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“The great fault of all ethics hitherto has been that they believed themselves to have to deal
only with the relations of man to man. In reality, however, the question is what is his attitude
to the world and all life that comes within his reach”

Albert Schweitzer
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1. Resumo

Introdugdo: o Liquen Plano é uma patologia inflamatéria crénica, mucocutanea, com
possivel origem autoimune. As classificagbes clinicas de Liquen Plano Oral mais
assiduamente descritas sao a reticular, erosiva, bolhosa e em forma de placa. Embora a
apresentacao clinica faga parte do diagnostico, € recomendado que este seja confirmado
com recurso a bidpsia das lesbes e respetiva confirmacao histolégica e, por vezes, com
recurso a biomarcadores. Contudo, falta desenvolver informacao que auxilie na identificagao
de painéis de biomarcadores especificos, precoces e objetivos, bem como esclarecer os
aspetos moleculares do desenvolvimento e manifestagcao da patologia.

Objetivo: desenvolvimento de uma estratégia bioinformatica que permita a identificacao de
um conjunto de proteinas orais diferencialmente expressas em pacientes com Liquen Plano
Oral, que permita propor um painel de biomarcadores salivares uteis para o diagndstico
desta doenca.

Métodos: identificacdo de estudos de protedmica de saliva associados a Liquen Plano e
anotacdo manual da informacéo relevante sobre as proteinas identificadas em pacientes
com a patologia. Andlise funcional do proteoma salivar anotado, com levantamento dos
processos biolégicos associados a cada proteina e associagdo com outas patologias, com
patologias autoimunes, e com Liquen Plano. Selecdo de um painel de biomarcadores
salivares para o Liquen Plano Oral.

Resultados: os estudos identificados permitiram a anotagcdo de 136 proteinas diferentes.
Destas, 42 foram associadas a pelo menos um processo bioldgico relacionado com o
Liquen Plano Oral, 102 ja se encontravam associadas a uma ou mais patologias, das quais
53 apresentaram associagdo com patologias autoimunes e 10 com Liquen Plano.
Conclusao: foram identificadas seis proteinas que cumpriram os critérios para integrarem
um painel de biomarcadores salivares para o Liquen Plano Oral: TNF-a, TNFR-2 (ou TNFR-
18), IL-1a, IL-6, fibrinogénio cadeia e componente do complemento C3. Sugere-se a
validac&o deste painel.

Palavras-chave: proteinas salivares; protedmica; biomarcadores; Liquen Plano Oral;

bioinformatica.

Ano letivo 2019/2020 - .
v MEDICINA DENTARIA X






UNIVERSIDADE Proposta de biomarcadores salivares para Liquen Plano Oral — abordagem
CATOLICA - o
PORTUGUESA bioinformatica

VISEL

2. Abstract

Introduction: lichen planus is a chronic, inflammatory, mucocutaneous disease with
possibly represents an autoimmune disease. The most often described clinical appearances
are reticular, erosive, bullous and plaquelike. Even though clinical appearance is a part of
the diagnosis, biopsy and histological confirmation, and sometimes the use of biomarkers, is
recommended. Yet, there is a lack of information regarding the identification of biomarkers
that are precise, early and objective, as well of an enlightenment of the molecular aspects
concerning the development and manifestation of the disease.

Objectives: this study aims to develop a bioinformatic strategy that allows the identification
of a group of protein that manifest differently in the presence of oral lichen planus,
culminating with the proposal of a biomarker panel that is useful for diagnosis of oral lichen
planus.

Methods: identification of available proteomic studies associated with lichen planus and
manual compilation of relevant data about the proteins. Functional analysis of the salivary
proteome featuring biologic process and known disease association screening, including
association with autoimmune diseases, lichen planus and other diseases Selection of a
salivary biomarker panel for oral lichen planus.

Results: identified studies allowed the identification of 136 non-redundant proteins, where
42 presented at least one biologic process related with de disease and 102 were related to
one or more diseases, of which 53 were related to autoimmune diseases and 10 of those
were had a known association with lichen planus.

Conclusion: 6 proteins were identified as adequate members of the salivary biomarker
panel for oral lichen planus: TNF-a, TNFR-2 (or TNFR-1B), IL-1a, IL-6, fibrinogen chain 3
and complement component C3. The attempt to validate this panel is suggested.

Keywords: salivary proteins; proteomics; biomarkers; oral lichen planus; bioinformatics.
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Nota prévia

Nesta dissertagdo aparecem, por vezes, expressdes em lingua Inglesa, escritas em
italico, de modo a manter a uniformizagao universal dos termos usados para descrever
conceitos biologicos, entre culturas e linguas diferentes. A tradugcdo destas expressodes
poderia distorcer o seu significado original e alterar o conceito biolégico que se pretende

identificar.
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3. Introducao
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Introducao
3.1 Doengas autoimunes

As doencgas autoimunes sao patologias que resultam da perda do mecanismo de
autotolerancia, havendo destruigéo tecidular mediada por resposta imune’. Este processo
pode ser mediado por autoanticorpos ou linfocitos T citotdxicos, requerendo sempre a
presenga de linfécitos T auxiliares, e pode afetar a nivel sistémico ou um o6rgao
especifico?.

O desenvolvimento de um problema de autoimunidade pode ter inicio na falha dos
mecanismos de autotolerancia tanto a nivel do timo (linfécitos T) como da medula éssea
(linfécitos B)?3. Os linfocitos maduros sdo posteriormente submetidos a um processo de
selegdo secundaria, sendo alvos de um mecanismo periférico®. Embora estes erros
possam estar presentes em pacientes com doenga autoimune, os que ocorrem em fases
mais iniciais, como a maturacao dos linfocitos no timo ou na medula dssea e até no inicio
da selegdo secundaria, podem nao originar patologia3*.

Os casos de autoimunidade podem surgir também devido a apresentagéo
defeituosa de auto-antigénios. Isto pode dever-se a falta de remogédo ou excesso de
detritos derivados de apoptose, inflamacgéo e reagéo cruzadas.

A maior parte das patologias autoimunes requer a existéncia de uma predisposi¢cao
genética?. Adicionalmente a predisposigdo genética, a autoimunidade pode ser também
influenciada por fatores ambientais tais como xenobiodticos, a nutrigdo, microbiota,
processos infeciosos, fumo de tabaco, farmacos, hormonas, luz ultravioleta, metais

pesados, vacinas e implantes de colagénioou silicone?®.

Atualmente, o diagnéstico das doengas autoimunes pode ser feito seguindo o
modelo apresentado por L. Wang e colegas*:

1. Realizar a histoéria clinica e exame fisico
2. Exames laboratoriais

a. Hemograma completo

Ano letivo 2019/2020 2
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b. Analise bioquimica para teste das fung¢des hepatica, renal, tiroideia e
metabolismo da glicose.

c. Autoanticorpos especificos ou nao especificos

d. Outros, como proteina C-Reativa, sistema do complemento,
imunoglobulinas, velocidade de sedimentacgao, ferritina, hormonas T3 e T4.

3. Testes adicionais e opcionais
a. Biopsia
b. Teste genético para determinagao da existéncia do alelo HLA-B27
c. Citocinas

d. Citometria de fluxo

e. Testes imagioldgicos

Wang* avanca ainda que o diagnéstico é dificultado pela falta de critérios especificos
para o diagndstico baseado em analises laboratoriais; existéncia de caracteristicas
genericamente semelhantes entre diversas patologias autoimunes (como a presenca de
anticorpos antimitocondriais antes do desenvolvimento de patologia, algo que pode
acontecer na artrite reumatoide, esclerose multipla e diabetes tipo 1); necessidade de
realizagéo de bidpsia do 6rgdo afetado, uma vez que a concentragdo de autoanticorpos
estara muito aumentada face a concentragdo obtida através de analises ao plasma;
existéncia de varios fatores ambientais que afetam o desenvolvimento da patologia®.

Atualmente s&o conhecidas diversas patologias autoimunes, como diabetes tipo |,
esclerose multipla, doenga intestinal inflamatoria, miastenia grave?, lUpus eritematoso

sistémico, artrite reumatoide’ e Liquen Plano®.

3.2 Liquen Plano
3.2.1 Fisiopatologia de Liquen Plano
O Liquen Plano é uma patologia inflamatéria crénica®, mucocutanea’ que afeta
principalmente a pele e mucosa oral, mas que também pode ser detetado na regiao genital,

2
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eséfago e conjuntiva®. O Liquen Plano Oral é mais frequente em mulheres entre a quarta e
a sétima década de vida® e, embora o fator desencadeante ndo seja conhecido®7, cré-se
que a cronicidade da patologia deriva de uma resposta imunologica, devendo ser
considerada uma patologia autoimune mediada por linfécitos T°. As lesdes liquenoides
devem ser consideradas entidades diferentes das lesdes de Liquen Plano, que assumem
a sua propria etiologia e patogénese?.

Clinicamente, o Liquen Plano Oral surge com frequéncia na mucosa jugal, dorso e
ventre da lingua e gengiva, sendo raro surgir no palato, labios e pavimento da boca®. As
classificagdes clinicas mais assiduamente descritas sao a reticular, erosiva, em forma de
placa e bolhosa’.

A forma reticular é caracterizada pela existéncia das estrias de Wickham, que
existem bilateralmente e surgem tendencialmente na mucosa jugal (que pode revelar-se
eritematosa), embora também possam aparecer no vestibulo, lingua e gengiva. Os
pacientes raramente reportam sintomas e o diagnostico surge com o exame clinico’.

A forma erosiva surge como uma regido marcadamente eritematosa na mucosa
associada a ulceragao de forma irregular e presenca de pseudomembrana. Se a lesao
nao se estender além da mucosa gengival, entdo assume a classificacdo de gengivite
descamativa’.

O Liquen Plano Oral em forma de placa assume um aspeto indistinguivel de uma
leucoplasia, revelando-se como uma mancha ou placa branca que ndo € removida a

raspagem. E mais frequente na lingua’.

A forma bolhosa é rara, sendo caracterizada pela presenca de bolhas com
tamanhos compreendidos entre os 4 e os 20 mm. Essas bolhas rompem frequentemente,

deixando uma Ulcera sobre a mucosa. E mais frequente na mucosa jugal posterior”.

3.2.2 Disturbios psicolégicos e o Liquen Plano Oral
O Liquen Plano Oral ja foi associado a stress, depressdo e ansiedade, embora
permanega controverso. Assim, a associagdo nao aparenta indicar que os disturbios
psicolégicos estdo envolvidos na etiologia do Liquen Plano Oral, mas sim que a patologia
pode estar na origem desses disturbios, uma vez que pode provocar desconforto e

ansiedade relacionada com o potencial de transformagdo maligna. Ainda assim, admite-se

3
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que disturbios psicolégicos pré-existentes poderdo promover ou agravar o Liquen Plano
Oral'0.
3.2.3 Diagnéstico de Liquen Plano
Embora a apresentacao clinica fagca parte do diagndstico, é recomendado que o
diagndstico seja confirmado com recurso a bidpsia das lesdes e respetiva confirmagao
histolégica’® dada a possibilidade de malignizacao® e o facto de existirem outras
patologias mucocutaneas incluidas num diagndstico diferencial com o Liquen Plano”.
O Ligquen Plano apresenta um conjunto de critérios histologicos para o seu
diagnoéstico”11:12:
e Critérios essenciais:
o Degeneracéo liquefativa da camada basal
o Infiltrado linfocitario denso de linfécitos T em forma de banda
o Maturagédo normal do epitélio
e Critérios nao essenciais
o Proeminéncias anatémicas em forma de dentes de serra
o Corpos de Civatte
o Hiperqueratose (orto ou paraqueratose), geralmente com espessamento da
camada espinhosa do epitélio (acantose), correspondendo as estrias de
Wickham

De Rossi e Ciarrocca’ defendem que a utilizagdo de imunofluorescéncia no estudo
das biopsias de lesdes de Liquen Plano € um auxilio para o diagndstico diferencial.
Embora Carrozzo e colegas® reconhegam o auxilio prestado nesse sentido
(particularmente na forma erosiva), a equipa revela que os resultados da técnica de
imunofluorescéncia direta geralmente sao negativos, sendo necessario recorrer a outros
testes imunolégicos e de identificacdo de biomarcadores para alcangar um diagndstico
definitivo. Contudo, esses testes sao dispendiosos, morosos e nao se encontram
amplamente disponibilizados®.

Surge entdo a necessidade de desenvolver uma ferramenta de diagndstico que

permita diminuir os custos associados, o tempo necessario para obter o diagndstico, que
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seja facilmente disponibilizado e que seja menos invasivo que uma bidpsia. Essa

ferramenta deve ainda revelar a presenca de displasia, se existir.

3.3 Saliva como fluido de diagnéstico

A saliva é um biofluido com origem em trés glandulas salivares major (submandibular,
sublingual e parétida)'®-'7 e um nimero consideravel de glandulas salivares minor'36. No
ambiente oral contém ainda fluido crevicular, soro, componentes derivados das mucosas e
superficies dentarias, microrganismos, restos alimentares e outras substancias exogenas.
Assim, a saliva que contacta com o meio oral é denominada inteira/completa (whole) ou
mista (mixed)'®.

A maioria das proteinas encontradas na saliva tem origem nas glandulas salivares.
Existem proteinas que sdo comuns a todas as glandulas e outras que tém maior
expressdo em glandulas especificas'®. Isto pode ser influenciado por fatores como a
duragdo e natureza do estimulo, fluxo e ritmo circadiano'®. A saliva inclui ainda proteinas
plasmaticas, que alcangam este fluido através de difusdo, ultrafiltracdo e como resultado
do fluxo de fluido crevicular gengival'®.

