mieliauskaite et al., 2012). Dois avaliadores, de forma independente, avaliaram a

imunorreatividade das proteinas nos tecidos, utilizando o sistema descrito acima.

8 Coleta e dosagem soroldgica das citocinas

Foram coletados 9mL de sangue periférico em tubo sem anticoagulante com gel
separador, as amostras contidas em tubo seco foram processadas para separagdo do soro através
de centrifugacdo a 3000rpm por 10 minutos e em seguida, armazenadas a -80°C até as dosagens.
Os niveis sericos de IL-17A e IL-35 foram mensurados por meio de kits de ELISA especificos
(Human IL-35 ELISA Kit EH3273 — FineTest, Wuhan, China; e Human IL-17A (homodimer)
Human Uncoated ELISA Kit 88-7176 — Invitrogen (Thermo Fisher Scientific), Carlsbad, CA,
USA), de acordo com as recomendacdes dos fabricantes. Os limites de deteccdo foram 15.625-
1000.00 pg / mL para IL-35, e 4-500 pg/mL para IL-17A. O produto da reacdo colorida foi
medido utilizando um leitor ELISA automatizado (BioTek Intruments®, Vermont, EUA) a 450
nm, e os resultados foram expressos em pg/ml. A dosagem sérica a IL-17A foi avaliada em todos
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individuos de ambos os grupo; enquanto que IL-35 foi realizada nos 50 pacientes com ES, 27

individuos do grupo controle.

5 CONCLUSAO

Sugere-se que a IL-35 seja um marcador de dano nas glandulas salivares menores de
pacientes com esclerose sistémica, possivelmente, atuando na modulacéo da fungéo desse tecido.
Estudos futuros precisdo ser desenvolvidos para entender melhor o papel da IL-35 no curso da

fisiopatologia da esclerose sistémica.
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Resumo
Objetivo: Determinar os niveis séricos e a expressdo tecidual em glandulas salivares menores
de IL-17A e IL-35 em pacientes com esclerose sistémica. Métodos: Foi realizado um estudo de
caso-controle no periodo de novembro/2017 a dezembro/2018. Noventa e trés individuos foram
incluidos, e divididos em dois grupos: esclerose sistémica (n=50) e controle saudavel (n=43). As
dosagens séricas das IL-17A e IL35 foram determinadas por ELISA. Para avaliar a marcacéo das
IL-17RA e IL-35 nas glandulas salivares menores foi utilizado a técnica da imuno-histoquimica.
As biopsias foram realizadas em individuos com suspeita de sindrome de Sjégren. Resultados:
Os individuos com ES eram majoritariamente mulheres (43/50, 86%),com média de idade de 46
anos (11,6 anos). A deteccédo da IL-35 no soro, foi observada em 06 pacientes de cada 0s grupos
(p=0,07). Todas as biopsias apresentaram alta expressao de IL-35, observada em células ductais,
acinos, vasos sanguineos e células inflamatorias. Os pacientes com esclerose sistémica e 0s
individuos do grupo controle, ndo secretaram IL-17A. Nao houve imunorreatividade da IL-17RA
nos tecidos de glandulas salivares menores. Conclusédo: Sugere-se a participagdo da 1L-35 na
patogénese da ES, possivelmente atuando na modulacdo da funcdo das glandulas salivares.
Estudos futuros precisdo ser desenvolvidos para entender melhor o papel da IL-35 no curso da

fisiopatologia da esclerose sistémica.

Palavras-chave: Esclerodermia; Interleucina 35; Glandulas salivares

INTRODUCAO

A esclerose sistémica (ES) € uma doenca reumatica multissistémica autoimune, cuja
patogénese ainda ndo esta bem estabelecida. Sugere-se que o dano vascular inicial conduza a
uma resposta inflamatoria, e promova o desenvolvimento de fibrose intensa, devido a deposicado
excessiva da matriz extracelular (MEC) ( Hudson, 2015). Associada a um prognostico reservado,
é considerada a mais grave das doencas de colageno (Hesselstrand, Scheja et al., 1998; Steen and
Medsger 2007). A alteracao fibrotica cursa para comprometimento cutaneo, representando a
manifestacdo clinica mais caracteristica (Korn 2003).

As glandulas salivares também sdo envolvidas pela doenga, sugestivo de alteracfes
fibroticas, que podem causar hipossalivacdo e danos consideraveis nas funcoes orais (Yenisey,

Kilink et al., 2005). Além disso, cerca de 1/3 dos portadores da ES desenvolvem sindrome de
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Sjogren e podem apresentar autoanticorpos relacionados a ambas as doencas (Kobak, Oksel et
al., 2013).

Acredita-se que células imunes podem estar entre os iniciadores do processo que
conduzem a fibrose, embora os fatores que motivam sua ativacdo permanecam obscuros. A
ativacdo dos fibroblastos é realizada por células T de forma direta, ou por acdo de citocinas
secretadas. A patogénese da ES envolve a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias pelas células
Th1, as quais participam mediando o processo inflamatorio nos estagios iniciais da doenca,
enguanto que as citocinas Th2 promovem ativamente a resposta fibrotica secretando mediadores
pro-fibroticos, correlacionando-se com a extensdo da fibrose, e com comprometimento visceral
(O’Reilly, Hiigle et al., 2012).

