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RESUMO

A Sindrome de Sjogren ¢ uma doenga autoimune sistémica cronica que afeta
preferencialmente as glandulas exocrinas, levando a sua disfuncdo progressiva. Esta
condi¢ao manifesta-se clinicamente, de forma predominante, por sintomas de xeroftalmia
e xerostomia, resultantes da infiltracdo linfocitaria e destruicdo glandular. O diagndstico
precoce ¢ frequentemente dificultado pela inespecificidade clinica inicial e pela
sobreposi¢do com outras condi¢des autoimunes. Esta revisdo sistemdtica tem como
principal objetivo analisar o papel da saliva como ferramenta complementar no
diagnodstico, monitorizacdo da severidade e avaliacdo da progressdo da Sindrome de
Sjogren, respondendo a seguinte questdo: “A andlise salivar pode contribuir de forma
eficaz para o diagnostico, avaliagdo da severidade e progressdo da Sindrome de
Sjogren?”. Para isso, foi realizada uma pesquisa bibliografica nas bases de dados PubMed
e ScienceDirect. Foram utilizadas combina¢des de palavras chave MeSH com os
operadores booleanos “AND” e “OR”: “saliva”, “Sjogren’s Syndorme”, “Diagnosis” e
“Biomarkers”. Foram incluidos estudos que analisaram quantitativamente e
qualitativamente a saliva de pacientes com diagndstico confirmado de Sindrome de
Sjogren. Dos 122 artigos inicialmente identificados, 27 estudos cumpriram os critérios
de inclusdo. Verificou-se alteracdes significativas no perfil protedémico da saliva de
doentes com Sindrome de Sjogren primario, refletindo perturbagdes imunologicas,
inflamacdo local e disfungdo glandular. Desta forma, a andlise salivar revela-se uma
ferramenta nao invasiva e promissora na pratica clinica, contribuindo para o dignostico
mais preciso e acompanhamento individualizado da Sindrome de Sjogren.

Palavras-chave: “Sidrome de Sjogren”, “Saliva”, “biomarcadores salivares”,
“protedmica”, “beta 2-microglobulina”.
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ABSTRACT

Sjogren's Syndrome is a chronic systemic autoimmune disease that primarily affects the
exocrine glands, leading to their progressive dysfunction. Clinically, this condition
predominantly manifests with symptoms of xerophthalmia and xerostomia, resulting
from lymphocytic infiltration and glandular destruction. Early diagnosis is often hindered
by the initial clinical nonspecificity clinical presentation and by the overlap with other
autoimmune conditions. This systematic review aims to analyse the role of saliva as a
complementary tool in the diagnosis, severity monitoring, and progression assessment of
Sjogren's Syndrome, addressing the following question: “Can salivary analysis
effectively contribute to the diagnosis, severity evaluation and progression of Sjogren's
Syndrome?”. To answer this, a bibliographic search was conducted in the PubMed and
SciencDirect databases. Combinations of MeSH keywords with the Boolean operators
“AND” and “OR” were used: “saliva”, “Sjogren’s Syndorme”, “Diagnosis”, and
“Biomarkers”. Studies that quantitatively and qualitatively analyzed the saliva of patients
with a confirmed diagnosis of Sjogren's Syndrome were included. Of the 122 articles
initially identified, 27 studies met the inclusion criteria. Significant changes were
observed in the salivary proteomic profile of patients with primary Sjogren’s syndrome,
reflecting immunological disturbances, local inflammation, and glandular dysfunction.
Thus, salivary analysis proves to be a non-invasive and promising tool in clinical practice,
contributing to a more accurate diagnosis and individualized follow-up of Sjogren's
Syndrome.

1Y 2 <6

Keywords: “Sjogren's syndrome”, “Saliva”, “saliva biomarkers”, “proteomics”, “beta 2-
microglobulin”.

xii



xiii



INDICE GERAL

I
I1.

A SO

I11.

e i

IVv.

VI

VIIL.

INTRODUGAQ ..ouuniurcinninsississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 1
METODOLOGIA.....cuooirinnnririnnisricississesssssssssissississsssssssssssssssssssssssssssssossssses 3
Desenho dO ESTUAO......oouiiiiiiiiieieeereeee s 3
Fontes de informacao e estratégia de peSquiSa........cceervreruierieenieenieenieenreeneenees 3
Selecao dos artigos e critérios de elegibilidade...........ccoeeeveiiiniiinieniieieeeee, 4
Risco de viés (avaliag@o critica metodologica) ........ceevveeriieriieniieniieiieeieeee 5
RESUIAAOS ...t et 6
Sintese dos Resultados dos Estudos incluidos...........ccceevieriieniienieenienieeenne, 16
Biomarcadores salivares para diagnostiCo.........cocveeeveerieeiieniieeiieniieeieeseeeeiens 16
Biomarcadores relacionados a gravidade clinica............cooceevieeiiienieiiieeninenie, 17
Potencial para monitorizagdo da Progressdo da SS...........cccooviiiiiiiiiiiiinienin, 17
REVISAO DA LITERATURA......ciuircimcisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 19
SINArome de SJOGIEN ....ccuvieiiiiiieiieeie et s 19
2 Te) (04 T FO U PU PR URUUURRUSPRPIO 20
Desafios no diagnostico da Sindrome de Sjogren ...........ccceevveeviienieiiieeninennnnn, 20
Biomarcadores Salivares e sua Relevanciana SS...........cccccoovviiviiiniiiiiiinieein, 21
Proteolitica Salivar como potencial indicador da SS..........c.coceviriiniininiennnn 22
Diagndstico € AVAlIACA0 .......cevuiriiriiiriiiierieete ettt 22
Critérios de DIagnOStICO .....ccuueevieriieeiieniie ettt ettt et ae e s aeeeeesaee e 23
Proteolitica Salivar: Fundamentos € Aplicagoes .........ccceeevveerieeiiieniienieeniienienns 27

i.  Enzimas Proteases na Saliva: Diversidade e Fungoes............ccceeveuveeeneenne. 27

ii. Regulac@o da Protedlise Salivar .........ccccocevieiiniiiniiniiiineecee e 28
RESULTADOS ..uitiiiiininsensninnississississssssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29

DISCUSSAQ .ccuuimniinninscsscssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35
CONCLUSAO . c....cuimninniancsssisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 41
BIBLIOGRAFTA .....ucuiouiiiriniininnisnisnisssssssssssssssississssssssssssssssssssssssssssssssssossns 43

Xiv



XV



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Diagrama de fluxo PRISMA com a informacao sobre as diferentes fases da

SCLECAD A0S ATIZOS ..veevvieiieeiieeiie ettt ettt et ettt e et e st e e e e st e enbeebeesnbeensaeenseenseeenns 8

XVi



XVii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 : Modelo PICO para a formulagao da questao clinica. .......c..cccceeveevvenerniennenne 3
Tabela 2: Resultados obtidos nas diferentes bases de dados. .........cccceceeveriiiniincniiennene. 7
Tabela 3: Caracteristicas dos estudos InCluidos...........eoveverviiriineiiiinienieecee 9
Tabela 4: Avaliacdo critica metodologica dos estudos de acuracia diagnostica ........... 13
Tabela 5: Avaliacado critica metodologica dos estudos transversais analiticos ............. 14

Tabela 6: Avaliacdo critica metodologica dos estudos com checklist de ensaio clinico
Tabela 7: Critérios EULAR/ACR para classificagdo da pSS: Erro! Marcador néo

definido.

Tabela 8: Resumo dos artigos selecionados...........ccueerveeiiieriieiiienie et 31

XViii



XiX



LISTAS DE ABREVIATURAS, SIGLAS, SIMBOLOS OU
ACRONIMOS

SS— Sindrome de Sjogren

SS primaria — Sindrome de Sjogren primaria

SS secundaria — Sindrome de Sjogren secundaria

ACR — American College of Rheumatology (Colégio Americano de Reumatologia)
EULAR — European League Against Rheumatism

ESSDAI — EULAR Sjogren Syndrome Disease Activity Index

ESSPRI — EULAR Sjogren Syndrome Patient Reported Index

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

LC- MS/MS — Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry
2-DE- Two-Dimensional Electrophoresis

AUC — Area sob a curva

B2-MG — B2- microglobulina

TRIM29 — Tripartite Motif Containing 29

Siglec-5 — Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin 5

SSA/Ro — Anticorpo anti-Ro (autoanticorpo)

SSB/La — Anticorpo anti-La (autoanticorpo)

pSS— Primary Sjogren’s Syndrome (Sindrome de Sjogren primaria)
ROC — Receiver Operating Characteristic (Curva ROC)

IgG —Imunoglobulina G

IgA —Imunoglobulina A

XX



XXi



Analise protedmica da saliva como indicador precoce no diagndstico, severidade e progressdo da
Sindrome de Sjoogren

I. INTRODUCAO

A Sindrome de Sjogren (SS) ¢ uma doenca autoimune crdnica, caracterizada pela
infiltragdo linfocitica e consequente disfun¢do das glandulas exdcrinas, principalmente as
salivares e lacrimais, resultando xerostomia e xeroftalmia. A SS pode ser classificada
como primaria, quando ocorre isoladamente, ou secundaria, quando associada a outras

doengas autoimunes, como o lipus eritematoso sistémico e a artrite reumatoide.

A SS afeta predominantemente mulheres, com uma propor¢dao de 9:1 em relagdo aos
homens, e sua prevaléncia varia de 0,1% a 0,4% na populacao geral. A doenca pode-se
manifestar em qualquer idade, mas ¢ mais comum em mulheres na faixa etaria de 40 a 60

anos (Mariette et al., 2018).

O diagnostico da SS pode ser desafiante, uma vez que os sintomas sdo comuns a outras
condi¢cdes e ndo existem biomarcadores especificos amplamente utilizados na pratica
clinica. Atualmente, o diagnostico ¢ baseado em uma combinacao de critérios clinicos,
laboratoriais e histopatoldgicos, incluindo a presenga de secura ocular e oral, testes de
funcdo lacrimal e salivar, e a detecdo de autoanticorpos, como o anticorpo anti-Ro/SSA.
No entanto, esses critérios diagnosticos podem ndo ser suficientes para identificar a SS
nos seus estadios iniciais, o que pode levar a um atraso no diagnostico e,
consequentemente, no inicio do tratamento adequado. Além disso, a avaliagdo da
severidade e progressao da SS ainda ¢ um desafio, uma vez que a doenga pode apresentar

diferentes graus de gravidade e evoluir de forma varidvel em cada paciente.

A procura por novos biomarcadores que possam auxiliar no diagnostico precoce, na
avaliagdo da severidade e na predi¢cdo da progressao da SS tem sido objeto de diversos
estudos. Nesse sentido, a analise da proteolitica salivar tem-se mostrado promissora, uma
vez que a saliva contém uma variedade de enzimas proteoliticas que podem refletir o

estado de saude das glandulas salivares e do organismo como um todo.