Enquanto fluido de diagndstico, a saliva torna-se atrativa uma vez que a obtencao
de amostras € relativamente facil, rapida e econémica e é aceite pelos pacientes como um
método nao invasivo, ja que nao provoca dor. Além disso, a saliva reflete o estado
fisioldgico e patoldgico do organismo'6.17.

Uma outra propriedade que torna a saliva tao interessante para utilizacdo em
diagndstico é a existéncia de moléculas que estdo também presentes no sangue?,
dando-lhe, por isso, um caracter sistémico.

Um biomarcador, idealmente, devera ser especifico para a patologia, estar
presente em todos os pacientes com a patologia, isto €, apresentar elevada
especificidade e sensibilidade, devera desaparecer com o tratamento da patologia e ser
detetado antes desta se manifestar clinicamente?!. Embora exista alguma repeticdo de
biomarcadores especificos entre diferentes patologias — como as metaloproteinases da
matriz, que surgem tanto em casos de periodontite como na presengca de doencgas
cardiovasculares?°, a evidéncia sugere que os biomarcadores salivares s&o clinicamente
uteis®!. Esta especificidade pode ser aumentada se em vez de serem biomarcadores
5
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unicos, forem avaliados para diagndstico painéis de biomarcadores que incluam
diferentes moléculas que representem de uma forma mais completa os acontecimentos

moleculares decorrentes da doenca.

3.3.1 O estudo do proteoma salivar
A utilizacdo da saliva como fluido de diagnéstico depende da identificacédo de
moléculas em larga escala. De forma a caracterizar funcionalmente a saliva e identificar
possiveis biomarcadores de diversas patologias, torna-se necessario determinar o

proteoma salivar'®.

O proteoma corresponde ao “conjunto completo de proteinas encontradas em
células vivas, tecidos ou organismos, representando o resultado final da traducédo e
transcricdo de um gene e que pode espelhar ndo s6 o resultado da sintese proteica como
também as modificagcdes pds-tradugédo™?. Ja a protedmica pode ser entendida como “o
estudo da distribuicdo e interacdo das proteinas, no tempo e no espaco, numa célula,
organismo ou ecossistema??.

O estudo do proteoma pode ser feito através de eletroforese bidimensional
(eletroforese 2D) e espectrometria de massa’®. A eletroforese 2D é usada para separar as
proteinas através do ponto isoelétrico e massas moleculares'®?3; a espectrometria de
massa € um processo mais complexo, que permite identificar as proteinas e avalia-las
qualitativa e quantitativamente'® de forma absoluta ou relativa 2*.

Considera-se a abordagem “shotgun proteomics” ou “bottom up proteomics” como o
principal protocolo na técnica de espectrometria de massa. Consiste na digestao
enzimatica das proteinas e divisdo em péptidos, seguido de cromatografia liquida e
obtencdao de um espectro com um conjunto de massas (correspondentes aos péptidos)
para comparar com bases de dados. E comum realizar uma segunda divisdo, agora dos
péptidos, obtendo-se os aminoacidos presentes na amostra em estudo — “tandem MS” ou
“MS/MS”, cujas massas também serdo comparadas com bases de dados'”-2224, Existe
ainda outra abordagem, ‘“top down proteomics”, em que se tenta analisar proteinas
completas, o que se torna dificil'’?2, ja que algumas proteinas nao sdo acessiveis nas suas

formas naturais'’.
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O desenvolvimento da protedmica salivar € o resultado do avango das técnicas de
separagdo e identificacdo de proteinas?®. Comparando as analises do proteoma do
plasma e da saliva, torna-se aparente que as proteinas salivares sao mais suscetiveis a
degradagéo, que é rapida mesmo durante a recolha e manipulagdo de amostras?3. Além
disso, o volume de saliva presente no organismo € bastante inferior ao volume de sangue,
adicionando outra dificuldade?°. Ainda assim, a andlise do proteoma salivar ¢ de extrema
importancia para a apreciagao de todo o potencial de diagndstico da saliva®3.

Neste sentido, a base de dados SalivaTecDB'%?¢ adquire suma importancia: € uma
ferramenta que reune a informacado da anotacdo e caracterizagado de proteinas (e outras
moléculas) que foram obtidas através de estudos de protedmica, com o objetivo principal
de propor painéis de biomarcadores salivares. Toda a informagao € disponibilizada online

para a comunidade cientifica em http.//salivatec.viseu.ucp.pt/salivatec-db/main.php.

3.3.2 Analise funcional do proteoma salivar

Como desenvolvimento da gendmica, da protedmica e da bioinformatica, surgiu a
capacidade de medir as alteragdes e de conhecer a regulagdo do genoma em diversas
condigdes bioldgicas. Embora a investigacao classica em biologia se focasse no estudo de
um numero limitado de genes, atualmente os protocolos utilizados sdo de elevado
throughput, capazes de gerar grandes listas de genes e seus produtos?’. Atentando no caso
da saliva, observa-se que o desenvolvimento dos diferentes protocolos de protedmica tem
permitido um aumento exponencial de componentes proteicos identificados nesse fluido.
Contudo, a informacgéo gerada pelos diversos estudos permanece dispersa™®.

As ferramentas bioinformaticas desempenham um papel importante na exploracao da
informacéao produzida, pois permitem obter relagdes entre sequéncias, estruturas e fungdes
das proteinas, e extrair o significado bioldgico'®. A ferramenta DAVID, por exemplo, permite
a obtencao de significado biolégico através de uma lista de genes ou proteinas de forma
consistente 28,

A Gene Ontology € uma base de conhecimento constituida por vocabulario dindmico
e controlado, acompanhando a evolugao do conhecimento. Uma anotagdo GO representa

uma ligacao entre um produto de um gene e a sua fungdo molecular, processo biolégico ou
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tipo de componente celular?®:

e O processo bioldgico corresponde ao objetivo biolégico para o qual o gene ou
produto de gene contribui. Exemplos ndo contemplados no artigo de Ashburner e
colegas, mas aplicados no contexto deste trabalho: resposta imune e resposta
inflamataria.

e A fungdo molecular corresponde a atividade bioquimica do produto de um gene;
capacidade que o produto de um gene (ou complexo de produtos de um gene)
potencialmente tem. Esta expressao descreve apenas o que é feito sem especificar
quando e onde acontece. Exemplos: enzima, transportador ou ligando.

e O componente celular esta relacionado com o local da célula onde o produto do gene
se encontra ativo. Exemplos: ribossoma, proteossoma, membrana nuclear ou
aparelho de Golgi.

A ontologia compreende um conjunto de termos devidamente definidos e com
relacbes bem definidas, que reflete o conhecimento biolégico e contribui para guiar a
organizacao de nova informagao. Assim, & correto afirmar que se trata de uma ferramenta
importante na transformacgdo de informagdo em conhecimento?. A base de dados Uniprot
utiliza uma lista de termos selecionados que derivam do recurso Gene Ontolgy em cada um

dos trés dominios referidos®°.

Atualmente, os avancos na compreensao da fisiopatologia do Liquen Plano ainda
nao permitiram esclarecer definitivamente os mecanismos moleculares envolvidos tanto no
desenvolvimento da patologia em si, como no desenvolvimento das diferentes formas desta
doencga3'. Adicionalmente, os critérios utilizados para o diagndstico sdo alterados com
alguma frequéncia' %32 e carecem da objetividade desejavel. Nesse sentido, urge
desenvolver informacdo que auxilie na identificacdo de painéis de biomarcadores
especificos, precoces e objetivos, bem como esclarecer os aspetos moleculares do

desenvolvimento e manifestacédo da patologia.
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Objetivos

Este trabalho visa o desenvolvimento de uma estratégia bioinformatica que permita a
identificacdo de um conjunto de proteinas cuja expressao seja alterada em individuos com
Liquen Plano (comparativamente a individuos saudaveis), culminando com a proposta de

um painel de biomarcadores salivares uteis para o diagndstico desta patologia.
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5. Material e Métodos
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Material e métodos

Este trabalho consiste num estudo experimental in silico que utiliza uma abordagem

bioinformatica para analisar funcionalmente os dados moleculares obtidos na literatura

DLV

cientifica disponiveis durante a sua realizagao.

Publf@ed o '3 SalivaTec —
: —
P L]
Identificagdo de Anotagio manual da prOt o Desenvolvimento
estudos de protedmica; informagdo relevante e do score de
Obtengdo de dados atualizaglo da Andlise funcional do classificago de
moleculares de saliva SalivaTecDB proteoma salivar biomarcadores

Figura 1. Representagdo da metodologia utilizada neste trabalho

5.1 Identificacao de estudos de proteémica de saliva associados a Liquen Plano

A primeira etapa deste projeto consistiu na obtencdo de dados de protedmica através
de revisao da literatura. Para tal, recorreu-se a informacgao disponibilizada pelo motor de
busca PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/).
A pesquisa foi efetuada recorrendo as expressdes «“saliva” AND “proteomics”™ sem
qualquer filtro; “salivary secretion” com os filtros 5 years, humans, e review; «‘proteomics”
AND “saliva”» com os filtros humans e review; « “proteomics” AND “diagnostic” AND “fluid”
com os filtros & years, humans e review,; ‘proteomics” com os filtros 5 years, humans e
review; ‘two dimensional gel electrophoresis” com o filtro 5 years; «"proteomics” AND
"dentistry"» com os filtros 5 years, humans e review; (("mass spectrometry”) AND "saliva")
AND 'lichen planus” sem qualquer filtro; ("lichen planus"[MeSH Terms]) OR ("lichen
planus, oral"[MeSH Terms]) com os filtros 10 years, humans, review, systematic review e
meta-analysis; (("lichen planus”"[MeSH Terms]) ) AND ("oral medicine"[All Fields]), com os

filtros 10 years, humans, review, systematic review e meta-analysis; (("lichen planus"[All
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Fields]) AND ("fibrinogen”[All Fields]) ) AND ("direct immunofluorescence"[All Fields]) sem
qualquer filtro.

Através da revisdo da literatura foi possivel detetar revisbes sistematicas que
reportavam para trabalhos relacionados com propostas de proteinas para diagndstico de
Liquen Plano ou com uma elucidagao sobre a fisiopatologia da patologia. Esses artigos
foram revistos e, sempre que possivel, utilizados para a obtencado de dados de quantificagéo
de proteinas.

5.2 Anotagdao manual da informacao relevante sobre as proteinas orais

identificadas em pacientes com Liquen Plano

Os artigos que descrevem conjuntos de proteinas alteradas em individuos com
diagnodstico de Liquen Plano foram selecionados e utilizados para a anotagdo manual da
informacédo considerada importante para a interpretagdo funcional dos resultados. Esta
anotacgéo foi utilizada para a atualizagio da base de dados SalivaTecDB'926. A identificagéo
das proteinas foi feita com a ferramenta UniProt*°, que devolveu ndo s6 nome da proteina,
como também o cédigo de UniProt, nome do gene que a codifica e o organismo que a
produz.

A atualizagdo da SalivaTecDB'926 inclui a anotagdo do cddigo de UniProt, nome da
proteina e do gene, o protocolo de recolha de saliva utilizada no estudo, o tipo de controlo
utilizado no estudo, o cédigo MeSH da patologia em estudo e o seu nome, o codigo do
artigo de onde foi retirada a informagéo, se a proteina ja € apontada como biomarcador,
dados referentes aos dadores da amostra — faixa etaria, género e habitos sociais e dados de
quantificacdo da proteina. Um dos dados mais importantes para avaliar o potencial de uma
dada molécula como biomarcador € a sua alteragdo em termos de quantidade na saliva de
pacientes com Liquen Plano relativamente a pacientes saudaveis. Esta alteracdo é
designada de fold change. O valor de fold change foi obtido através da analise de artigos de
protedmica, quer expressos no proprio artigo, quer registando os valores de concentracao
das proteinas tanto para o grupo de controlo como para os grupos com patologia (onde, em
varios casos, se encontravam valores de concentracdo descriminados pelo tipo de
apresentacao da patologia) e obtendo o quociente entre essas concentragdes. O seu

calculo segue as seguintes premissas:
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Quantidade da proteina na doenca

Fold change =

Quantidade da proteina no controlo

Posto isto, poderao verificar-se um destes dois acontecimentos:
Acontecimento a):

e xx =1, significa que a alteragao ¢é positiva.

Acontecimento b):
e (0 <xx <1, significa que a alteragao & negativa.
No caso do acontecimento a) as proteinas encontram-se aumentadas em relagdo ao
controlo de individuos saudaveis. Por outro lado, para o acontecimento b) &€ necessario

realizar o seguinte quociente para que se obtenha uma alteragdo com valor negativo:

Fold change = - (%)

O calculo deste quociente permite uma melhor interpretagdo dos dados uma vez que
uma fold change com valor de, por exemplo, 0,5 corresponderia a uma diminuigdo de 2
vezes na quantidade da respetiva proteina. Assim, a partir do quociente descrito acima,
obtemos diretamente o valor de -2, tornando a interpretacdo de dados mais direta e
facilitada.

ApoOs registar o valor de fold change de cada proteina no respetivo campo, foi

necessario eliminar anotag¢des duplicadas e obter a média dos valores.

5.3 Analise funcional do proteoma salivar associado a Liquen Plano para

determinacao de um painel de biomarcadores

Com o objetivo de realizar uma proposta de um painel de biomarcadores salivares
uteis para o diagnostico de Liquen Plano, devidamente suportado no enquadramento
molecular da patologia, foi feita uma analise funcional das proteinas associadas com a
doenga, identificadas neste trabalho e registadas na SalivaTecDB'®%6. A analise baseou-se

na utilizagédo das ferramentas bioinformaticas Uniprot3? e DAVID 27.28,
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5.3.1 Processos biolégicos associados as proteinas relacionadas com Liquen

Plano

Os processos biolégicos conhecidos para as diferentes proteinas anotadas foram
obtidos através da base de dados Uniprot®0. Recorrendo a funcao “Retrieve/ID mapping”, é
possivel obter uma lista com os processos biolégicos conhecidos para cada proteina, caso
existam. Os processos procurados nesta lista foram todos os que estavam relacionados
com a resposta imune ou processo de inflamagado, bastando ter apenas um processo
biolégico relacionado. O calculo do score contempla este parametro aumentando a
relevancia de cada proteina como biomarcador para o Liquen Plano sempre que houver

uma associagao positiva.