A IL-17A é um citocina produza pelas células Th17, e exerce sua funcdo através do seu
receptor IL-17RA. Seu real papel na ES ainda ndo estd muito bem estabelecido, contudo,
evidéncias apontam a participacdo da IL-17A na patogénese da ES, associada a atividade da
doenga, comprometimento pulmonar, escore de pele e telangiectasias (Yang et al., 2014).
Imuno-histoguimica em glandulas salivares menores de pacientes com SSj, apresentam forte
marcacdo para IL-17RA (Weng, Liu et al., 2018), sugerindo que as células Th1l7 estejam
envolvidas na patogénese da SS;j.

A IL-35 é uma citocina heterodimérica, e um novo membro recentemente identificado
da familia 1L-12 (Ning-Wei 2010). Atuando como uma importante citocina ant-inflamatoria,
contudo, seu papel fisioldgico ainda é incerto. Sua participacdo na fisiopatologia das doencas
humanas ainda ndo esta claro. Entretanto, um estudo recente mostrou alta expressao desta
citocina através do soro em pacientes com ES, associada a fibrose pulmonar, em comparacao
com saudaveis (Dantas, Gongalves et al., 2015). Contudo, a IL-17A e a IL-35 ainda ndo foram
estudadas na fisiopatologia das manifestacdes orais da ES.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi determinar a expressdo da IL-17A e IL-35 em
nivel sérico e imunorreatividade tecidual, nas glandulas salivares menores, em individuos
portadores de ES. O presente trabalho é primeiro estudo na literatura a realizar imuno-
histoquimica em glandulas salivares de pacientes com ES, para determinar imunorreatividades
dos anticorpos IL-17RA e IL-35.

METODOLOGIA

Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de

Pernambuco sob o protocolo n® (74760017.4.3001.5192). O termo de consentimento livre e
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esclarecido foi assinado antes da inclusdo no estudo. Todos os individuos foram devidamente

informados sobre a natureza do estudo, seus riscos e beneficios.

Delineamento do estudo, Populacdo estudada

Foi realizado um estudo de caso-controle, com individuos diagnosticados com ES
avaliados no Ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas - UPFE de Novembro de
2017 a Dezembro de 2018. Individuos de ambos 0s sexos, maiores de 18 anos e com diagnostico
de ES eram elegiveis para o estudo. Os individuos foram avaliados pelo mesmo reumatologista
experiente em esclerose sistémica, e classificados de acordo com os critérios da ACR / EULAR
(2013) (Hoogen, Khanna et al., 2013). Os pacientes foram classificados como formas clinicas
cutanea limitada e cutanea difusa de acordo com os critérios de LeRoy and Medsger (2001).
Foram considerados critérios de exclusdo: gravidez, ES localizada e complicacdes clinicas
graves, outras doencas auto-imunes (exceto a sindrome de Sjogren). O grupo controle foi
composto por 43 individuos saudaveis, pareados por sexo e idade, que ndo relataram doenca
auto-imune, histdria de tabagismo, uso de antibidticos nos ultimos seis meses antes do exame,
gravidez ou diabetes.

Os pacientes foram classificados como portadores da sindrome de Sjogren, com base no
documento do Grupo de Consenso Americano-Europeu (Shiboski et al., 2016). Para tanto, foram
avaliadas as queixas de xeroftalmia e xerostomia, além do fluxo salivar em repouso, teste de

Schirmer e bidpsia das glandulas salivares menores.

Avaliacdo clinica oral

Os pacientes responderam a um questionario estruturado para obter dados clinicos,
incluindo dados sociodemogréaficos, médicos, historia atual da doenca e condicBes orofaciais. Os
dados médicos foram complementados através da avaliacdo dos prontuérios

A distancia interincisiva méaxima foi avaliada e registrada por paquimetro digital, com
base na distancia das bordas dos incisivos centrais superiores e inferiores ap0s abertura maxima
da cavidade oral. N&o foi possivel realizar a avaliagdo em pacientes desdentados que ndo usavam
prétese superior ou mandibular para eliminar a auséncia de dentes incisivos (Silvestre-Rangil,
Martinez-Herrera et al., 2015).

O teste de sialometria em repouso e o teste de Schirmer foram realizados durante a manha,
conforme descrito por (Oliveira, de Souza et al., 2015). Bidpsia de glandulas salivares menores
foi realizada em pacientes com suspeita de SSj. A avaliacdo microscopica foi positiva quando o

escore de foco foi maior que 1. O escore de foco foi determinado pela contagem do numero de
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focos (50 ou mais linfocitos / 4mm?2) em relacéo a area glandular total (Daniels, Cox et al. 2011).
A crenacdo foi determinada com a presenca persistente de marcas deixadas pelo contorno dos

dentes na mucosa jugal (Ghom and Ghom 2014).