A proteolitica salivar ¢ o processo de quebra de proteinas em peptideos menores ou
aminodcidos por enzimas proteases presentes na saliva. Estudos recentes tém
demonstrado que a atividade proteolitica salivar pode estar alterada em pacientes com SS,
com um aumento da atividade de algumas enzimas e diminui¢cdo de outras. Essas
alteracdes podem estar relacionadas com a inflamacdo e disfungdo glandular

caracteristicas da doenga.
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Assim, a andlise da proteolitica salivar como indicador precoce no diagndstico,
severidade e progressdo da Sindrome de Sjogren ¢ de grande relevancia, uma vez que
pode contribuir para um diagnostico mais precoce e preciso da doenca, permitindo um
acompanhamento mais adequado dos pacientes e, consequentemente, um melhor

prognostico.

Esta revisdo sistemdtica tem como principal objetivo informar os médicos sobre aa
importancia no diagnostico precoce por métodos ndo invasivos, respondendo a seguinte
questdo: “A andlise salivar pode contribuir de forma eficaz para o diagnostico, avaliacao

da severidade e progressao da Sindrome de Sjogren?
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II. METODOLOGIA

1. Desenho do estudo

O protocolo relativo a metodologia desta revisdo sistematica encontra-se registado sob o
niamero CRD420251022739 na plataforma PROSPERO e foi de encontro as guidelines
PRISMA: Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(Shamseer et al., 2015).

A questdo clinica formulada para a prossecucao dessa revisao sistemadtica foi baseada na
estratégia PICO (Population, Intervention, Comparison, Outcome) utilizada nas revisoes
sistematicas, para definir a pergunta de pesquisa (Tabela 1). A questdo clinica foi: A
andlise salivar pode contribuir de forma eficaz para o diagnostico, avaliacdo da severidade

e progressao da Sindrome de Sjogren?

Tabela 1

Modelo PICO para a formulagdo da questdo clinica.

Populacio Pacientes diagnosticados com Sindrome de
Sjogren
Intervencio Analise dos componentes da saliva como

ferramenta de diagnostico e monitorizagao

Comparacio Pacientes sem Sindrome de Sjogren

Outcome Identificar biomarcadores salivares associados ao
desenvolvimento, severidade e progressao da

Sindrome de Sjogren

2. Fontes de informacao e estratégia de pesquisa

Foi realizada uma pesquisa bibliografica na base de dados PubMed e ScienceDirect.
Foram utilizadas combinagdes de palavras-chave e termos MeSH com o marcador
boleano “AND” e “OR”: ("Sjogren's syndrome" OR "SS") AND ("salivary proteases" OR
"salivary proteolysis" OR "salivary protease activity" OR "salivary enzymes" OR "saliva"
OR "Beta 2- microglobulin”) AND ("biomarker" OR "diagnosis" OR "prognosis" OR

"disease activity” OR "severity” OR "progression”). Os filtros aplicados foram: artigos
'y 'y prog p g
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publicados nos ultimos 10 anos, estudos transversais, ensaios clinicos, meta-analises,

estudos caso-controlo, estudos de cohort retrospetivos e artigos que fossem free full text.
A selecdo dos artigos foi realizada com base em critérios de inclusdo e exclusao.

Critérios de inclusio: estudos realizados em humanos, estudos que abordem a saliva

como biomarcador para o diagndstico, severidade ou progressao da Sindrome de Sjogren.

Critérios de exclusdo: estudos realizados em animais e estudos que ndo relatem a saliva

como potencial biomarcador.

3. Selecio dos artigos e critérios de elegibilidade

Uma avaliagdo preliminar dos titulos e resumos dos artigos foi realizada para determinar
que artigos atendiam aos objetivos do estudo, e os artigos irrelevantes e duplicados foram
removidos. Todos os artigos que se encontravam completos foram lidos na integra apds
a fase de identificagdo inicial, a fim de verificar a elegibilidade. Dois investigadores (DM,
TG) independentes fizeram a triagem e a extracao da informagdo, aplicando os critérios
de elegibilidade aos artigos considerados. No caso de discrepancias relativas a sele¢do,

as mesmas foram resolvidas por consenso.

Critérios de elegibilidade:

Tipologia do estudo: estudos transversais, estudos caso-controlo e estudos de cohort

retrospetivos.

Participantes incluidos: Pacientes com diagnostico confirmado de Sindrome de Sjogren,

conforme os critérios ACR/EULAR 2016

Participantes excluidos: Participantes sem confirma¢do diagnostica de SS, casos

exclusivamente pediatricos, estudos em modelos animais ou in vitro, estudos que
abordem apenas a saliva estimulada ou que ndo analisem a saliva diretamente como

biomarcador.

Tipo de exposi¢do: Apresentar a Sindrome de Sjogren confirmada, segundo critérios

clinicos, laboratoriais ou histopatologicos.

Outcome primario: Identificacdo e/ou valida¢ao de biomarcadores salivares com utilidade

para o diagnostico da SS.
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Outcome secundario: Avaliar a associagdo entre biomarcadores salivares ¢ indicadores

de gravidade clinica ou progressao da doenca.

A estratégia para extracdo dos dados foi previamente estabelecida, sendo definida com
base no desenho e tipo do estudo, caracteristicas das amostras, outcome avaliado e como
foi medido, analise estatistica, incluindo o ajuste para fatores de confundimento,
resultados gerais e for¢a da associacdo. Os dados foram extraidos dos artigos tal como

estavam descritos nos estudos.

Para esta revisdo sistematica foram incluidos nove estudos que cumpriram integralmente
os critérios de elegibilidade estabelecidos. No entanto, foram ainda consultados quatro
artigos adicionais, de elevada relevancia cientifica, que, embora ndo tenham sido
incluidos formalmente na analise sistematica, foram utilizados como apoio complementar
na discussdo critica dos resultados, com o objetivo de enriquecer a interpretagdo dos

achados.

Esta revisao foi constituida por 13 artigos.

4. Risco de viés (avaliacdo critica metodologica)

Foi realizada uma avaliagdo critica da qualidade metodoldgica de todos os artigos
incluidos, utilizando trés ferramentas elaboradas pelo Joanna Briggs Institute: “Checklist
for Analytical Cross Sectional Studies” para estudos transversais, “Checklist for Case
Control Studies” para estudos caso-controlo e “Checklist for Cohort Studies” para os

estudos de cohort retrospetivos (Moola et al., 2020).

Todas as revisdes sistematicas incorporam um processo de critica ou avaliacdo das
evidéncias da pesquisa. O objetivo desta avaliacdo foi avaliar a qualidade metodologica
de um estudo e determinar até que ponto o estudo abordou a possibilidade de viés na sua

concecao, conducdo e analise.

Todos os artigos selecionados para inclusdo na revisdo sistematica foram submetidos a
avaliacdo rigorosa por dois avaliadores criticos (DM, TG). Os resultados desta avaliagao
foram usados para transmitir a sintese e interpretagdo dos resultados do estudo. Foi
necessario incluir mais dois avaliadores (RM, VM) para desempate em situacdes de

inconcordancia entre os outros dois avaliadores. Para avaliagdo das evidéncias da
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pesquisa foi preenchido o formulario com as ferramentas de avaliacdo critica do JBI

(Moola et al., 2019) pelos quatro avaliadores (DM, TG, RM, VM).

As ferramentas sdo constituidas, respetivamente, por 8, 10 e 13 parametros de avaliagao,
que levam os examinadores a percorrer a totalidade dos artigos, com o objetivo de
preencher cada um dos parametros com “Yes”, nos casos em que o artigo possua a
totalidade da informacdo em avaliacdo; “No”, quando o artigo ndo possui qualquer
referéncia a informagdo em avaliacdo, “Unclear”, em casos nos quais a informagdo em
avaliagdo estd apenas mencionada de forma parcial, “Not aplicable” quando o parametro

ndo ¢ passivel de ser aplicado ao artigo em avalia¢@o por determinantes metodologicas.

5. Resultados

No levantamento bibliografico preliminar nas bases de dados eletronicas obtiveram-se
122 artigos. A plataforma Ryyan detetou 7 duplicados, resultando num total de 115

artigos para a triagem inicial.

Apobs o processo de triagem e avaliagdo, foram incluidos 9 estudos na sintese final da
presente revisdo sistematica. Os estudos foram publicados entre 2015 e 2024 e
conduzidos em paises como China, Japao, Coreia do Sul, e Italia. Os estudos incluiram
pacientes com diagnéstico confirmado de Sindrome de Sjogren (primdria, na maioria dos
casos), e utilizaram amostras de saliva (total, estimulada ou nd3o estimulada),
frequentemente em combinagdo com soro, para analise de biomarcadores. A estratégia da
pesquisa ¢ apresentada na tabela 2. A tabela 3 apresenta as principais caracteristicas dos
estudos, incluindo autor, ano, pais, biomarcadores analisados, tipo de amostra, nimero

de participantes e tipo de estudo.
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Tabela 2

Resultados obtidos nas diferentes bases de dados.

Base de dados Termos de pesquisa Resultados

("Sjogren's syndrome" OR "SS") AND ("salivary proteases" OR
"salivary proteolysis" OR "salivary protease activity" OR
PubMed "salivary enzymes" OR "saliva") AND ("biomarker" OR 46
"diagnosis” OR "prognosis" OR "disease activity" OR

"severity" OR "progression")

) ] (saliva OR salivary proteolysis OR Beta2-microglobulin) AND
ScienceDirect . . ) ) 76
Sjogren syndrome AND (diagnosis OR prognosis)

Depois de ter encontrado os artigos apropriados, uma selecdao de artigos foi feita para
identificar possiveis novos biomarcadores salivares para diagndstico precoce da
Sindrome de Sjogren. As instrugdes do PRISMA foram seguidas ao longo do processo
de selecdo dos artigos. Apds a remogao dos artigos duplicados (7), ficou-se com 115
artigos. Foram excluidos 56 artigos ap6s leitura dos titulos e 32 apds leitura do resumo.
Entdo selecionaram-se 27 artigos para a leitura completa e aplicagdo dos critérios de

elegibilidade escolhidos. No final verificou-se um total de 9 artigos (Figura 1).



Analise protedmica da saliva como indicador precoce no diagnoéstico, severidade e progressao da
Sindrome de Sjoogren

Figura 1

Diagrama de fluxo PRISMA com a informagdo sobre as diferentes fases da sele¢do dos artigos.

Identificacao

!