5.3.2 Outras patologias associados as proteinas relacionadas com Liquen
Plano
A lista de patologias associas as proteinas anotadas foi obtida através da ferramenta
de anotagdo funcional da base de dados DAVID?®, versdo 6.8. Para obter a lista é
necessario:
1. Inserir os cédigos identificativos de Uniprot3®® no campo A, ‘paste a list”. Em
alternativa, é possivel selecionar um ficheiro no campo B, “choose from a file”;
2. Selecionar a base de dados da origem que, neste trabalho, correspondeu a
UNIPROT_ACESSION?;
3. Selecionar a opgao “gene list”;
4. Submeter a lista.
Posteriormente deve ser selecionada a opgao “disease” e analisados os resultados
encontrados em “GAD_DISEASE” e “GAD_DISEASE CLASS”.
Com os resultados desta ferramenta seréo criadas trés tabelas — uma onde seréo
assinaladas as proteinas com associagdo conhecida a uma ou mais patologias; outra onde
serao assinaladas as proteinas com associagdo conhecida ao Liquen Plano; finalmente,

uma com as proteinas relacionadas com patologias de base imunologica.
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5.4 Selecao de um painel de biomarcadores salivares para Liquen Plano

O painel de biomarcadores selecionado deve integrar um conjunto de proteinas que
estejam relacionadas funcionalmente com a doencga, que estejam alteradas em amostras de
saliva e que no seu conjunto sejam especificas para Liquen Plano Oral (embora possam
nao apresentar a especificidade desejada individualmente). Para determinar quais serédo as
mais indicadas, € necessario classifica-las objetivamente, seguindo um método passivel de
ser aplicado a qualquer uma delas. Neste sentido, foi construido um score que é calculado
utilizando os dados resultantes da anotacdo manual e da analise funcional das proteinas
identificadas, tendo em consideragcao a importancia relativa de cada parametro que é,
posteriormente, traduzida numa percentagem.

Para realizar os calculos necessarios foi utilizada uma folha de Excel com a seguinte
informacéo:

A. Proteina: registo dos cddigos Uniprot das proteinas, sem duplicados. Apenas um
cédigo por linha;

B. Fold change: onde se encontram os valores médios de fold change associado a cada
codigo. As proteinas que nao tinham um valor associado nos respetivos artigos, mas
sim uma informagao sobre a variacao relativa (proteina aumentada em pacientes
com Liquen Plano comparativamente ao grupo de controlo) foram identificadas com o
simbolo “+”; as proteinas que foram identificadas apenas em pacientes com Liquen
Plano Oral (e nao nos controlos) foram identificadas com o simbolo “*”. Para facilitar
a analise dos campos relacionados com a variagao do fold change, foi utilizada uma
formatacao condicional, referida nos préximos passos;

C. Apenas indicacéo de alterado: foram marcadas, com o algarismo “1”, todas as células
associadas a coédigos que apresentaram um “+” na coluna B. Para facilitar a
identificacao, foi utilizada uma formatacao condicional personalizada, em que todas
as células da coluna “B” com valores iguais a “+” seriam preenchidas com cor
amarela. Este parametro tem uma valorizagao de 20% sempre que preenchido;

D. Fold change 2-5: foram marcadas, com o algarismo “1”, todas as células associadas
a codigos que apresentaram um valor absoluto entre 2 e 5 na coluna B. Para facilitar

a identificacao, foi utilizada uma formatacao condicional personalizada, em que todas
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as células da coluna “B” com valores entre 2 e 5 seriam preenchidas com cor

vermelha. Este parametro tem uma valorizacdo de 30% sempre que preenchido;

. Fold change 5-10: foram marcadas, com o algarismo “1”, todas as células associadas

a codigos que apresentaram um valor absoluto entre 5 e 10 (exclusive) na coluna B.
Para facilitar a identificagao, foi utilizada uma formatagcdo condicional personalizada,
em que todas as células da coluna “B” com valores entre 5 e 10 (exclusive) seriam
preenchidas com cor de laranja. Este parametro tem uma valorizagéo de 40%;

Fold change = 10 ou exclusivas do Liquen Plano Oral: foram marcadas, com o
algarismo “1”, todas as células associadas a cdédigos que apresentaram um valor

Wk

absoluto maior ou igual a 10 ou identificadas com o simbolo na coluna B. Para
facilitar a identificagcao, foi utilizada uma formatacdo condicional personalizada, em
que todas as células da coluna “B” com valores maior ou iguais a 10 ou com o
simbolo “*” seriam preenchidas com cor azul. Este parametro tem uma valorizagao de

50% sempre que preenchido;

. Participacédo noutras doencas (DAVID): foram marcadas, com o algarismo “1”, todas

as células nas linhas dos codigos de proteinas que ja foram associadas a alguma
patologia; foram marcadas, com o algarismo “0”, todas as células nas linhas dos
codigos de proteinas que ainda ndo foram associadas a qualquer patologia. Esta
coluna foi preenchida com a informacao obtida através da lista “GAD _DISEASE” da
ferramenta DAVID?8. Este parametro subtrai 10% ao score da proteina sempre que

preenchido;

. Participacdo em Liquen Plano (DAVID): foram marcadas, com o algarismo “1”, todas

as células nas linhas dos cédigos de proteinas que ja foram associadas ao Liquen
Plano. Esta coluna foi preenchida com a informacdo obtida através da lista
“GAD_DISEASE" da ferramenta DAVID?®. Este parametro tem uma valorizagdo de
20% sempre que preenchido;

Participam noutras doengas autoimunes (DAVID): foram marcadas, com o algarismo
“1”, todas as células nas linhas dos cddigos de proteinas que ja foram associadas a
doencas autoimunes; foram marcadas, com o algarismo “0”, todas as células nas

linhas dos cdodigos de proteinas que ainda nao foram associadas a qualquer
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patologia autoimune. Esta coluna foi preenchida com a informag&o obtida através da
lista “GAD_DISEASE CLASS” da ferramenta DAVID®. Este parametro tem uma
valorizagcéo de 10% sempre que preenchido;
J. Participacdo em Processos Bioldgicos relacionados com o Liquen Plano: foram
marcadas, com o algarismo “1”, todas as células nas linhas dos cédigos de proteinas
que revelam algum processo bioldgico relacionado com a possivel etiologia e/ou
patogénese do Liquen Plano Oral. Esta coluna foi preenchida com a informagao
obtida através da base de dados Uniprof®. Este pardmetro tem uma valorizagdo de
20% sempre que preenchido;
K. Score: o resultado deste parametro, que estara entre 0 e 1, servira para determinar a
relevancia da proteina. O score é obtido somando todos os parametros anteriores.
Para integrar o painel de biomarcadores, o score da proteina devera ser igual ou
superior a 0,7.

Férmula para o calculo do score:

0,2 x indicagéo de alterada + 0,3 x fold change entre 2 e 5 + 0,4 x fold change entre
5e 10 + 0,5 x fold change = 10 ou encontrada apenas em pacientes com a doenga - 0,1 x
participacdo noutras doencgas + 0,2 x participagao em liquen plano + 0,1 x participacdo em
doencgas autoimunes + 0,2 x participacdo em processos bioldgico relacionados com liquen

plano
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6. Resultados
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Resultados

6.1 Identificacao de estudos de proteémica de saliva associados a Liquen Plano

A pesquisa bibliografica permitiu a selecdo de 16 artigos cientificos com estudos de

protedmica relativos a proteinas relacionadas com o Liquen Plano Oral, entre os quais uma

revisao sistematica33. A pesquisa de artigos com dados de protedmica foi realizada até maio
de 2020.

6.2 Anotacdo manual da informagcao relevante sobre as proteinas orais

identificadas em pacientes com Liquen Plano.

Foram anotadas 194 proteinas, correspondendo a 136 proteinas diferentes. Um dos
artigos®* ndo dava informacao relevante sobre a variagdo da concentragdo das proteinas
entre pacientes com Liquen Plano Oral e o grupo de controlo, mas permitiu a anotagao de
proteinas na folha de Excel que servira para a atualizacdo da SalivaTecDB'%25; outro
artigo® integrava informagdo sobre a variagdo da concentragdo das proteinas entre os
pacientes com Liquen Plano Oral e grupo de controlo, o valor de fold change das mesmas,
uma lista com proteinas encontradas exclusivamente nos individuos com a patologia (6
proteinas) e outra com as proteinas detetadas exclusivamente em individuos saudaveis (13
proteinas); num dos trabalhos® foi dada apenas a indicagéo de a proteina estar aumentada
(“‘upregulated”) nos pacientes com Liquen Plano Oral; os restantes artigos3’3847-51,39-46
davam as diferentes concentragdes das proteinas entre individuos com a patologia e
individuos saudaveis.

A tabela 1 apresenta o resultado da anotacdo manual da informacao relevante sobre
as proteinas orais identificadas em pacientes com Liquen Plano. Sao apenas apresentados,
0S campos que serao relevantes para a determinagao do score e consequente proposta do

painel de biomarcadores.
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Tabela 1: Anotacdo manual da informagdo relevante sobre as proteinas orais identificadas em pacientes com Liquen Plano.

Informacgé&o utilizada para atualizagdo do SalivaTecDB. Legenda: UniProt KB/AC corresponde ao codigo identificador da proteina

na base de dados Uniprot; name corresponde ao nome da proteina; no gene name esta identificado o nome do gene; whole

saliva identifica o tipo de saliva recolhida; control

UniProt Name Gene name Whole | Control | Quant. Quant. Quant. Fold Inclusion | Cédigos
KB/AC saliva control condition units Change | Criteria NCBI/ID
P01375 Tumor necrosis factor TNF X Health 7,13 pg/ml 29383810
P05231 Interleukin-6 IL6 X Health 14,66 pg/ml 29383810
P01584 Interleukin-1 beta IL1B X Health 501,50 pg/ml 29383810
P01579 Interferon gamma IFNG X Health 3,88 pg/ml 29383810
Q9H293 Interleukin-25 IL25 X Health 40,10 pg/ml 29383810
Q9GZX6 Interleukin-22 IL22 X Health 0,00 pg/ml 29383810
Q6EBC2 Interleukin-31 IL31 X Health 2,44 pg/ml 29383810
P05112 Interleukin-4 IL4 X Health 18,61 pg/ml 29383810
Q16552 Interleukin-17A IL17A X Health 4,74 pg/ml 29383810
Q96PD4 Interleukin-17F IL17F X Health 270,60 pg/ml 29383810
Q9HBE4 Interleukin-21 IL21 X Health 6,89 pg/ml 29383810
P29965 CD40 ligand CD40LG X Health 61,98 pg/ml 29383810
QY9NZH6 Interleukin-37 IL37 X Health 115,30 pg/ml 29383810
P02768 Serum albumin ALB X Health 3,0 29534707
AMY1A; AMY1B;
P04745 Alpha-amylase 1 AMY1C X Health 2.1 29534707
Glyceraldehyde-3-
P04406 phosphate dehydrogenase GAPDH X Health 2,8 29534707
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Short-chain specific acyl-
CoA dehydrogenase,
P16219 mitochondrial ACADS Health 2,6 29534707
P01591 Immunoglobulin J chain JCHAIN Health 2,0 29534707
Neutrophil gelatinase-
P80188 associated lipocalin LCN2 Health 3,2 29534707
P23280 Carbonic anhydrase 6 CA6 Health -1,8 29534707
P01036 Cystatin-S CST4 Health -1,6 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -3,2 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -1,5 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -2,1 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -3,4 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -1,6 29534707
Exclusiva
mente
encontra
da em
P35527 Keratin, type | cytoskeletal 9 | KRT9 doentes 29534707
Exclusiva
mente
encontra
da em
P02675 Fibrinogen beta chain FGB doentes 29534707
Exclusiva
P01024 Complement C3 C3 mente 29534707
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encontra
da em
doentes
Exclusiva
mente
encontra
da em
P00738 Haptoglobin HP doentes 29534707
Exclusiva
mente
encontra
da em
P63104 14-3-3 protein zeta/delta YWHAZ doentes 29534707
Exclusiva
mente
encontra
5-methylcytosine rRNA da em
Q96CB9 methyltransferase NSUN4 NSUN4 doentes 29534707
P23280 Carbonic anhydrase 6 CA6 Health 29534707
P01037 Cystatin-SN CSTH1 Health 29534707
P05109 Protein S100-A8 S100A8 Health 29534707
P12273 Prolactin-inducible protein PIP Health 29534707
Q15848 Adiponectin ADIPOQ Health 20,10 23,40 | mg/ml 1,2 | Reticular | 26216173
Non-
Q15848 Adiponectin ADIPOQ Health 20,10 20,20 | mg/ml 1,0 | reticular 26216173
P01876 Immunoglobulin heavy | IGHA1 Health 48,90 68,30 | mg/l 1,4 | Reticular | 26216173
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constant alpha 1
Immunoglobulin heavy Non-
P01876 constant alpha 1 IGHA1 Health 48,90 63,20 | mg/l 1,3 | reticular 26216173
PMC39673
P05112 Interleukin-4 IL4 Health 19,62 20,06 1,0 | Reticular | 04
Non- PMC39673
P05112 Interleukin-4 IL4 Health 19,62 22,32 1,1 | reticular 04
PMC39673
P01579 Interferon gamma IFNG_HUMAN Health 33,562 24,10 -1,4 | Reticular | 04
Non- PMC39673
P01579 Interferon gamma IFNG_HUMAN Health 33,52 21,44 -1,6 | reticular 04
ng/mg
P22894 Neutrophil collagenase MMP8 Health 9,69 12,78 | albumina 1,3 25839238
Monocyte differentiation
P08571 antigen CD14 CD14 Health + 17916440
060603 Toll-like receptor 2 TLR2 Health + 17916440
PMC54290
P00352 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 Health 6,62 4,16 | pg/ml -1,6 | Reticular | 99
Non- PMC54290
P00352 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 Health 6,62 6,32 | pg/ml -1,0 | reticular 99
PMC17815
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 1,39 2,83 | pg/ml 2,0 | Reticular | 47
Non- PMC17815
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 1,39 3,08 | pg/ml 2,2 | reticular 47
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 3,36 74,23 | pg/ml 221 16075467
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P05231 Interleukin-6 IL6 Health 2,26 148,12 | pg/ml 65,5 16075467