ELISA
O soro foi coletado e armazenado a -80°C até as dosagens. Os niveis séricos de IL-17A e

IL-35 foram mensurados por meio de kits de ELISA comerciais para as proteinas humanas IL-
35 (ELISA Kit EH3273 — FineTest®, Wuhan, China); e IL-17A (homodimer) (ELISA Kit 88-
7176 — Invitrogen®-Thermo Fisher Scientific™, Carlsbad, CA, USA), de acordo com as
recomendagdes dos fabricantes. Os limites de detecgdo foram 15.625-1000.00 pg / mL para IL-
35, e 4-500 pg/mL para IL-17A. A absorbancia foi mensurada utilizando um leitor ELISA
automatizado (BioTek Intruments®, Vermont, EUA) a 450 nm, e os resultados foram expressos
em pg/ml. A dosagem sérica da IL-17A foi avaliada em todos individuos de ambos os grupo;
enquanto que a IL-35 foi quantificada nos 50 pacientes com ES, e 27 individuos do grupo

controle.

Imunohistogquimica

As amostras biopsiadas de glandulas salivares menores dos labios dos pacientes com ES
foram fixadas em formalina tamponada a 10% por 24 horas. Os tecidos fixados foram incluidos
em parafina e seccionados em se¢des de 4 um de espessura. As sec¢des foram desparafinizadas
por imersdo em xilol seguida de reidratacdo decrescente em alcool (100%, 95%, 80% e 70%). A
recuperacdo antigénica foi realizada usando tampéo citrato 10nmM, pH 6,0 , em micro-ondas
300W por 15°. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com perdxido de hidrogénio por
30°, seguido do bloqueio da ligacdo inespecificas [solucdo salina tamponada com fosfato -
albumina sérica bovina a 1% (PBS-BSA) por 60’]. A incubagdo das amostras foi realizada com
anticorpo primario monoclonal mouse anti-human IL-17RA (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Santa Cruz, CA, USA) 1 : 100 em PBS-BPS a 1% , overnight 4°C, e anticorpo primario
policlonal rabbit anti-human IL-35 (Abbexa, UK) 1: 100 em PBS-BPS a 1%, overnight a 4°C.
Foi aplicado o sistema de amplificagdo (Easylink On, InmPRESS ™ ¢ DAKO EnVision ™) em
temperatura ambiente por 60°. A marcacdo foi visualizada com diaminobenzidina (DAB-H202)
e os tecidos foram contra-corados com hematoxilina de Mayer. Os tecidos utlizados como
controles positivos foram: célon saudavel para IL-17RA, e cancer gastrico para IL-35. O
controle negativo foi feito através da substituicdo dos anticorpo primario por PBS-BSA 1%, nas

mesmas condicGes de incubacao do anticorpo primario.
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Avaliacdo dos resultados da IHO

A avaliacdo microscopica semiquantitativa da expressao pela imuno-histoquimica foi
realizada através do escaneamento das laminas pelo Pannoramic MIDI Il / 3DHISTECH Ltd,
sob x 400 (campos de alta poténcia), marcando 5 campos aleatérios nas 17 laminas coradas da
mesma forma, usando quatro graus: “0” = sem imunorreatividade; "1" = baixa
imunorreatividade; "2" = imunorreatividade moderada; "3" = alta imunorreatividade. Em cada
lamina foram pontuados separadamente: (1) acinos; (2) ductos glandulares; (3) vasos sanguineos;
(4) células inflamatorias (Mieliauskaite, Dumalakiene et al., 2012). Dois avaliadores, de forma
independente, avaliaram a imunorreatividade das proteinas nos tecidos, utilizando o sistema

descrito acima.

Resultados

O estudo incluiu 50 individuos com ES; 43/50 mulheres (86%) com média de idade 46
anos (x 11,6 anos). O grupo controle foi composto por 43 individuos, 36/43 mulheres (84%),
com média de idade 44 anos (+ 8 anos). A maioria dos pacientes ES apresentaram envolvimento
esofagico (47/50, 94%) e pulmonar (32/50, 64%), além de Ulceras digitais (32/50, 64%) e o
fendmeno de Raynaud (28/50, 56%). Os achados orofaciais, telangiectasia (42/50, 84%),
limitacdo de abertura bucal (36/50, 72%) e crenacdo em mucosa bucal (31/50, 62%), foram
caracteristicas orais frequentes nos pacientes (Tabela 1).

Dentre a populacédo dos pacientes com ES, 24/50 pacientes (48%) apresentaram suspeita
clinica de SSj com base nos resultados reduzidos dos testes de sialometria / Schirmer; dos quais
apenas 17/24 pacientes (70%) realizaram bidpsia de glandulas salivares menores, nenhum
paciente apresentou escore de foco maior que 1. De acordo com o critérios de classificacdo do
ACR/EULAR (2016), nenhum paciente foi classificado como portador de SS;j.
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Tabela 1. Forma clinica, tempo de diagnéstico, envolvimento sistémico e oral de pacientes
com esclerose sistémica (n=50).