Identificagcao dos estudos através de bases de dados eletronicas J

Artigos identificados nas bases
de dados eletronicas

Pubmed (n = 46)
ScienceDirect (n=76)
Total: 122

Artigos duplicados removidos
(n="7)

Triacaem

Eleaibilidade

]

Incluidos

A4

Artigos selecionados apos
exclusdo dos duplicados
(n=115)

\4

Artigos excluidos apos leitura do
titulo (n =56)

Artigos excluidos apos leitura do
resumo (n=32)

Artigos completos selecionados
para elegibilidade
(n=27)

v

Artigos de texto completo
incluidos na revisdo
(n=9)

Artigos excluidos:
Razdo: ndo cumprem o objetivo
desta revisao

(n=18)




Tabela 3
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Caracteristicas dos Estudos Incluidos

Autor/Ano

Titulo

Pais

Biomarcador

Amostra

Tipo de Estudo

Wei et al. (2015)

“Role of salivar anti-SSA/B
antibodies for diagnosing primary

Sjogren’s syndrome”

China

Anti-SSA/B

Saliva

240

Diagnostico

Garza-Garcia et al.

(2016)

“Salivary p2-Microglobulin
positively correlates with ESSPRI
in patients with primary Sjogren’s

syndrome”

México

B2-microglobulina

Saliva

71

Gravidade

Agrawi et al.
(2017)

“Identification of potential saliva
and tear biomarkers in primary
Sjogren’s syndrome, utilising the
extraction of extracellular vesicles

and proteomics analysis”

Oslo

EVs+proteinas

Saliva+lagrima

59

Diagnostico

Torres et al. (2017)

“Beta-2 microglobulin in Whole
Unstimulated Saliva Can
Effectively Distinguish Between
Sjogren’s syndrome and Non-

Autoimmune Sicca Symptons”

México

B2-microglobulina

Saliva ndo estimulada

192

Diagnostico
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Tabela 4

Caracteristicas dos Estudos Incluidos (cont.)

Autor/Ano Titulo Pais Biomarcador Amostra N Tipo de Estudo
“Soluble Siglec-5 is a novel salivar )
Lee et al. biomarker for primary Sjogren’s Coreia do Siglec- 5 soluvel Saliva 90 Diagnostico
(2019) syndrome” Sul
“Proteomics of Saliva, Plasma, and
salivar glangd tissue in Sjogen’s
Sembler Moller et Syndrome and non-Sjogren’s Copenhaga Multiproteico Saliva, plasma, bidpsia 40 Diagnésticotgravidade
al. (2020) patients identify novel biomarker
candidates”
“Combined sérum anti-SSA/Ro
and salivary TRIM29 reveals
Sembler Moller et  promising high diagnostic accuracy Estelldos TRIM29 e anti-SSA/Ro Salivatsoro 40 Diagnostico
al. (2021) in patients with primary Sjogen’s Unidos
Syndrome”
“Salivary Proteomics Markers for
Di Giorgi et al. Preclinical Sjogren’s Syndrome: A Italia Varios (protedmica) Saliva 27 Diagnostico
(2022)

Pilot Study”
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Tabela 5

Caracteristicas dos Estudos Incluidos (cont.)

Autor/Ano Titulo Pais Biomarcador Amostra N Tipo de Estudo
“A non-invasive model for
diagnosis of primary Sjogren’s
disease based on salivar China TRIM29-+autoanticorpos Saliva+soro 258 Diagnostico

Zhang et al. (2024)
biomarkers, sérum, autoantibodies,

and Schirmer’s test”
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Ap6s o preenchimento das ferramentas JBI, os estudos foram classificados segundo a sua
qualidade metodolégica em trés caracteristicas: alta, moderada ou baixa. Esta
categorizagdo teve como base o nimero total de critérios atendidos e a gravidade das
limitacdes metodologicas. Foram considerados de alta qualidade os estudos que
cumpriram >8 critérios, sem falhas graves. Estudos com 5 a 7 critérios atendidos ou com
uma limitagdo metodoldgica relevante (como auséncia de duplo cego) foram classificados
como moderados. Por fim, estudos com <4 critérios ou limitagdes metodologicas
significativas (ex.: amostra muito reduzida ou auséncia de controlo) forma considerados
de baixa qualidade. Esta classifica¢do foi fundamental para orientar a interpretacdo dos

resultados.
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Tabela 6
Avaliagdo critica metodologica dos estudos de acuracia diagnostica
N
Autor/ Ano Q1 Q2 Q3 Q4 Qs Qo6 Q7 Q8 Q9 Q10 v
es
Wei et al. Yes Yes Yes Yes Yes No Yes Yes Unclear Yes 8
(2015)
Agrawi et al. Yes Yes Yes Yes Unclear Unclear Yes Yes Yes Yes 8
(2017)
Torres et al. Yes Yes Yes Yes Nao Nao Yes Yes Yes Yes 8
(2017)
Lee et al. Yes Yes Yes Yes Unclear Unclear Yes Yes Yes Yes 8
(2019)
Sembler et al. Yes Yes Yes Yes Unclear Unclear Yes Yes Yes Yes 7
(2021)
Di Giorgi et al. Yes Yes Yes Yes No No Yes Yes Yes Yes 8
(2022)
Zhang et al. Yes Yes Yes Yes Uncleat ~ Unclear Yes Yes Yes Yes 8
(2024)

Nota: Q1 Critérios de inclusido claramente definidos? Q2- Condi¢ao medida de forma valida e confiavel? Q3- Padrido de referencia usado adequadamente? Q4- Prticipantes
submetidos a ambos os testes?; Q5- Teste indice interpretado cegamente ao padrio?; Q6- Padrio de referencia interpretado cegamente ao indice?; Q7- Amostragem
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apropriada?;Q8Tempo entre os testes aceitavel 7; Q9- Aplicacdo consistente dos testes ?;Q10- Métodos estatisticos apropriados? Yes: sim; No: ndo; Unclear: incerto; Not
applicable: ndo aplicavel.

Tabela 7

Avaliagao critica metodologica dos estudos transversais analiticos

Autor/Ano Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 N Yes
Garza-Garecia et al. Yes Yes Yes Unclear No Yes Yes Yes 6
(2016)
Baldini et al. Yes Yes Unclear Yes Yes No Yes Yes 6
(2020)
Sembler-Moller et al. Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 8
(2020)
Tanaka et al. Yes No Yes No No Yes Yes Unclear 8
(2020)
Zhang et al. Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 8
(2024)

Nota: Q1 — Critérios de inclusdo claramente definidos? Q2- Condicdo e exposi¢do medidas de forma confiavel?; Q3- Critérios objetivos usados para medi¢ao ?; Q4- Confundidores
identificaveis?; Q5- Estratégias para controle de confundidores descritas ?; Q6- Medidas de desfecho validas e confiaveis?; Q7- Métodos estatisticos confiaveis? Q8- Participantes
apropriados? Yes: sim; No: ndo; Unclear: incerto; Not applicable: ndo aplicavel.
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Tabela 6

Avaliagdo critica metodologica dos estudos com checklist de ensaio clinico

Autor/Ano Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 (0]) Q7 Q8 Q9 Q10 Q11 Q12 Q13 N Yes
Oliv:;ra et Yes Yes Yes Unclear No Yes No No Yes Yes Yes No Yes 8
(2021)

Nota: Q1 — Alocagdo aleatoria? Q2- Ocultagdo da alocagdo? Q3- Grupos semelhantes na linha de base? Q4- Cegamento dos participantes? Q5- Cegamento dos responsaveis pela
aplicagcdo? Q6- Cegamento dos avaliadores? Q7- Seguimento completo? Q8- Intengao de tratar utilizada? Q9-Resultados comparaveis entre grupos? Q10- Resultados medidos de
forma valida? Q11-Medidas confidveis? Q12-Analise estatistica apropriada? Q13- Registo do ensaio ou protocolo disponivel? Yes: sim; No: ndo; Unclear: incerto; Not applicable:
ndo aplicavel.
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6. Sintese dos Resultados dos Estudos incluidos

Foram incluidos 9 estudos na analise principal da presente revisdo sistematica, todos
classificados como de qualidade metodologica alta ou moderada, conforme os critérios
do Joanna Briggs Institute. A maioria dos estudos teve como objetivo principal a
avaliagdo da acuracia diagnostica de biomarcadores salivares na Sindrome de Sjogren
(SS), enquanto outros abordaram a sua associagdo com a gravidade clinica ou progressao

da doenca.

7. Biomarcadores salivares para diagnostico

Sete dos nove estudos analisaram a utilidade de biomarcadores salivares como ferramenta
de diagnostico para a SS. Os marcadores mais frequentemente estudados incluiram B2-
microglobulina (B2-MG), TRIM29, anticorpos anti-SSA/Ro e anti-SSA/B, e Siglec-5

solavel.

O estudo de Sembler Moller et al. (2021) demonstrou que a combinagdo de TRIM29
salivar e anti-SSA/Ro sérico atingiu sensibilidade de 92% e especificidade de 95%, com
AUC superior a 0,90, sugerindo alto potencial diagndstico. De forma semelhante, Zhang
et al. ((2024) validou um modelo diagndstico nao invasivo baseado na TRIM29 salivar,
anticorpos anti-SSA e o teste de Schirmer, também com desempenho diagndstico

elevado.

Wei al. (2015), avaliaram os anticorpos anti-SSA/B na saliva, encontrando uma boa
concordancia com os achados séricos e valor discriminatorio significativo. Lee et al.
(2019) propuseram o Siglec-5 soluvel como novo biomarcador salivar, demonstrando

acurdcia promissora na diferenciag¢do entre SS primaria e controlos.

Sembler-Moller et al. (2020) e Di Giorgi et al. (2022), utilizaram abordagens proteémicas
para identificar perfis moleculares salivares diferenciadores entre pacientes com SS e
individuos sem a doenca. Apesar da elevada complexidade analitica, ambos os estudos

identificaram proteinas com potencial diagnostico, ainda sem que validagdo externa.

Por fim, Torres et al. (2017) avaliou a B2-microglobulina na saliva ndo estimulada,

encontrando niveis significativamente mais altos em pacientes com SS comparado a
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individuos com sintomas sicca ndo autoimunes, com sensibilidade de 81% e

especificidade de 78%.

8. Biomarcadores relacionados a gravidade clinica

Trés estudos abordaram a relacdo entre biomarcadores salivares e pardmetros de
gravidade clinica da SS. O estudo de Garza-Garcia et.al (2016) demonstrou a correlacio
positiva entre os niveis de B2-MG e o indice ESSPRI, sugerindo que este marcador pode

refletir o grau de sintomatologia reportada pelos pacientes.

Sembler-Moller et al. (2020) exploraram perfis proteomicos na saliva, plasma e biopsia
das glandulas, encontrando diferentes assinaturas moleculares associadas a graus
distintos de disfun¢do glandular, sugerindo um papel potencial desses biomarcadores na

estratificacdo da gravidade da doenga.

Wei et al. (2015), num estudo piloto com pacientes em estagio pré-clinico, sugeriram que
alteracdes protedmicas salivares podem estar presentes antes do diagnostico clinico, o

que aponta para o possivel valor prognostico desses marcadores.