P10145 Interleukin-8 CXCL8 Health 1507,20 2492,00 | pg/ml 1,7 16075467

P01583 Interleukin-1 alpha IL1A Health 135,88 293,64 | pg/mi 2,2 16075467

P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 6,16 26,60 | pg/ml 4,3 | Reticular | 18222093
Non-

P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 6,16 33,00 | pg/mi 5,4 | reticular 18222093

P05231 Interleukin-6 IL6 Health 29,90 51,15 | pg/mi 1,7 | Reticular | 18222093
Non-

P05231 Interleukin-6 IL6 Health 29,90 46,10 | pg/ml 1,5 | reticular 18222093

P10145 Interleukin-8 CXCL8 Health 641,46 1187,21 | pg/ml 1,9 | Reticular | 18222093
Non-

P10145 Interleukin-8 CXCL8 Health 641,46 2218,98 | pg/mi 3,5 | reticular 18222093

P01579 Interferon gamma IFNG Health 30,00 34,11 | pg/mi 1,1 | Reticular | 18197852
Non-

P01579 Interferon gamma IFNG Health 30,00 61,90 | pg/ml 2,1 | reticular 18197852

P05112 Interleukin-4 IL4 Health 10,07 10,71 | pg/ml 1,1 | Reticular | 18197852
Non-

P05112 Interleukin-4 IL4 Health 10,07 12,79 | pg/ml 1,3 | reticular 18197852

P01579 Interferon gamma IFNG Health 35,11 23,80 | pg/mi -1,5 | Reticular | 19370405
Non-

P01579 Interferon gamma IFNG Health 35,11 19,85 | pg/ml -1,8 | reticular 19370405

P05112 Interleukin-4 IL4 Health 19,60 19,95 | pg/ml 1,0 | Reticular | 19370405
Non-

P05112 Interleukin-4 L4 Health 19,60 23,07 | pg/ml 1,2 | reticular 19370405

P01375 Tumor necrosis factor TNF 2,95 10,97 | pg/ml 3,7 | Non- 16476030
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reticular
Non-
P01583 Interleukin-1 alpha IL1A 117,05 260,37 | pg/mi 2,2 | reticular 16476030
Non-
P05231 Interleukin-6 IL6 1,35 74,01 | pg/ml 54,8 | reticular 16476030
Non-
P10145 Interleukin-8 CXCL8 1579,00 1912,00 | pg/ml 1,2 | reticular 16476030
Non-
P01579 Interferon gamma IFNG Health 6,41 23,95 | pg/mi 3,7 | reticular 21403886
Non-
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 1,41 44,49 | pg/mi 31,7 | reticular 21403886
Tumor  necrosis  factor
receptor superfamily Non-
P20333 member 1B TNFRSF1B Health 45,00 350,40 | pg/mi 7,8 | reticular 21403886
Q14116 Interleukin-18 IL18 Health 15,60 17,48 | pg/ml 1,1 | Reticular | 21484426
Non-
Q14116 Interleukin-18 IL18 Health 15,60 21,32 | pg/mi 1,4 | reticular 21484426
PMC46018
P01579 Interferon gamma IFNG Health 1,69 7,74 | pg/mi 4,6 | Reticular | 77
Non- PMC46018
P01579 Interferon gamma IFNG Health 1,69 8,04 | pg/ml 4.8 | reticular 77
PMC46018
P05112 Interleukin-4 IL4 Health 1,58 4,58 | pg/ml 2,9 | Reticular 77
Non- PMC46018
P05112 Interleukin-4 IL4 Health 1,58 3,88 | pg/mi 2,5 | reticular 77
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P05231 Interleukin-6 IL6 Health 4,92 20,74 | pg/ml 4.2 24147842
P10145 Interleukin-8 CXCL8 Health 890,83 1328,37 | pg/ml 1,5 24147842
Q16552 Interleukin-17A IL17A Health 39,85 40,69 | pg/mi 1,0 | Reticular | 25644086
Non-
Q16552 Interleukin-17A IL17A Health 39,85 46,24 | pg/ml 1,2 | reticular 25644086
QONPF7 Interleukin-23 subunit alpha | IL23A Health 119,53 103,68 | pg/mi -1,2 | Reticular | 25644086
Non-
QONPF7 Interleukin-23 subunit alpha | IL23A Health 119,53 201,54 | pg/mi 1,7 | reticular 25644086
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 7,13 pg/ml 29383810
P05231 Interleukin-6 IL6 Health 14,66 pg/ml 29383810
P01584 Interleukin-1 beta IL1B Health 501,50 pg/ml 29383810
P01579 Interferon gamma IFNG Health 3,88 pg/ml 29383810
Q9H293 Interleukin-25 IL25 Health 40,10 pg/ml 29383810
Q9GZX6 Interleukin-22 IL22 Health 0,00 pg/ml 29383810
Q6EBC2 Interleukin-31 IL31 Health 2,44 pg/ml 29383810
P05112 Interleukin-4 IL4 Health 18,61 pg/mi 29383810
Q16552 Interleukin-17A IL17A Health 4,74 pg/mi 29383810
Q96PD4 Interleukin-17F IL17F Health 270,60 pg/ml 29383810
QY9HBE4 Interleukin-21 IL21 Health 6,89 pg/ml 29383810
P29965 CD40 ligand CD40LG Health 61,98 pg/mi 29383810
QI9NZH6 Interleukin-37 IL37 Health 115,30 pg/mi 29383810
P02768 Serum albumin ALB Health 3,0 29534707
AMY1A; AMY1B;
P04745 Alpha-amylase 1 AMY1C Health 2.1 29534707
P04406 Glyceraldehyde-3- GAPDH Health 2,8 29534707
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phosphate dehydrogenase
Short-chain specific acyl-
CoA dehydrogenase,
P16219 mitochondrial ACADS Health 2,6 29534707
P01591 Immunoglobulin J chain JCHAIN Health 2,0 29534707
Neutrophil gelatinase-
P80188 associated lipocalin LCN2 Health 3,2 29534707
P23280 Carbonic anhydrase 6 CA6 Health -1,8 29534707
P01036 Cystatin-S CST4 Health -1,6 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -3,2 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -1,5 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -2,1 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -3.4 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health -1,6 29534707
P23280 Carbonic anhydrase 6 CA6 Health 29534707
P01037 Cystatin-SN CST1 Health 29534707
P05109 Protein S100-A8 S100A8 Health 29534707
P12273 Prolactin-inducible protein PIP Health 29534707
Q15848 Adiponectin ADIPOQ Health 20,10 23,40 | mg/ml 1,2 | Reticular | 29534707
Non-
Q15848 Adiponectin ADIPOQ Health 20,10 20,20 | mg/ml 1,0 | reticular 29534707
Immunoglobulin heavy
P01876 constant alpha 1 IGHA1 Health 48,90 68,30 | mg/l 1,4 | Reticular | 29534707
Immunoglobulin heavy Non-
P01876 constant alpha 1 IGHA1 Health 48,90 63,20 | mg/l 1,3 | reticular 29534707
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P05112 Interleukin-4 IL4 Health 19,62 20,06 1,0 | Reticular | 29534707
Non-
P05112 Interleukin-4 IL4 Health 19,62 22,32 1,1 | reticular 29534707
P01579 Interferon gamma IFNG_HUMAN Health 33,52 24,10 -1,4 | Reticular | 26216173
Non-
P01579 Interferon gamma IFNG_HUMAN Health 33,52 21,44 -1,6 | reticular 26216173
ng/mg
P22894 Neutrophil collagenase MMP8 Health 9,69 12,78 | albumina 1,3 26216173
Monocyte differentiation
P08571 antigen CD14 CD14 Health + 26216173
PMC39673
060603 Toll-like receptor 2 TLR2 Health + 04
PMC39673
P00352 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 Health 6,62 4,16 | pg/ml -1,6 | Reticular | 04
Non- PMC39673
P00352 Retinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 Health 6,62 6,32 | pg/ml -1,0 | reticular 04
PMC39673
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 1,39 2,83 | pg/ml 2,0 | Reticular | 04
Non-
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 1,39 3,08 | pg/mi 2,2 | reticular 25839238
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 3,36 74,23 | pg/ml 22,1 17916440
P05231 Interleukin-6 IL6 Health 2,26 148,12 | pg/ml 65,5 17916440
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PMC54290
P10145 Interleukin-8 CXCL8 Health 1507,20 2492,00 | pg/ml 1,7 99
PMC54290
P01583 Interleukin-1 alpha IL1A Health 135,88 293,64 | pg/ml 2,2 99
PMC17815
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 6,16 26,60 | pg/mi 4.3 | Reticular | 47
Non- PMC17815
P01375 Tumor necrosis factor TNF Health 6,16 33,00 | pg/ml 5,4 | reticular 47
P05231 Interleukin-6 IL6 Health 29,90 51,15 | pg/ml 1,7 | Reticular | 16075467
Non-
P05231 Interleukin-6 IL6 Health 29,90 46,10 | pg/ml 1,5 | reticular 16075467
P10145 Interleukin-8 CXCLS8 Health 641,46 1187,21 | pg/ml 1,9 | Reticular | 16075467
AMY1A; AMY1B;
P04745 Alpha-amylase 1 AMY1C Health 16075467
P02768 Serum albumin ALB Health 29383810
P01036 Cystatin-S CST4 Health 29383810
P01037 Cystatin-SN CST1 Health 29383810
E7EQB2 Lactotransferrin (Fragment) | LTF Health 29383810
P06733 Alpha-enolase ENO1 Health 29383810
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein AZGP1 Health 29383810
Q9HC84 Mucin-5B (MUC-5B) MUC5B Health 29383810
P09228 Cystatin-SA CST2 Health 29383810
Polymeric  immunoglobulin
P01833 receptor (PIgR) PIGR Health 29383810
P22079 Lactoperoxidase (LPO) LPO Health 29383810
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Immunoglobulin heavy

P01877 constant alpha 2 IGHA2 Health 29383810

Q6NS95 IGL@ protein IGL@ Health 29383810
Deleted in malignant brain
tumors 1 protein

Q9UGM3 (Glycoprotein 340) DMBT1 Health 29383810
Transferrin variant

Q53H26 (Fragment) Health 29383810
cDNA FLJ36348 fis, clone
THYMU2007025, highly
similar to

B3KSl4 TRANSKETOLASE Health 29383810
Uncharacterized protein | DKFZp686G1119

Q6MZQ6 DKFZp686G11190 0 Health 29383810
Protein S100-A9

P06702 (Calgranulin-B) S100A9 Health 29383810

P00738 Haptoglobin (Zonulin) HP Health 29383810
Triosephosphate isomerase

P60174 (TIM) TP Health 29383810

P28325 Cystatin-D (Cystatin-5) CST5 Health 29383810
Neutrophil gelatinase-

P80188 associated lipocalin (NGAL) | LCN2 Health 29383810
cDNA FLJ54328, highly
similar to Heat shock 70

B4DI39 kDa protein 1 Health 29383810

P05164 Myeloperoxidase (MPO) MPO Health 29383810
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Hemoglobin subunit beta
P68871 (Beta-globin) HBB Health 29383810
P04040 Catalase CAT Health 29383810
P12273 Prolactin-inducible protein PIP Health 29383810
Protein S100-A8
P05109 (Calgranulin-A) S100A8 Health 29383810
P06870 Kallikrein-1 KLK1 Health 29383810
Peptidyl-prolyl cis-trans
A8K486 isomerase Health 29383810
P31025 Lipocalin-1 LCN1 Health 29383810
Immunoglobulin heavy
P01859 constant gamma 2 IGHG2 Health 29383810
cDNA FLJ58286, highly
similar to Actin, cytoplasmic
B4DVQO 2 Health 29383810
Heat shock cognate 71 kDa
E9PKE3 protein HSPAS8 Health 29383810
Q9UBC9 Small proline-rich protein 3 SPRR3 Health 29383810
P61626 Lysozyme C LYz Health 29383810
P01591 Immunoglobulin J chain JCHAIN Health 29383810
P69905 Hemoglobin subunit alpha HBA1; HBA2 Health 29383810
Immunoglobulin heavy
P01860 constant gamma 3 IGHG3 Health 29383810
cDNA FLJ57339, highly
B4E216 similar to Complement C3 Health 29383810
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P04080 Cystatin-B (CPI-B) CSTB Health 29383810
cDNA FLJ51036, highly
similar to Matrix
B7z507 metalloproteinase-9 Health 29383810
P10599 Thioredoxin (Trx) TXN Health 29383810
Uncharacterized protein
Q5JPJ9 DKFZp686D0114 DKFZp686D0114 Health 29383810
B7ZLF8 Uncharacterized protein Health 29383810
P61769 Beta-2-microglobulin B2M Health 29383810
P04745 Alpha-amylase 1 amvic Health 29383810
P02768 Serum albumin ALB Health 29383810
P01036 Cystatin-S CST4 Health 29383810
P01037 Cystatin-SN CST1 Health 29383810
E7EQB2 Lactotransferrin (Fragment) | LTF Health 29383810
P06733 Alpha-enolase ENO1 Health 29383810
P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein AZGP1 Health 29383810
Q9HC84 Mucin-5B (MUC-5B) MUC5B Health 29383810
P09228 Cystatin-SA CST2 Health 29383810
Polymeric  immunoglobulin
P01833 receptor (PIgR) PIGR Health 29383810
P22079 Lactoperoxidase (LPO) LPO Health 29383810
Immunoglobulin heavy
P01877 constant alpha 2 IGHA2 Health 29383810
Q6NS95 IGL@ protein IGL@ Health 29383810
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Deleted in malignant brain
tumors 1 protein