Caracteristicas N (%0)

Forma clinica da ES

Cuténea limitada 24 (48%)

Cuténea difusa 26 (52%)
Tempo de diagnostico

< 2 anos 02 (4%)

2-5 anos 12 (24%)

> 5 anos 36 (72%)
Comprometimento cutaneo 50 (100%)
Comprometimento esofagiano 47 (94%)
Uceras digitais 32 (64%)
Doenca pulmonar intersticial 32 (64%)
Fendmeno de Raynaud 28 (56%)
Hipertensdo arterial pulmonar 13 (26%)
Miopatia 13 (26%)
Acrtrite 04 (8%)
Crise renal 01 (2%)
Telangiectasia 42 (84%)
Limitacao de abertura bucal 36 (72%)
Crenacdo em mucosa bucal 31 (62%)

Dosagem sérica de IL-17A e IL-35
A IL-17A néo foi secretada pelos grupos. A secrecao da IL-35 foi observada em apenas
06 pacientes de cada grupo, e ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as médias

dos niveis séricos dos grupos (p=0,07) (Fig. 1).
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Fig.1 Nivel sérico da IL-35 em pacientes com esclerose sistémica (ES) X controles (CL).
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Expressdo de IL-17RA e I1L-35 em glandulas salivares

A IL-35 foi marcada nos ductos glandulares, &cinos, vasos sanguineos e células
inflamatdrias, das glandulas salivares menores de todos os pacientes ES. Apenas um paciente do
grupo ES biopsiado, secretou IL-35 no soro. N&o foi observado a imunorreatividade da IL-17RA
nas amostras. Fotomicrografias representativas dos padrdes de expressdo de ambas proteinas sao
mostrados na figura (Fig. 2).
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F|g.2 Expressao da IL-17RA: negativo (colunaa esquerda) e IL-35: positivo (coluna a direta) em glanduals salivares
menores de pacientes com ES. (A-B) glandula salivar menor, (C-D) &cinos, ductos e vaso sanguineo, (E-F) &cinos,
(G-H) ddctos, (1-J) vasos sanguineos, (L-M) células inflamatérias. Maginificagdo x50 (A) — (B) ; Magnificacao
x400 (C) — (M).

A imunorreatividade da IL-35 foi alta em todas as estruturas morfoldgicas avaliadas
(Tabela 2).

Tabela 2. Expressédo (grau) de IL-35 em glandulas salivares menores dos pacientes com
Esclerose Sistémica (n=17): ducto(d), acino(a), vaso sanguineo(vs) e células inflamatdrias (ci)
[média + dp, mediana (M)].

Variaveis I_ES

Média + dp M
IL-35 2,65+0,93 2,76
IL-35d 2,98 +0.17 3
IL-35a 2,81 +0.45 3
IL-35 vs 2,65+ 0.58 3
IL-35 ci 2,65 + 0.64 3

O FSR e teste de Schirmer no grupo controle apresentou valores mais altos em
comparagao com o grupo ES (FSR= 0,58 x 0,93 ; p=0.007) / teste de shirmer = 8 x 24; p<0.001).

DISCUSSAO
Este é o primeiro estudo que determinou a expressdo da interleucina-35 em glandulas
salivares menores de individuos com esclerose sistémica, evidenciando alta imunorreatividade

nas estruturas glandulares. Estes achados reforcam linhas de evidéncias atuais quanto ao papel
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da IL-35 na etiopatogénese da ES. Por outro lado, a IL-35 foi detectada no soro de apenas seis
individuos com ES, demonstrando que estas dosagens podem ndo refletir a expressao clinica da

doenca.

(Dantas, Gongalves et al., 2015), foi o primeiro estudo a relatar os niveis séricos elevados
da IL-35, através da ELISA, em pacientes com ES (n=56) em comparag¢do com um grupo controle
de pacientes saudaveis (n=53), associando o nivel sérico da interleucina com os parametros
clinicos. No estudo, a IL-35 esteve associada a fibrose pulmonar. Esses achados foram
posteriormente confirmados no estudo de (Tang, Lei et al., 2018), sugerindo que esta citocina
pode ter um papel importante no curso fibroético da doenca.

Outro estudo, realizado por (Yayla, Torgutalp et al., 2018), também apresentaram niveis
séricos elevados de IL-35 em pacientes com ES, quando comparado com individuos saudaveis.
Entretanto, ndo houve associacdo entre os niveis séricos de I1L-35 e o envolvimento de 6rgaos,
como Visto nos estudos anteriormente descritos. Os demais estudos sobre ES, com 0 mesmo
objetivo, demonstraram niveis séricos elevados de IL-35 em comparacdo com individuos
saudaveis (Tomcik, Zerr et al., 2015, Tang, Lei et al., 2018).

Diferente dos resultados encontrado nos estudos descritos, neste estudo, ndo houve
diferanca significativa ao determinar os niveis da IL-35 entre os pacientes com ES e pacientes
saudaveis, uma vez que a maioria dos individuos ndo expressaram a interleucina no soro. Essa
discrepancia pode ser explicada devido a diferenca dos Kits utilizados, que possuem niveis de

deteccdo distintos.

Sabe-se que fibroblastos saudaveis aumentam a expressdo de IL-35, devido ao fator de
crescimento transformador beta (TGF-pB), e a IL-35 também regula a expressdo de colageno
ativando os fibroblastos. Dessa forma, pensa-se que ha um disfuncdo nessa via, e que a 1L-35
possa ter um papel na fibrose da pele e pulméo na patogénese da ES, sendo um possivel alvo
terapéutico (Tomcik, Zerr et al. 2015).