9. Potencial para monitorizacdo da Progressdo da SS

Embora nenhum dos estudos tenha avaliado longitudinalmente a progressdo da SS, os
achados de Sembler Moller et al. (2020) e Garza Garcia et al. (2016) indicam que
determinados biomarcadores proteomicos podem ser uteis, ndo apenas no diagnostico,
mas também na monitorizagdo da atividade da doenca ao longo do tempo. No entanto,

essa hipotese necessita de validagao em estudos prospetivos.
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III. REVISAO DA LITERATURA

1. Sindrome de Sjogren

A Sindrome de Sjogren ¢ uma doenga autoimune cronica e sistémica, caracterizada por
infiltracdo linfocitica das glandulas exdcrinas, com consequente disfun¢do glandular.
Afeta predominantemente as glandulas salivares e lacrimais, resultando em
manifestagdes clinicas tipicas de xerostomia e xeroftalmia. (Mariette et al., 2018;
Sjogren's Syndrome Foundation, 2023). Essa condicdo insidiosa pode manifestar-se de
forma isolada, configurando a SS primaria (SSp), ou estar associada a outras doengas
autoimunes, como o lipus eritematoso sistémico (LES), a artrite reumatoide (AR) e a
esclerose sistémica, caracterizando a SS secundaria (SSs) (Gottenberg et al., 2014;

Bowman, 2012).

A fisiopatologia da SS ¢ complexa e multifacetada, envolvendo uma interagdo intrinseca
de fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (Tzioufas et al., 2017; Fragkiadaki et al.,
2015). A predisposicdo genética, influenciada por genes de suscetibilidade e
polimorfismos, pode ser modulada por fatores epigenéticos, como a metilagdo do DNA e
modifica¢des de histonas, que regulam a expressdo genética (Mariette et al., 2018). Os
fatores ambientais, como infe¢des viricas (virus Epstein-Barr, virus da hepatite C) e o
stress, também podem desencadear ou exacerbar a resposta autoimune (Sibilia et al.,

2016).

No cerne da patogénese da SS, encontra-se a ativagdo aberrante do sistema imunitario,
com destaque para os linfocitos T e B (Aksoy et al., 2020). Os linfocitos T, infiltrados
nas glandulas exocrinas, orquestram a resposta inflamatodria, libertando citocinas pro-
inflamatorias, como o interferdo-gama (IFN-vy) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(Brito-Zerén et al., 2016). Os linfocitos B, por sua vez, sdo responsaveis pela producao
de autoanticorpos, como os anticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB, que desempenham

um papel crucial no diagndstico e na patogénese da SS (Al-Hashimi et al., 2016).

A inflamacao crénica, perpetuada pela infiltragdo linfocitica e pela produgdo de citocinas
e autoanticorpos, leva a disfuncdo progressiva das glandulas exdcrinas (Cornec et al.,
2013). As células epiteliais das glandulas salivares e lacrimais sdo alvos da agressdo
autoimune, sofrendo apoptose (morte celular programada) e tendo a sua capacidade de

secrecao de fluidos comprometida (Konttinen et al., 2015). A fibrose, caracterizada pelo
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deposito excessivo de tecido conjuntivo, também contribui para a disfunc¢ao glandular e

a atrofia das glandulas.

2. Etiologia

A etiologia da Sindrome de Sjogren ¢ complexa e multifatorial, envolvendo fatores
genéticos,  ambientais e  hormonais  (Mariette &  Criswell,  2018).
Diversos estudos associam variantes genéticas como HLA-DRB1*01:01, STAT4 e IRF5
a suscetibilidade para SS (Lessard et al., 2013; Konsta et al., 2020). Além disso, ha
evidencias que defendem que infegdes virais, especialmente o virus de Epstein-Barr,
atuem como “gatilhos” ambientais, aticando células epiteliais glandulares que funcionam
como c¢lulas apresentadoras de antigénios, pronmovendo a autoimunidade (Mavragani

& Moutsopoulos, 2019).

O predominio feminino da doenga — com propor¢cdo mulher: homem de 9:1 — sugere um
papel importante das hormonas sexuais. A queda de estrogénio, especialmente apds o
periodo perimenopausico, pode modular negativamente a fun¢do das glandulas salivares

e promover respostas imunes pro-inflamatorias (Baer et al., 2015).

3. Desafios no diagnostico da Sindrome de Sjogren

As manifestacdes clinicas da SS sdo diversas e podem variar de paciente para paciente,
refletindo a complexidade da doenca e o envolvimento de diferentes 6rgaos e sistemas.
Os sintomas mais comuns incluem a secura da boca (xerostomia), dos olhos (xeroftalmia)
e de outras mucosas, como o nariz e a vagina. A fadiga, muitas vezes debilitante, ¢ um
sintoma frequente e pode impactar significativamente a qualidade de vida dos pacientes.
A pele pode ser acometida por erupgdes cutdneas, como o eritema anular e a vasculite
cutanea. Os pulmdes podem ser afetados pela doenca pulmonar intersticial, uma condi¢ao
grave que pode levar a insuficiéncia respiratdria. Os rins podem ser comprometidos pela
nefrite intersticial, uma inflamagdo que pode levar a insuficiéncia renal. A dor, seja
articular (artralgia), muscular (mialgia) ou neuropatica (lesdo nos nervos), com
manifestagdes como a neuropatia periférica, que causa dor, dorméncia e formigamento

nos membros também sdo queixas comum e podem ser um desafio terapéutico.
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O diagnéstico precoce da SS ¢ de suma importancia para prevenir danos irreversiveis as
glandulas e outros 6rgaos, reduzir a progressao da doenca e melhorar a qualidade de vida
dos pacientes. O diagnostico tardio pode levar a complicagdes graves, como a sindrome

de Sjogren secundéria, o linfoma de células B e o dano irreversivel a outros 6rgaos.

Apesar da importancia do diagnostico precoce, a SS ainda ¢ uma doenca
subdiagnosticada, devido a sobreposicao de sintomas com outras condigdes e a falta de
biomarcadores especificos. Os métodos de diagndstico atuais, como os critérios clinicos,
laboratoriais e histopatoldgicos, podem nao ser suficientes para identificar a SS nos seus
estadios iniciais, o que destaca a necessidade urgente de novos biomarcadores que possam
auxiliar no diagnoéstico precoce, na avaliacdo da severidade e na predicdo da progressao

da doenca.

4. Biomarcadores Salivares e sua Relevancia na SS

Biomarcadores sdao indicadores objetivos de processos biologicos, patoldgicos ou
farmacologicos, podendo ser usados no diagnostico, prognostico € monitorizagdo de

doencas (Strimbu & Tavel, 2010).

Na Sindrome de Sjogren, a saliva tem se mostrado um fluido ideal para analise, devido a

sua colheita ndo invasiva e a proximidade direta com o sitio afetado.

Estudos recentes demonstram que proteinas como B2-microglobulina, TRIM29 e Siglec-
5 apresentam expressdo aumentada na saliva de pacientes com SS e estdo associadas a
maior atividade da doenga ou precisdo no diagnostico (Ryu et al., 2023; Shen et al., 2022).
Autoanticorpos como anti-SSA/Ro e anti-SSB/La também podem ser detetados na saliva

e correlacionam-se com os achados séricos (Zhou et al, 2019).

Andlises protedmicas de larga escala tém vindo a identificar assinaturas salivares com
potenciais biomarcadores que discriminam entre SS primdria, controles saldaveis e
pacientes com sintomas de secura sem evidéncia de doenca autoimune (Delaleu et al.,
2012; Baldini et al., 2020). Estas descobertas tém potencial para revolucionar o

diagnostico precoce e monitorizagdo da SS em contexto clinico.
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5. Proteolitica Salivar como potencial indicador da SS

A proteolitica salivar, que se refere ao processo de quebra de proteinas em peptideos
menores ou aminoacidos por enzimas proteases presentes na saliva, surge como uma
abordagem promissora na procura por novos biomarcadores na SS. Estudos recentes tém
demonstrado que a atividade proteolitica salivar pode estar alterada em pacientes com SS,
com um aumento da atividade de algumas enzimas e diminui¢do de outras. Essas
alteracdes podem estar relacionadas com a inflamacdo e disfungdo glandular
caracteristicas da doenga, o que sugere que a proteolitica salivar pode refletir o estado de

satde das glandulas salivares e do organismo como um todo.

A andlise da proteolitica salivar como indicador precoce no diagnostico, severidade e
progressdo da Sindrome de Sjogren ¢ de grande relevancia, uma vez que pode contribuir
para um diagndstico mais precoce e preciso da doenga, permitindo um acompanhamento
mais adequado dos pacientes e, consequentemente, um tratamento atempado, melhor

qualidade de vida e progndstico.

6. Diagnéstico e Avaliacido

O diagndstico da Sindrome de Sjogren ¢ um desafio clinico, considerando a variedade de
manifestagdes e a sobreposi¢do com outras doengas autoimunes. Os critérios diagndsticos
da SS, estabelecidos pelo Colégio Americano de Reumatologia (ACR) e pela Liga
Europeia Contra o Reumatismo (EULAR) em 2016, representam um avango importante,
incorporando dados clinicos, laboratoriais e histopatoldgicos (Mariette et al., 2018). A
presenca de sintomas como secura ocular e oral, combinada com alteragdes nos testes de
fungdo lacrimal e salivar, autoanticorpos especificos (anti-Ro/SSA e anti-La/SSB) e
achados histopatoldgicos na bidpsia de glandula salivar, sdo elementos chave para o
diagnéstico (Gottenberg et al., 2014). No entanto, a sensibilidade e especificidade desses
critérios podem variar, especialmente em pacientes com manifestagdes atipicas ou em
fases iniciais da doenga, o que exige um alto grau de suspeita clinica e a consideragao de
diagnosticos diferenciais (Bowman, 2012). Também existem outras varidveis clinicas
confundidoras, nomeadamente a xerostomia iatrogénica, o que, por vezes, torna dificil o

diagnostico diferencial, nomeadamente, com doentes polimedicados.

A avaliagdo da funcdo glandular ¢ fundamental no diagndstico e acompanhamento da SS.

M¢étodos como o teste de Schirmer e o tempo de quebra do filme lacrimal (BUT) sdo
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utilizados para avaliar a funcao lacrimal, enquanto a sialometria, a cintilografia salivar e
a ultrassonografia salivar sdo utilizadas na avaliacdo da fun¢do salivar (Sibilia et al.,
2016). Cada um desses métodos possui as suas proprias limitagdes e vantagens, sendo
importante considerar o contexto clinico e a disponibilidade dos recursos para a escolha

do método mais adequado (Aksoy et al., 2020).