Q9UGM3 (Glycoprotein 340) DMBT1 Health 29383810
Transferrin variant

Q53H26 (Fragment) Health 29383810
cDNA FLJ36348 fis, clone
THYMU2007025, highly
similar to

B3KSl4 TRANSKETOLASE Health 29383810
Uncharacterized protein | DKFZp686G1119

Q6MZQ6 DKFZp686G11190 0 Health 29383810
Protein S100-A9

P06702 (Calgranulin-B) S100A9 Health 29383810

P00738 Haptoglobin (Zonulin) HP Health 29383810
Triosephosphate isomerase

P60174 (TIM) TPI1 Health 29383810

P28325 Cystatin-D (Cystatin-5) CST5 Health 29383810
Neutrophil gelatinase-

P80188 associated lipocalin (NGAL) | LCN2 Health 29383810
cDNA FLJ54328, highly
similar to Heat shock 70

B4DI39 kDa protein 1 Health 29383810

P05164 Myeloperoxidase (MPO) MPO Health 29383810
Hemoglobin subunit beta

P68871 (Beta-globin) HBB Health 29383810

P04040 Catalase CAT Health 29383810
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P12273 Prolactin-inducible protein PIP Health 29383810
Protein S100-A8

P05109 (Calgranulin-A) S100A8 Health 29383810

P06870 Kallikrein-1 KLK1 Health 29383810
Peptidyl-prolyl cis-trans

A8K486 isomerase Health 29383810

P31025 Lipocalin-1 LCN1 Health 29383810
Immunoglobulin heavy

P01859 constant gamma 2 IGHG2 Health 29383810
cDNA FLJ58286, highly
similar to Actin, cytoplasmic

B4DVQO 2 Health 29383810
Heat shock cognate 71 kDa

E9PKE3 protein HSPAS8 Health 29383810

Q9UBC9 Small proline-rich protein 3 SPRR3 Health 29383810

P61626 Lysozyme C LYZ Health 29383810

P01591 Immunoglobulin J chain JCHAIN Health 29383810

P69905 Hemoglobin subunit alpha HBA1; HBA2 Health 29383810
Immunoglobulin heavy

P01860 constant gamma 3 IGHG3 Health 29383810
cDNA FLJ57339, highly

B4E216 similar to Complement C3 Health 29383810

P04080 Cystatin-B (CPI-B) CSTB Health 29383810
cDNA FLJ51036, highly

B72507 similar to Matrix Health 29383810
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metalloproteinase-9
P10599 Thioredoxin (Trx) TXN Health 29383810
Uncharacterized protein
Q5JPJ9 DKFZp686D0114 DKFZp686D0114 Health 29383810
B7ZLF8 Uncharacterized protein Health 29383810
P61769 Beta-2-microglobulin B2M Health 29383810
cDNA FLJ55803, highly
B7Z4U6 similar to Gelsolin Health 29383810
16L8B7 Fatty acid-binding protein 5 | FABP5 Health 29383810
cDNA FLJ34494 fis, clone
HLUNG2005030, highly
B3KRKS8 similar to VIMENTIN Health 29383810
P02042 Hemoglobin subunit delta HBD Health 29383810
P31949 Protein S100-A11 S100A11 Health 29383810
P01034 Cystatin-C (Cystatin-3) CST3 Health 29383810
Vitamin D-binding protein
P02774 (DBP) GC Health 29383810
Q5H9A7 Metalloproteinase inhibitor 1 | TIMP1 Health 29383810
Q6P5S2 Protein LEG1 homolog LEG1 Health 29383810
D6RELS Fibrinogen beta chain FGB Health 29383810
P20061 Transcobalamin-1 TCNA1 Health 29383810
Submaxillary gland
androgen-regulated protein
P02814 3B SMR3B Health 29383810
K7EQ48 Glucose-6-phosphate GPI Health 29383810
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isomerase (Fragment)
Peptidoglycan  recognition
075594 protein 1 PGLYRP1 Health 29383810
P22528 Cornifin-B SPRR1B Health 29383810
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6.3 Analise funcional do proteoma salivar associado a Liquen Plano para

determinagédo de um painel de biomarcadores

6.3.1 Processos biologicos associados as proteinas relacionadas com Liquen
Plano
A tabela 2 reflete os resultados da analise funcional (processos biolégicos) das
proteinas salivares de individuos com Liquen Plano, obtida através da base de dados
UniProt® (secgéo 5.3.1). Das proteinas analisadas, 25 ndo possuem informagéo associada
relativamente ao processo biolégico em que estdo envolvidas. Dentro das restantes 111
proteinas, 47 apresentavam pelo menos um processo biolégico que aparenta estar
relacionado com o desenvolvimento de Liquen Plano. O processo que mais vezes se
verificou foi inflammatory response (GO:0006954), que se encontra associado a 22
proteinas, seguido de innate immune response (GO:0045087) e cytokine-mediated signaling
pathway (GO:0019221), ambas com associadas a 17 proteinas. Esta informagao pode ser
observada na figura 2.
Os processos bioldgicos selecionados, dada a sua relagdo com a resposta imune e
inflamatéria, foram:
e Regulation of cytokine production [GO:0001817]
e Antigen processing and presentation of endogenous peptide antigen via MHC
class Ib [GO:0002476]
e Immune response [GO:0006955]
e Innate immune response [GO:0045087]
e Inflammatory response [GO:0006954]
e Regulation of immune system process [GO:0002682]
e Chronic inflammatory response [GO:0002544]
e Antigen processing and presentation [GO:0019882]
e Cellular response to interleukin-6 [GO:0071354]
e Tumor necrosis factor-mediated signaling pathway [GO:0033209]
e Negative regulation of immune response [GO:0050777]
e Cytokine-mediated signaling pathway [GO:0019221]
Ano letivo 2019/2020
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e Adaptive immune response [GO:0002250]
e Immune system process [GO:0002376]
e Positive regulation of interleukin-6 production [GO:0032755]

e Inflammatory response to antigenic stimulus [GO:0002437]

PROCESSO BIOLOGICO

M Processo bioldgico
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Figura 2. Analise funcional (processo biolégico) das proteinas diferencialmente expressas
em liquen plano.
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Tabela 2: Participagéo das proteinas em processos biolégicos relacionados com o Liquen

Plano. Analise feita recorrendo a ferramenta “Retrieve/ID mapping” do Uniprot.

Caodigo Nome da proteina Processo Biolégico
Uniprot
B4E216 cDNA  FLJ57339,  highly | Inflammatory response [GO:0006954]
similar to Complement C3
E7EQB2 Lactotransferrin (Fragment) Regulation  of cytokine  production
[GO:0001817]
060603 Toll-like receptor 2 Immune response [GO:0006955]

Inflammatory response [GO:0006954]
Positive  regulation  of interleukin-6
production [GO:0032755]

Innate immune response [GO:0045087]

075594 Peptidoglycan recognition | Innate immune response [GO.0045087]
protein 1
P01024 Complement C3 Immune response [GO:0006955]
Inflammatory response [GO:0006954]
P01375 Tumor necrosis factor (TNF- | Inflammatory response [GO:0006954]
alpha) Positive  regulation  of interleukin-6

production [GO:0032755]
Cytokine-mediated  signaling  pathway
[GO:0019221]

Tumor necrosis factor-mediated signaling

pathway [GO:0033209]
P0O1579 Interferon gamma (IFN- | Adaptive immune response
gamma) [GO:0002250]
P01583 Interleukin-1  alpha  (IL-1 | Inflammatory response [GO:0006954]
alpha) Inflammatory response to antigenic
stimulus [GO:0002437]
Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]
P01584 Interleukin-1 beta (IL-1 beta) | Inflammatory response [GO:0006954]

Positive  regulation  of interleukin-6
production [GO:0032755]
Inflammatory response to antigenic

stimulus [GO:0002437]
Cytokine-mediated  signaling  pathway
[GO:0019221]
P01591 Immunoglobulin  J  chain | Adaptive immune response
(Joining chain of multimeric | [GO:0002250]
IgA and IgM) Innate immune response [GO:0045087]
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P01859 Immunoglobulin heavy | Innate immune response [GO:0045087]

constant gamma 2
P01859 Immunoglobulin heavy | Innate immune response [GO:0045087]
constant gamma 3

P01876 Immunoglobulin heavy | Immune response [GO:0006955]

constant alpha 1 Innate immune response [GO:0045087]

P01877 Immunoglobulin heavy | Immune response [GO:0006955]

constant alpha 2 Innate immune response [GO:0045087]

P02675 Fibrinogen beta chain Adaptive immune response
[GO:0002250]

Innate immune response [GO:0045087]

P02679 Fibrinogen gamma chain Cellular  response to interleukin-6
[GO:0071354]

P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 Inflammatory response [GO:0006954]
Regulation of immune system process
[GO:0002682]

P05109 Protein S100-A8 Chronic inflammatory response
[GO:0002544]

Inflammatory response [GO:0006954]
Innate immune response [GO:0045087]

P05112 Interleukin-4 (IL-4) Immune response [GO:0006955]
Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]

P05231 Interleukin-6 (IL-6) Inflammatory response [GO:0006954]
Positive  regulation  of interleukin-6
production [GO:0032755]
Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]

P06702 Protein S100-A9 (Calgranulin- | Inflammatory response [GO:0006954]

B) Innate immune response [GO:0045087]

P07602 Prosaposin Antigen processing and presentation
[GO:0019882]

P08571 Monocyte differentiation | Inflammatory response [GO:0006954]

antigen CD14 Innate immune response [GO:0045087]

P10145 Interleukin-8 (IL-8) Immune response [GO:0006955]
Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]

Inflammatory response [GO:0006954]

P12273 Prolactin-inducible protein Regulation of immune system process
[GO:0002682]

P18510 Interleukin-1 receptor | Immune response [GO:0006955];

antagonist protein (IL-1RN)

Inflammatory response [GO:0006954]
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Inflammatory  response to antigenic
stimulus [GO:0002437]
Cytokine-mediated  signaling  pathway
[GO:0019221]

P20333 Tumor necrosis factor | Inflammatory response [GO:0006954]
receptor superfamily member | Cytokine-mediated signaling pathway
1B (TNF-R2) [GO:0019221]

Tumor necrosis factor-mediated signaling
pathway [GO:0033209]

P22894 Neutrophil collagenase (MMP- | Positive  regulation  of interleukin-6
8) production [GO:0032755]

P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein Antigen processing and presentation of
endogenous peptide antigen via MHC
class Ib [GO:0002476]

P29965 CDA40 ligand (CD40-L) Inflammatory response [GO:0006954]
Tumor necrosis factor-mediated signaling
pathway [GO:0033209]

P31151 Protein S100-A7 Innate immune response [GO:0045087]

P54108 Cysteine-rich secretory | Innate immune response [GO:0045087]
protein 3

P59665 Neutrophil defensin 1 (HNP-1) | Immune response [GO:0006955]

P61626 Lysozyme C Inflammatory response [GO:0006954]

P61769 Beta-2-microglobulin [Cleaved | Innate immune response [GO:0045087]
into:Beta-2-microglobulin form
pl 5.3]

P62328 Thymosin beta-4 (T beta-4) Tumor necrosis factor-mediated signaling

pathway [GO:0033209]

P63104 14-3-3 protein zeta/delta Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]

Cytokine-mediated  signaling  pathway
[GO:0019221]
P80188 Neutrophil gelatinase- | Innate immune response [GO.0045087]
associated lipocalin (NGAL) Cytokine-mediated  signaling  pathway
[GO:0019221]

Q14116 Interleukin-18 (IL-18) Inflammatory response [GO:0006954]
Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]

Q16552 Interleukin-17A (IL-17) Immune response [GO:0006955]

Inflammatory response [GO:0006954]
Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]
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Q6EBC2

Interleukin-31 (IL-31)

Immune system process [GO:0002376]
Cytokine-mediated  signaling  pathway
[GO:0019221]

Q96PD4

Interleukin-17F (IL-17F)

Inflammatory response [GO:0006954]
Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]

Q9GZX6

Interleukin-22 (IL-22)

Inflammatory response [GO:0006954]
Cytokine-mediated  signaling  pathway
[GO:0019221]

Q9H293

Interleukin-25 (IL-25)

Inflammatory response to
stimulus [GO:0002437]

antigenic

Q9HBE4

Interleukin-21 (IL-21)

Immune response [GO:0006955]

QINPF7

Interleukin-23 subunit alpha
(IL-23 subunit alpha)

Inflammatory response [GO:0006954]
Cytokine-mediated  signaling  pathway
[GO:0019221]

Innate immune response [GO:0045087]

QINQ38

Serine  protease inhibitor

Kazal-type 5

Negative regulation of immune response
[GO:0050777]

QINZH6

Interleukin-37 (IL-37)

Immune response [GO:0006955];
Inflammatory response [GO:0006954]
Inflammatory response to antigenic
stimulus [GO:0002437]
Cytokine-mediated  signaling pathway
[GO:0019221]

Q9UGM3

Deleted in malignant brain
tumors 1 protein
(Glycoprotein 340)

Innate immune response [GO:0045087]
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6.3.2 Outras patologias associados as proteinas relacionadas com Liquen
Plano

Através da andlise com a ferramenta DAVID?® constatou-se que, dentro do conjunto
de proteinas anotadas, 114 apresentavam identificadores DAVID validos, como pode ser
verificado na figura 3. Dentro dessas, 102 ja se encontravam associadas a uma ou mais
patologias, onde 53 apresentam associacdo com patologias autoimunes, como pode ser
observado na figura 4. Ainda dentro das 102 proteinas, apenas 10 estado relacionadas com
a patologia Liquen Plano.