A imunorreatividade da IL-35 no tecido glandular foi alta, sendo observada este padrao
de marcacdo em todos os pacientes e em todas as estruturas avaliadas (acinos, ductos, vasos
sanguineos e células inflamatorias). Essa achado sugere que as alteracbes morfofuncionais das
glandulas salivares menores sdo alvo da via fisiopatoldgica da ES, podendo ser moduladas pela
interleucina 35. Este é o primeiro trabalho na literatura a descrever tais resultados. Ainda nao foi
estudado o papel da IL-35 na fisiologia e nem no acometimento patoldgico das glandulas

salivares.
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Gongalves, Pereira et al. 2018, em importante revisdo sobre o papel da IL-17A na
esclerose sistémica, mostrou que individuos acometidos pela doenca apresentam uma producgéo
elevada de citocinas relacionadas a Thl7, como por exemplo o fator de crescimento de
transformacéo beta (TGF-B), tendo como hipotese, que a doenca esteja fortemente relacionada a
resposta imune da via Th17. Contudo, sabe-se que o real papel da IL-17A na ES ainda ndo esta
estabelecido.

(Olewicz-Gawlik, Danczak-Pazdrowska et al., 2014; Rolla, Fusaro et al., 2016) sugerem
que a IL-17A desempenhe um papel fundamental no curso e patogénese da ES. Corroborando
com os resultados propostos por Roola,Fusaro et al.,2016, (Kurasawa, Hirose et al., 2000; Yang,
Yang et al., 2014) observaram niveis séricos elevados da IL-17A nos pacientes com ES, e
associados a algumas manifestagdes clinicas, como o comprometimento pulmonar e a extensédo
do comprometimento cutaneo (Murata, Fujimoto et al., 2008). Por outro lado, (Gourh, Arnett et
al., 2009, Mathian, Parizot et al., 2012, Olewicz-Gawlik, Danczak-Pazdrowska et al., 2014) néo
observaram aumento da média dos niveis da IL-17A no soro de pacientes com ES, quando
comparados a individuos saudaveis. No presente estudo, a IL-17A nao foi detectada no soro dos

pacientes com ES e nos individuos saudaveis.

De forma semelhante, ndo houve marcacgéo da IL-17RA nos tecidos de glandulas salivares
em pacientes com ES. Com um perfil patogénico distinto, pacientes com sindrome de Sjogren
apresentam uma forte marcacdo para IL-17RA nas estruturas morfoldgicas das glandulas
salivares menores (Weng, Liu et al., 2018). Esse acho sugere que a fisiopatologia do

comprometimento glandular na ES parece ser distinto do que ocorre na SS;j.

Os pesquisadores deste estudo realizaram um estudo prévio com o0 mesmo grupo de
pacientes com ES (Gomes da Silva et al., 2019) e diagnosticaram 16 pacientes com SSj, de acordo
com os critérios de diagnéstico para sindrome de Sjogren da American-European Consensus
Group (Vitali, Bombardieri et al., 2002). No presente estudo, avaliando o mesmo grupo de
pacientes e utilizando os critérios mais recentes da American-European Consensus Group
(Shiboski, Shiboski et al., 2017) que levam em consideragéo os resultados da bidpsia de glandula
salivar, nenhum paciente fechou o critério para o diagnéstico da SSj. Dessa forma, apesar dos
pacientes com ES apresentarem sintomas glandulares semelhantes a sindrome de Sjogren, 0s
achados histopatoldgicos séo distintos, sugerindo um processo fisiopatologico diferente.

A auséncia de grupos controles para a imuno-histoquimica, como sindrome de Sjégren
primaria e sindrome Sicca, afim de determinar a presenca da IL-35 nas glandulas salivares de
pacientes com estas doencas, bem como os resultados encontrados na dosagem sérica das
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interleucinas, sdo fatores limitantes do estudo. Contudo, os resultados encontrados fomentam a
realizacdo de maiores investigagbes a respeito da expressdo da IL-35 em pacientes
diagnosticados com ES.

Dessa forma, o presente estudo, demonstrou de forma pioneira a expressao de IL-35em
glandulas salivares em pacientes com ES, sugerindo sua participacéo na fisiopatologia da doenca.
Estudos futuros precisardo ser desenvolvidos para entender o real papel da IL-35 na esclerose