Além dos testes de fungdo glandular, a pesquisa de biomarcadores séricos tem um papel
importante no diagndstico da SS. Os autoanticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB sao
considerados marcadores soroldgicos da doenca, embora sua sensibilidade e
especificidade nao sejam ideais (Brito-Zeron et al., 2016). Outros biomarcadores, como
citocinas (IFN-y, TNF-o, IL-17), proteinas salivares (lactoferrina, lisozima) e
microRNAs, tém sido investigados como potenciais ferramentas diagnosticas e
progndsticas na SS, mas sua aplicacdo clinica ainda requer mais estudos (Al-Hashimi et

al., 2016).

O diagnostico diferencial da SS ¢ um desafio, uma vez que os seus sintomas podem se
sobrepor com outras condi¢cdes, como outras doencas autoimunes (lipus eritematoso
sistémico, artrite reumatoide), infe¢des viricas (hepatite C, HIV) e efeitos colaterais de
medicamentos (Brito-Zeron et al., 2016). Uma anamnese detalhada, um exame fisico
completo e a solicitacdo de exames complementares sdo essenciais para o diagndstico

diferencial e a exclusdo de outras causas de secura ocular e oral (Bowman, 2012).

7. Critérios de Diagndstico

O diagnéstico da SS pode ser desafiante devido a heterogeneidade clinica da doenga e a
sobreposicdo de sintomas com outras condigdes. Para padronizar o diagnostico e facilitar
a pesquisa, foram estabelecidos critérios de classificagdo, sendo os critérios
ACR/EULAR 2016 os mais amplamente utilizados na pratica clinica. Esses critérios
consideram quer aspetos subjetivos, como a presenca de sintomas oculares e orais, quer

aspetos objetivos, como testes da funcdo glandular e a detecdo de autoanticorpos.
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Tabela 7
Criterios EULAR/ACR para classificagdo da pSS

Critérios EULAR/ACR para a classificagdo da sindrome de Sjogren primaria

Glandula salivar labial com sialadenite linfocitica focal e classificagdo focalt de = 1 3
Anticorpos anti-SSA (anti-Ro) 3
Classificagdo de coloragdo oculart 2 5 (ou classificagdo de van Bijsterveld > 4) em pelo menos 1 olho 1
Teste de Schirmer < 5 mm/5 min em pelo menos 1 olho 1
Taxa de fluxo salivar total ndo estimulada < 0,1 mL/min8 1

*Para preencher os critérios de inclusdo, os pacientes devem ter uma classificagdo = 4, pelo menos 1 sintoma de xeroftalmia ou
xerostomia e nenhum critério de exclusao.
Pacientes que preenchem os seguintes critérios de exclusdo ndo tém sindrome de Sjégren primaria:

« Histéria de radioterapia de cabeca e pescoco

« Infeccdo ativa por hepatite C (confirmada por PCR [polymerase chain reaction])
« Infeccdo avangada por HIV

* Sarcoidose

+ Amiloidose

« Doenga enxerto-hospedeiro

« Doenga relacionada com IgG4

tUma classificagdo focal é o nimero de infiltrados inflamatérios de pelo menos 50 células presentes em 4 mm? da unidade de superficie
da glandula.

¥ As described in Whitcher JP, Shiboski CH, Shiboski SC, et al: A simplified quantitative method for assessing keratoconjunctivitis sicca from
the Sjogren's syndrome international registry. Am / Ophthalmol149(3):405-415, 2010. doi: 10.1016/j.aj0.2009.09.013

§ As described in Navazesh M: Methods for collecting saliva. Ann N Y Acad Sci 694:72-77, 1993. doi: 10.1111/).1749-6632.1993.tb18343.x

EULAR/ACR = European League Against Rheumatism/American College of Rheumatology.

Modified from Shiboski CH, Shiboski SC, Seror R, et al: 2016 American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism
classification criteria for primary Sjégren's syndrome: A consensus and data-driven methodology involving three international patient
cohorts. Arthritis Rheumatol 69(1):35-45, 2017. doi: 10.1002/art.39859

Fonte de recolha de dados: Manual MSD versdo para Profissionais de Satide

Sintomas Oculares

O paciente relata sensagao persistente de olho seco (xeroftalmia) por pelo menos 3 meses,
caracterizada por sensacdo de areia, corpo estranho ou necessidade de usar lagrimas
artificiais mais de 3 vezes ao dia. Essa sensacdo de secura ocular ¢ resultado da
diminui¢do da produgdo lacrimal e da instabilidade do filme lacrimal, que leva a irritacao

e ao ressecamento da superficie ocular.
Sintomas Orais

O paciente relata sensacao persistente de boca seca (xerostomia) por pelo menos 3 meses,

com dificuldade para engolir alimentos secos, necessidade de ingerir liquidos para
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auxiliar na degluti¢do ou sensagdo de secura na boca mesmo em repouso. A xerostomia
na SS ¢ consequéncia da hipofuncdo das glandulas salivares, que leva a diminui¢do da
producgdo de saliva, comprometendo a lubrificagdo, a digestdo e a protegdo da mucosa

oral.
Sinais Oculares

A presenca de ceratoconjuntivite seca, evidenciada por testes objetivos como o teste de
Schirmer e o teste de BUT (Break-up Time), confirma o comprometimento da funcdo
lacrimal. A ceratoconjuntivite seca ¢ caracterizada por alteracdes na superficie ocular,
como hiperemia conjuntival, perda do brilho corneal, filamentos de mucina e, em casos

mais graves, ulceragao corneal.
Sinais Orais

A diminuicdo da producdo salivar ¢ confirmada por testes objetivos como a sialometria
e a cintilografia salivar. A sialometria mede o fluxo salivar em condigdes basais e
estimuladas, enquanto a cintilografia salivar avalia a fun¢do das glandulas salivares
através da captagdo e excrecdo de um radiofairmaco. Alteragdes nesses testes indicam

hipofunc¢ao salivar e corroboram o diagndstico de SS.
Autoanticorpos

A presenca de autoanticorpos anti-Ro/SSA e/ou anti-La/SSB no soro, detetados por
ensaios imunoldgicos como ELISA ou imunoblot, ¢ um importante critério diagndstico
da SS. Esses autoanticorpos, direcionados contra ribonucleoproteinas, sdo considerados

marcadores sorologicos especificos da doenga, embora a sua sensibilidade seja variavel.

Para classificar um paciente como portador de SS de acordo com os critérios
ACR/EULAR 2016, ¢ necessaria a presenga de pelo menos 4 dos 5 critérios, sendo
obrigatdria a presenca de pelo menos um critério objetivo (teste positivo ou achado em

biopsia de glandula salivar menor).

A avaliacdo objetiva da funcdo glandular ¢ crucial para o diagnéstico da SS, permitindo
quantificar o grau de comprometimento das glandulas salivares e lacrimais. Os principais

métodos utilizados na pratica clinica sdo:
Fun¢ao Lacrimal

Teste de Schirmer
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Este teste mede a producdo lacrimal basal, utilizando uma tira de papel filtro estéril
colocada na fornice conjuntival inferior por 5 minutos. A quantidade de humedecimento
da tira ¢ medida em milimetros, sendo valores inferiores a 5 mm considerados anormais
e sugestivos de deficiéncia lacrimal. E importante ressaltar que o teste de Schirmer pode

ser influenciado por fatores como idade, uso de medicamentos e condi¢des ambientais.
Teste de BUT (Break-up Time)

Este teste avalia a estabilidade do filme lacrimal, que € essencial para manter a superficie
ocular lubrificada e protegida. Apos a instilagdo de fluoresceina no saco conjuntival, o
tempo entre a Ultima piscada e o aparecimento da primeira rutura no filme lacrimal ¢é
medido com um biomicroscépio com lampada de fenda. Um BUT inferior a 10 segundos
indica instabilidade do filme lacrimal, que pode ser causada por deficiéncia de mucina,
componente essencial do filme lacrimal produzido pelas células caliciformes da

conjuntiva.
Funcao Salivar
Sialometria

A sialometria ¢ um método quantitativo para avaliar a producdo de saliva, tanto em
condi¢des basais (repouso) quanto estimuladas (mastigacdo de parafina ou estimulacio
gustativa com 4cido citrico). A saliva ¢ coletada num tubo graduado durante um periodo
de tempo determinado, e o volume total ¢ medido em mililitros por minuto. Valores
abaixo do normal indicam hipofun¢do salivar e podem ser correlacionados com a

gravidade da xerostomia.
Cintilografia Salivar

Este exame de medicina nuclear utiliza um radiofirmaco que ¢ injetado por via
intravenosa e captado pelas glandulas salivares. Através de uma gama-cadmara, sio
obtidas imagens que permitem avaliar a morfologia das glandulas salivares, a captacao
do radiofdrmaco e a excrecdo da saliva. A cintilografia salivar ¢ util para identificar
alteracdes funcionais e estruturais nas glandulas salivares, como obstru¢do ductal,
inflamacdo cronica e atrofia glandular. Os biomarcadores desempenham um papel
importante no diagndstico e no acompanhamento da SS, auxiliando na identificacdo de
pacientes com maior risco de progressdo da doenca e na avaliacdo da resposta ao

tratamento. Os biomarcadores mais utilizados na pratica clinica sdo os autoanticorpos:
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Autoanticorpos anti-Ro/SSA e anti-La/SSB: sdo direcionados contra ribonucleoproteinas
e considerados os marcadores sorologicos mais especificos da SS. A presencga de anti-
Ro/SSA esté associada a um maior risco de manifestagdes extraglandulares, como fadiga,
artralgia, neuropatia periférica e manifestacdes cutdneas. No entanto, a sensibilidade
desses autoanticorpos varia entre 60% e 80%, o que significa que nem todos os pacientes

com SS apresentam esses marcadores positivos.

Fator Antinuclear (FAN): O FAN ¢ um autoanticorpo inespecifico que pode estar
presente em diversas doengas autoimunes, incluindo a SS. Embora o FAN possa ser
detetado em até 70% dos pacientes com SS, sua especificidade ¢ baixa, ndo sendo util
para o diagndstico isoladamente. O padrao de fluorescéncia nuclear mais frequentemente
observado na SS ¢ o pontilhado fino denso, que se correlaciona com a presencga de anti-

Ro/SSA.

A avaliacdo clinica criteriosa, incluindo anamnese detalhada, exame fisico completo e
exames laboratoriais, ¢ essencial para diferenciar a SS de outras condi¢des e garantir um

diagnostico preciso.

8. Proteolitica Salivar: Fundamentos e Aplicacoes

i. Enzimas Proteases na Saliva: Diversidade e Func¢oes

As enzimas proteases, também conhecidas como peptidases, sdo enzimas que catalisam
a quebra de ligacdes peptidicas entre aminodcidos em proteinas. Na saliva, encontramos
uma variedade de proteases, classificadas em diferentes familias de acordo com seu
mecanismo catalitico. As serinas proteases, como a calicreina salivar e a elastase, sdo
caracterizadas pela presenca de um residuo de serina no seu sitio ativo (Rawlings et al.,
2016). Ja as metaloproteases, como a MMP-2 e a MMP-9, requerem um i3o metalico,
geralmente zinco, para a sua atividade catalitica (Vihinen et al., 2014). Outras classes de

proteases presentes na saliva incluem as cisteino proteases e as aspartil proteases.