As tabelas 3 e 4 representam, respetivamente, as tabelas construidas em Excel para
facilitar a visualizagdo das proteinas que podem ou ndo estar associadas a uma patologia e

associadas a patologias autoimunes.

Annotation Summary Results
Help and Tool Manual
Current Gene List: List_1 114 DAVID IDs

Current Background: Homo sapiens Check Defaults Clear Al
El Disease (1 selected)
|:| GAD_DISEASE B9.5% 102 Chart

[ can_pisense_ciass 89.5% 102 | Chart

M omm_oisease EXED e Chart | —

E Functional_Categories (2 selected)
E Gene_Ontology (3 selected)

E General_Annotations (0 selected)
@ Literature (0 selected)

B Main_Accessions (0 selected)

B Pathways (2 selacted)

@ Protein_Domains (3 selected)

B Protein_Interactions (0 selected)
@ Tissue_Expression (0 selected)

Figura 3. Resultados devolvidos pela ferramenta DAVID

DISEASE CLASS

M Disease class

Figura 4. Grafico com o numero de proteinas por classe de doenca.
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Tabela 3: Proteinas com associagbes conhecidas e diferentes patologias, patologias

autoimunes e Liquen Plano. Analise feita recorrendo a ferramenta DAVID através das

opcbes GAD_DISEASE (associagdo com liquen plano e com outras patologias) e
GAD_DISEASE CLASS (associagdo com doengas autoimunes).

UniprotKB/AC Nome da proteina (e | Associagdo a | Associacdo a | Associacdo a

gene) outras doencas Liquen Plano
patologias autoimunes

AOA024RC30 Desmoglein 3(DSG3) X X

AOAOAOMRQ5 Peroxiredoxin 1(PRDX1) X
Alpha-2-macroglobulin  like

A8K2U0 1(A2ML1) X

B7Z4U6 Gelsolin (GSN) X

D6CHE9 Proteinase 3 (PRTN3) X

E7EQB2 Lactotransferrin (LTF) X X
Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

E7EUT5 (GAPDH) X
Heat shock protein family A

E9PKE3 (Hsp70) member 8(HSPAS) X X

E9PKG6 Nucleobindin 2(NUCB2) X

F8W696 Apolipoprotein A1(APOA1) X

F8WD96 Cathepsin D(CTSD) X
NPC intracellular cholesterol

G3Vv2v8 transporter 2(NPC2)

HOYDX6 CD44 molecule (CD44) X
Rho GDP dissociation

HOYGX7 inhibitor beta (ARHGDIB) X
Fatty acid binding protein

16L8B7 5(FABPS5) X
Glucose-6-phosphate

K7EQ48 isomerase (GPI)

060603 Toll like receptor 2(TLR2) X
Peptidoglycan  recognition

075594 protein 1(PGLYRP1) X
Aldehyde dehydrogenase 1
family member

P00352 A1(ALDH1A1)

P00441 Superoxide dismutase 1, X
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soluble (SOD1)
P00738 Haptoglobin (HP) X
P01024 Complement C3(C3) X
P01034 Cystatin C(CST3) X
P01037 Cystatin SN(CST1) X
P01040 Cystatin A(CSTA) X X
P01375 Tumor necrosis factor (TNF) X X X
P01579 Interferon gamma (IFNG) X X X
P0O1583 Interleukin 1 alpha (IL1A) X X X
P01584 Interleukin 1 beta (IL1B) X X X
Polymeric immunoglobulin
P01833 receptor(PIGR) X
Immunoglobulin heavy
constant gamma 2 (G2m
P01859 marker) (IGHG2) X X
Immunoglobulin heavy
constant gamma 3 (G3m
P01860 marker) (IGHG3) X X
Hemoglobin subunit delta
P02042 (HBD) X
P02675 Fibrinogen beta chain (FGB)
Fibrinogen gamma
P02679 chain(FGG) X
P02763 Orosomucoid 1(ORM1)
P02768 Albumin(ALB)
GC, vitamin D binding
P02774 protein(GC)
P04040 Catalase(CAT)
P04080 Cystatin B(CSTB)
Amylase, alpha 1A
P04745 (salivary)(AMY1A) X
§100  calcium binding
P0O5109 protein A8(5S100A8) X
P0O5112 Interleukin 4(IL4) X X
P05164 Myeloperoxidase(MPOQO) X
P05231 Interleukin 6(IL6) X X
S100 calcium binding
P06702 protein A9(S100A9)
P06733 Enolase 1(ENO1)
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P06870 Kallikrein 1(KLK1) X
Diazepam binding inhibitor,
acyl-coa binding
P07108 protein(DBI) X X
P07602 Prosaposin(PSAP) X
P08571 CD14 molecule(CD14) X
P09228 Cystatin SA(CST2) X X
C-X-C  motif chemokine
P10145 ligand 8(CXCL8) X X X
Ribonuclease A family
P10153 member 2(RNASE2)
P10599 Thioredoxin(TXN)
Heat shock protein family A
P11021 (Hsp70) member 5(HSPA5) X X
Prolactin induced
P12273 protein(PIP) X
Acyl-coa dehydrogenase, C-
P16219 2 to C-3 short chain(ACADS) X X
Interleukin 1 receptor
P18510 antagonist(IL1RN) X
P20061 Transcobalamin 1(TCN1) X
TNF receptor superfamily
P20333 member 1B(TNFRSF1B) X
P22079 Lactoperoxidase(LPO) X
Small proline rich protein
P22528 1B(SPRR1B) X
Matrix metallopeptidase
P22894 8(MMP8) X X
P23280 Carbonic anhydrase 6(CA6) X
P27482 Calmodulin like 3(CALML3) X
P28325 Cystatin D(CST5) X
P29965 CDA40 ligand(CD40LG) X
Phosphatidylethanolamine
P30086 binding protein 1(PEBP1) X
P31025 Lipocalin 1(LCN1)
S100 calcium binding
P31151 protein A7(S100A7) X
S100 calcium binding
P31949 protein A11(S100A11) X
P59665 Defensin alpha 1(DEFA1)
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Triosephosphate isomerase
P60174 1(TPI1)
P61626 Lysozyme(LYZ)
P61769 Beta-2-microglobulin(B2M)
Thymosin  beta 4, X-
P62328 linked(TMSB4X) X X
Tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan
5-monooxygenase
activation protein
P63104 zeta(YWHAZ) X
Hemoglobin subunit
P68871 beta(HBB) X
Hemoglobin subunit alpha
P69905 1(HBA1) X
P80188 Lipocalin 2(LCN2) X X
Q07654 Trefoil factor 3(TFF3) X
Q08188 Transglutaminase 3(TGM3) X
Malate dehydrogenase
QO0QF37 2(MDH2)
Q14116 Interleukin 18(IL18) X
WAP  four-disulfide core
Q14508 domain 2(WFDC2) X X
Adiponectin, ciQ and
collagen domain
Q15848 containing(ADIPOQ)
Q16552 Interleukin 17A(IL17A) X
TIMP metallopeptidase
Q5H9A7 inhibitor 1(TIMP1)
Q6EBC2 Interleukin 31(IL31)
NOP2/Sun RNA
methyltransferase  family
Q96(CB9 member 4(NSUN4) X X
Q96PD4 Interleukin 17F(IL17F) X
Q9BS519 Hemopexin(HPX) X X
Q9GZX6 Interleukin 22(IL22) X
Q9H293 Interleukin 25(IL25) X
Q9HBE4 Interleukin 21(1L21) X
Mucin 5B, oligomeric
Q9HC84 mucus/gel-forming(MUC5B) X X
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Interleukin 23 subunit
QI9NPF7 alpha(IL23A)
Serine peptidase inhibitor,
Q9INQ38 Kazal type 5(SPINK5)
QI9NZH6 Interleukin 37(IL37)
Deleted in malignant brain
Q9UGM3 tumors 1(DMBT1) X
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6.4 Proposta de um painel de Biomarcadores para Liquen Plano Oral

Da ponderagao dos diversos fatores considerados para classificar as proteinas
anotadas no Liquen Plano, foi calculado um score que serviu de base para a proposta de
um painel de biomarcadores salivares para esta doenca (Material e Métodos - 5.4). Os
valores do score obtidos variaram entre -0,1 e 0,9, como pode ser visto na tabela 4. As
proteinas que obtiveram valores de score que entram no conjunto ideal de resultados para
integrar uma proteina no painel de biomarcadores, o intervalo entre 0,7 e 1, foram:

1. TNF-a (P01375) com um score de 0,9

IL-6 (P05231) com um score de 0,9
TNFR1-B (que admite o nome TNFR-2, cddigo P20333) com um score de 0,8
IL-1a (PO1583) com um score de 0,7

Fibrinogénio cadeia 3 (P02675) com um score de 0,7

© o KN WD

Componente do complemento C3 (P01024) com um score de 0,7

Tabela 4: Determinagado do score utilizando as regras e formula definidas no ponto 5.4 do
material e métodos. As células foram selecionadas com o algarismo 1 apos converter as
dualidades “pertence/néo pertence” e “participa/nédo participa” para o binario 0 (vazio) e 1,
de forma a possibilitar o calculo final do score. As proteinas escolhidas para integrar o
painel de biomarcadores para Liquen Plano Oral tém o seu nome com cor azul e respetivo

score com cor vermelha.
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Tumor  necrosis factor
(TNF-alpha) 10,20 1 1 1 1 0,9
Interleukin-6 (IL-6) 25,57 1 1 1 1 1 0,9
Tumor  necrosis factor
receptor superfamily
member 1B (TNF-R2) 7,79 1 1 1 1 1 0,8
Complement C3 * 1 1 1 1 0,7
Interleukin-1 alpha (IL-1 2,19 1 1 1 1 1 0,7
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alpha)

Fibrinogen beta chain * 1 1 0,7

14-3-3 protein zeta/delta

(Protein kinase C inhibitor

protein 1) (KCIP-1) * 1 0,6

Haptoglobin (Zonulin)

[Cleaved into: Haptoglobin

alpha chain; Haptoglobin

beta chain] * 1 0,5

Immunoglobulin J chain 2,00 1 0,5

Keratin, type | cytoskeletal

9 * 05

Interleukin-23 subunit

alpha (IL-23-A) -3,75 1 1 05

Toll-like receptor 2 (EC

3.2.2.6) + 1 1 0,4

Interferon gamma (IFN-

gamma) 1,12 1 1 1 04

Interleukin-1 beta (IL-1

beta) 0,4

Interleukin-4 (IL-4) 1,51 04

Monocyte differentiation

antigen CD14 + 04

Interleukin-8 (IL-8) 1,93 1 0,4

Interleukin-1 receptor

antagonist protein 1 1 1 0,4

Neutrophil gelatinase-

associated lipocalin 3,20 0,4

Interleukin-18 (IL-18) 1,24 1 1 0,4

5-methylcytosine rRNA

methyltransferase NSUN4 | * 0,4

Immunoglobulin heavy

constant alpha 1 1,34 1 1 0,3

Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase 2,80 0,3

c¢DNA  FLI57339, highly

similar to Complement C3 1 0,2

Lactotransferrin

(Fragment) 1 1 0,2

Cystatin-SN -2,36 0,2
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Immunoglobulin heavy

constant gamma 2 1 1 1 0,2
Immunoglobulin heavy

constant gamma 3 1 1 1 0,2
Immunoglobulin heavy

constant alpha 2 1 0,2
Albumin 3,00 1 02
Catalase 1 1 1 0,2
Alpha-amylase 1 2,10 1 0,2
Protein S100-A8 1 0,2
Protein S100-A9 1 02
Short-chain specific acyl-

CoA dehydrogenase,

mitochondrial 2,60 1 0,2
Zinc-alpha-2-glycoprotein 0,2
CD40 ligand (CD40-L) 02
Protein S100-A7 0,2
Cysteine-rich secretory

protein 3 1 0,2
Beta-2-microglobulin 1 1 1 0,2
Interleukin-17A (IL-17) 1,09 1 1 1 0,2
Interleukin-31 (IL-31) 1 1 1 0,2
Interleukin-17F (IL-17F) 1 1 1 0,2
Interleukin-22 (IL-22) 1 1 1 0,2
Interleukin-25 1 1 1 0,2
Interleukin-21 (IL-21) 1 1 1 0,2
Serine protease inhibitor