sistémica.
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IDENTIFICACAO
Numero da Ficha Data de preenchimento Sexo
/ / 1. Masculino
2. Feminino
Nome do paciente
Telefone 7. Idade (anos) Raga
1. Branca 4. Indigena
2. Negra 5. Amarela
3. Parda
CLASSIFICACAO
16. Forma Clinica 17. Tempo de Doenga
1. Cutanea Limitada
2. Cutdnea Difusa meses
3. Sine Escleroderma
4. Overlap (EXCLUIR)
1.<2anos
5. Localizada (EXCLUIR
ocalizada ( ) 2.2-5anos
3.>5anos
Comprometimento Sistemas
1. Pele 5. Hipertensdo arterial pulmonar
2.  Raynaud 6. Musculo-esquelético
3. Ulceras 7. Comprometimento esofageano
4. Doenga pulmonar intersticial 8. Renal
Pele Fendmeno de Raynaud objetivo
1. Sim 1. Sim
2. Nao 2. Nao
Ulceras digitais (prévias ou atuais) Doenga pulmonar intersticial (TC de tdrax)
1. Sim 1. Sim
2. Nao 2. Nao
Hipertensdo arterial pulmonar (ECO) Artrite (atual)
1. Sim 1. Sim
2. Nao 2. Nido
Miopatia (elevagdo de enzimas) Comprometimento esofageano
1. Sim 1. Sim
2. Nao 2. Nao
Crise renal
1. Sim
2. Nao
DIREITO ESQUERDO
0|1 (2 (3|0 ]1 |2 |3
Dedos
Dorso das maos
Antebraco
Braco
Face
Torax anterior
Abdome
Coxa
Perna
Dorso dos pés
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ESCORE DE RODNAN:

MEDICACOES (especificar a dose)

1. Sim- atual 2. Ndo- parou hd <30dias 3. Ndo- parou hd >30 dias 4. Nunca usou 5. Ndo sabe informar
102. BCC 103. IECA 104. BRA 105. AAS
( ) Nifedipina () Captopril ( ) Losartan
() Anlodipina () Enalapril ( ) Valsartan
( ) Diltiazem
( ) Verapamil
106. Pentoxifilina 107. Sildenafil 108. Bosentana 109. Corticoide
( ) Prednisona
() Prednisolona |:|

)

110. Metotrexato 111. Azatioprina 112. Micofenolato

113.

Ciclofosfamida ]LE'

114. Ciclofosfamida EV 115. IBP 116. Procinético
() Omeprazol () Bromoprida |:|

Data da Ultima aplicaggo: / / () Pantoprazol ( ) Domperidona
117. AINE 118. OUTROS (Especificar):

EXAMES LABORATORIAIS (DATA: )
Hb : Albumina: CPK: PCR:
Ht: Creatinina: VSH:
Exame Oral Lesao: 1. Sim 2 —Nao

Candidose: 1. Sim 2 - | Lingua despapilada: 1. Sim 2 -Nao

Nao

Questionario de xerostomia

1. Sinto minha boca seca
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ ]quase sempre [ Jsempre

2. Tenho dificuldade em comer alimentos secos
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

3. Acordo a noite para beber 4gua
[ INunca[ ]JQuase nunca[ Jocasionalmente [ ]quase sempre [ Jsempre

4. Minha boca fica seca durante a alimentagéo
[ INunca[ ]JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

5. Eu molho a boca para facilitar a degluticdo
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

6. Eu como balas e chicletes doces para aliviar a secura da boca
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

7. Tenho dificuldade em deglutir algumas comidas
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ ]quase sempre [ Jsempre

8. A pele do meu rosto é ressecada
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[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ ]quase sempre [ Jsempre

9. Sinto meus olhos secos
[ INunca[ ]JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

10. Sinto meus labios secos
[ INunca[ JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

11. A parte interna do meu nariz é ressecada
[ INunca[ ]JQuase nunca[ Jocasionalmente [ Jquase sempre [ Jsempre

Sintomas oculares

Sensacéo de corpo estranho: sim L nao U
Ardéncia ou queimagio: sim L nao U
Sensacdo de olho seco: sim LI ndo [
Fotofobia ( problema de claridade): sim L n3o [
Cansaco visual quando 1€ ou V& televiséo: sim . ndo U
Cansaco visual quando € ou V& televiséo: sim . ndo U
Sensacdo que a acuidade visual varia (flutua): sim L nio [
Producdo excessiva de muco: sim . ndo U
Sensacéo de arranhdo quando pisca os olhos sim L nio [
Piora com: ar-condicionado: sim L ndo

vento: sim L ndo

fumagca de cigarro: sim 1 néo O

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO — SINDROME DE SJOGREN ( AECG )

1. Sintomas oculares sim LI ndo L
iari h r mai . x

Tem apresentado diariamente olhos secos por mais de 3 sim O nio O
meses?

a0 recorren reia nos olhos? . x
Tem uma sensacao recorrente de areia nos olhos sim O nio O
Usa substitutos de lagrima mais de 3 vezes por dia? sim I nao [
2. Sintomas orais: sim LJ ndo U
Tem apresentado diariamente sensagéo de boca seca por mais sim L n3o O
de 3 meses?
Tem apresentado aumento das glandulas salivares recorrente sim U nao U
ou persistente quando adulto?
Frequentemente bebe liquidos para ajudar a engolir alimentos sim L ndo O
secos?
3. Sinais de comprometimento ocular: Positivo[J  Negativo [

Teste de Schimer: mm/5min (< Smm em 5 minutos)
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4. Histopatologia: Positivol] Negativo LJ

Numero de focos:

5. Envolvimento de glandula salivar Positivo[]  Negativo L
Fluxo salivar ndo estimulado: ml/min (<1,5ml em PositivoL]  Negativo []
15 min)

Sialografia da parétida mostrando sialectasias difusas, sem Positivo L] Negativo []

evidéncia de obstrucdo dos ductos maiores.