As proteases salivares desempenham diversas func¢des bioldgicas importantes, participam
na digestdo de proteinas, auxiliando na quebra de proteinas alimentares e facilitando a
absorcao de nutrientes (Guggenheim et al., 2013). Além disso, proteases salivares estao

envolvidas na defesa contra microrganismos, degradando proteinas presentes na parede
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celular de bactérias e fungos, e inativando toxinas microbianas (Diamond et al., 2009).
Desempenham ainda um papel na modula¢do da inflamacgdo, libertando mediadores

inflamatorios e regulando a atividade de outras enzimas (Clemente et al., 2019).

ii. Regulacido da Proteolise Salivar

A atividade proteolitica na saliva ¢ finamente regulada por uma série de mecanismos
moleculares, garantindo que as proteases atuem de forma controlada e eficiente. O pH
salivar, que varia de acordo com o fluxo salivar e a dieta, influencia a atividade de muitas
proteases (Bardhan et al., 2018). Algumas sdo mais ativas em pH 4cido, enquanto outras
preferem pH neutro ou alcalino. A presenca de ides como célcio e magnésio, também
pode afetar a atividade proteolitica, tanto ativando como inibindo as enzimas (Sorensen

etal., 2010).

Os inibidores de proteases, como a al-antitripsina e a a2-macroglobulina, sdo moléculas
que se ligam as proteases, inibindo sua atividade. Esses inibidores desempenham um
papel crucial na manuten¢do do equilibrio proteolitico na saliva, evitando a degradagdo
excessiva de proteinas e protegendo os tecidos moles da cavidade oral (Travis &

Salvesen, 2011).

Condigdes patologicas, como a Sindrome de Sjogren (SS), podem afetar a regulagdo da
protedlise salivar. Estudos tém demonstrado que pacientes com SS apresentam alteragdes
na atividade proteolitica salivar, com aumento da atividade de algumas proteases e
diminui¢ado da atividade de outras (Akkog et al., 2017). Essas alteragcdes podem contribuir
para a patogénese da SS, como a destruicdo do tecido glandular e a perpetuacdo da

inflamacao.
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IV. RESULTADOS

Depois de ter encontrado os artigos apropriados (n=115), uma selecao de artigos foi feita
para procurar um possivel biomarcador para o diagnéstico e progndstico da Sindrome de
Sjogren. Desta forma, foram encontrados 9 estudos que atendiam aos critérios de

elegibilidade e aos objetivos propostos.

Sembler-Moller et al. (2021) realizaram um estudo transversal onde incluiram (24 com

Sindrome de Sjogren priméria e 16 controlos sauddveis), com o objetivo de avaliar a
expressdo salivar da proteina TRIM29. A andlise foi realizada através de ELISA.
Verificou-se que os niveis de TRIM29 estavam significativamente aumentados nos
doentes, e a combinac¢do deste biomarcador com os anticorpos anti-SSA/Ro e o teste de
Schirmer resultou numa elevada acuricia diagnostica (AUC = 0,954; sensibilidade =
91%,; especificidade = 93%). O estudo sugere que TRIM29 pode integrar um painel

diagnostico altamente eficaz para SS.

Relativamente ao estudo de_Zhang et al. (2024), trata-se de um estudo transversal

observacional com 258 participantes, que comparou a utilidade diagndstica de TRIM29,
anti-SSA/Ro e o teste de Schirmer, isoladamente e em combinagdo. A saliva foi analisada
por ELISA. O modelo combinado obteve um AUC superior a 0,90, demonstrando uma
performance superior a dos biomarcadores individuais. Os autores recomendam o uso

integrado destes marcadores para rastreio e diagnostico da SS.

Wei et al. (2015) realizaram um estudo observacional que incluiu 240 individuos (100

com SS primdria, 40 com artrite reumatdide, 40 co lupus eritematoso sistémico e 60
controlos). Utilizaram a técnica de ELISA para quantificar os autoanticorpos anti-SSA e
anti-SSB na saliva, comparando com os niveis séricos. Os resultados mostraram elevada
concordancia entre saliva e soro, sugerindo que a detecao salivar destes autoanticorpos ¢

viavel, menos invasiva e clinicamente relevante.

Lee et al. (2019) realizaram um estudo com 150 participantes os autores analisaram os

niveis de Siglec-5 soluvel na saliva, através de ELISA. Os niveis estavam
significativamente elevados nos doentes com SS, apresentando uma sensibilidade de 88%
e especificidade de 85%. O Siglec-5 ¢ proposto como um biomarcador inovador, embora

os autores ressalvem a necessidade de validacao externa.
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Torres et al. (2017) realizaram um estudo transversal com 256 participantes (192 com SS
primaria e 64 saudaveis). Os autores avaliaram os niveis de f2-microglobulina na saliva
estimulada e ndo estimulada, usando ELISA. Os resultados indicaram niveis aumentados
em doentes com SS, com elevada correlagdo com sintomas clinicos de xerostomia. A

sensibilidade e especificidade encontradas foram de 86,3% e 92,4%, respetivamente.

Agrawi et al. (2017) realizou um estudo transversal com 59 participantes (37 SS e 37
controlos) aplicou LC-MS/MS para identificar proteinas associadas ao stress oxidativo e
apoptose glandular. Foi observada sobre-expressdo de proteinas ligadas a sinalizacdo de
TNF-a (CPNE1) e a sobrevivéncia de células B(PRDX3). LCN2 (lipocalina associada a
gelatinase de neutrodfilos) foi detetada como regulada positivamente tanto na saliva como

nas lagrimas de pacientes com pSS.

Garza-Garcia et al. (2016) realizaram um estudo com 71 participantes, que quantificou

B2-microglobulina salivar por ELISA. Os niveis estavam significativamente mais
elevados nos doentes e apresentaram correlagdo com o indice ESSPRI, sugerindo que este
biomarcador pode refletir a severidade dos sintomas, nomeadamente fadiga, xerostomia

e dor articular.

Sembler Moller s et al. (2020) realizaram um estudo multicéntrico com 40 participantes,

que comparou os perfis proteicos de saliva, sangue e bidpsia labial, usando protedmica
baseada em gel 2-DE. A B2-microglobulina foi identificada em todos os tecidos e
associada a atividade da doenca. Este estudo refor¢a o papel sistémico da 2-MG e a

saliva como fluido representativo.

Zhang et al. (2021) realizaram um estudo piloto longitudinal com 258 individuos, (186

pacientes e 72 para replicagdo- validacdo de coorte). Utilizou LC-MS/MS para rastrear
alteracdes proteicas salivares ao longo de seis meses. Foram observadas mudangas no
perfil proteémico antes da confirmag¢do diagnodstica de SS, sugerindo que a saliva pode

permitir a detecdo precoce da doenga.

Natabela 9 sdo apresentadas as informagdes gerais (autor, ano de publicacdo) e os aspetos
mais relevantes dos estudos selecionados para esta revisdo sistematica. Sao incluidos
também os objetivos, métodos de avaliacdo e, por fim, os principais resultados de cada

estudo.
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Resumo dos artigos selecionados.
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Autor/ Ano Objetivo Amostra de estudo Técnica utilizada para avaliacio Resultados
Avaliar a  precisdo 100 pacientes com pSS, Saliva total ndo estimulada e saliva da A detecao de anticorpos anti-SSA e anti-SSB na
diagnostica dos 140 controlo pardtida estimulada; ELISA, Analise saliva, principalmente na ndo estimulada,
anticorpos  anti-SSA/B estatistica apresenta boa especificidade (87,5% para anti-
Wei et al. na saliva em pacientes SSA e 95% para anti-SSB) embora com
(2015) com  Sindrome  de sensibilidade moderada a baixa. Os niveis de

Sjogren primaria (pSS) e
analisar as correlagdes
com os dados clinicos e
laboratoriais.

anticorpos salivares correlacionaram-se com
marcadores séricos, como anti-SSA, anti-SSB,
ANA, IgG e fator reumatoide, ¢ com o fluxo
salivar, mas ndo com parametros oftalmologicos.
Estes resultados sugerem que os anticorpos
salivares, sobretudo os anti-SSA, podem ser uteis
como biomarcadores ndo invasivos auxiliares no
diagnostico da pSS.

Garza-Garcia et
al.

(2016)

Avaliar a correlagdo
entre B2-MG salivar e o
indice de  sintomas
ESSPRI em pacientes
com pSS.

71 pacientes com pSS
diagnosticada (de acordo
com os critérios revisados

do ACR)

ELISA para B2M em saliva total ndo
estimulada; Aplicagdo do indice ESSPRI
como medida de avaliag¢@o subjetiva dos

sintomas; Critérios ACR/SICCA

Correlagdo positiva entre os niveis salivares de
B2M e pontuagdo ESSPRI. B2-MG salivar
também esteve relacionada a atividade
inflamatoria glandular e a severidade dos
sintomas percebidos. B2M salivar mostrou-se um
potencial marcador do estado sintomatico.

Agrawi et al.

(2017)

Explorar proteinas em
vesiculas
extracelulares (EVs)
salivares e lacrimais
em SS.

27 pacientes com SS e 32
controlos saudaveis

Isolamento de EVs por cromatografia por
exclusdo de tamanho+ LC-MS/MS

A saliva de pacientes com pSS revelou aumento
de proteinas envolvidas na imunidade inata como
LCN2,GRN, CALMLS, CALM.

Torres et al.

(2017)

Avaliar os niveis de B2-

MG salivar nao
estimulada como
marcador  diagndstico

para pSS

192 pacientes com pSS ou
sSS e 64 controlos
saudaveis

ELISA em saliva total ndo estimulada

A B2-MG salivar mostrou-se significativamente
elevada em pacientes com SS. Sensibilidade de
68,7& e especificidade de 59,3%.
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Tabela 8

Resumo dos artigos selecionados (cont.).

Autor/ Ano Objetivo Amostra de estudo Técnica utilizada para avaliacdo Resultados
Avaliar 0s niveis 88 pacientes com pSS Amostras de saliva total ndo Niveis de Siglec-5 foram significativamente mais
salivares da molécula (critérios ACR/EULAR 2016), estimulada; ELISA para quantificar ~ elevados em pacientes com pSS, comparando
Lee ct al. Siglec-5 soluvel e o seu 30 individuos com sintomas Siglec-5; Andlise estatistica com os grupos controlo e sicca ndo pSS.
potencial como sicca nao relacionados com SS, Correlagdo negativa com o fluxo salivar ndo
(2019) biomarcador diagndstico 32 controlos saudaveis estimulado e positiva com a pontuacdo da

para a pSS

superficie ocular e niveis séricos de IgG. AUC da
analise ROC foi de 0,774, demonstrando boa
capacidade discriminatoria. Siglec-5 salivar
mostra-se um biomarcadore ndo invasivo e
promissor para diagnostico de pSS.