Kazal-type 5 1 1 1 0,2
Interleukin-37 (IL-37) 1 0,2
Deleted in malignant brain

tumors 1 protein 1 1 0,2
Peroxiredoxin-1 -0,1
Alpha-2-macroglobulin-like

protein 1 1 -0,1
cDNA  FLJ55803, highly

similar to Gelsolin -0,1
Proteinase 3 -0,1
Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase 1 -0,1
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Nucleobindin-2 1 -0,1
NPC intracellular

cholesterol transporter 2

(Fragment) 1 -0,1
Rho GDP-dissociation

inhibitor 2 (Fragment) 1 -0,1
Fatty acid-binding protein

5 1 -0,1
Glucose-6-phosphate

isomerase (Fragment) 1 -0,1
Peptidoglycan recognition

protein 1 1 1 0,1
Retinal dehydrogenase -1,32 1 -0,1
Cystatin-C 1 -0,1
Polymeric immunoglobulin

receptor 1 -0,1
Hemoglobin subunit delta 1 -0,1
Fibrinogen gamma chain 1 0,1
Alpha-1-acid glycoprotein 1 1 0,1
Cystatin-B 1 -0,1
Alpha-enolase 1 -0,1
Acyl-CoA-binding protein 1 -0,1
Prosaposin 1 1 0,1
Endoplasmic reticulum

chaperone BiP 1 -0,1
Transcobalamin-1 1 -0,1
Lactoperoxidase 1 -0,1
Neutrophil collagenase 1,32 1 1 0,1
Carbonic anhydrase 6 -1,80 1 -0,1
Calmodulin-like protein 3 1 -0,1
Cystatin-D (Cystatin-5) 1 -0,1
Phosphatidylethanolamine-

binding protein 1 1 -0,1
Lipocalin-1 1 -0,1
Protein S100-A11 1 -0,1
Neutrophil defensin 1 1 1 0,1
Triosephosphate isomerase 1 -0,1
Lysozyme C 1 0,1
Thymosin beta-4 1 0,1
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Hemoglobin subunit beta -0,1
Trefoil factor 3 -0,1
Protein-glutamine gamma-
glutamyltransferase E -0,1
Malate dehydrogenase -0,1
WAP four-disulfide core
domain protein 2 -0,1
Epididymis secretory
sperm binding protein -0,1
Mucin-5B -0,1
Desmoglein 3 1 0
Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase 0
cDNA FLJ34494 fis, clone
HLUNG2005030, highly
similar to VIMENTIN 0
cDNA FLJ36348 fis, clone
THYMU2007025,  highly
similar to TRANSKETOLASE 0
cDNA  FLI54328, highly
similar to Heat shock 70
kDa protein 1 0
cDNA  FLI53509, highly
similar to  Galectin-3-
binding protein 0
cDNA  FLI51983, highly
similar to
Phosphoglycerate mutase
1 0
Adenylyl cyclase-associated
protein 0
cDNA FLI51275 0
cDNA  FLJ58286, highly
similar to Actin,
cytoplasmic 2 0
cDNA  FLJ54228, highly
similar to  Leucine-rich
alpha-2-glycoprotein 0
cDNA  FLJ53435, highly
similar to Ezrin 0
59
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cDNA  FLJ51036, highly
similar to Matrix
metalloproteinase-9

cDNA  FLJ58075, highly
similar to Ceruloplasmin

Uncharacterized protein

Fibrinogen beta chain

Beta-2-glycoprotein I
(Fragment)

Heat shock cognate 71 kDa
protein

Apolipoprotein A-l

Cathepsin D

CD44 antigen (Fragment)

N R(R(RK

N R_R(R[RK~

Coronin

Q||| Q| O

Alpha-1B-glycoprotein
(Fragment)

Superoxide dismutase

Cystatin-S

-1,60

Cystatin-A

Vitamin D-binding protein

Q| O(Q| OO

Submaxillary gland
androgen-regulated
protein 3B

Myeloperoxidase

Kallikrein-1

Cystatin-SA

R R~

R R~

QIO OO

Non-secretory
ribonuclease

Thioredoxin

Prolactin-inducible protein

Cornifin-B

Hemoglobin subunit alpha

Adiponectin

1,08

R R RRR R

RN R RRR| R

QI O(Q|O|TQ| O

Transferrin variant
(Fragment)

Calmodaulin-like skin
protein variant (Fragment)

Metalloproteinase inhibitor
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1

Uncharacterized  protein

DKFZp686D0114 0
Uncharacterized  protein

DKFZp686G11190 0
IGL@ protein 0
Protein LEG1 homolog 0
Small proline-rich protein 3 0
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7. Discussao
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Discussao

7.1 Associacao das proteinas a processos biologicos relacionados com Liquen

Plano Oral

Para o calculo do score de cada proteina, foi necessario identificar quais
apresentavam processos bioldgicos que podem ser relacionados com a etiologia do Liquen
Plano. Embora a causa da patologia permanega desconhecida®?, a evidéncia sugere que os
mecanismos imunoldgicos, particularmente os mecanismos de imunidade celular, sédo
cruciais para a patogénese desta doenga®. O Liquen Plano Oral é entéo classificado como
uma patologia inflamatdria, cronica, mediada por linfocitos T3, cuja resolugdo espontanea é
incomum?3'. O antigénio que pode despoletar o Liquen Plano é desconhecido, podendo ser
um auto-peptideo. Porém; existem controvérsias relativamente a possibilidade de serem

apresentados 1 ou 2 antigénios.

7.1.2 Liquen Plano Oral e doengas autoimunes

Atentando novamente no calculo do score, verifica-se que a presenga de associagao
entre uma proteina a patologias autoimunes contribui positivamente para a relevancia dessa
proteina como biomarcador. Varios autores encontraram associacdes positivas ou
coocorréncia entre a presenga do Liquen Plano Oral e outras patologias autoimunes:

e Likar-Manookin e colaboradores® detetaram uma associagdo entre o Liquen Plano

Oral e Sindrome de Sjogren primario;

e Quiao e colaboradores® reportaram um caso onde se verificou a coocorréncia de

Liquen Plano Oral, miastenia grave, vitiligo e alopecia areata.

e Vajaito e colaboradores® reportaram um caso onde o paciente manifestava,
simultaneamente, Liquen Plano Oral, vitiligo e psoriase;

Apesar de a lista se estender, Lopez-Jornet®” afirmou que ainda ndo existia uma
hipétese que explicasse a coexisténcia de Liquen Plano Oral e outras doengas autoimunes.
Em contraste, Wu e colaboradores ja recomendam um despiste de patologias da tiroide,
sobretudo Tiroidite de Hashimoto, em pacientes com Liquen Plano Oral®8.

Apesar de alguma controvérsia, a associagdo entre o Liquen Plano Oral e doengas
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autoimunes parece ser relevante parece ser relevante e, como tal, esta relacdo foi
considerada para calculo do score de biomarcador. Contudo, a sua ponderacao foi mantida

em 10% no célculo do score para manter alguma prudéncia.

7.1.2 Associagao entre Liquen Plano Oral e antigénios virais

Nesta metodologia foi escolhido ndo considerar a resposta imune a antigénios virais
como um processo bioldgico relacionado com o Liquen Plano Oral, dada a variagao
existente entre os relatos da associacdo do Liquen Plano Oral e a infe¢cdo pelo virus da
Hepatite C e pelo virus do Papiloma Humano, assim como a falha em obter uma associagao
com outros virus.

Muita da investigacao realizada sobre a relagdo entre o Liquen Plano Oral e
patologias sistémicas tem sido dirigida ao virus da Hepatite C%%-62. Um fator relevante que
rapidamente se destaca neste assunto é o facto de a coexisténcia existir e ser relevante em
paises do sudeste asiatico e sul da Europa, mas perder relevancia no caso da Europa
central. Existe ainda uma meta-analise, realizada por Lodi e colaboradores®?, que confirma
uma associagao entre infecdo pelo virus da Hepatite C e o Liquen Plano, onde é também
referido que pacientes com Liquen Plano apresentam um risco 5 vezes superior de se
apresentar seropositivos para Hepatite C comparativamente ao grupo controlo. Contudo,
este risco deixa de ser significante para os pacientes que apresentam Liquen Plano Oral.

O virus do Papiloma Humano revelou uma variagdo geografica relativamente a
associacdo com o Liquen Plano Oral, dependendo também da forma clinica deste e dos
genotipos do virus®3,

Outros virus, como os Herpes Virus e HIV, falharam em obter associagdo relevante com®+.

7.2 Discussao do painel de biomarcadores sugerido

7.2.1 Interferao gama

O interferdo gama (IFN-y), apesar de detetado, nédo se revelou como proteina ideal
para integrar um painel de biomarcadores salivar para o Liquen Plano Oral (score = 0,4).
Esperava-se que esta citocina alcangasse um score mais relevante dado que é uma citocina

produzida por linfocitos T CD4* e CD8* (entre outras células)®®%%, correspondendo a um dos
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mais importantes mediadores de resposta imune e inflamatéria®®’. Ainda assim, a
informacgé&o existente sobre a concentragdo do IFN-y ja era inconsistente: enquanto autores,
como Liu e colaboradores*®, obtiveram valores diminuidos de concentragdo de IFN-y em
pacientes com Liquen Plano, quando comparado com pessoas saudaveis, indo ao encontro
dos resultados obtidos nesta dissertagédo, Tao e colaboradores** revelaram resultados onde
a concentragao de IFN-y em pacientes com Liquen Plano erosivo é significativamente maior
do que nos pacientes com Liquen Plano reticular ou no grupo de controlo (individuos
saudaveis)**%. Ghallab e colaboradores*’ também detetaram valores mais elevados de
concentracdo de IFN-y em pacientes com Liquen Plano erosivo quando comparado com o
grupo de controlo (pacientes saudaveis). Sugere-se que a diferenga encontradas entre o
resultado obtido nesta investigagdo e nos trabalhos de Tao** e Ghallab*’ surja do facto de
estes autores terem utilizado valores exclusivos de pacientes com Liquen Plano erosivo
enquanto que neste trabalho ndo houve diferenciagcdo entre as diversas apresentacdes
clinicas.

Outro argumento que torna os resultados do IFN- y inesperados esta relacionado
com o desenvolvimento da patologia. Como pode ser visto na figura 5, a ativacdo dos
linfocitos T citotoxicos CD8* pode ser feita diretamente pelo contacto com um antigénio
apresentado pelos queratinécitos numa molécula MHC classe 1988° ou pelas citocinas
libertadas pelos linfécitos T CD4* aquando da ativagdo pelo antigénio apresentado pela
molécula MHC classe Il dos queratindcitos ou células de Langerhans®, ou pela interleucina 2
libertada pela célula apresentadora do antigénio®®. As citocinas descritas para esta
sinalizagdo sdo a IL-2 e IFN-y%°7°,

Neste trabalho, o valor de fold change (1,12) do IFN-y ndo atingiu sequer o primeiro
patamar de valorizagao (¢ inferior a 2 e ndo ha indicacao de alterado ou de ser exclusivo em
pacientes com Liquen Plano Oral). Dada a sua potencial importancia no desenvolvimento do
Liquen Plano Oral, e considerando a inconsisténcia dos resultados na evidéncia cientifica,
sugere-se que a principal razdo para o score diminuido (0,4) resulte da relagdo desta

citocina com varias outras doencgas, o que |he retira especificidade.

Ano letivo 2019/2020 67

v MEDICINA DENTARIA



UNIVERSIDADE Proposta de biomarcadores salivares para Liquen Plano Oral — abordagem
CATOLICA N o
PORTUGUESA bioinformatica

VISEL

Basal Antigen €040,

i presenting CD80,
Keratinocyte e e

MHC2

MHC1 A "

Eytotoxic Fhelper
T cell IL2  Ifn-v cell €D154,CD
L ¢ / < 28, IL12R

Co ¢ ¢ ¢

Figura 5. Esquema da ativagcdo dos linfécitos T CD8+ (citotoxicos) e CD4+ (helper).

Adaptado de Roopashree®?.

7.2.2 TNF-a, TNFR-1 e TNFR-2

Tanto o TNF-a como o TNFR-2 s&o sugeridos neste trabalho como
componentes relevantes de um painel de biomarcadores de Liquen Plano Oral, dado o
score elevado que alcangaram (0,9 e 0,8, respetivamente). Estes valores sdo consistentes
com a literatura atual, primeiramente porque diferentes tipos de células tém sido
identificados como as fontes de TNF-a nas lesdes de Liquen Plano Oral, incluindo
queratinécitos e linfocitos T CD4* % mas também porque outros autores obtiveram um
resultado semelhante ao deste trabalho:

e Ghallab*” obteve um resultado semelhante ao deste trabalho, tendo reportado
uma diferenga significativa entre a concentragdo de TNFR-2 na saliva de
pacientes com Liquen Plano Oral erosivo e pacientes saudaveis.

e Viérios autores detetaram valores significativamente aumentados da
concentragéo desta citocina na saliva de pacientes com Liquen Plano Oral 4'-
43,47_

e Voltando a atengdo para o soro, os resultados seguem a mesma tendéncia
que os resultados obtidos a partir da saliva quando o protocolo inclui a
realizacdo do método ELISA®6.71-73,

e Comparando com os queratinécitos da gengiva néo inflamada e gengiva com
inflamagao cronica, os queratindcitos das lesbes de Liquen Plano Oral

produzem uma quantidade maior de TNF-a 66.74.75,
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Considere-se agora uma hipotese da fisiopatologia da doenga, relativa a morte dos
queratindcitos como resultado do processo de apoptose. Segundo Roopashree®®, os
possiveis mecanismos relacionados com a apoptose séo:

1. Ligagao do Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) ao recetor TNF-a Receptor
1 (TNFR-1)
2. Ligacao do Ligante Fas ao seu recetor na superficie do queratinocito.
3. Entrada de Granzima B no queratindcito através de poros formados por
Perforina.
Pode ser visto um esquema dos possiveis mecanismos na figura 6.