Cintigrafia salivar com atraso na captacdo, redugdo na Positivo ] Negativo L]
concentracdo e/ou atraso na secre¢do do tracador.
6. Auto-anticorpos: PositivoL]  Negativo [

Presenca de anti- | S LI nao U Resultado:

Ro/SSA:

Presenca  de  anti- | S LI nao [ Resultado:

La/SSB:

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO — SINDROME DE SJIOGREN ( ACR)
1. Anti-SSA/Ro e/ou anti-SSB/La positivos ou FR Positivo ] Negativo L]

positivo e titulo de ANA > 1:320

2. Biopsia da glandula salivar labial exibindo Positivo L] Negativo [
sialadenite linfocitica focal com uma pontuagéo > 1
foco/4 mm2
3. Queratoconjuntivite seca com o score de coloragédo Positivo L] Negativo L]

ocular > 3 (assumindo que o doente ndo usa colirios
diarios para glaucoma e ndo foi submetido a cirurgia
oftalmoldgica nos ltimos 5 anos).

AVALIACAO DENTOFACIAL

1. Mensuracgdo da amplitude da abertura bucal: ____mm

Avaliacao em mucosa

Presenca de telangiectasia SimUJ Naol]

Presenca de identagdo em mucosa jugal SimUJ N&oL]
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PARECER CONSUBSTANCIADD DD CEP
DADCE DO FROJETD DE FEZGUISA
Thulo da Pecquisa: AVALIAGAD DO PAFEL DA IL-1TA E IL-35 HO COMPROMETIMENTZ ORAL
SECUNDARIC A ESCLERCEE SIZTEMICA.

Pecguicador: Gullerme 3oares Gomes da Sha
Arsa Temitioa:
Varcho: 3
CAAE: TATEDD17.4.0000.5208

Inctttulgdo Proponants: Unlversidade Federal de Pemambiucs - UFPE
Patrocinador Principal: MINIETERE DA CIEMCLA, TECHOLTGLA E INOWATAT

DADCE DD PARECER
Homars do Pansssr 2.337.192

Aprecentagde do Projato:
Trata-z= de um Fabalho gue kem 2 inalidade de ser a Tese de Doutorado do ciurgiio-dentista Gullherme
Soares Gomes da Biva, pertencents ac Progmma de Pas-graduaclo em Cdontologla, que tem como
Ciientador o Prof. Dr. Lulz Alciho Mondsiro Gosdnes. & co-orieniadora a Prol, Dré, Andrea Tavanes Dants, &
buscard avalar pape! das interieccinas IL-17A & IL-35 na evoluglo do envoldimento ol em pessoas com
EsOemse Ssbimies

Dbjetivo fa Pecgulca:

Dbgetvn paral Avalar o papel ds L-17A = L-35 nas mmlf::la-;ﬁ:-:- oofsciak O3 esclernse skRtmica (E35
Cibjefivos. especifioos.

» Avaliar o nhel strico de IL-17A & L-35 em individucs poradon=s de ESC

v Avallar 3 Imurcespressio de [L-17A & IL-35 em glAnduizs salvares mEnones ooletadas para fnc de
diapndstico de sindrome de Sjbgren secundia;

« Ayaliar 3 assodaclo entre os nivels séricos & expressio glandular de IL-17A & IL-35 com marcadones
sistdmicos:Escore g Rodnan; Subgrupo oinlco; Manifestacles sisstmicas; Aute-anticorpos.

= Avaliar a associapio enire o5 nives sérioos & expressio glandular de IL-17A & IL-35 com
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Indicadores de dosngas orals:Distdncla Interincisal; Par@metros perlodontals; Taxas de fluxe
sallvar;Magnastico de sindrome de SjSgren secundaria.

Awallagdo dot FicoDc o Benafioloc:

s riscos inerenfes & pesquisy podem ser spumenados como agueles pertinentes is I'tenlenp!-u clnicas.
coma: irkagio ocular neacionada ao besbe de Shirmer], dor pés-operaidna, parestesia do lablo Inferior,
Infecgio, edema, reaples aldrgicas relacionados com a realzacdo da biopsia de glandulas sallvanes
menores] & desoonfiorio no momenio da colets de samgues . O participanis i acesso & asskbncis ink=gral
de modo que indas a3 complicagles serio pronamente atendidas peio grupo envoivido na pesquisa, endo
© pacienie ampio acesse & imformaghies do ratamenio crso assim desee.