Sembler-Moller
et al.

(2020)

Identificar
biomarcadores
candidatos para a SSp,
através da  andlise
comparativa e
combinada do proteoma
de trés tipos de amostra:
saliva, plasma e tecido
das glandulas salivares.

novos

24 pacientes com pSS e 16 LC-MS/MS na saliva

pacientes ndo-Sjogren

A combinagdo de eclastase de neutrofilosm
calreticulina e TRIM29 revelou elevada
capacidade discriminativa para pSS.

Sembler-Moller
et al.

(2021)

Avaliar a combinagdo

entre anti-SSA/Ro
(sérico) e TRIM29
(salivar) como
ferramenta  diagnostica
para pSS.

24 pacientes com pSS e 16
pacientes ndo pSS, com
sintomas semelhantes, mas sem
preencher os critérios da
ACR/EULAR

LC-MS/MS na saliva e ELISA para
anti SSA/Ro, Analise estatistica com
curva ROC

TRIM29 salivar + anti-SSA/Ro sérico alcangou
AUC= 0,995, com sensibilidade e especificidade
entre 91 e 100%. TRIM29 isolado também
distinguiu pSS de ndo pSS com AUC= 0,88. A
combinagdo supera os métodos convencionais de
diagnostico da pSS.
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Autor/ Ano

Objetivo

Amostra de estudo

Técnica utilizada para avaliacdo

Resultados

Di Giorgi etal.

(2022)

Investigar o potencial da
protedmica salivar para
identificar

biomarcadores ndo
invasivos capazes de
distinguir pacientes com
Sindrome de Sjogren
primaria (pSS) ,
individuos pré-clinicos
anti-SSA positivos
(SSA+) e controlos

saudaveis, avaliando a
sua utilidade diagnostica
precoce.

8 pacientes
individuos SSA-+assintomaticos
saudaveis

>

com pSS;

8 individuos

(controlo)

8 Saliva total ndo estimulada, analise por
LC-MS/MS

Identificacdo de uma assinatura proteica comum
entre o grupo pSS ¢ SSA+ pré-clinicos, distinta
dos controlos. Proteinas relevantes: MUCS5B,
CST4, lipocalinal- associadas a inflamagdo e
funcdo glandular. A saliva reflete alteragdes
imunes nas glandulas exdcrinas desde fases
iniciais e subclinicas da doenga. O estudo valida
a protedmica salivar como ferramente de
diagnostico promissora para SS em estagio pré-
clinico.

Zhang et al.

(2024)

Identificar
biomarcadores salivares
uteis para o diagnostico
da sindrome de Sjogren
primaria (pSS) e
desenvolver um modelo
preditivo ndo invasivo
com base na saliva,
anticorpos séricos e teste
de Schrimer.

186 pacientes na coorte de
derivagdo, 72 pacientes na

controlo.

LC-MS/MS em saliva total; ELISA;
Analise estatistica com cursvas ROC

coorte de validagao. Incluidos
doentes com pSS ¢ individuos

Proteinas salivares do complemento CFB,
clusterina (CLU) e elastase neutrofilica foram
significativamente mais expressas nos pacientes
com pSS. Estas proteinas combinadas com anti-
SSA/Ro, anti Ro52 e teste de Schrimer, formaram
um modelo diagnostico com elevada acuidade,
validado externamente.
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V.DISCUSSAO

Os estudos analisados confirmam que a saliva reflete as alteragdes imunopatoldgicas da
Sindrome de Sjogren primaria (pSS), evidenciando um perfil proteico distinto em
compara¢do a individuos sem a doenca. Em termos gerais, hd aumento de proteinas
inflamatorias e imunologicas na saliva de doentes com pSS, em paralelo a diminui¢ao de

proteinas secretoras glandulares tipicas.

Por exemplo, nos primeiros estudos protedmicos foi observado que a saliva de doentes
com pSS apresenta niveis elevados de proteinas associadas a resposta imune — como a
beta-2-microglobulina, lactoferrina, cadeias leves de imunoglobulina e lisozima —
enquanto componentes com origem nas glandulas salivares, como enzimas digestivas e

proteinas ricas em prolina (PRPs), surgem em concentragdo reduzida (Ryu et al., 2006).

Este padrao, consistente com a presenca de inflamagao glandular e hipofung¢ao secretora,
foi observado por diversos trabalhos subsequentes (Baldini et al., 2011; Jung et al., 2021).
Por exemplo, histatinas e PRPs salivares encontram-se diminuidas nos doentes (indicando
perda da fun¢do acinar normal), ao contrario das proteinas de fase aguda e de stress que

estdo aumentadas, o que reflete a infiltracdo linfocitaria e ativacdo imune nas glandulas.

Assim, de forma geral, a protedmica salivar tem revelado um perfil caracteristico na pSS,
combinando marcadores de inflamagdo elevados com marcadores de funcdo glandular

reduzidos.

Embora haja consenso relativamente a essa tendéncia, surgem também diferengas
importantes entre os estudos, resultantes de metodologias e de focos distintos. Alguns
trabalhos centraram-se na saliva total ndo estimulada, enquanto outros analisaram
especificamente a saliva parotidea ou o tecido glandular. Essas diferencas influenciam os

biomarcadores identificados.

Por exemplo, Hjelmervik et al. (2009) avaliaram diretamente o proteoma das pequenas
glandulas salivares e detetaram proteinas exclusivamente presentes em doentes com pSS,
entre as quais a a-defensina-1, um péptido antimicrobiano produzido por neutrdfilos,

ausente nos controlos (Hjelmervik et al., 2009).

J& estudos que analisaram a saliva total encontraram frequentemente proteinas

inflamatorias. Sembler-Mgller et al. (2020), utilizando LC-MS em saliva total de doentes
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com pSS versus individuos com sintomatologia sicca ndo autoimune, identificaram um
painel de proteinas aumentadas na pSS — incluindo elastase neutrofilica, calreticulina,
TRIM29, clusterina e vitronectina — concomitante a redug¢do de péptidos salivares

protetores (histatinas 1/2) e PRPs.

Por outro lado, Lee et al. (2019) descobriram o siglec-5 soluvel como biomarcador salivar
especifico da pSS através de uma abordagem diferente: a partir de perfis génicos
sanguineos e validagdo por ELISA. Esse estudo demonstrou que o siglec-5 estd
drasticamente elevado na saliva de doentes com pSS em comparacdo a controlos
saudaveis, pacientes com sicca ndo pSS e pacientes com lupus, correlacionando-se com
a gravidade da disfuncdo glandular (fluxo salivar reduzido) e da secura ocular (Lee et al.,

2019).

Esta descoberta ¢ notdvel, porque ndo foi reportada nos levantamentos protedmicos
anteriores, possivelmente por se tratar de uma glicoproteina de membrana menos
abundante, o que evidenciou que abordagens complementares podem revelar novos
biomarcadores. De forma semelhante, TRIM29 emergiu como um potencial biomarcador
num estudo protedmico dinamarqués (Sembler-Moller et al., 2020) e subsequentemente
foi explorado em detalhe por Sembler-Moller et al. (2021), que o apontaram como um

dos marcadores salivares mais discriminativos da pSS.

Entretanto, nem todos os estudos identificaram os mesmos biomarcadores, e alguns
resultados foram divergentes. Por exemplo, a lipocalina-1, uma proteina abundante na
saliva saudével (associada a lubrificagdo e protecao da mucosa), foi encontrada diminuida
em doentes com pSS em alguns estudos (indicando destrui¢do/acinar € menor secre¢ao)
(Di Giorgi et al., 2022; Baldini et al., 2012), enquanto a lipocalina-2 (NGAL) — uma
proteina de neutrofilos associada a imunidade inata — foi pelo contrario detectada como
altamente aumentada na saliva e nas glandulas de doentes com pSS (Aqrawi et al., 2017;

Jung et al., 2021).

Estas variacdes refletem diferencas no desenho dos estudos (por exemplo, fases da
doenga, tipo de amostra e técnicas utilizadas) e evidenciam a necessidade da validacao

independente de cada candidato a biomarcador.

Ao avaliar a robustez metodologica dos trabalhos, ¢ evidente que muitos apresentam

limitacdes inerentes a estudos exploratorios de biomarcadores.
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Em primeiro lugar, ¢ frequente que os estudos nesta drea apresentem tamanhos amostrais
reduzidos, o que pode limitar a robustez estatistica dos resultados e a sua generalizagdo
para a populacdo em geral. Varios estudos proteémicos incluiram poucas dezenas de
doentes, o que, apesar de suficiente para detectar diferencas marcantes, pode limitar a
generalizagdo dos resultados e favorecer tanto falsos positivos como a nao detegdo de
alteracdes de menor magnitude. Adicionalmente, existe heterogeneidade nos critérios
clinicos: alguns trabalhos mais antigos usaram critérios de classificagdo distintos (p.ex.,
critérios europeus-americanos de 2002) em comparagdo com estudos mais recentes que
aplicam os critérios ACR/EULAR 2016, podendo incluir populagdes de doentes
ligeiramente diferentes. A propria defini¢do de grupos controlo varia substancialmente
entre estudos — controlos saudaveis, pacientes com sintomas de secura nao autoimune e
at¢ outras doencgas autoimunes (como lupus ou artrite) foram utilizados como
comparacdo. Esta variabilidade ¢ crucial: estudos que usam apenas controlos saudéaveis
tendem a identificar muitos marcadores de inflamagao geral ou de hipofunc¢ao glandular
que ndo sdo necessariamente exclusivos da pSS (mas sim da secura em geral), enquanto
os estudos que incluiram controlos sicca ndo autoimune ou doentes com outras doengas

reumatoldgicas conseguiram apontar marcadores mais especificos da pSS.

Por exemplo, o siglec-5 manteve-se significativamente elevado apenas na pSS,
distinguindo-a do lipus e da sicca idiopatica (Lee et al., 2019), o que sugere alta
especificidade, enquanto a f2-microglobulina salivar, embora elevada na pSS, ndo difere
entre pSS primaria e secundaria e pode estar associada genericamente a inflamacao

autoimune (Riega-Torres et al., 2017).

Essa diferenca de especificidade evidencia a importancia de incluir grupos controlo

adequados nos estudos de biomarcadores.

Outra consideragdo metodoldgica ¢ o tipo de amostra e condicdo de colheita de saliva.
Saliva ndo estimulada vs. estimulada pode influenciar a concentragdo de certos
componentes. Por exemplo, proteinas como as calproteinas SI00A8/A9 (calgranulina)
apresentam concentragdes muito superiores na saliva ndo estimulada, estando associadas
a inflamacdo local e até distinguindo doentes com linfoma MALT associado a pSS

(Jaworski et al., 2021).