ITNF-o

>2 2>)>)
A )v

Granenzyme B
|

~N

CytOtOXic TCR Caspase

cascade
Tcel. <4 *

Apophoss

Figura 6. Possiveis mecanismos relacionados com a apoptose. Adaptado de Roopashree®®

A apoptose é observada como um fendmeno de citotoxicidade mediada pelo TNF- a
através da via de sinalizacdo do TNFR-1, enquanto que o TNFR-2 ndo se revela suficiente
para estimular esse fendmeno*’ sendo responsavel por qualquer fungao relacionada com a
sobrevivéncia de linfocitos T76. Embora esta informagédo possa pbér em causa e exigir
alguma ponderagao sobre o valor de score obtido pelo TNFR-2 (0,8), ja se constatou que
um elevado numero de células apresenta simultaneamente os dois recetores, havendo a
necessidade de colaboragdo entre ambos para desencadear apoptose mediada por TNF-a.
Também ja foi reportado que o TNFR-2 apresenta um papel importante na apoptose
induzida pelo TNFR-177.

Embora Roopashree® refira uma ligagdo entre o TNF-a e TNFR-1, neste trabalho o
TNFR-2 assumiu uma importancia maior, pelo que podera existir uma relagdo sinérgica
entre o TNFR-1 e o TNFR-2 que ainda nao foi explorada no caso do Liquen Plano Oral.

Finalmente, ja foram detetados varios defeitos na via de sinalizacdo do TNF-a que
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envolvem o TNFR-2 e o NF-kB em linfocitos T autorreativos em patologias autoimunes,
como a doenga de Crohn, sindrome de Sjogren, esclerose multipla, lupus sistémico
eritematoso, espondilite anquilosante e diabetes tipo 176. Este aspeto podia retirar
especificidade a proteina quando utilizada isoladamente, mas esta mantém a sua relevancia

enquanto parte de um painel de biomarcadores salivares para o Liquen Plano Oral.

7.2.3 Interleucina 1 alfa

A expressédo ‘“interleucina 1 € um nome genérico atribuido a duas proteinas
diferentes, que séo a interleucina 1 alfa e a interleucina 1 beta . Neste trabalho, a IL-1a
obteve um score de 0,7, um valor expectavel que acompanha a relevancia que adquire na
literatura e que também pode resultar da sua relagdo com queratindcitos. dada a
importancia que estes aparentam ter na patogénese do Liquen Plano Oral.

Embora seja composta por duas subunidades, estas sinalizam através do mesmo
recetor e desempenham fungdes bioldgicas idénticas®®: a IL-1B € produzida principalmente
por mondcitos e macrofagos e circula de forma sistémica; a IL-1a esta geralmente
associada a membrana plasmatica da célula que a produz, sendo altamente expressa pelos
queratindcitos e células endoteliais atuando sobretudo localmente’®, o que podera contribuir
para o facto de esta subunidade se ter destacado.

A capacidade de ativar diversos tipos de células, como linfécitos T, e estimular a
producédo de outras citocinas, como TNF-a, IL-6, IL-8 e a si mesma® também pode ser um
fator que contribui para o resultado que qualifica a proteina como ideal para integrar o painel
de biomarcadores salivares para o Liquen Plano Oral.

Rhodus e colaboradores*?46 detetaram uma concentragao significativamente superior
de IL-1a na saliva de pacientes com Liquen Plano Oral quando comparado com o grupo de
controlo. Num dos trabalhos*®, detetaram que a concentracdo da IL-1a diminuiu apos
tratamento com dexametasona tépica e sugeriram que esta interleucina pode estar mais
associada ao desenvolvimento dos sintomas do Liquen Plano erosivo. Os resultados
obtidos nestas investigagbes corroboram e sdo potenciados pelo score de 0,7 atribuido a

proteina.
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7.2.4 Interleucina 6

A interleucina 6 obteve um score de 0,9, o que a torna num dos mais relevantes
elementos do painel de biomarcadores. Isto é algo que ndo surge como uma surpresa dada
a sua participagédo na resposta imune e inflamatoria®®, que estao relacionadas com o Liquen
Plano Oral®. Capaz de regular os linfocitos T CD4* 42, a interleucina revela-se essencial em
transformar a resposta imune de um estado de tolerancia para um estado de inflamacao
ativa®®.

O resultado obtido com a metodologia adotada nesta dissertagédo vai ao encontro dos
resultados relatados na literatura: esta tem sido encontrada em maior quantidade nos
pacientes com Liquen Plano Oral do que nos pacientes saudaveis, ndo sO nos tecidos
lesionados®®.79, como também em amostras de saliva total ndo estimulada?#243.46.50.66.80

Embora Sun®' tenha proposto que o nivel seroldgico de interleucina 8 seja um melhor
marcador mais sensivel do que o nivel seroldgico interleucina 6 para a monitorizagao da
atividade do Liquen Plano, neste trabalho a interleucina 6 apresentou um score
consideravelmente maior que a interleucina 8 (0,9 vs 0,4, respetivamente), revelando-se
mais relevante para o diagndstico de Liquen Plano Oral. A potencial falta de especificidade

desta proteina podera ser ultrapassada pela utilizagdo conjunta com outros biomarcadores.

7.2.5 Fibrinogénio
O fibrinogénio obteve um score de 0,7. Embora seja uma glicoproteina soluvel
principalmente encontrada no plasma®, a detecédo desta é mais um exemplo da presenca
de proteinas plasmaticas na saliva'®, que reflete o estado fisioldgico e patoldogico do
organismo'®'7. Mas outros fatores contribuem para a compreensdo do score da mesma:
desempenha fungbes na coagulacao, fibrindlise, interagcdes celulares e da matriz,
neoplasia, cicatrizagédo de feridas e resposta inflamatéria®? e tem vindo a ser utilizada na
técnica de imunofluorescéncia.
Buajeeb e colaboradores® realizaram um estudo onde, numa amostra com 82
individuos tailandeses com Liquen Plano Oral atrofico e/ou erosivo, apenas um paciente
nao revelou depdsitos de fibrinogénio na zona da membrana basal apds imunofluorescéncia

direta dos espécimes colhidos das lesdes de Liquen Plano Oral.
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Shirol e colaboradores®® realizaram um estudo em que utilizaram a técnica de
imunofluorescéncia direta para tentar obter um diagnostico de espécimes conservados em
parafina e também para estabelecer padroes de depdsitos de fibrinogénio. Em 35 casos de
Liquen Plano, 34 revelaram fluorescéncia positiva na jungdo dermo-epidérmica com elevada
significancia estatistica (p < 0.0001).

Talungchit e colaboradores3® seguiram uma metodologia algo diferente daquela
seguida nesta dissertagédo, mas que também permitiu a integragdo desta proteina numa
proposta de painel de biomarcadores salivares para o Liquen Plano Oral.

Da perspetiva da fisiopatologia do Liquen Plano Oral, admite-se que a patologia pode
provir da rutura da membrana basal e consequente apoptose dos queratinécitos (ou da
apoptose dos queratinécitos) e consequente perda de manutengdo da membrana basal.
Admitindo que as alteragdes imunofluorescentes nas lesdes de Liquen Plano Oral, que
resultam da acumulacao de fibrinogénio, podem ser uma consequéncia do dano provocado
na epiderme inferior e membrana basal®®, entdo a detecdo desta proteina é relevante e
podera corroborar a hipotese da patogénese também estar relacionada com a apoptose dos

queratindcitos por rutura da membrana basal.

7.2.6 Componente do complemento C3c

A forma C3c corresponde ao principal fragmento proteolitico do componente do
complemento C38%. Esta proteina obteve um score de 0,7, pelo que é adequada para
integrar um painel de biomarcadores, sobretudo quando se considera que ja é a segunda
proposta de painel de biomarcadores salivares para o Liquen Plano Oral®®, tendo em conta
o conhecimento do autor. A proteina desempenha um papel central na ativagaéo do sistema
de complemento, que serve de mediador local da resposta inflamatéria3® e contribui para a
coordenacgdo da resposta imune (além de outras fungdes)®’. Ou seja, esta proteina esta
envolvida nos principais mecanismos de desenvolvimento do Liquen Plano Oral®, o que
podera justificar a sua relevancia no painel de biomarcadores salivares da patologia
investigada. Na literatura encontram-se investigagdes com resultados que também apontam
para a importancia do componente do complemento C3c:

Buajeeb e colaboradores®* detetaram esta proteina na membrana basal de lesdes de
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Liquen Plano através da técnica de imunofluorescéncia direta.

Hashimoto e colaboradores® propuseram que a presenga de depositos de C3
granular na membrana basal pode ser uma caracteristica de Liquen Plano Oral severo,
embora os mecanismos de deposi¢cao da proteina e a sua fungao na patogénese do Liquen
Plano Oral sejam desconhecidos.

Tendo em conta a escassa informagdao encontrada e os resultado obtido nesta
dissertagcdo e trabalhos anteriormente citados, sugere-se a investigacdo da fungdo da

proteina na fisiopatologia do Liquen Plano Oral.

7.2.7 Proposta de painel de biomarcadores
Os biomarcadores podem ser divididos em trés categorias®:
1. Especificos para uma patologia
2. Néao especificos para uma patologia, mas que revelam uma condigdo anormal
3. Biomarcadores aleatérios que resultam de diversidades ou variagcdes entre as
amostras de doenga e controlo, protocolo de tratamento ou plataformas de
espetrometria de massa.

As proteinas identificadas como biomarcadores nesta dissertacdo, TNF-a (P01375),
TNFR-1B (que admite o nome TNFR-2, cédigo P20333), IL-1a (P01583), IL-6 (P05231),
fibrinogénio cadeia B (P02675) e componente do complemento C3 (P01024), sao proteinas
gue ja se encontram associadas a diversas patologias, como pode ser visto na tabela 2 do
material e métodos, pelo que ndo sao, individualmente, especificas para o Liquen Plano Oral.
Contudo, a combinacéo de diversas proteinas para formar um painel de biomarcadores para
criar uma ferramenta de diagnodstico é viavel®® e confere especificidade para a patologia. A
utilizacdo de um biomarcador multifatorial para o Liquen Plano Oral, como sugerido neste
trabalho, ndo € um caso isolado e apoia a utilizagdo de fibrinogénio e componente do
complemento C3 apresentada num trabalho ja publicado®°.

7.3 Limitagées

Apesar da sistematizacao aplicada nas diferentes analises realizadas neste trabalho

ha que salientar possiveis limitagdes a ter em conta.

Variacbes na recolha de saliva podem culminar na detecdo de diferentes

biomarcadores. Este aspeto € mais notado quando se compara a utilizagdo de saliva total
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estimulada com ndo estimulada®. Embora em todos os artigos analisados para a
elaboragcdo deste trabalho tenham utilizado um protocolo de recolha de saliva nao
estimulada, € importante estar atento a este aspeto ao replicar o método proposto na
monografia.

Outra limitagcdo na metodologia prende-se com a falta de um padrédo para os
protocolos de protedmica utilizadas nos diversos estudos. Um exemplo desta limitagdo pode
ser a menor sensibilidade do protocolo 2D-PAGE seguido de LC-MS/MS comparativamente
a protocolos de MALDI-TOF LC-MS/MS ou SELDI-TOF (Surface Enhanced Laser
Desorption/lonization)®, ja que o primeiro protocolo utiliza um gel que cuja reprodutibilidade
é pobre®. Dada a escassez de literatura com técnicas de protedmica, surgiu a necessidade
de integrar informagao resultante de protocolos mais dirigidos, como a técnica de ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay). A \utilizacdo de protocolos ELISA Iimita a
identificacdo de novas proteinas que podem ter potencial de biomarcador por nao permitir
uma analise do proteoma, mas sim a detegéo de anticorpos especificos®.

Relativamente ao calculo do score, a formula utilizada ndo replicou outra ja publicada
e validada. A valorizagado de cada critério foi escolhida através da perceg¢ao da importancia
que cada parametro tendo em conta a relevancia relativa atribuida na literatura, algo que é
limitado pelo facto de ainda nao existir uma definicdo concreta da etiologia e patogénese do
Liquen Plano. Por este motivo., apesar da proposta de biomarcadores apresentada neste
trabalho aparentar ser a ideal, podera carecer de aprimoramento.

Por fim, embora fosse uma caracteristica desejavel, o painel nao foi elaborado de
forma a dar uma resposta clara relativamente a presenca de displasia e diagndstico
diferencial com reacdes liquenoides. Isto deve-se sobretudo a falta de comparacao dos
resultados do grupo de pacientes com Liquen Plano Oral sem presencga de displasia com

pacientes que apresentem displasia e pacientes com reagdes liquenoides.
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Conclusao

Este trabalho procurou o desenvolvimento de uma estratégia bioinformatica que
permitisse a identificagcdo de um conjunto de proteinas que se manifestam de forma alterada
na presencga de Liquen Plano, culminando com a proposta de um painel de biomarcadores
salivares uteis para o diagndstico desta patologia. Da analise realizada foram identificadas
proposta de seis proteinas para serem utilizadas como um painel de biomarcadores: TNF-q,
TNFR-2 (ou TNFR-1B), IL-1a, IL-6, fibrinogénio cadeia 3 e componente do complemento C3.

Tendo sido alcangado o objetivo, sugere-se para o futuro testar o painel proposto e,
caso se verifique util, sugere-se o desenvolvimento de um dispositivo de diagndstico que
seja menos invasivo e tao valido como a bidpsia. Neste aspeto, sugere-se ainda que se
procure averiguar a sua aplicagdo no diagnostico diferencial entre lesbes de Liquen Plano
Oral e lesdes liquenoides, e presenca ou auséncia de displasia, embora nao tenha sido o
foco do trabalho.

Propde-se ainda que se estabelegca um padrao a utilizar nos estudos de protedmica
das diversas patologias, para facilitar a replicacdo dos estudos, passando pela

uniformizacéo do protocolo de recolha e protocolo de proteémica.
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