Comentirios & Conclderagles cobre a Pecgulca:

Berd reallrado um sshido caso-contmole, composio por uma amosia de 83 indvidoos com diagndsiicoo de
E3 avalados ro servipo de Reumaioiogia do Hosplal das Clinicas - UFPE no periode de noyembmd204T a
derembroZ2id 5. Ambulzitrio de Esdernoss SisEmica do HospEal das Clinlcas — UFFE. & gnapo oonirole
serd mmposio por 50 indviduos ssudivels, seiecdonados na clinica de esiomaiologlalIFFE, pareados por
sexo = idade, & que ndo apresentassem relxio de doenga autoimune, hisidria de tabaglsmo, gravidez ou
diabetes No HC serd realzado uma awallagio Inicial do prontudnic com revisSo dos exames soroldgioos
seguida de exame dinico realzado por um eusaiclogisia

para confirmaclo dos dades clisicos. Depals, os particdipantes serfo enfrevisiados para presnchimenio de
wm prontuano de pesquiss para obtenclio dos dadas sackodemograficns, medicos, hissirs da dosnps atusl
e Dnn:ll-;!o- orofadal. Serfo avallados a forma clinlca, escore de Rodnan, ssquema ferapfutico e
mnvalvimento sisbimico. Em segulda, serfo submetidos 3 exame clinlco crofacial detaFado, com
deferminacio de avallagho pericdontal, avalaclo da abertura bucal, avalacho do fuxo salvar e avaliagio
o fluxs lecrimal. Quando houver suspefia de sindrome de Siigren secundaria, serd realizada bidpsia de
lablo inferor caso haja dindda na cluzl‘tu;hdu doenca. Serd realzado oolefs de sangue para Dosagem
sormidgics das chiodnas & a manchisioquimica para of i=cides ooletados.

Conclderapbes cobre o Temos mmmm:
0 pesguisydor esponsdve] anerou os seguinbes documentos conforme soldia a ru'.nu;!u n"£68M12:
1- Carta de anuénda da dinica de Esformatologls do Curso de Odomniogla,

Erdareps:  Ax. de Eogenhars ahn® - 1" ender, ssls 4, Prédio do Ceanto de Ciross de Ssxds

Balimo: Cosds Lntesrsisiris CEP: S0 Tacsm
ur- Pe Henkcipic RECIFE
Talslons: (@1 21t-EE08 E-mall: cacoonEufpe br

S 2 e

47



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
“p 4| CEP PERNAMBUCO CENTRO DE wﬂﬂ
D= "= CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Contirsmis do Farece 1337 1

para o desenvoiimenio no projeto.

Z- Folha de rosio adeguadamente preenchida e assinada;

3~ Curiculo attes dos pesquisadones envolvidos R dessnvolvimenio o projeio;

S~ Termo &= compromisso & mnfidendaldade;

&~ O orpamenhs & cronogramas estio adequados & proposta;

T-TCLE;

& Dl:dﬂn-;snde Matricula o pesgulssdor responsAve] o ouborsc.

S Carta de anuenda oo Centro de Ensing & Pesguisy de Laser em Odontologla;

10+ Projefo 'Wond.

Resomardagies:

2em recomendagic.

Conclucbet ou Penddnolac o Licta de Inadequagdec:

0 pesquisador responsive] afendey a fodas o5 requisBos Aticos necessdrios pam o dessrohvimenio da sua
pesquisa, e o projeio poderd ser inickado.

Conclderagbec Finals a ortbéric do CEF:

As exigéndas foram afendidas & o prolocolo estd APROVADD, ssndo lbe=rado para o inido da colsia de
dados. Informamos gue a AFFI.EI'.'M;J.D CEFINITVA do projeio 54 serd dada apds o envio do Relaldrio
Fimal da pesquisa. O pesquisador deverd fazer o downlioad do modelo de Reladdno Final para envid-io via
“Motificaclio”, peia Fiatafora Erasl. Siga as nstnugles do link "Par enviar Retatorio Final®, dispon vel no
she do CEP/CCEAIFPE. Apds apreciagio desse relabirio, o CEF emira nowo Farecer Consubstanciado
definittve pelo sisiema Plataiomme Brasil

informamaos, ainda, que o {a) pesquisador (a) deve desemvohner 8 pesguisa conforme defineada neste
profocolo aprovado, exceis quando perceber fsoo ou dano nio previsho 30 woluntsrio paricipants (Bem V.3,
da Resolupio CHEMALE NP 46512

Eventuais modificapies nesta pesquisa devem ser solcEadys atraves de EMENDA a0 projein, ldensficando
& pariE oo profcooin @ ey modicada & s ushficabives.

Fam projetos com mals de um anc de evecupdo, & obrigatSrio gue o pesquisador responsavel pelo
Frofiocolo de Fesquisa apresenbe & sghe Comild de Etica reiabirios parcisis des alhvidades desenvwobidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprowaglo (Bem 1.3 b, da Resoluplo CHEME N 455/12).
O CEPICCAUFFE deve ser informado de ndos os efefios adversos ou fafos relevanies que aferem o ursa
mormal do estudo (tem V.5, da Resolugio CNIMSE N £66/12) E papel dova
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FEsquisadora asseparar iodas as medidas Imediates = adequadas frenke & svenio adverso grave coomdo
{mesmo que tenha sido &m cutro centroj £ ainda, enviar notficago & ANVIZA — ApEncia Madonal de
Wigliancia Sanitaria, Jumo oom Seu posicionamiento.

Ecte parscer fol slaborsdo bacsado not dosumantios abales relaslonasos:

Tipo Documenio Amuive Fuostagem Aufor Skuagio
Infnt"dg-!l:-:ﬂt-\:a: FE_IHFDRM.-‘\.I;E EAZICAS_DO_F 1EMaZoT Aot
do P D ROMETS 875345, 103034
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2205014 | Gores da Silva
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