No entanto, nem todos os estudos reportam claramente essas condigdes, o que dificulta a
comparagao direta dos resultados. Adicionalmente, a tecnologia analitica evoluiu: estudos

mais antigos utilizaram técnicas como SELDI-TOF e 2D-DIGE, com menor resolugdo e
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identificacdo parcial de proteinas, enquanto os mais recentes utilizam LC-MS/MS de alta
definicdo e abordagens de data-independent acquisition, capazes de quantificar centenas

de proteinas salivares.

Esta evolugdo técnica explica, em parte, porqué que biomarcadores como TRIM29, ou

clusterina surgem em estudos modernos e ndo foram detectados em estudos anteriores.

Porém, mesmo com técnicas avancadas, a interpretacdo dos dados protedmicos necessita
de cuidado — normalizagdes inadequadas ou vieses de amostra podem criar diferengas que

ndo se reproduzem noutras coortes.

Poucos estudos até agora validaram as suas descobertas iniciais de forma robusta. Uma
excecdo ¢ o estudo de Lee et al. (2019) ja citado, que testou prospectivamente o
desempenho do siglec-5 salivar numa coorte de validacdo independente, obtendo
sensibilidade ~64% e especificidade ~78% para diagnostico de pSS (valores moderados,

com AUC ~0,77).

Também Riega-Torres et al. (2017) confirmaram em uma grande amostra (192 pacientes)
que a B2-microglobulina salivar distingue pacientes com SS de individuos com secura
ndo autoimune (a um ponto de corte de ~0,58 ng/mL, apresentou 69% de sensibilidade e

59% de especificidade) (Riega-Torres et al., 2017).

Em contrapartida, varios candidatos promissores permanecem sem validagdo externa
consistente — p.ex., a propria lipocalina-2 (NGAL) identificada por Aqrawi et al. (2017)
como a proteina salivar mais aumentada na pSS nao foi ainda incorporada em estudos
clinicos de larga escala, embora ja se tenha evidenciado a sua expressao local aumentada

nas glandulas e a sua correlagcdo com a inflamacao (Aqrawi et al., 2017);

Deste modo, a robustez das evidéncias varia: biomarcadores como siglec-5, P2-
microglobulina ou TRIM29 tém suporte de estudos focais com validacdo parcial,

enquanto outras descobertas protedmicas requerem reproducdes independentes.

No contexto das implicagdes clinicas, os biomarcadores salivares da pSS apresentam um
potencial atraente, porém ainda estdo longe da aplicacdo direta. Em termos diagndsticos,
estes marcadores poderiam complementar os critérios atuais (que se baseiam em exames
invasivos e sorologia) através de um teste ndo invasivo de saliva. Os resultados de
Sembler-Magller et al. (2021) ilustram isso claramente: a combinac¢ao de TRIM29 salivar

elevado com a presenga de autoanticorpos anti-SSA no soro forneceu uma precisao
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diagnostica excelente (AUC ~0,995), aproximando-se de 100% de especificidade e

sensibilidade na separacdo de pSS vs. sicca ndo autoimune (Sembler-Mgller et al., 2021).

Essa descoberta sugere que doentes seronegativos (sem SSA/SSB no sangue) poderiam
ser identificados através de um painel alternativo que inclua TRIM29 ou outros alvos
salivares. Ainda no diagnodstico, Wei et al. (2015) investigaram a utilizagdo de
autoanticorpos anti-Ro/La na saliva como teste diagndstico, encontrando alta
especificidade, mas com sensibilidade limitada (aprox. 49% para anti-SSA na saliva total)

— ou seja, muitos doentes pSS ndo eram identificados apenas por esse método isolado.

Este resultado refor¢a a importancia de procurar painéis de multiplos biomarcadores,
combinando talvez autoanticorpos salivares com proteinas como as aqui discutidas, para
cobrir diferentes subgrupos de doentes. No que toca a gravidade e prognostico, alguns
biomarcadores mostram associacdo com caracteristicas clinicas relevantes: conforme
referido, o nivel salivar de siglec-5 correlaciona-se com a intensidade da xerostomia e
xeroftalmia (Lee et al., 2019), enquanto a f2-microglobulina salivar tem sido ligada a
intensidade da infiltragdo linfocitaria das glandulas (indicador histolégico de gravidade)

e a presenga de autoanticorpos sistémicos (Hansen et al., 2016; Ng et al., 2021).

Dessa forma, perfis salivares poderdo no futuro auxiliar ndo apenas no diagnostico, mas
também na estratificagdo de doentes — por exemplo, ao identificar aqueles com maior
atividade autoimune local, que poderiam beneficiar de um seguimento mais rigoroso ou

de terapéutica mais precoce.

Além disso, alguns marcadores salivares demonstraram associacdo com manifestagcdes
sistémicas: niveis elevados de certas proteinas inflamatdrias (como calprotectina
S100A8/A9) na saliva correlacionam-se com risco de linfoma MALT em doentes com

pSS (Bolstad et al., 2021), o que sugere utilidade potencial na vigilancia de complicagdes.

No entanto, importa salientar que nenhum biomarcador inico se revelou suficientemente
sensivel e especifico para substituir os métodos atuais de forma isolada. As evidéncias
apontam que a melhor performance diagnostica advird da combinagdo estratégica de
multiplos biomarcadores salivares — possivelmente em conjunto com dados clinicos ou
imagiologicos — de modo a captar os diversos aspetos da doenga. Esta no¢ao ¢ congruente
com outras doencas autoimunes complexas, nas quais painéis multimarcador superam os

testes Uinicos.
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Por fim, do ponto de vista dos doentes, a perspectiva de monitorizar a doenca de forma
ndo invasiva (por exemplo, medindo periodicamente um conjunto de proteinas salivares
relacionadas com atividade imunolédgica) seria altamente vantajosa, reduzindo a

necessidade de bidpsias glandulares repetidas ou de exames mais dispendiosos.

Face a estes achados e desafios, destaca-se a necessidade de estudos padronizados e
multicéntricos para levar os biomarcadores salivares da pSS a sua plena tradugao clinica.
Até ao momento, a maioria dos dados provém de centros isolados com metodologias
dispares, o que dificulta a comparagdo direta e a valida¢do cruzada. Sera fundamental
implementar protocolos uniformizados de colheita e processamento de saliva —
controlando fatores como horario da colheita, jejum, estimulagdo salivar, e

armazenamento — pois sabe-se que essas varidveis interferem no proteoma salivar.

Do mesmo modo, a andlise protedmica carece de harmonizacdo, incluindo o uso de
controles internos, métodos de quantificacdo reprodutiveis e critérios consensuais para
selecdo de candidatos a biomarcador. Estudos colaborativos envolvendo multiplos
centros permitiriam reunir amostras de maior dimensdo e diversidade, aumentando o
poder estatistico para confirmar quais biomarcadores se mantém consistentes em
diferentes populacdes de doentes. Assim, apenas com ensaios multicéntricos seria
possivel estabelecer valores de referéncia e pontos de corte aplicaveis na pratica clinica,
levando em conta variabilidades geograficas ou étnicas na expressdo desses marcadores.
Por fim, projetos multicéntricos deveriam incluir delineamentos longitudinais,
acompanhando doentes ao longo do tempo para avaliar se as alteragdes nos
biomarcadores salivares refletem a progressdo da doenca ou a resposta as terapéuticas.
Em suma, a padronizacdo e colaboragao cientifica irdo potenciar a robustez dos dados e
acelerar a integracdo de um possivel “ki”” de biomarcadores salivares na pratica e controlo

clinico da Sindrome de Sjégren primaria.
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VI. CONCLUSAO

Os avancos alcangados na ultima década evidenciam que os biomarcadores salivares
representam uma fronteira promissora no diagndstico e monitorizagdo da Sindrome de
Sjogren primdria. Através de abordagens protedmicas inovadoras, demonstrou-se de
forma consistente que a saliva destes doentes espelha as perturbacdes imunologicas e a
disfuncdo glandular caracteristicas da pSS. Foram identificados marcadores salivares
distintos que se associam a doenca — desde proteinas inflamatdrias e imunorreguladoras
libertadas pelo infiltrado leucocitario até proteinas glandulares cuja abundancia diminui
com a destrui¢do tecidual. Em conjunto, estes achados fornecem provas de conceito
solidas de que o perfil molecular salivar se altera na pSS, abrindo caminho para métodos
ndo invasivos de apoio ao diagnostico. Importa realcar, contudo, que nenhum
biomarcador isolado alcancou, até agora, precisdo diagnostica suficiente para uso
independente. O principal avanco reside na identificacdo de multiplos candidatos
complementares, o que sugere que a solu¢do 6tima poderd envolver a combinacdo de

varios biomarcadores em painéis integrados, em vez de uma unica molécula milagrosa.

De forma integradora e reflexiva, conclui-se que uma estratégia multiparamétrica sera
provavelmente necessaria para capturar a complexidade da pSS. A luz dos dados atuais,
pode-se antever a avaliagcdo conjunta de, por exemplo, marcadores imunoinflamatdrios
como o siglec-5 (soluvel) e a TRIM29, juntamente com indicadores de fun¢do glandular
como a lipocalina-1, e de proteinas relacionadas a resposta inata tais como a [2-
microglobulina e as a-defensinas — todos eles apontados como promissores na literatura
recente. Um painel que englobe estes biomarcadores teria a vantagem de cobrir diferentes
vertentes fisiopatologicas da pSS: por um lado, refletindo a ativagdo imune sistémica e
local (ex.: siglec-5, B2-microglobulina, a-defensina-1), e por outro, captando a perda da
fungdo secretora glandular (ex.: lipocalina-1 reduzida) e alteragdes celulares
intracelulares (ex.: TRIM29). Propde-se, portanto, que futuros estudos clinicos —
idealmente multicéntricos, com amostras amplas e heterogéneas — avaliem a performance
diagnostica e prognostica de painéis combinatdrios que integram esses biomarcadores.
Uma abordagem dessa forma, poderd aumentar substancialmente a sensibilidade e
especificidade em comparagdo com testes singulares, conforme sugerem os primeiros

resultados combinatérios.
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Em ultima analise, a conjuga¢do de esfor¢os de investigacdo padronizada e colaborativa
permitird traduzir estes achados em ferramentas clinicas concretas. Perspetiva-se que,
mantido o ritmo de progresso atual, a incorporacdo de biomarcadores salivares no
diagnostico e seguimento da Sindrome de Sjogren primaria deixe de ser apenas uma
possibilidade tedrica para se tornar uma realidade pratica nos proximos anos —
contribuindo para um diagnodstico mais precoce, uma estratificacdo de doentes mais
precisa € um acompanhamento terapéutico otimizado, em beneficio da qualidade de vida

das pessoas com pSS.
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